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RESUMO GERAL

Este trabalho objetivou-se avaliar o potencial alelopatico de diferentes
extratos obtidos das folhas secas de Portulaca oleracea (beldroega) e Raphanus
raphanistrum (nabica). Os extratos foram preparados por refluxo em agua
ultrapura e maceragdo dindmica utilizando solventes de polaridade crescente
(hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e dgua ultrapura). Os extratos
obtidos foram filtrados e evaporados sob vacuo, em seguida foram realizados os
calculos dos rendimentos extrativos e os ensaios de quantificacdo de fendlicos
totais (fendis, flavonoides e dihidroflavonoides) e potencial antioxidante (poder
redutor, capacidade antioxidante total, poder quelante e sequestro de radicais
livres DPPH). As correlaces dos métodos de quantificacdo e antioxidante foram
obtidas através da analise de correlagdo candnica. Para os testes de alelopatia 0s
extratos foram ressuspendidos em agua ultrapura, mesurado pH e diluidos de
modo a obter-se quatro concentracdes (2, 4, 6, 8 g.L™). Nos bioensaios de
germinacdo foram utilizadas 25 sementes de Lactuca sativa (alface), sendo
umedecidas com 4 mL dos extratos e mantidas em estufa tipo BOD com
temperatura a 24°C e fotoperiodo de 12 horas, onde foram avaliados o indice de
velocidade de germinacdo (IVG), porcentagem de germinacdo (%G), massa
seca, crescimento radicular e hipocétilo. Independente dos métodos extrativos,
0s extratos aquosos foram os que apresentaram maior rendimento para ambas as
plantas. Dos extratos obtidos, somente o extrato hex&nico ndo demonstrou
resultados significativos nos ensaios de quantificacdo e antioxidante. No teste do
poder quelante os extratos aquosos da nabica apresentaram melhor atividade de
quelacdo do Fe™ (0,002+0,0 mg/mL). Na beldroega o extrato butanélico
apresentou um elevado efeito antioxidante no ensaio do poder redutor
comparado com o acido ascorbico. Ambas as espécies apresentaram uma alta
correlacdo entre a quantificagdo de compostos fendlicos e 0s métodos
antioxidantes. No teste de alelopatia os extratos aquosos obtidos por maceracdo
e refluxo da nabica apresentaram efeito alelopatico a partir das menores
concentragBes, sendo que, no extrato aquoso por maceragdo na maior
concentracdo (10 g.L™) inibiu total a germinacdo das sementes de alface. Os
extratos obtidos a partir dos solventes diclorometano, acetato de etila, butanol e
agua ultrapura influenciaram no desenvolvimento das plantulas da espécie teste,
na qual o extrato aquoso foi capaz de inibir mais de 50% o crescimento da
radicular. Na beldroega, os extratos aquosos obtidos por refluxo e maceracdo
foram os que apresentaram atividade em todos os testes analisados, porém o
extrato obtido pelo método de maceracéo foi o que demostrou melhor resultado,
inibindo totalmente a germinacdo nas concentracbes de 8 e 10 g.L™. Dos
extratos com polaridade crescente somente o diclorometano ndo afetou o
desenvolvimento da alface. Os resultados deste trabalho indicaram o potencial



alelopatico e antioxidante da beldroega e da nabica em ensaios realizados em in
vitro.

Palavra chave: Radicais livres. Bioensaio vegetal. Aleloguimico. Nabica.
Beldroega.



GENERAL ABSTRACT

This work aimed to evaluate the allelopathic potential, antioxidant and
quantification of total phenolic compounds of different extracts from the dried
leaves of Portulaca oleracea (purslane) and Raphanus raphanistrum (turnip).
The extracts were prepared by refluxing in ultrapure water and dynamic
maceration used increasingly polar solvents (hexane, dichloromethane, ethyl
acetate, butanol and ultrapure water). The extracts were filtered and evaporation
in vacuum then were performed calculations of extractives yields and
quantification of total phenolic assays (phenols, flavonoids and
dihidroflavonoides) and antioxidant potential (reducing power, total antioxidant
capacity, chelating power and sequestration DPPH free radicals). Correlations of
quantification methods and antioxidant were obtained by canonical correlation
analysis. To test allelopathy extracts were resuspended in ultrapure water, pH
mesurado and diluted so as to obtain four concentrations (2, 4, 6, 8 g.L™). In
germination bioassays were used 25 seeds of Lactuca sativa (lettuce) and wetted
with 4 mL of the extracts and kept in an incubator BOD with temperature at 24 °
C and photoperiod of 12 hours were evaluated in the germination speed index
(GSI) , germination percentage (%G), dry mass, root and hypocotyl growth.
Regardless of extractive methods, the aqueous extracts showed the highest yield
for both plants. The extracts, only the hexane extract showed no significant
results in guantitation assays and antioxidant. In the test of the chelating power
aqueous extracts of turnip showed better chelation activity of Fe*? (0.002 + 0.0
mg / mL). In the butanolic purslane extract showed a high antioxidant effects in
the test of reducing power compared to ascorbic acid. Both species have a high
correlation between the quantification of phenolic compounds and antioxidant
methods. In allelopathy test aqueous extracts obtained by maceration and flow of
turnip showed allelopathic effect from lower concentrations, and in the aqueous
extract by steeping in the highest concentration (10 g.L™) inhibited the total
germination of lettuce seeds. The extracts obtained from the dichloromethane
solvent, ethyl acetate, butanol and ultrapure water influenced the development of
the seedlings of the test species, wherein the aqueous extract was able to inhibit
more than 50% of root growth. In purslane, the aqueous extracts obtained by
reflux and maceration showed the activity in all analyzed tests, but the extract
obtained by maceration method was the one that demonstrated best results,
completely inhibiting germination at concentrations of 8:10 g L™ Extracts with
increasing polarities only dichloromethane did not affect the development of
lettuce. The results of this study indicated the allelopathic and antioxidant
potential of purslane and turnip in trials in vitro.

Keyword: Free radicals. Plant bioassay. Allelochemical. Turnip. Purslane.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As plantas possuem a capacidade de liberar no meio ambiente diversos
metabolitos secundarios, podendo interferir de forma positiva ou negativa no
desenvolvimento da vegetacdo que estd ao seu redor. Este fendbmeno de
interferéncia é conhecido como alelopatia. Existem varios compostos quimicos
(aleloquimicos) com este tipo de atividade, como os compostos fendlicos,
flavonoides, saponina, taninos, acidos organicos, antraquinonas e naftoquinas
(MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2005; SILVA et al., 2011).

Os compostos quimicos podem variar de acordo com a composicao,
concentracdo e a distribuicdo na planta. Estes aleloquimicos podem ser liberados
para 0 meio ambiente de diversas maneiras, como por meio da decomposicao de
residuos vegetais, exsudacdo pelas raizes, volatizacdo e lixiviacdo da superficie
das folhas através da chuva e/ou neblina (MARASCHIN-SILVA; AQUILA,
2005).

Os estudos envolvendo a atividade alelopatica das plantas sdo de grande
interesse para a agricultura, pois, muitas das substancias quimicas apresentam
grande potencial para o uso no controle de plantas daninhas e ainda, possuem a
capacidade de inibir a germinacdo e o crescimento vegetal (MARASCHIN-
SILVA; AQUILA, 2005), além de ser uma técnica barata, ndo poluente e ndo
requerer equipamentos sofisticados para sua aplicacdo (CARVALHO et al.,
2012).

Para avaliar a atividade alelopéatica dos compostos quimicos in vitro sao
realizados bioensaios com plantas testes, tais como as sementes de alface
(Lactuca sativa L.), tomate (Solanum lycopersicum L.) e pepino (Cucumis

sativus L.). Estas espécies sdo utilizadas devido a sensibilidade ao contato com
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os aleloquimicos, insensibilidade aos potenciais osméticos, facil aquisicao,
manuseio, germinacdo rapida e crescimento linear (FORMAGIO et al., 2014;
SILVA et al., 2011).

Além da atividade alelopatica, as plantas podem apresentar um forte
potencial antioxidante. Os antioxidantes sdo compostos que possuem a
capacidade de desacelerar o processo de oxidacdo, através da inibicdo de
radicais livres e complexacdo de metais. Para a sobrevivéncia dos vegetais varias
substancias antioxidantes sdo produzidas para a captura dos radicais livres tais
como os flavonoides e compostos fendlicos (BARBOSA et al, 2014;
FORMAGIO et al., 2014).

Portulaca oleracea L. é uma espécie considerada daninha, com habito
de crescimento herbaceo, cosmopolita que se adapta a varios tipos de clima.
Conhecida como beldroega é utilizada na alimentacdo humana. Para esta espécie
sdo também relatadas atividades medicinais como vermifuga, antibacteriana,
analgésica, anti-inflamatéria, diurética, antipirética, emoliente, relaxante
muscular e na alelopatia (AGARWAL; VARMA, 2015; LORENZI; MATOS,
2002; SHEHATA, 2014).

Outra planta considerada daninha é Raphanus raphanistrum L.
popularmente conhecida como nabica. E uma espécie anual, herbacea
encontrada em grande escala no sul do Brasil, muito semelhante
morfologicamente a Raphanus sativa (nabo silvestre) (LORENZI, 1991). As
folhas sdo utilizadas na alimentacdo humana no México, Italia, Paquistdo e
Turquia. Na Inglaterra as sementes tém sido empregadas como um substituto
para a mostarda. As folhas desta espécie sdo usadas como anti-reumaticas, anti-
inflamatdrias, antioxidantes e na alelopatia (KUCUKBOYACI et al., 2012;
WANDSCHEER; PASTORINI, 2008; WARWICK; FRANCIS, 2005).
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O presente trabalho foi realizado com o objetivo avaliar potencial
alelopético e antioxidante das espécies Portulaca oleracea L e Raphanus

raphanistrum L.
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2 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial
alelopética e antioxidante de diferentes extratos das folhas secas de Portulaca

oleracea e Raphanus raphanistrum.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ALELOPATIA

O termo alelopatia foi descrita pelo pesquisador Molisch em 1937, onde
a palavra derivada do grego significa allelon (matuo) e patho6s (prejuizo ou
sofrer) (FERREIRA; AQUILA, 2000). Alelopatia é a ciéncia que estuda
qualquer processo envolvendo metabdlitos com atividade alelopatica produzida
por plantas, algas, bactérias e fungos, que liberados no meio ambiente podem
influenciar diretamente ou indiretamente, a sobrevivéncia das plantas que estédo
ao seu redor (PINTO et al.,, 2002). De maneira indireta, estes compostos
quimicos liberados tanto na fase aquosa quanto gasosa, podem influenciar na
nutricdo do solo e das plantas que nele habitam. Seu efeito direto provoca
alteracBes no nivel celular e metab6lico (BORELLA et al., 2009; FERREIRA;
AQUILA, 2000).

O potencial alelopatico pode ser divido em auto toxicidade que ocorre
guando uma planta libera no ambiente substancias quimicas que vao interferir na
germinacgdo e desenvolvimento da sua espécie e heterotoxicidade é guando a
substancia liberada vai afetar o desenvolvimento de outra espécie (PIRES;
OLIVEIRA, 2011).

As substancias quimicas podem ser liberadas para o meio ambiente de
varias maneiras, sabendo que fatores abioticos podem influenciar no processo de
liberacdo. Esta rota inclui a decomposicdo de residuos vegetais, sendo
considerada a mais importante neste processo. Também pode ser citada a
exsudagdo por raizes, a volatilizagdo que ocorre atraves das folhas e o processo
de lixiviacdo das superficies foliares pela chuva e/ou neblina (CARVALHO et
al., 2014; MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2005).
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Observa-se que, o fenémeno da alelopatia € o oposto da competicao.
Competicdo acontece quando uma planta retira do ambiente substancias
esséncias (luz, agua, nutriente etc.) suprimindo o crescimento de outro vegetal,
ja a alelopatia ocorre a partir da liberacao de aleloquimicos no habitat (Figura 1)
(CHOU, 2016).

Interferéncia das plantas

COMPETICAO

ALELOPATIA
Luz
Umidade do Solo ) Folha
Nutriente Aleloquimicos ==t Casca
Raiz

Figura 1 Diagrama do mecanismo de interferéncia das plantas (competicdo e
alelopatia)
Fonte Adaptado de Chou (2016)

Plantas que possuem atividade alelopéatica, tem chamado bastante
atencdo devido as suas aplicacbes no meio agricola, onde séo utilizadas como
alternativa no uso de inseticidas, herbicidas e nematicidas, sendo um método
barato, ndo poluente e ndo necessita de equipamentos sofisticados para a
aplicacdo (CARVALHO et al., 2012; FERREIRA; AQUILA, 2000). Por ser um
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método natural, a alelopatia pode ser utilizada juntamente com outras técnicas de
controle agricola sem provocar contaminagdes ao solo e agua, pois seus residuos
se degradam rapidamente comparado com residuos sintéticos (OLIVEIRA et al.,
2015).

Os compostos que possuem potencial alelopatico provém dos
metabdlitos secundarios, que na evolucdo das plantas, representaram alguma
vantagem contra o ataque de microrganismos, virus, insetos e predadores. Séo
conhecidos atualmente cerca de 10.000 produtos de metabdlitos essenciais que
apresentam acdo sobre outras plantas. Sendo sua principal funcdo a de protecdo
ou defesa contra o ataque de pragas e fitopatdgenos. Dentre os compostos com
atividade alelopatica estdo os taninos, cumarinas, glicosideos cianogénicos,
alcaloides, flavonoides e outros (PIRES; OLIVEIRA, 2011). Os metabolitos
com atividades alelopaticas (aleloquimicos) podem influenciar no crescimento
da plantula, podendo também afetar a estrutura citolégica, hormonal,
permeabilidade da membrana, absorcdo de minerais, fotossintese, atividade
enzimatica, relagbes hidricas, alteracdo no DNA e RNA, movimento realizado
pelos estdmatos e na sintese de proteinas (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Os monoterpenos, quinonas e flavonoides possuem a capacidade de
interferir com as funcdes das mitocondrias (PIRES; OLIVEIRA, 2011). A classe
de compostos fendlicos apresenta uma gama de compostos com atividade
alelopética, variando de fendis simples a taninos de estruturas mais complexa
(TAVEIRA; SILVA; LOIOLA, 2013). Eles estdo relacionados a divisdo celular,
atividade hormonal, teor de clorofila e absorcdo de agua (LAYNEZ-
GARSABALL; MENDEZ-NATERA, 2006). As saponinas diminuem a
permeabilidade de oxigénio no tegumento da semente; uma variedade de taninos
inibe a acdo das giberelinas (LAYNEZ-GARSABALL; MENDEZ-NATERA,
2006; SOUZA FILHO; ALVES, 2002).
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A cumarina altera a taxa de respiracgdo, inibe a fotossintese, absorcao de
fons e a sintese de proteina, além de reduzir o teor de agua no tecido.
Escopoletina, &cido p-cumarico e &cido caféico também afetam o processo
fotossintético provocando o fechamento dos estdmatos (EINHELLIG;
RASMISSEN, 1979). Os alcaloides podem atuar como substancias de defesa
contra insetos herbivoros, horménios reguladores de crescimento e apresentam a
capacidade de inibir a germinacdo (GOETZE; THOME, 2004; SOUZA FILHO;
TREZZI; INOUE, 2011).

Os compostos quimicos podem se relacionar aos processos fisiol6gicos
da planta receptora, agindo como inibidores da germinacéo e do crescimento ou
podem atuar também como promotores do crescimento, isto pode ocorrer em
determinadas concentragfes, muitas vezes a atividade alelopatica ndo é sobre
germinacgdo e sim sobre a velocidade de germina¢do (FERREIRA; AQUILA,
2000; GATTI; PEREZ; LIMA, 2004).

As condi¢cBes ambientais como temperaturas extremas, deficiéncias
nutricionais, umidade, excesso ou falta de luz, insetos, doencas e 0s agrotoxicos
podem influenciar na producdo de substancias quimicas liberadas pelas plantas.
Estas condigbes de estresse frequentemente aumentam a producdo de
metabolitos secundarios, proporcionando o aumento de interferéncia alelopatica
(Figura 2) (GOLDFARB; PIMENTEL; PIMENTEL, 2009).

Para identificar em laboratdrio se o extrato vegetal possui atividade
alelopéatica, sdo observados, nos bioensaios vegetais, a porcentagem de
germinagdo, comprimento total da plantula, comprimento radicular, nimero e
comprimento de raizes adventicias e secundarias, nlimeros de nés e o
comprimento dos internés (MIRO; FERREIRA; AQUILA, 1998). O bioensaio
de germinacdo € conduzido em camaras de germinagdo, com temperatura e
luminosidade controlada normalmente entre 7 a 10 dias (SOUZA FILHO;
GUILHON; SANTQOS, 2010).
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Figura 2 Relacdo entre compostos quimicos e fatores ambientais sobre o
crescimento de uma planta
Fonte Pires e Oliveira (2011)

Para os bioensaios vegetais, onde os principais pontos avaliados sdo a
germinacdo e o desenvolvimento da plantula, utiliza - se como planta teste
sementes de alface (Lactuca sativa L.), tomate (Solanum lycopersicum L.) e
pepino (Cucumis sativus L.), devido a sua sensibilidade ao contanto com os
aleloquimicos, insensibilidade ao potencial osmético, facil aquisicdo, manuseio,
germinacg&o réapida e crescimento linear (FORMAGIO et al., 2014; SARTOR et
al., 2015; SILVA etal., 2011).

O crescimento radicular é um pardmetro muito empregado para a
identificagdo dos efeitos alelopaticos, pois ocorre & inibicdo ou retardo do
crescimento e desenvolvimento em contato com o aleloquimico. Quando o
crescimento das raizes é prejudicado, isso pode ocasionar danos ao ciclo de vida
da planta, pois ela necessita fixar-se ao solo e absorver agua e nutrientes. Sem o

sistema radicular integro isto ndo ocorre (OLIVEIRA et al., 2015).
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Existem varios trabalhos cientificos que demostram a atividade
alelopatica e a eficiéncia dos bioensaios vegetais, tais como, o extrato aquoso da
parte aérea de braquiéria (Brachiaria brizantha), girassol (Helianthus annuus) e
soja (Sorghum bicolor) influenciaram na diminuicdo do crescimento radicular da
alface (OLIVEIRA et al., 2015); fungos Fusarium solani e Diplodia maydis
interferiram no desenvolvimento da buva e amendoim-bravo sem afetarem
outras cultivares (milho e soja) (SPIASSI et al., 2015); o extrato aquoso de
aciculas do pinheiro-amarelo (Pinus taeda) afetou a germinacdo, crescimento
(epicétilo e raizes) e a velocidade de germinacdo do milho (Zea mays), picdo
preto (Bidens pilosa) e alface (SARTOR et al., 2015); os extratos metanolicos de
Hibiscus sabdariffa (hibisco), Ocimum gratissimum (alfavaca) e Palicourea
crocea inibiram o crescimento de plantulas de alface (FORMAGIO et al.,
2014); os O6leos essenciais de Cinnamomum Zeylanicum (canela), Lippia
sidoides (alecrim pimenta) e Cymbopogon nardus (citronela) interferiram na
germinacgdo e crescimento radicular de picdo preto (ALVES et al., 2014);
extrato aquoso da folhas de Mikania cordata (guaco) inibiram a germinacao e
desenvolvimento de Oryza sativa (arroz), Triticum aestivum (trigo), Vigna
sinensis (feijdo-mitdo), Abelmoschus esculentus (quiabo), Amaranthus tricolor
(bredo), Acacia auriculiformis (acécia auriculada), e Paraserianthes falcataria
(albizia) (HOSSAIN; ANWAR; NANDI, 2016); o 6leo essencial de Thymus
algeriensis inibiu o crescimento e parte aérea de alfafa (Medicago sativa) e trigo
(ALI et al., 2015) e o 6leo essencial de Cullen plicata apresentou atividade
alelopatica sobre picdo preto e leituga-amargosa (Urospermum picroides) (EL-
GAWAD, 2016).
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3.2 Atividade Antioxidante

O oxigénio (Oy) é uma molécula muito importante para 0s seres
aerdbicos, pois desempenha os processos bioquimicos da respiracao celular, mas
por outro lado também leva ao desequilibrio nestas reagcdes produzindo espécies
reativas de oxigénio (EROs) ou radicais livres (BARBOSA et al., 2014).

Os radicais livres sdo moléculas cujos elétrons encontram-se
desemparelhados e centrados nos atomos de oxigénio ou nitrogénio. O
desequilibro entre a formacdo e a remocdo das EROs é conhecida como estresse
oxidativo, sendo ocasionado por uma série de fatores, como os apresentados na
Figura 3 (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Indutores de EROs:
Metabolismo aerdbio; Mecanismos de defesa
Lesio e  resposta o comprometidos:
inflamatoria: Estresse oxidativo Atividades enzimaticas reduzidas;
’ . Aumento de espécies Superoxido dismutase;
Estressores relacionados f— . L, z 2
) . reativas de oxigénio <&—>| Catalase;
2o est%lo de vida; (EROs) Glutationa peroxidase;
Tabagismo; Consumo reduzido de
Alcool em excesso; antioxidantes;
Meio ambiente; Vitaminas C e E;
Radiagdo solar; B-Icaloteno;
Poluentes LiETpELr
i Flavonoides;
Proantocianidinas;
Danos moleculares e teciduais: N Outros compostos fendlicos;
DNA, proteina, lipideos, genes. IIsot'ulmanatos com enxofre e
indois;
Terpenoides.
@ancer Doengas Diabete Doencas Fungdo imune
cardiovasculares neurodegenerativas | | modulagéo hormonal

Figura 3 Estresse oxidativo e seus possiveis dados a salde humana
Fonte Damodaran, Parkin e Fennema (2010)

Existem véarios EROs que danificam a estrutura celular, sendo, o radical

superdxido (O,") uma EROs instavel, pois apresenta nimero impar de elétrons
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na Ultima camada eletronica. Peroxido de hidrogénio (H,O,) € um radical livre
moderadamente reativo, por ser de pequeno porte tem a capacidade de atravessar
membranas celulares (por exemplo, membranas nucleares) e apresenta acdo
deletéria, pois participa da reacdo que origina o radical hidroxila (HO"). Nas
plantas o H,O, é formado pela fotorrespiracdo, peroxissomos, mitocéndrias,
cloroplastos, citosol e membrana plasmatica. A HO" é o radical mais oxidante
dentro dos EROs, ele pode ocasionar inativacdo ou mutacdo no DNA, desnaturar
pontes dissulfeto (-SS), proteinas pela oxidacdo do grupo sulfidrila e apresenta
acdo no crescimento radicular, alongamento foliar, afrouxamento da parede
celular, provavelmente ocasionado pela degradacdo de polissacarideos
provocado por este radical (BARBOSA et al., 2014; BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

Tanto as plantas como 0s animais possuem a capacidade de
desenvolverem mecanismos de protecdo contra a citotoxidade das EROs, sendo
enzimaticas ou ndo enzimaticas (BARBOSA et al., 2014). A protecdo contra 0s
radicais livres é de suma importancia a integridade das estruturas celulares e das
macromoléculas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os antioxidantes sdo compostos que possuem a capacidade de
desacelerar o processo de oxidacdo, através da inibicdo de radicais livres e
complexacdo de metais (BARBOSA et al., 2014). As substancias consideradas
antioxidantes séo capazes de parar ou inibir a oxidag&o lipidica e interrompem a
iniciacgdo ou propagacdo de reacOes ocorridas em cadeias oxidativas
(AGARWAL; VARMA, 2015). Segundo Erkan (2012), os antioxidantes
neutralizam ou eliminam as EROs por meio da doacdo de hidrogénio antes do
seu ataque as células. A capacidade de ativar os antioxidantes pode prevenir o
aciimulo de EROs e o0 estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2014).

Os antioxidantes podem ser divididos em primario e secundario.

Priméario quando apresenta a capacidade de desacelerar ou inibir a a¢do dos
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EROs por meio da doacéo de elétrons ou &tomos de hidrogénio e secundario, por
meio da ligacdo de ifons metalicos, remocdo de oxigénio, desativacdo do
oxigénio singleto e conversdo de hidroperdxidos de espécies ndo-radicais
(MAISUTHISAKUL,; SUTTAJIT; PONGSAWATMANIT, 2007).

Existem substancias naturais, sintéticas e enzimas que apresentam
atividades antioxidantes, como o acido ascorbico (vitamina C), vitamina E, B-
caroteno, a-tocoferol, glutationa, compostos fenodlicos, flavonoides, butil-
hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona
(TBHQ) e galato de propila (GP) (ERKAN, 2012; NEVES et al., 2009). Dentro
das enzimas antioxidantes estdo a superoxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX), glutationa redutase (GR), peroxidases (POD), catalase (CAT)
e prolifenoloxidase (PPO) (BARBOSA et al., 2014).

A enzima SOD destr6i o radical superoxido, convertendo-o em H,0O; e
0O, e a CAT vai atuar convertendo o perdxido de hidrogénio em H,O e O..
Dentre das substancias naturais o acido ascorbico e a-tocoferol sdo os mais
importantes antioxidantes. A vitamina C é encontrada em nosso corpo na forma
de ascorbato, que tem como funcéo reduzir metais de transicdo (Fe** e Cu®") que
se encontram nos sitios ativos das enzimas ou na forma livre no organismo. A
vitamina E ¢ constituida por tocoferois e tocotriendis sendo o a-tocoferol o mais
ativo. Estas substancias atuam com doadoras de H* para a radical peroxila. Cada
substancia pode reagir com até dois radicais peroxila, tornando assim o tocoferol
desativado irreversivelmente (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; VAN
ACKER et al., 1996).

Os compostos antioxidantes podem desativar os radicais livres através
da transferéncia de atomo de hidrogénio ou de um elétron, ambos o0s processos
podem ocorrer ao mesmo tempo. Nos métodos que ocorrem a transferéncia do

atomo hidrogénio sdo independentes do pH do solvente (MIGUEL, 2007).
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Existem métodos in vitro rapidos e eficientes para identificar a acéo
antioxidante em extratos vegetais, sendo os ensaios de captura de espécies
reativas de oxigénio DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e ABTS [2,2’-azino-
bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico] (CAI et al., 2004; SOARES et al.,
2008).

No ensaio de DPPH sua solugdo apresenta a cor plrpura com
absorbancia de 517nm, sendo uma técnica influenciada pelo solvente e pH.
Quanto por acdo de um antioxidante o DPPH € reduzido originado o 2,2-
difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 4), a presenca de um antioxidante na
amostra testada transforma a cor purpura em amarela (AGARWAL; VARMA,
2015; ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013; OLIVEIRA A. C. et al,,
2009).
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Figura 4 Reagdo quimica entre o antioxidante BHT e o radical DPPH
Fonte Oliveira A. C. et al. (2009)

“Substancias fendlicas sdo reconhecidamente detentoras de pronunciada
atividade antioxidantes, atuando como sequestradores de radicais livres e como
quelantes de metais” (PESSUTO et al., 2009). Os antioxidantes fenolicos
apresentam interacdo com o radical peroxil, devido ao fato de ser o mais
prevalente na etapa da autoxidacdo, sendo assim favoravel a captura do seu
hidrogénio (ANGELO; JORGE, 2007). Os compostos fendlicos atuam
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combatendo os radicais livres por meio da doacdo de um atomo de hidrogénio
(SUCUPIRA et al., 2012).

A desprotonacdo em meio basico dos fendis (Figura 7) origina os anions
fenolatos, em seguida ocorre uma reacao de oxirredugdo entre o anion fenolato e
reagentes de Folin, onde o molibdénio (componente do reagente de Folin) sofre
reducdo e mudanca de coloracdo amarela para azul (OLIVEIRA A. C. et al,,
2009).

A atividade antioxidante dos flavonoides pode ser determinada por
alguns fatores: (a) reativo com agente doador de H e elétrons, (b) estabilidade do
radical flavonoil, (c) capacidade de efetuar a quelagdo de metais de transicdo e
(d) inter-relagdo com as membranas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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Figura 5 Reacgao do composto fendlico (&cido galico) com molibdénio
Fonte Oliveira A.C. et al. (2009)

O método de capacidade de antioxidante total (ou fosfomolibdénio) é
baseado a partir da reducdo do molibdénio (MO*®) a molibdénio (MO*®), em pH
acido na presenca de compostos com atividade antioxidante a formacdo de um
complexo verde entre fosfato molibdato (MO™), por determinacio
espectrofotométrica a 695 nm (BALESTRIN et al., 2008; PRIETO; PINEDA,;
AGUILAR, 1999).
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A quelagdo de metais € um dos possiveis mecanismos de acdo das
substancias antioxidantes. O método do poder quelante ird sequestrar 0s
complexos de fons metalicos principalmente ferro 11 (Fe **) (MIGUEL, 2010). O
método do poder redutor baseia-se na reducio do Fe*?, onde avalia a capacidade
de compostos fendlicos em reduzir o Fe**, originado um complexo colorido com
Fe?(SANTOS et al., 2007).

Conforme ocorre o envelhecimento, os sistemas que utilizam o0s
antioxidantes com protecdo e defesa contra os EROS também diminuem sua
eficiéncia aumentando assim a chance do surgimento de varias patologias
humanas, como céancer, Alzheimer, diabetes, aterosclerose, neurodegeneracao,
imunossupressdo e doengas cardiovasculares, isto 0s novos antioxidantes
naturais, isolados principalmente de plantas com propriedades medicinais tém
adquirido grande importancia na aplicacdo industrial, cosméticos, farmacos e
alimenticios (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; SAEED; KHAN;
SHABBIR, 2012; SILVA et al., 2009).

Quando uma planta é submetida a estresse provocado pelo ambiente
envolvendo a producdo de radicais livres, esta producdo é maior que a
capacidade de atuacdo dos antioxidantes ocasionando o estresse oxidativo,
causando assim, danos no DNA, na proteina citotdxica e peroxidacdo lipidica
(YAZICI et al., 2007). Segundo Barbosa et al. (2014), os niveis das espécies
reativas de oxigénio estdo associados a atividade antioxidante das enzimas,
como no processo de sinalizar e defender o vegetal contra o déficit hidrico,
salinidade, temperaturas extremas, metais pesados e ataques de patdgenos.

A tolerancia da espécie Portulaca oleracea (beldroega) a salinidade
pode estar relacionado ao aumento da atividade antioxidante para eliminar ERO
(YAZICI et al., 2007). As raizes da Bupleurum chinense apresentam mecanismo
de atividade antioxidante para resistir ao estresse hidrico (ZHU; LIANG; HAN,
2009).
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Vérias espécies medicinais possuem atividades antioxidantes como,
Allium cepa (cebola), Allium sativum (alho), Annona squamosa (Pinha),
Brassica oleracea (couve), Camellia sinensis (Cha verde), Panax ginseng
(ginseng) (DALLAQUA; DAMASCENO, 2011), Lycopersicon esculentum cv.
Débora e Lycopersicon esculentum cv. Alambra (tomate) (ROCHA,; SILVA,
2011), Psidium guajava (goiaba) (OLIVEIRA et al., 2011) e Mentha aquética
(hortel&d) (CONFORTI et al., 2008).

3.3 Portulaca oleracea L.

3.3.1 Aspectos botanicos

Portulaca oleracea Linn, pertencente a familia Portulacaceae é
considerada uma planta daninha, sendo encontrada em todo mundo.
Popularmente conhecida como beldroega, beldroega-da-horta, beldroega-
vermelha, berdoega, caruru-de-porco, ora-pro-nobis, porcelana, salada-de-negro,
caaponga, bredo-de-porco, onze-horas e vergolaga (LORENZI; MATOS, 2002;
MOREIRA; BRAGANCA, 2011; SHEHATA, 2014). E infestante em areas
cultivadas atingindo 45 culturas em 81 paises (pomares de laranja, videiras,
mamao, maracuji, morangos, arroz, milho, algodao, tabaco, cana de acglcar e
trigo) (CHAUHAN; JOHNSON, 2009; MIYANISHI; CAVERS, 1980).

De acordo com Lorenzi e Matos (2002, p. 443) esta espécie apresenta as

seguintes caracteristicas morfologicas (Figura 6):

Herbacea prostrada, anual, suculenta, ramificada,
completamente glabra, com ramos de coloragdo rosa de 20-
40 cm de comprimento, originaria provavelmente do norte
da Africa e naturalizada em territorio brasileiro. Folhas
simples, alternas, carnosas, de 1-2 cm de comprimento.
Flores solitérias, axilares, de cor amarela, que abrem-se
apenas na parte da manhd. Os frutos sdo capsulas deiscentes,
com sementes pretas e brilhantes. Existem formas cultivadas



31

para fins ornamentais desta espécie, com flores muito
maiores e de varias cores.

illl‘ l}’ il

Figura 6 Espécie Portulaca oleracea.
Fonte Arquivo pessoal

Ainda apresenta poucos tricomas axilares inconspicuos, exibe 2 a 6
flores (com 4 a 6 pétalas amarelas palidas ligeiramente mais curtas do que as
sépalas), e fruto sem ala membranacea, podendo ser definido como pixidio e
uma Unica planta pode produzir cerca de 10.000 sementes (Figura 7). Suas
folhas sdo compostas quase exclusivamente por tecidos de armazenamento de
agua, quando esta espécie é submetida a estresse hidrico a planta perde suas
folhas conseguindo sobreviver até a normalizacdo da agua (CHAUHAN;
JOHNSON, 2009; COELHO; GIULIETTI, 2010; MIYANISHI; CAVERS,
1980).
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Figura 7 Caracteristicas morfoldgica da flor, vagem e sementes de P. oleracea.
(1. Flor, 2. Vagem, 3. Semente)
Fonte Miyanishi e Cavers (1980)

3.3.2Uso

As folhas e os caules da beldroega sdo suculentos e comestiveis,
apresentando sabor caracteristico ao do espinafre (Spinacia oleracea) (LIM;
QUAH, 2007). E utilizada como vermifugo, antibacteriano, analgésico, anti-
inflamatério,  diurético, antipirético, emoliente,  hipocolesterolémico,
hepatoprotetor, antioxidante, anticancerigeno, cicatrizante, broncodilatador,
neuroprotetor, antisséptico, antiulcerogénico e no tratamento de hemorroéidas
(KUMAR et al., 2008; MASOODI, 2011; ZHOU et al., 2015). Esta espécie foi
listada pela Organizacdo Mundial da Saude como uma das plantas mais utilizada
pela a populagdo, sendo caracterizada como “Panaceia global” (ZHOU et al.,
2015).

Extrato aquoso de beldroega em uso oral demostrou atividade de
relaxamento muscular em ratos comparado com clorodiazepéxido, diazepan e
dantroleno (PARRY; OKWUASABA; EJIKE, 1987).
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A Dbeldroega pode ser utilizada como complemento alimentar para
animais. Na alimentacdo de frangos levou a ra¢do a uma melhor palatabilidade
aumentando seu consumo. Esta planta seca aumentou o peso e a producdo de
ovos, ndo havendo a diminuicdo na concentracao de colesterol no ovo (AYDIN;
DOGAN, 2010; ZHAO et al., 2013).

3.3.3 Fitoquimica

Em relacdo a sua composicdo quimica foi identificada a presenca: acido
a-linolénico, B-caroteno, flavonoides (apigenina, canferol, luteolina, miricetina e
quercetina), cumarinas, saponinas, Oleos fixos, compostos fenolicos,
monoterpenos, alcaloides, hidratos de carbono, aminoécidos, esteroides, taninos,
mucilagem, acido oxalico, &cido ascorbico, antraquinona, glutationa, riboflavina,
sendo encontrada também a presenca de derivados da catecolamina (Figura 8)
(ALAM et al., 2014; BAKKIYARAJ; PANDIYARAJ, 2011; KUMAR et al.,
2008; LORENZI; MATOS, 2002; MASOODI, 2011; XU; YU; CHEN, 2006).

Possui a presenca de 6mega-6, acido aconitico, fumarico, malico, citrico
e é considerada uma das mais abundantes fontes vegetais terrestres ricas em
omega-3 (OLIVEIRA I. et al., 2009; TEIXEIRA; CARVALHO; BRODELIUS,
2010). A beldroega possui oxalato e alto teor de nitrato (> 2500 mg kg-1)
apresentando valores mais elevados do que o espinafre (GILABERT et al.,
2014). Em relagdo nutricional é encontrada proteina, carboidrato, fosforo total,
calcio, potassio, ferro, magnésio cobre e vitamina C (MOHAMED; HUSSEIN,
1994).
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3.3.4 Aspectos agrondmicos

Esta espécie pode ser cultivada o ano todo, se adaptando a varios tipos
de clima. Seu plantio (Figura 9) pode ser realizado diretamente em canteiro ou
através de sementeiras, ocorrendo germinacao em até sete dias e em torno de 20
dias as mudas estdo prontas para serem transplantadas, apresentando quatro a
seis folhas definitivas (BRASIL, 2010).

As sementes de beldroega necessitam de altas temperaturas para
germinar, sendo ideal acima de 30°C. Esta espécie é sensivel ao frio que pode
ocasionar sua morte. Quanto maior atividade luminosa maior sera o rendimento
da massa fresca e mais saudavel e vigorosa é o crescimento da planta
(MIYANISHI; CAVERS, 1980).
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Figura 9 Ciclo de vida da Portulaca oleracea
Fonte Adaptado de Alam et al. (2014)

A colheita da beldroega plantada diretamente em canteiro pode ser
realizada a partir 75 a 80 dias apds a semeadura, ja as plantas que foram feitas
através de mudas podem ser colhidas entre 40 a 60 dias (BRASIL, 2010).
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3.4 Raphanus raphanistrum L.

3.4.1 Aspectos botanicos

Popularmente conhecido com nabica, nabo, rabanete-de-cavalo,
saramago e nabo-bravo, pertence & familia Brassicaceae (Cruciferae). E uma
planta considerada invasora, de origem Européia, mas que se encontra espalhada
em grande escala na regido sul do Brasil, causando danos as culturas de inverno
(FERREIRA et al., 2002; LORENZI, 1991; PEREIRA et al., 2014).

Segundo Lorenzi (1991), Raphanus raphanistrum L. (Figura 10 e 11) é
uma espécie anual, herbacea, com cerca de 50-100 cm de altura, muito
ramificada, suas folhas s&o alternadas, como lobos arredondados. As
inflorescéncias desta planta sdo terminais com muitas flores de coloracdo
variadas (branco, lilas e amarelo claro), seus frutos séo siliquas indeiscentes com
3-5 cm de comprimento contendo 2 a 10 sementes.

A nabica é uma planta diploide, alégama e fortemente competitiva com
espécies cultivadas (BARNAUD et al., 2013). Suas sementes possuem um alto
potencial de germinacdo (MACIEL; KIMURA; POLETINE, 2004).



Figura 10 Caracteristicas morfolédgicas da nabica. (A) Planta; (B) Vagem; (C)
Semente; (D) Vagem inflada
Fonte Warwick e Francis (2005)

Figura 11 Flores de R. raphanistrum L.
Fonte Arquivo pessoal
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R. raphanistrum é muito similar morfologicamente com a R. sativus
(nabo silvestre), apresentando a capacidade de cruzamento entre as duas
espécies. Estima-se que o nabo silvestre tenha derivado da nabica. Estas espécies
se diferenciam principalmente através das caracteristicas morfoldgicas do fruto
(Figura 12) e da cor das flores antes da fecundagdo, a siliqua indeiscente do nabo
silvestre apresenta o aspecto uniforme, diferente da nabica (THEISEN, 2008).

(a)

Figura 12 Forma da siliquas de R. sativus (a) e de R. raphanistrum (b e ¢)
Fonte Theisen (2008)

3.4.2 Uso

O polen produzido pela nabica é utilizado na medicina popular, nas
empresas de alimentos e farmacéuticas. Em paises como México, Itélia,
Paquistdo e Turquia as folhas desta espécie sdo utilizadas na alimentacéo
humana. No México se emprega a folha também na alimentagdo do gado, na
Inglaterra as sementes tém sido usadas como um substituto para a mostarda e na
Italia as folhas sdo usadas como antirreumatico, anti-inflamatorio e antioxidante.
A nabica é legalmente classificada como erva daninha nociva no Canada e nas
provincias de Quebec e Alberta (KUCUKBOYACI et al., 2012; WARWICK;
FRANCIS, 2005).
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3.4.3 Fitoquimica

Na sua composi¢do quimica, encontram-se os acidos graxo, palmitico,
estearico, oleico, linoleico, linolénico, eicosendico e erdcico e flavonoides
(quercetina, canferol, isoramnetina e 8-O-metilherbacetina-8-O-glucoside)
(MARKHAM; CAMPOS, 1996; WARWICK; FRANCIS, 2005).

O potencial alelopatico, fungicida, inseticida, nematoide e biofumigacado
da familia Brassicaceae, incluindo a nabica pode estar associada com a producao
de glicosinolatos (GLSs). Um metabolito secundario que contem enxofre na sua
estrutura quimica e apresenta uma unidade de acucar ligada a uma aglicona
(MALIK et al., 2010).

Através de danos ocasionados nos tecidos vegetais, a enzima mirosinase
por hidrolise provoca a degradacdo do GLS, originando B-D-glicose e uma
aglicona instavel, que passa por rearranjo com a perda de sulfato. Varios
produtos sdo formando no final deste processo, incluindo os isotiocianatos,
tiocianatos, nitrilas e cianetos organicos (Figura 13) (MARTINEZ-BALLISTA,
CARVAFAL, 2015; PALANI et al., 2016; RYBARCZYK-PLONSKA et al.,
2016; SIMOES et al., 2007; Y1 et al., 2016).

Na nabica os GLSs identificados sdo, glucoiberina, glucorafanina,
gluconapina, glucobrassicina, glucosinalbina, gluconasturtina, progoitrina,
glucorafenina, glucoerucina e glucotropaeolina (MALIK et al., 2010;
SANCHEZ- LEON et al., 2015).
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Glucosinolatos Intermediario instavel
OH
Q mirosinase HS N\ /SO'-.
HO 5 R z 0 + D-Glicose
HO Ho ®
OH | R
y N
1
S0y

Y

Nitrilas Tiocianatos

R—C=N R—8—C=N R—N=C==S§

Isotiocianatos

Figura 13 Compostos tdxicos normalmente produzidos durante a quebra dos
glicosinolatos por mirosinase
Fonte Adaptado de Malik et al. ( 2010)

3.4.4 Aspectos agronémicos

Em relagdo a teste alelopatico, Wandscheer e Pastorini (2008)
constataram que o extrato aquoso das folhas e raizes da nabica nas
concentracBes de 5 e 10% apresentaram efeitos sobre a porcentagem de
germinacgdo, velocidade de germinacdo, indice de velocidade e comprimento
radicular de sementes de alface.

Devido sua possivel atividade alelopética, a nabica € utilizada como
cobertura vegetal suprimindo a emergéncia de plantas daninhas. Testes
realizados em casa de vegetacdo mostraram que o extrato aquoso da biomassa
seca ndo afetou o desenvolvimento de milho (Zea Mays L.) demonstrando
tolerancia, porem o extrato influenciou na inibigdo da germinacéo e crescimento
radicular de guanxuma-de-espinho (Sida spinosa L.), gléria da manhd sem
carogo (Ipomoea lacunosa L.) e fedegoso (Senna obtusifolia L.). A guanxuma-
de-espinho e a fedegoso foram mais sensiveis ao extrato reduzindo mais de 95%
do peso fresco (NORSWORTHY, 2003).
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RESUMO

As substancias consideradas antioxidantes tém chamando bastante
atencdo devido as suas agBes contra as espécies reativas de oxigénio,
responsaveis pelo surgimento de doencas como cancer, diabete e Alzheimer.
Este trabalho objetiva quantificar os compostos fendlicos totais e a avaliar o
potencial antioxidante in vitro de diferentes extratos de Portulaca oleracea
(beldroega) e Raphanus raphanistrum (nabica). Os extratos foram preparados
por refluxo em agua ultrapura e maceragdo dindmica utilizando solventes de
polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e agua
ultrapura). Os extratos obtidos foram filtrados e evaporados sob vacuo, em
seguida foram realizados os calculos dos rendimentos extrativos. Os compostos
fenolicos foram quantificados pelos ensaios de fenodis totais, flavonoides e
dihidroflavonoides e o potencial antioxidante foi verificado pelos métodos de
capacidade antioxidante total (CAT), poder redutor, poder quelante e a atividade
de sequestro de radicais livres (DPPH). As correlacbes dos métodos de
quantificacdo e antioxidante foram obtidas através da analise de correlacdo
candnica. Independente dos métodos extrativos, os extratos aquosos foram os
gue apresentaram maior rendimento para ambas as plantas. Dos extratos obtidos,
somente o extrato hexanico ndo demostrou resultados significativos nos ensaios
de quantificacdo e antioxidante. No ensaio do poder guelante 0s extratos aquosos
da nabica apresentaram melhor atividade de quelacio do Fe* (0,002+0,0
mg/mL). Na beldroega o extrato butandlico apresentou um elevado efeito
antioxidante no ensaio do poder redutor comparado com o 4cido ascérbico.
Ambas as espécies apresentaram uma alta correlacdo entre a quantificacdo de
compostos fendlicos e os métodos antioxidantes. Os resultados deste trabalho
indicaram a atividade antioxidante da beldroega e da nabica em ensaios
realizados em in vitro.

Palavras-chave: Beldroega. Nabica. Espécie reativa de oxigénio. DPPH.

Fenois.
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ABSTRACT

The antioxidants have considered calling a lot of attention because of its
actions against reactive oxygen species responsible for the emergence of
diseases such as cancer, diabetes and Alzheimer's. This study aimed to quantify
the total phenolic compounds and evaluate the antioxidant potential in vitro of
different extracts of Portulaca oleracea (purslane) and Raphanus raphanistrum
(turnip). The extracts were prepared by refluxing in ultrapure water and dynamic
maceration using increasingly polar solvents (hexane, dichloromethane, ethyl
acetate, butanol and ultrapure water). The extracts were filtered and evaporated
under vacuum, then the calculation yields of extractives were performed.
Phenolic compounds were quantified by total phenols tests, flavonoids and
dihidroflavonoides and the antioxidant potential was verified by total antioxidant
capacity methods (CAT), reducing power, chelating power and sequestering
activity of free radicals (DPPH). Correlations of quantification methods and
antioxidant were obtained by canonical correlation analysis. Regardless of
extractive methods, the aqueous extracts showed the highest yield for both
plants. The extracts, only the hexane extract did not show significant results in
guantitation assays and antioxidant. In the trial of chelation power aqueous
extracts of turnip showed better chelation activity of Fe*? (0,002 + 0,0 mg/mL).
In the butanolic purslane extract showed a high antioxidant effects in the test of
reducing power compared to ascorbic acid. Both species have a high correlation
between the gquantification of phenolic compounds and antioxidant methods.
These results indicate the antioxidant activity of purslane and turnip in trials in
vitro.

Keywords: Purslane. Turnip greens. Reactive oxygen species. DPPH. Phenols.
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1 INTRODUCAO

Os antioxidantes sdo compostos que possuem a capacidade de
desacelerar o processo de oxidagdo, por meio de inibicdo de radicais livres e
complexacdo de metais (BARBOSA et al., 2014). Essas substancias séo capazes
de parar ou inibir a oxidacdo lipidica e interromper a iniciacdo ou propagacdo de
reacOes ocorridas em cadeias oxidativas (AGARWAL; VARMA, 2015),
neutralizando ou eliminando as espécies reativas de oxigénio (EROs) por meio
da doacéo de hidrogénio antes do seu ataque as células (ERKAN, 2012).

Portulaca oleracea L. que pertence a familia Portulacaceae, que abrange
cerca de 19 géneros e 500 espécies. Popularmente conhecida como beldroega,
beldroega-da-horta, beldroega-vermelha, caruru-de-porco, ora-pro-nébis é uma
planta muito apreciada na culindria e no uso medicinal (LORENZI; MATOS,
2008; SHANKER; DEBNALH, 2015).

As atividades analgésicas, diuréticas, hipolipemiante, antiulcerogénicas,
anti-inflamatdrias, anticonvulsivante, antipiréticas, antissépticas, vermifugas,
antibacterianas e antimicrobianas sdo citadas na literatura para P. oleracea
(SHANKER; DEBNALH, 2015; ZHOU et al., 2015). Na sua composi¢do
qguimica apresenta cumarinas, saponinas, Oleos fixos, compostos fenolicos,
monoterpeno glicosideo, alcaloides, hidratos de carbono, aminoacidos,
esteroides, taninos, mucilagem, acido oxalico, 4cido ascoérbico, antraquinona,
glutationa, riboflavina sendo encontrada também a presenca de derivados da
catecolamina, acido a-linolénico, B-caroteno, flavonoides (apigenina,
kaempferol, luteolina, miricetina e quercetina) (ALAM et al.,, 2014a;
BAKKIYARAJ; PANDIYARAJ, 2011; KUMAR et al.,, 2008; LORENZI,
MATOQOS, 2008; MASOODI, 2011; XU; YU; CHEN, 2006).

Raphanus raphanistrum L., popularmente conhecida como nabica, nabo,

rabanete-de-cavalo, saramago e nabo-bravo, pertencente a familia Brassicaceae,



55

a qual engloba aproximadamente 3.700 espécies, distribuidas em 321 géneros,
com membros importantes na agricultura (HUANG et al.,2016; LORENZI,
1991).

R. raphanistrum é uma planta apreciada em paises como México, Italia,
Paquistdo e Turquia na alimentacdo humana, é também utilizada na medicina
tradicional como  anti-reuméatico,  anti-inflamatério e  antioxidante
(KUCUKBOYACI et al., 2012; WARWICK; FRANCIS, 2005). Em sua
composicdo quimica, encontram-se &cidos graxo, palmitico, estearico, oleico,
linoleico e linolénico. Estdo presentes também flavonoides (quercetina e
kaempferol) e glicosinolatos (glucoiberina, glucorafanina, gluconapina,
glucobrassicina, glucosinalbina, gluconasturtina, progoitrina, glucorafenina,
glucoerucina e glucotropaeolina) (MALIK et al., 2010; SANCHEZ- LEON et
al., 2015; WARWICK; FRANCIS, 2005).

Diante do exposto o presente trabalho objetivou-se em quantificar os
compostos fendlicos totais e avaliar o potencial antioxidante in vitro de

diferentes extratos das folhas secas de P. oleracea e R. raphanistrum.

2 MATERIAIS E METODO

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos e no
Laboratério de Fitoquimica na Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os
espécimes em questdo estdo depositados no herbario PAMG, da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) sobre o codigo PAMG
57858 (P. oleracea L.) e PAMG 57809 (R. raphanistrum L.). As plantas em
estudo foram cultivadas em vasos de plastico (10 litros), contendo uma mistura
de solo e areia (1:1), sendo mantidas em casa de vegetacdo. Apds o cultivo, as

folhas foram colhidas e secadas em estufa a 40+2°C, até peso constante.
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2.1 Obtencéo dos extratos

Os extratos de P. oleracea e R. raphanistrum foram preparados sob
refluxo em 4gua e por maceragdo dindmica com solventes de polaridades
crescentes a 10% (p/v), a partir das folhas secas pulverizadas. A pulverizacdo do
material vegetal foi feita em micromoinho de facas Marconi® modelo MA-048.

O material vegetal submetido ao refluxo em agua permaneceu sob essa
condicdo por 20 minutos ap6s ebulicdo. O material vegetal submetido a
maceracdo dindmica em dagua e com solventes de polaridades crescentes
(hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e dgua ultrapura) por 24 horas
sob agitacdo constante de 146 rpm utilizando Gio Gyrotory Shaker.

Todos os extratos foram filtrados a vacuo e concentrados em evaporador
rotatorio a 50°C, sob pressdo reduzida, até residuo. Os rendimentos extrativos
foram determinados e expressos em porcentagem (g.100g™ de folhas secas). Na
Figura 1 consta o fluxograma que representa o processo de obtencdo dos

extratos.

FOLHAS SECAS
PULVERIZADAS — 10%
(V)

‘— R. raphanistrum

MACERAGAO DINAMICA ; A A
: Q‘ REFLUXO (AUP, 20°) MACERACAO DINAMICA
(AUP/agita¢do constante, 24 h) (agitagdo constante, 24 h)

|HX‘ |DC‘ ‘AEHBU‘ ‘/\UP‘

Filtragdo a vacuo, evaporagdo a 50°C, sob pressdo reduzida

Rendimento extrativo (%)

Figura 1 Fluxograma sucinto do processo de obtencdo dos extratos de P.
oleracea e R. raphanistrum. HX: hexano; DC: dicloromentano; AE:
acetato de etila; BU: butanol; AUP: 4gua ultrapura
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2.2 Reagentes e Espectrofotdmetro

Solugdo de Folin-Ciocalteau; Carbonato de sddio (Na,COs); Cloreto de
Aluminio (AICI); 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); Ferricianeto de potéssio
[KsFe(CN)g]; 2,4- dinitrofenilhidrazina (DNP); Hidroxido de potéssio (KOH)
Acido Tricloroacético (CCIsCOOH), Ferrozina [3-(2-piridil)-5,5-bis-(4-acido
fenil sulfonico)-1,2,4-triazina]; cloreto férrico (FeCls); Acido sulfarico (H,SO,),
Fosfato de sodio, molibdato de aménio, Tampdo de fosfato de sodio (pH 6,0),
alcool etilico PA, alcool metilico PA e butanol PA.

Os padroes utilizados foram o acido galico (Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Alemanha) pureza > 98%, quecetina (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha)
pureza > 95%,, naringenina (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha) pureza >
95%,, 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), Butilhidroxitolueno (BHT) e
acido ascorbico (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha) pureza 99,7-100,5%.
As leituras espectrofotométricas foram mensuradas em leitora de microplacas
TECAN Infinity® M200 PRO.

2.3 Quantificacdo de compostos fendlicos

Os extratos no item 2.1 preparados com hexano, diclorometano, acetato
de etila e butanol foram ressuspedidos em solucdo etanolica 70% e os extratos
aquosos foram resuspedidos em &gua ultrapura, todos na concentracdo de 25

mg/mL e diluidos na proporgdo de 1/1 a 1/32.

2.3.1 Determinacao dos fendis totais

A quantificagdo dos fenois totais foi determinada pelo método
colorimétrico descrito por Slinkard e Singleton (1977), usando o reagente Folin-
Ciocalteu. As reagdes foram realizadas em microplaca, tomando-se 50 pL das

solucBes extrativas (item 2.3), 100 uL de solucdo aquosa de Folin-Ciocalteu a
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10% (v/v) e 125 pL de Na,COs. Uma amostra em branco foi preparada com 50
uL de solugdo extrativa e 225uL agua.

Para a reacdo, a microplaca permaneceu por 120 minutos a auséncia de
luz, a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a leitura a 760 nm. O teor
de fenois totais foi determinado usando uma curva de calibragem de acido galico
(y= 5,8937x+ 0,2134; R? = 0,993), cuja faixa de linearidade compreendeu as
concentracdes de 0,41 a 0,03 mg/mL de solu¢do etandlica de acido galico. Os
ensaios foram realizados em triplicata e os resultados expressos em miligrama

equivalentes em &cido galico por g de material vegetal seco (mg EAG /g).

2.3.2 Quantificacdo de flavonoides (flavonas e flavonois totais)

A quantificacdo de flavonoides foi determinada pelo método de Ahn et
al. (2007). Foram transferidos para os pocos de uma microplaca 100 uL da
solucdes extrativas (item 2.3) volume igual de solucdo etandlica de cloreto de
aluminio (AICl3) a 2%. Ap6s 40 minutos a temperatura ambiente, as
absorbéncias das amostras foram mensuradas a 420 nm, contra uma amostra em
branco (100 uL de etanol 70% + 100 pL dos extratos). O conteudo total de
flavonoides foi determinado usando uma curva de calibragem de quercetina, (y=
3,5028x + 0,0589; R? = 0,9999), cuja faixa de linearidade foi de 0,16 a 0,01
mg/mL de solugdo etandlica. O conteldo total de flavonoides foi expresso em

miligramas equivalentes em quercetina por grama de material vegetal seco (mg
EQ /g).

2.3.3 Quantificacdo dos dihidroflavonoides (flavonanois e flavanonas)

A quantificacdo de dihidroflavonoides foi realizada de acordo com
Popova, Bankova e Butovska (2004). As reagdes foram realizadas em tubo safe
lock, tomando-se 200 uL da solugdo extrativa e 400 pL de solugdo metandlica de

2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP) as quais foram homogeneizadas e aquecidas a
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50°C em banho-maria por 50 min. Apds arrefecimento a temperatura ambiente,
adicionaram-se 1400 uL de solucdo metandlica KOH 10% (v/v) a solugdo
reagente (amostra+DNP). Em seguida, 50 pL da solugdo reagente
(amostra+DNP+KOH) foram diluidos em 950uL de metanol e centrifugados a
5.000 rpm, por 3 minutos. Um volume de 200 uL de cada amostra foi transferido
para 0s pocos da microplaca.

As absorbancias foram lidas a 486 nm. O conteddo de
dihidroflavonoides foi determinado com base na curva de calibragem (y =
0,162x + 0,0651; R? = 0,9989) que compreendeu a faixa de concentracdo de 2,6
a 0,08 mg/mL de solucdo metandlica de naringenina. Os resultados foram
expressos em miligrama equivalentes em naringenina por g de material vegetal

seco (mg EN/g).

2.4 Ensaios do potencial antioxidantes

As solucBes extrativas utilizada para identificar o potencial antioxidantes

de P. oleracea e R. raphanistrum esta descrito no item 2.3.

2.4.1 A atividade da captura de radicais livres por DPPH

O ensaio de captura de radicais livres de DPPH foi realizado conforme
0 método proposto por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Foram
adicionadas 50 uL das solugBes extrativas (item 2.3) & 250 pL de solugdo
etandlica de DPPH. As solugbes foram mantidas em repouso a temperatura
ambiente no escuro por 60 minutos. As leituras espectrofotométricas foram
realizadas a 517 nm. Foi usado como padrdo o BHT (controle positivo). A
porcentagem da atividade antioxidante (% Ativ. Antiox.) foi dada a partir da

formula 1:
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Ac - (Al- Ab)
% Ativ. Antiox.= x 100
Ac

Onde: Ac = Absorbancia do controle; Al= Absorbancia da amostra com DPPH;
Ab= absorbancia da amostra sem DPPH.

Para obter 0 ICs, 0 calculo foi realizado sobre a equagdo da reta, onde
foi substituido o valor do Y por 50 (NEGRI; POSSAMAI; NAKASHIMA,
2009).

2.4.2 Determinacao do poder quelante

O poder quelante dos extratos foi avaliado de acordo com Miguel et al.
(2010). A reagdo foi realizada diretamente nos pogos da microplaca, onde
homogeneizaram-se 100 uL das solugdes extrativas (item 2.3), 30 uL de FeCl,
e 70 uL de etanol 70%, apds 10 minutos de repouso, acrescentou 40 pL de
ferrozina. Para o teste branco acrescentou-se 40 uL de dgua destilada no lugar da
ferrozina. As absorbancias das solu¢bes foram medidas a 562 nm. A
porcentagem de inibicdo (1%) da formacdo do complexo ferrozina-Fe** foi

determinada usando a formula 2;

(AO- Al)
1% = x 100
A0

Em que A0 é a absorbancia do complexo ferrozina-Fe** e Al a
absorbancia das amostras analisadas. Os resultados foram expressos como ICx,
correspondendo & concentracio eficaz para a quelagdo de 50% de ions de Fe?".

EDTA foi utilizado como padrdo (controle positivo).



61

2.4.3 Capacidade antioxidante total (CAT)

A capacidade antioxidante total foi determinada pelo método de
redugdo do molibdato de aménio descrito por Prieto, Pineda e Aguilar (1999).
200 pL das solugdes extrativas (item 2.3) foram homogeneamente com 1500 pL
da solucéo reagente (acido sulfarico 0,6M, fosfato de s6dio 28mM e molibdato
de amdnio 4mM). Apds 90 minutos de reacdo em banho-maria a 95°C, as
amostras foram arrefecidas a temperatura ambiente e suas absorbancias
mensuradas a 695 nm. A curva de calibragem da solucdo aquosa de acido
ascorbico compreendeu a faixa de 1,5 a 0,078 mg/mL. A partir da equacdo da
reta y= 1,9909x + 0,0796, R? = 0,9992. Os ensaios foram realizados em
triplicata e os resultados expressos em miligrama equivalentes em acido

ascorbico por g de material vegetal seco (mg EAA /g).

2.4.4 Poder redutor

Para determinar o poder redutor foi usado 0 método de Oyaizu (1986).
Volume de 25 pL das solugdes extrativas (item 2.3), 100 pL de tampao fosfato
de sodio 0,2M (pH 6,0) e 100 pL de solugdo aquosa de ferrocianeto de potéssio
a 1% (p/v) foram pipetadas em tubos de tipo safe lock os quais permaneceram
durante 20 minutos em banho-maria, a 50°C.

Em seguida, 100 pL de solug@o aquosa de acido tricloroacético a 10%
(p/v), 300 pL de agua destilada e 60 pL de cloreto férrico foram adicionados a
mistura. O volume de 250 pL foi transferido para os pocos da microplaca e a
intensidade da cor azul-verde foi medido 700 nm. O &acido ascorbico foi
utilizado como padrdo e os ensaios, com diferentes extratos, foram realizados

em triplicata.
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2.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia e
multivariada, onde no teste de ANOVA as médias foram comparadas pelo teste
Scott-Knott com nivel de significancia de 5% usando-se o programa Sisvar. Para
a analise multivariada foi utilizado o teste de varidveis candnicas (FERREIRA,
2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Ensaios extrativos foram realizados objetivando-se obter extratos de
folhas secas de P. oleracea e R. raphanistrum com composi¢des quimicas
diferentes e avaliar a relagdo entre os teores de compostos fendlicos e o
potencial antioxidante. As técnicas de maceracdo dindmica e refluxo foram
empregados, por serem técnicas extrativas mais eficientes quando comparadas a
outras, tais como a maceracao estéatica.

Para ambas as espécies 0s extratos aquosos apresentaram maiores teores
de extrativos (Tabela 1). Na P. oleracea o extrato aquoso obtido por refluxo
apresentou o maior rendimento (30%), j& na R. raphanistrum foi o extrato

aquoso por maceracéo (46,6%).
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Tabela 1 Rendimento dos extratos de P. oleracea, e R. raphanistrum

i . Material Volume Massa .
Técnica Ensaio extrato Rendimento
Extrativa extrativo vegetal  Solvente  solvente seco (%)
9 (mL)
(9
P. oleracea

REFLUXO PRAUP 50 AUP 500 14,98 30,0a
PMAQ 20 AUP 200 4,56 23,0b

PMHX 50 HX 500 1,23 2,46d

~ PMDC 50 DC 500 0,64 1,28f
MACERAGAO  pmaE 50 AE 500 043 0,869
PMBU 50 BU 500 0,98 1,97e

PMAUP 50 AUP 500 10,21 20,4c

R. raphanistrum

REFLUXO RRAUP 28 AUP 280 8,76 31,0c
RMAQ 30 AUP 300 14,0 46,6a

RMHX 40 HX 400 1,15 2,87d

RMDC 40 DC 400 1,06 2,65e
MACERACAO  RMAE 40 AE 400 0,52 1,309
RMBU 40 BU 400 0,86 2,15f

RMAUP 40 AUP 400 14,1 35,2b

Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem estaticamente entre si ao nivel
de P<0,05 segundo o teste de Scott-Knott. P: P. oleracea; R: refluxo; M: maceracao;
AQ: extrato aquoso obtido por maceragdo; HX: hexano; DC: diclorometano; AE:
acetato de etila; BU: butanol; AUP: &gua ultrapura e R. raphanistrum.

O contetdo de fendis totais dos extratos aquosos obtidos por meio das
técnicas de refluxo e maceracdo e dos solventes de polaridade crescente foram
determinados em mg equivalente em &cido galico (mgEAG/g), o teor de
flavondis foi determinado em termos de mg equivalente em quercetina e 0s
dihidroflavonoides foram expressados por mg equivalente em naringenina por g
de material vegetal seco (mgEN/Q), os resultados foram apresentados nas Tabela
2e3.

Na espécie P. oleracea (Tabela 2) o extrato obtido a partir do acetato de
etila (5,2+0,07 mg EAG/g) foi mais elevado em relagdo ao conteido de fendis,
seguido pelo extrato butanol (3,3£0,11 mg EAG/g), 0 extrato hexanico mostrou

menor quantificag&o.
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Tabela 2 Teores de compostos fendlicos nos extratos das folhas secas de P.

oleracea
Fenois Flavonoides  Dihidroflavonoides
EXTRATOS (mg EAGIg) (Mg EQJg) (g EN/g)
PRAUP 1,9+0,05d 3,1+0,03d 3,3+0,01f
PMAQ 0,9+0,03e 3,5+0,05d 2,8+0,01g
PMHX 0,6+0,06f 12,4+0,33b 6,9+0,28d
PMDC 2,4+0,02¢c 20,0+0,11a 9,6+0,02c
PMAE 5,2+0,07a 19,6+0,12a 11,2+0,24b
PMBU 3,3+0,10b 10,6%0,60c 15,5+0,01a
PMAUP 1,9+0,10d 2,0+£0,10e 3,7+£0,09e
cv 3,05 2,78 1,89

Médias seguidas de mesmas letras na coluna nao diferem estaticamente entre si ao nivel
de P<0,05 segundo o teste de Scott-Knott.

Tabela 3 Teores de compostos fendlicos nos extratos das folhas secas de R.
raphanistrum

Fendis Flavonoides Dihidroflavonoides
EXTRATOS (MgEAGIG) (g EQlg) (mg EN/g)
RRAUP 4,3+0,07d 3,1+0,08b 2,9+0,40e
RMAQ 5,6+0,10c 2,0+0,18¢c 9,4+0,06C
RMHX 1,0+0,20f 3,0+0,16b 14,6+0,07b
RMDC 1,3+0,00e 0,9+0,05e 16,1+0,50a
RMAE 9,4+0,02a 0,4+0,12f 9,3+0,30c
RMBU 8,3+0,02b 8,7+0,12a 9,3+0,33¢c
RMAUP 8,1+0,13b 1,6+0,13d 5,6+0,60d
CVv 1,81 4,49 4,17

Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem estaticamente entre si ao nivel
de P<0,05 segundo o teste de Scott-Knott.

No teste de flavonoides o butanol e o acetato de etila foram os que
apresentaram maior taxa deste metabolito secundario. Os extratos aquosos
obtidos por diferentes métodos extrativos ndo se diferenciaram estatisticamente.
O butanol demostrou ser o melhor solvente para quantificar o dihidroflavonoide
(15,5+0,01 mg EN/qg).

Para a espécie R. raphanistrum (Tabela 3) o acetato de etila permaneceu
sendo o melhor solvente para quantificar os fendis totais (9,4+0,02 mg EAG/qg),

0 hexano mostrou o menor contetido de fendis totais (1,0+£0,2 mg EAG/g).
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O extrato obtido pelo butanol demostrou mais elevada a presenca do
flavonoide. Em relagdo ao dihidroflavonoide foi o diclorometano (16,1+0,5 mg
EN/g) que se destacou, onde neste ensaio 0 extrato aquoso obtido por refluxo foi
0 que menor quantificou este composto quimico (2,9+0,4 mg EN/g).

Ja foram relatados, em outros trabalhos, a presenca de fenois totais nos
extratos de R. raphanistrum por Kugukboyaci et al. (2012) identificaram 43,32
(mg EAG/g) no extrato aquoso liofilizado das partes aéreas secas e Conforti et
al. (2008) verificaram no extrato etanolico das folhas 28+0,31 mg/g para fendis
totais e 7,95+0,11 mg/g equivalente a 4&cido clorogénico (EAC) para
flavonoides.

Para P. oleracea, Alam et al. (2014b) quantificaram 0,96+0,04 a
9,12+0,29 mg EAG/g de fendis totais e 0,13+0,04 a 1,44+0,08 mg ER/g de
flavonoides do extrato metandlico obtidos de plantas provenientes de 13 acessos
diferentes. J& Conforti et al. (2011) obtiveram 200,5+1,9 mg EAC/g de fendis no
extrato hidroalcodlico.

Solventes como acetato de etila, butanol e diclorometano se destacaram
por serem capazes de extrair compostos fenélicos, a exemplo dos flavonoides e
também antraquinona, que € um composto oxigenado originado a partir da
oxidacdo de fendis (AHMED; KHAN; SAEED, 2015; ANDERSEN;
MARKHAN, 2006; SIMOES et al., 2007). De acordo com a polaridade da
solucdo, diferentes concentracdes de fendis podem ser extraidas, onde Vieira et
al. (2015) verificaram que solucédo polar (metanol) melhor quantificou os fenois
totais do que solucéo apolar (hexano). O mesmo foi verificado neste trabalho em
gue os extratos de R. raphanistrum e P. oleracea obtidos com solventes com
maior polaridade apresentaram melhores resultados de quantificagdo quando
comparados com os de caracteristicas apolares (hexano).

Os testes de DPPH e poder guelante foram analisados a partir do 1Csp. O

ICs expressa a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a
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concentragdo inicial de DPPH e ferrozina (MIGUEL et al., 2010; NEGRI,
POSSAMALI; NAKASHIMA, 2009). Desta forma, quanto menor o valor do 1Csg
maior é a capacidade da amostra em sequestrar radicais livres, confirmado,
assim, a sua atividade antioxidante (SANTOS et al., 2013).

Os extratos de P. oleracea preparados com acetato de etila e butanol
apresentaram maior atividade antioxidante no ensaio de captura de radical livre
DPPH (Tabela 4). Embora, ndo tenha sido tdo eficaz quanto ao controle positivo
(BHT- 0,032+0,00 mg/mL).

Tabela 4 Potencial antioxidante de P. oleracea

EXTRATOS (CammgimL) P(?(éi(f:?nﬁﬁge (mg EAAVQ)
PRAUP 0,4+0,03c 0,1+0,00d 8,3%0,1c
PMAQ 0,4+0,10c 0,1+0,00d 5,7+0,3e
PMHX 2,1+0,07a 0,5+0,09b 6,1+0,1e
PMDC 0,6+0,01b 1,0+0,02a 11,3+0,6b
PMAE 0,1+0,01d 0,2+0,07c 16,0+0,6a
PMBU 0,1+0,01d 0,2+0,03c 11,4+0,3b
PMAUP 0,4+0,01c 0,1+0,00d 7,2+0,6d

CcVv 7,82 14,84 4,69

Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem estaticamente entre si ao nivel
de P<0,05 segundo o teste de Scott-Knott. Controle positivo do DPPH= 1Cs, 0,032+0,00
mg/mL de BHT; Poder quelante = 1Cs, 0,04+0,01 mg/mL de EDTA.

Varios trabalhos foram realizados para verificar a atividade antioxidante
de P. oleracea pelo método de DPPH. Agarwal e Varma (2015) observaram que
0 extrato metanolico demonstrou inibicdo maxima de 54,85+0,08% na
concentragdo de 100pg/mL. Lim e Quah (2007), constataram também a
atividade antioxidante em seis cultivares de beldroega no extrato metandlico
com ICs, de 0,89+0,07 a 3,41+0,41 mg/mL. Testes com 13 acessos diferentes
apresentaram o ICso de 2,5240,03 e 3,29+0,01 mg/mL, indicando a maior
atividade antioxidante a de 2,52+0,03 mg/mL (ALAM et al., 2014b) e no extrato
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hidroalcodlico mostrou uma atividade de eliminacdo de radicais livres (0,027+
0,6 mg/mL) (CONFORTI et al., 2011).

Na espécie R. raphanistrum no ensaio de captura de radicais livres
DPPH (Tabela 5) o extrato obtido pelo acetato de etila foi o que demonstrou
mais atividade antioxidante, porém, ndo sendo tdo eficiente quanto o controle
positivo.

Estes resultados ratificam a baixa antioxidante do teste DPPH para esta
espécie em que o extrato etandlico das folhas apresenta baixo potencial
antioxidante inferior a 30% (THE LOCAL FOOD-NUTRACEUTCALS
CONSORTRUM, 2005).

Conforti et al. (2008) verificaram que o extrato etanolico das folhas
apresentaram 1Cso de 0,121+0,28 mg/mL e o acido ascorbico demostrou 1Cs
igual a 0,002+0,03 mg/mL. Em outro estudo Conforti et al. (2011) identificaram
ICso de 268 + 0,0028 mg/mL.

Tabela 5 Potencial antioxidante de R.raphanistrum

EXTRATOS (Camginl)  (Caemamb)  (mg EAAG
RRAUP 0,10+0,01e 0,002+0,0d 4,3+0,06¢
RMAQ 0,42+0,0a 0,002+0,0d 2,9+0,15e
RMHX 0,19+0,01c 1,1+0,07b 3,4+0,27d
RMDC 0,39+0,02b 1,2+0,15a 8,4+0,03b
RMAE 0,06+0,0g 0,2+0,00c 8,8+0,25a
RMBU 0,09+0,0f 1,1+0,02b 8,8+0,02a

RMAUP 0,13+0,0d 0,002+0,0d 4,4+0,02c
cv 3,92 12,22 2,62

Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem estaticamente entre si ao nivel
de P<0,05 segundo o teste de Scott-Knott. Controle positivo do DPPH= 1Cs 0,032+0,00
mg/mL de BHT; Padrdo Poder quelante = 1C5, 0,0440,01 mg/mL de EDTA.

No entanto, Kugukboyaci et al. (2012) analisaram que o extrato aquoso

das partes aéreas do R.raphanistrum comparado com BHT (0,51+0,01mg/mL),
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quercetina  (0,059+0,01mg/mL) e 4&cido ascorbico (0,09+0,01 mg/mL),
apresentou atividade de eliminacdo de radicais de DPPH (ICsp = 8,78t
0,75mg/mL).

No ensaio do poder quelante ocorre o sequestro dos complexos de ions
metalicos principalmente o ferro Il (Fe*?) (MIGUEL, 2010). Os extratos aquosos
independente do método extrativo (Tabela 4 e 5) para as duas espécies estudadas
foram os que melhor apresentaram atividade de quelagéo dentre as amostras.
Comparando os resultados do controle positivo (EDTA -0,04+0,01 mg/mL) com
0s obtidos pelas duas plantas somente a nabica apresentou efeito antioxidante
(0,002+0,0 mg/mL), sendo esta atividade de quelacdo do Fe*? melhor que o
EDTA.

Estes resultados corroboram com os obtidos por Peksel, Arisan-Atac e
Yanardag (2006), que observaram o poder quelante para o extrato aquoso por
refluxo de P. oleracea, (0,037 mg/mL equivalente ao EDTA).

No que diz respeito ao ensaio da reducdo do molibdato (CAT) o extrato
em acetato de etila foi 0 que apresentou maior capacidade antioxidante para a P.
oleracea (16,0+0,7 mg/mL) e para a R.raphanistrum foi o butanol e acetato de
etila (8,8+0,26 mg/mL).

O Gréfico 1 representa o poder redutor dos extratos de P. oleracea em
relacdo ao &cido ascdrbico. Apenas o extrato butanélico em concentracfes acima
de 0,4 mg/mL apresentou essa atividade. Para R.raphanistrum nenhum extrato

apresentou potencial antioxidante por esse mecanismo (Gréfico 2).
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Grafico 1 Poder redutor dos extratos de P. oleracea
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Grafico 2 Poder redutor dos extratos de R.raphanistrum

Segundo Peksel, Arisan-Atac e Yanardag (2006) o poder redutor do
extrato aquoso da parte aérea de P. oleracea obtido por refluxo aumentou a
partir do aumento da concentracdo baseando na absorbancia de 700 nm, sendo a

partir da concentracdo de 0,02 mg/mL semelhante ao controle positivo (a-
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tocoferol). Estes resultados corroboram com o obtido com no extrato aquoso por
refluxo na beldroega, sendo o segundo melhor extrator, apresentando efeito
antioxidante a partir 0,2 mg/mL comparada com &cido ascorbico. Nos trabalhos
de Alam et al. (2014b), Lim e Quah (2007) também identificaram a atividade

antioxidante do extrato metanélico de P. oleracea pelo método de poder redutor.

Analise de correlagdo canbnica (ACC)

A correlacdo canbnica pode ser empregada para simplificar a estrutura
dos dados, onde grandes vetores de variaveis sdo sintetizados em numeros
menores para realizacdo da inter-relagdo entre elas (FEREIRA, 2011). Esta
analise pode ser utilizada para avaliar a relacdo entre o perfil fendlico e
capacidade antioxidante de cada método (LINGUA et al., 2016)

Na espécie P. oleracea os testes realizados para atividade antioxidante
(DPPH, CAT e poder quelante) e quantificacdo de compostos fendlicos (fendis
totais, flavonoides e dihidroflavonoides) demostraram uma alta correlacdo entre
si, em gue o primeiro par de varidveis canbnicas apresentou uma correlacdo de
0,9910 e o segundo par de 0,9598, sendo que essas duas correlagbes foram

estatisticamente significativas pelo teste F sequencial (Tabela 6).

Tabela 6 Teste F sequencial

Correlacdo para as variaveis .
a0 p Valor de P. do teste de F sequencial

canonicas
0,9910 0,0001
0,9598 0,0001
0,0308 0,9003

Na Tabela 7 é apresentado os coeficientes dos dois primeiros pares de

variaveis canonicas.
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Pares de variaveis

Variaveis originais

candnicas
Ul +0,0433DPPH -0,3196 CAT +0,2927Quel.
V1 +0,5971Fen. +0,0309Flavo. -0,0058 Dih.
U2 -0,6801DPPH -2,4212 CAT —0,0343 Quel
V2 +0,5739Fen —0,1606Flavo. —0,0060Dih.

No gréfico 3 a primeira dimensdo mostra que o CAT e os fendis totais

foram os responsaveis pela alta relacdo entre os métodos de quantificacdo de

compostos fendlicos e os antioxidantes, ja na segunda dimensdo foi o poder

quelante de fons ferro 1l (Fe ?*). Ambos os métodos contribuiram mais de 50%

para este resultado.
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Grafico 3 Analise multivariada de dados recorrendo aos métodos de analise das

variaveis candnicas de P. oleracea

Observou-se uma alta correlagdo entre os métodos de quantificagdo de

compostos fenolicos e os antioxidantes, sendo no primeiro par de variaveis

candnicas de 0,9806 e no segundo par de 0,6625 para a R.raphanistrum, sendo
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que essas duas correlacbes foram estatisticamente significativas pelo teste F
sequencial (Tabela 8).

Tabela 8 Teste F sequencial

Correlagao para as variaveis candnicas Valor de P. do teste de F sequencial

0,9806 0,0001
0,6625 0,005
0,5247 0,0210

Na Tabela 9 ¢ apresentado os coeficientes dos dois primeiros pares de
variaveis candnicas.

Tabela 9 Resultados das correlagdes candnicas

Pares de variaveis o
Varidveis originais

candnicas
U1l -1,4455DPPH -1,8064 CAT  +0,1105 QUEL.
V1 +0,1303 Fen. -0,1675 Flavo. -0,1476 Dih.
u2 -08260 DPPH +0,3493 CAT -0,4342 Quel.
V2 -0,3598 Fen. -0,0147 Flavo. -0,2171 Dih.

No grafico 2 a primeira dimensdo mostra que o CAT e o
dihidroflavonoide foram os responsaveis pela alta relacdo entre os métodos de
quantificacdo de compostos fendlicos e os antioxidantes, ja& na segunda

dimensao foi o poder quelante.
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Grafico 4 Analise multivariada de dados recorrendo aos métodos de analise das

varidveis canbnicas de R.raphanistrum

A correlacdo entre compostos fenolicos e o potencial antioxidante pode
estar relacionada ao método escolhido, a polaridade da substancia (hidrofdbicas
e hidrofilicas) e aos antioxidantes testados (ROESLER et al., 2007).

A analise de correlacdo canonica aplicada em uvas, bagaco de azeitona e
vinhos mostrou uma correlacdo entre a capacidade antioxidante (glutationa
redutase e glutationa peroxidase) e os fendis (LINGUA et al., 2016). Costa et al.
(2016) também verificaram por meio da analise de correlagdo candnica uma alta
relagdo entre os fendis totais e os antioxidante para a espécie Amorphophallus
paeoniifolius (Flor Cadaver).
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CONCLUSAO

Por meio deste trabalho, foi observado que o0s extratos aquosos
demostraram o maior rendimento extrativo em ambas as plantas. Na analise de
correlagdo candnica as duas espécies estudadas apresentaram uma alta
correlagdo entre os compostos fendlicos e os antioxidantes.

Dos extratos obtidos das folhas secas de P. oleracea e R.raphanistrum
somente 0 hexano ndo apresentou resultados significativos nos ensaios de
quantificacdo de compostos fendlicos totais e antioxidante.

O melhor ensaio para identificacdo da atividade antioxidante para
R.raphanistrum foi o poder quelante obtido através dos extratos aquosos.

No poder redutor o extrato de butanol da P. oleracea demostrou efeito
antioxidante comparado com o padrdo e as amostras.

Os resultados desse trabalho indicaram a atividade antioxidante in vitro

de P. oleracea e R.raphanistrum.
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RESUMO

Os aleloquimicos liberados pelas plantas no ambiente podem influenciar
de forma direta ou indireta no desenvolvimento de espécies que se encontram ao
seu redor, este processo é denominado alelopatia. Objetivou-se avaliar o
potencial alelopatico de diferentes extratos obtidos das folhas secas de Raphanus
raphanistrum (nabiga) sobre a germinagéo e o crescimento de plantulas de alface
in vitro. Os extratos foram preparados por refluxo em &gua ultrapura e
maceracdo dindmica utilizando solventes de polaridade crescente (hexano,
diclorometano, acetato de etila, butanol e &gua ultrapura). Apos filtragem a
vacuo foi medido o pH dos extratos, em seguida, diluidos em agua ultrapura de
modo a obter-se quatro concentracdes (2, 4, 6 e 8 g.L™). Para o bioensaio de
germinacdo foram utilizadas 25 sementes de alface, sendo umedecidas com 4
mL dos extratos (diclorometano, acetato de etila, butanol e agua ultrapura) e
mantidas em estufa tipo BOD com temperatura a 24°C com fotoperiodo de 12
horas, onde foram avaliados o indice de velocidade de germinacdo (IVG),
porcentagem de germinacdo (%G), massa seca, crescimento radicular e
hipocétilo. Os extratos aquosos obtidos por maceracao e refluxo apresentaram
efeito alelopatico a partir das menores concentracfes, sendo que, no extrato
agquoso por maceracdo na maior concentracdo (10 g.L™?) inibiu total a
germinacgdo das sementes de alface. Os extratos obtidos a partir dos solventes
diclorometano, acetato de etila, butanol e agua ultrapura influenciaram no
desenvolvimento das plantulas da espécie testes, onde o extrato aquoso foi capaz
de inibir mais de 50% o crescimento da radicular.

Palavra-chave: Nabica. Aleloguimicos. Lactuca sativa. Maceracao.
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ABSTRACT

The allelochemicals released by plants in the environment can influence
directly or indirectly in the development of species that are around you, this
process is called allelopathy. This study aimed to evaluate the allelopathic
potential of different extracts from the dried leaves of Raphanus raphanistrum
(turnip) on the germination and growth of in vitro lettuce seedlings. The extracts
were prepared by refluxing in ultrapure water and dynamic maceration using
increasingly polar solvents (hexane, dichloromethane, ethyl acetate, butanol and
ultrapure water). After vacuum filtration was measured pH of the extracts, then
diluted with ultrapure water so as to obtain four concentrations (2, 4, 6, 8 g.L™).
For the germination bioassay were used 25 seeds, being moistened with 4 ml of
the extracts (dichloromethane, ethyl acetate, butanol and ultrapure water) and
maintained in the greenhouse BOD with temperature at 24 ° C with 12 hours
photoperiod were evaluated in the germination speed index (GSI), germination
percentage (% G), dry matter, root growth and hypocotyl. The aqueous extracts
obtained by maceration and reflux showed allelopathic effect from lower
concentrations, and in the aqueous extract by steeping in the highest
concentration (10 g.L™) inhibited the total germination of lettuce seeds. The
extracts obtained from the dichloromethane solvent, ethyl acetate, butanol and
ultrapure water influenced the development of the seedlings of the test species,
wherein the aqueous extract was able to inhibit more than 50% of root growth.

Keyword: Wild radish. Chemicals. Lactuca sativa. Maceration.
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1 INTRODUCAO

O termo alelopatia foi descrita pelo pesquisador Molisch em 1937, onde
a palavra derivada do grego significa allelon (matuo) e pathoés (prejuizo ou
sofrer) (FERREIRA; AQUILA, 2000). O termo alelopatia define-se como o
efeito benéfico ou prejudicial de compostos quimicos (aleloquimicos) liberados
pelas plantas no ambiente sobre espécies vizinhas (BORELLA et al., 2009).

Os aleloquimicos podem variar de acordo com a composicao,
concentracdo e destruicdo na planta. Esses compostos quimicos podem ser
liberados para 0 meio ambiente de diversas maneiras, tais como: decomposi¢édo
de residuos vegetais, exsudacdo pelas raizes, volatizacdo e lixiviacdo da
superficie foliar através da chuva e/ou neblina (MARASCHIN-SILVA;
AQUILA, 2005). Também podem interferir de varias maneiras o metabolismo
das plantas, atuando sobre hormonios, respiracdo, na fotossintese, abertura dos
estdmatos, sintese de proteina, inibi¢do do transporte de membrana, da atividade
enzimatica e além de provocar alteracdo no material genético (SPIASSI et al.,
2015; TURNES et al., 2014).

Diante da preocupacdo com o meio ambiente as substancias com
atividade alelopatica tem chamado bastante aten¢do na agricultura, pois vem
sendo utilizada no combate das plantas daninhas. Além de ser natural, € um
método barato, ndo poluente, e ndo requer equipamentos sofisticados para sua
aplicacdo (OLIVEIRA et al., 2015).

Raphanus raphanistrum L. wvulgarmente conhecido como nabica,
rabanete-de-cavalo, saramago e nabo-bravo, pertence a familia Brassicaceae
(Cruciferae). E uma planta considerada invasora, de origem Europeia, mas que
se encontra espalhada em grande escala na regio sul do Brasil. E uma espécie

anual, herbacea, com cerca de 50-100 cm de altura, muito ramificada que
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apresenta flores de coloracdo variadas (branco, lilas e amarelo claro)
(FERREIRA et al., 2002; LORENZI, 1991; PEREIRA et al., 2014).

Na composi¢do quimica, encontra-se nesta espécie acido palmitico,
estearico, oleico, linoleico, linolénico, eicosendico, erucico, flavonoides
(quecertina e canferol) e glicosinolatos (glucoiberina, glucorafanina,
gluconapina, glucobrassicina, glucosinalbina, gluconasturtina, progoitrina,
glucorafenina, glucoerucina e glucotropaeolina (MALIK et al., 2010;
SANCHEZ- LEON et al., 2015; WARWICK; FRANCIS, 2005).

Diante do exposto o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial alelopatico de diferentes extratos obtidos das folhas de R.
raphanistrum sobre a germinagdo e o crescimento das plantulas de Lactuca

sativa (alface) in vitro.

2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos e no
Laboratério de Fitoguimica na Universidade Federal de Lavras (UFLA). O
material vegetal de R. raphanistrum foi herborizado e encaminhado para
classificacdo botanica para a pesquisadora Andréia Fonseca Silva. O exemplar
esta depositado sobre o codigo PAMG 57809 no herbario PAMG, na Empresa
de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG).

2.1 Material vegetal

A planta em estudo foi cultivada em casa de vegetagdo, sendo semeadas
diretamente em vasos de plastico (10 litros) contendo uma mistura de solo e
areia (1:1), sendo mantidas em casa de vegetacdo. A partir 50 a 60 dias apos a
semeadura, no periodo da manhd, foi realizada a colheita das folhas. Em

seguida, seca em estufa de circulagdo de ar a 40+2°C até peso constante.
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2.2 Obtencéo dos extratos

Os extratos de R. raphanistrum foram preparados sob refluxo em agua e
por maceracdo dindmica com solventes de polaridades crescentes a 10% (p/v), a
partir das folhas secas pulverizadas. A pulverizacdo do material foi feita em
micromoinho de facas Marconi® modelo MA — 048.

O material vegetal submetido ao refluxo em agua permaneceu sob essa
condicdo por 20 minutos ap6s ebulicdo. O material vegetal submetido a
maceracdo dinamica em agua e com solventes de polaridades crescentes
(hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e agua ultrapura) foi macerado
por 24 horas sob agitacéo constante de 146 rpm utilizando Gio Gyrotory Shaber.

Todos os extratos foram filtrados a vacuo e concentrados em
evaporador rotatério a 50°C, sob pressdo reduzida, até residuo. Na Figura 1
consta o fluxograma que representa o processo de obtencdo dos extratos.

Os extratos foram ressuspendidos em agua, em seguida aferido o pH
com auxilio de pHmetro PG 1800. Os extratos foram diluidos em &gua ultrapura

de modo a obterem-se quatro concentracdes (2, 4, 6, 8 g.L™).

FOLHAS SECAS
PULVERIZADAS - 10%

(p/v)
= O A ey
MAC]:LRA(;AO DINAMICA ) ‘A A )
S REFLUXO (AUP, 20°) MAC‘ ERACAO DINAMICA
(AUP/agitagdo constante, 24 h) (agitagdo constante, 24 h)

‘HX“DF|‘AF‘.HBU||AUP‘

Filtragdo a vicuo, evaporagdo a 50°C, sob pressdo reduzida

Figura 1 Fluxograma de obtencdo dos extratos de R. raphanistrum. HX: hexano;
DC: declorometano; AE: acetato de etila; Bu: Butanol; AUP: dgua ultrapura
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2.3 Bioensaio de germinacao

Para o bioensaio de germinacdo, 4 mL dos extratos aquosos e dos
solventes com polaridades crescentes (diclorometano, acetato de etila, butanol)
de cada concentracdo (2, 4, 6, 8, e 10 g.L™") mais o controle (4gua ultrapura)
foram aplicados sobre a placa de petri com papel filtro contendo 25 sementes de
alface. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos e cinco repeticoes.

As placas de petri foram mantidas sobre temperatura constante de 24°C
em estufa incubadora para BOD modelo 347 FG com fotopériodo de 12 horas. A
coleta dos dados para os testes de porcentagem de germinacao (%G) e indice de
velocidade de germinacdo (IVG) foram obtidos a partir de 24, 48, 72, 96, 120 e
144 horas ap6s aplicacdo dos extratos.

indice de Velocidade de Germinagdo foi calculado pela formula de
Maguire (1962):

IVG = E1/N1 + E2/N2 + En/Nn, Em que:

E1l, E2, En = n° de plantulas emergidas, computadas no primeiro até a
Gltima contagem; N1, N2, Nn = n° de dias de semeadura do primeiro a Ultima
contagem.

Ap6s 144 horas foram medidos o comprimento radicular e hipocétilo
com auxilio de um paquimetro digital (mm), a massa seca da plantula de alface

foi determinada utilizado uma estufa de circulagdo de ar a 40°C por 72 horas.

2.4 Andlise Estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, onde as
médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott com nivel de significancia de

5% usando-se 0 programa Sisvar.
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

No extrato aquoso obtido pelo o método de maceracdo (Tabela 1) todas
as concentragdes (2, 4, 6, 8 e 10 g.L™) diferenciaram significativamente do
controle na andlise do IVG, massa seca, crescimento radicular e hipocétilo. A
concentracdo mais baixa (2 g.L™) foi capaz de inibir o crescimento da radicular
em mais de 50%, onde na maior (10 g.L™") houve a inibicao total da germinacio
das sementes de alface.

No extrato aquoso por refluxo, as concentracbes que mais se
diferenciaram em todos os testes em relacéo ao controle foram de 8 e 10 g.L™
sendo, a concentracdo de 10 g.L™ responsavel por inibir totalmente o
crescimento radicular e a massa seca da alface. No teste realizado com a radicula
da alface a menor concentracdo (2 g.L™) foi capaz de inibir mais de 50% o seu
crescimento.

Wandscheer e Pastorini (2008), constataram que 0s extratos aquosos das
folhas da nabica nas concentracGes de 5 e 10% apresentaram efeitos alelopaticos
sobre a %G, velocidade de germinacdo, 1VG e comprimento radicular de
sementes de alface, onde o extrato inibiu mais de 50% a germinacgéo da alface
em todas as concentracdes (5 e 10%) testadas.

Norsworthy (2003) também constatou que o extrato aquoso de biomassa
seca de nabiga influenciou na germinagao e crescimento radicular Sida spinosa
L. (guanxuma-de-espinho), Ipomoea lacunosa L. (gléria da manha sem carogo)
e Senna obtusifolia L. (fedegoso). A guanxuma-de-espinho e a fedegoso foram
mais sensiveis ao extrato reduzido mais de 95% o peso fresco comparando com

o controle.
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Tabela 1 indice de velocidade de germinagio (IVG), porcentagem de
germinacdo (%G), massa seca, comprimento do hipocétilo e da radicular
de sementes de Lactuca sativa submetidas a diferentes concentractes de
extratos aquosos de Raphanus raphanistrum

TESTES CONCENTRACAO EXTRAGAO
Maceracao Refluxo
Controle 14,4+0,8Aa 14,4+0,8Aa
2g.L" 9,9+0,5Ab 11,4+1,0Ab
VG 4g.L'i 7,120,6Ac 7,120,4Ac
6g.L" 3,8+0,8Bd 5,1+0,4Ac
8g.L* 0,9+0,2Ae 2,0+0,5Ad
10g.L*" 0,0+0,0Ae 0,30,2Ad
Controle 71,1+3,1Aa 71,1+3,1Aa
2g.L" 66,7+5,6Aa 68,5+4,9Aa
%G 4g.L'i 53,1%6,2Ab 52,7+5,9Ab
6g.L" 29,645,3Ac 41,6+6,4Ab
8g.L* 6,3+1,6Ad 13,5%3,3Ac
10g.L*" 0,0+0,0Ad 2,0 £0,8Ac
Controle 12,0+0,5Ab 12,0+0,5Aa
2g.L" 15,0+0,7Ba 10,4+0,5Aa
Massa seca (mg) 4g.Lj 11,6+1,7Ab 10,0+0,5Aa
6g.L 4,8+1,3Bc 8,81£1,3Aa
8g.L™* 3,0+0,6Ac 1,8+1,0Ab
10g.L™ 0,0+0,0Ae 0,0+0,0Ab
Controle 5,9+0,4Ac 5,940,3Ab
2g.L" 12,7+0,7Aa 8,6+0,4Ba
Crescimento do 4g.L7 10,3+1,2Ab 5,4+0,3Bb
hipocétilo (mm) 6g.L" 2,2b+0,2Bd 3,9+0,2Ac
8g.L* 0,47+0,1Ae 1,3+0,2Ad
10g.L™ 0,0+0,0Ae 0,2+0,1Ad
Controle 24,0+1,3Aa 24,0+1,3Aa
2g.L7 11,8+0,6Ab 11,5+0,6Ab
Crescimento 4g.L7 4,2+0,3Bc 6,0+0,4Ac
Radicular (mm) 6g.L" 0,1+0,0Bd 3,6+0,2Ad
8g.L? 0,0+0,0Ad 0,7+0,1Ae
10g.L™ 0,0+0,0Ad 0,03+0,0Ae

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de p<
0,05 segundo o teste de Scott-Knott. Letras mintsculas se referem as concentracdes e
maidsculas aos métodos de extracdo. Média + erro padrdo onde n para IVG (n=5), %G
(n=30), massa seca (n=5), crescimento do hipocdtilo e radicular (n=125).

No processo de germinacdo, as sementes podem absorver juntamente

com a agua substancia aleloguimicas responsaveis por inibir ou retardar a
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multiplicacdo ou crescimento celular, podendo também atrasar o processo de
geminacio (GONZALEZ et al., 2002).

Os extratos nas menores concentracdes obtidos por maceracdo (2 e 4
g.L" e por refluxo (2 g.L™) influenciaram no aumento do crescimento do
hipocatilo, devido este alongamento o teste da massa seca do extrato aquoso por
maceracao apresentou um aumento no peso (15,020,7 mg) na diluicdo de 2 g.L™.

Os compostos com atividade alelopatica ao invés de provocar a inibicao
do desenvolvimento da planta teste pode estimular sua germinacdo e o
crescimento da plantula (GUSMAN et al., 2011). Quando se utiliza substancias
em dose mais baixa pode ativar a germinacdo e aumentar o tamanho do
hipocatilo e/ou radicula, este processo é denominado hormeses (SILVA et al.,
2012). Comparando os dois métodos de extracdo, ndo demostraram muita
interacdo entre si. Apresentando diferenca somente na concentracéo 6 g.L™ para

o0 VG, massa seca, crescimento radicular e do hipocétilo.

Nos extratos com solventes de polaridades crescentes (Tabela 2) o
diclorometano diferenciou do controle nas maiores concentracdes (8 e 10 g.L™?)
no IVG, %G, massa seca e crescimento radicular, j& no desenvolvimento do
hipocétilo todas as concentracdes influenciaram o aumento do seu tamanho.

O acetato de etila influenciou no indice de velocidade de germinacéo e
estimulou o crescimento do hipocétilo na diluicdo 2 g.L™?, ja o butanol nas
diluicdes de 8 e 10 g.L™ influenciaram no 1VG, %G e crescimento radicular. A
agua ultrapura afetou o desenvolvimento alface em todas as concentragdes,
sendo as maiores doses as que demostraram as menores medias, sendo capaz de

inibir sua germinagao.
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Tabela 2 indice de velocidade de germinagdo (IVG), porcentagem de
germinacdo (%G), massa seca (MS), comprimento do hipocétilo (CH) e
da radicular (CR) de sementes de Lactuca sativa submetidas a diferentes
concentracgdes de extratos com polaridade crescente

Solventes com polaridade crescente
Testes Conc.

DC AE BU AUP

Controle 19,1+0,8Aa  19,1+0,8Aa  19,1+0,8Aa  19,1+0,8Aa
2g.L* 19,2+0,8Aa  18,7#0,7Aa  18,5+1,1Aa  10,6+1,1Bb
4g.L7" 19,0+1,1Aa  18,4+19Aa  16,5+1,4Bb 9,0+0,3Chb

VG 6L  189+0,0Aa 17,4+08Ab  153+1.9Bc  5,4+0,6Cc
8g.L'l 16,8+1,6Ab 16,9+1,4Ab 14,0+1,8Bc 4,3+0,4Cc

1Og.L'1 14,3+1,6Bc 16,6+1,6Ab 12,4+0,9Bd 1,8+0,5Cd

Controle 82,7+1,5Aa 82,7+1,5Aa 82,7+1,5Aa 82,7+1,5Aa

Zg.L'1 82,4+1,7Aa 82,9+2,2Aa 80,5+2,1Aa 68,0+5,7Bb

%G 4g.L'1 82,7+2,4Aa 81,3+2,9Aa 77,0+£3,0Aa 64,0+6,0Bb
0 6g.L" 82,3+2,3Aa  78,3+25Aa  74,5+36Aa  41,6+6,4Bc
Sg.L'1 71,3+3,6Ab 77,1+2,7Aa 68,0+3,3Ab 30,4+5,7Bd

1Og.L'1 71,3+4,1Ab 75,7+2,9Aa 66,8+3,8Ab 11,5+3,2Be

Controle 17,941, 7Aa 17,941, 7Aa 17,941, 7Aa 17,9+1,7Aa

2g.L'1 17,5+0,5Aa 18,0+1,4Aa 18,8+0,4Aa 15,4+1,0Aa

M S 4g.L'1 17,4+0,2Aa 18,2+1,6Aa 18,9+0,6 Aa 12,8+0,7Bb
(mg) Gg.L'1 17,4+1,3Aa 16,7+0,8Aa 18,2+1,6Aa 11,8+1,7Bb
Sg.L'1 14,9+1,4Ab 16,1+1,5Aa 16,2+1,5Aa 9,0+0,4Bc

1Og.L'1 13,0+1,6Ab 15,7+1,9Aa 15,6+1,4Aa 6,2+1,6Bc

Controle 7,7+0,4Ab 7,7+0,4Aa 7,7+0,4Aa 7,7+0,4Aa

29.L'1 13,5+0,5Aa 14,7+6,7Ab 5,2+0,2Ba 7,7+0,4Ba

CH 4g.L'1 13,3+0,5Aa 7,2+0,2Ba 5,4+0,2Ba 6,5+0,4Ba
(mm) 6g.L* 13,5+0,5Aa 7,1+0,7Ba 5,6+0,3Ba 3,9+0,3Bc
8g.L™* 13,3+0,6Aa 7,9+0,3Ba 5,1+0,3Ba 3,1+0,2Bc

lOg.L'1 13,7+0,6Aa 7,2+0,4Ba 5,1+0,3Ba 1,0+0,1Cc

Controle 29,5+15Aa 29,5+15Aa 29,5+15Aa 29,5+1,5Aa

2g.L7 27,2+1,2Ba  28,8+1,3Ba  32,7+1,4Aa  16,6+1,0Cb

CR 4g.L'1 26,4+1,2Aa 28,9+1,5Aa 30,2+1,5Aa 7,1+0,4Bc
(mm) 6g.L* 26,1+1,1Aa  28,2+1,3Aa  29,8+1,3Aa 4,6+0,3Bc

8g.L™ 23,3+1,1Bb  27,6x1,2Aa  24,5+14Bb 2,5+0,2Cd
10g.L™* 23,0+£1,1Ab  26,8+1,3Aa  24,6%13Ab 0,5+01Bd

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de p<
0,05 segundo o teste de Scott-Knott. Letras mindsculas se referem as concentraces e
maiusculas aos métodos de extracdo. Média + erro padrdo onde n para IVG (n=5), %G
(n= 30), massa seca (n=5), crescimento do hipocétilo e radicular (n=125). Conc:
concentracdes; DC: declorometano; AE: acetato de etila; Bu: Butanol; AUP: &gua
ultrapura
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Comparando os solventes com polaridade crescente no teste do IVG o
butanol e a agua ultrapura se destacaram, o butanol s6 ndo diferenciou do
diclorometano e acetato de etila nas concentragdes de 2 e 10 g.L™". No
crescimento do hipoc6tilo os extratos de acetato etila, butanol e agua ultrapura
também apresentaram variagdo nos resultados comparando com o diclorometano
nas concentracdes de 4, 6, 8 e 10 g.L™.

Avaliando os dados, a 4gua ultrapura foi a mais eficiente diferenciando
dos demais principalmente no teste IVG, %G e crescimento radicular, sendo
capaz de reduzir o desenvolvimento da plantula em 50% a partir da concentracao
29.L1 (IVG e crescimento radicular).

O potencial alelopatico identificado nas folhas secas da nabica pode
estar relacionado ao metabdlito secundario encontrado na familia Brassicaceae
denominado glicosinolato, que além da funcdo alelopatica também atua como
nematicida, fungicida e inseticida (MALIK et al., 2008). Este composto quimico
pode se transformar em véarias outras substancias, tais como isotiocianatos,
fitoalexinas e tiocianatos. Estes compostos em baixa dose podem provocar o
atraso na germinacao da semente e em altas doses torna- la inviavel (RIZZARDI
et al., 2008; SANCHEZ-LEON et al., 2015).

Na andlise do pH (Tabela 3), os extratos apresentaram resultados entre
4,85 (butanol) a 6,9 (aquoso obtido por maceracdo). Logo, o pH néo foi o fator
de interferéncia da germinacdo e desenvolvimento da alface, pois sdo
considerados ideais para a germinacao das plantas pH entre 6,0 e 7,5 (LAYNEZ-
GARSBALL; MENDEZ-NATERA, 2006). Segundo Silveira et al. (2012) o pH
pode influenciar na germinacéo e no crescimento das plantulas quando o extrato
se encontra em meio &cido ou alcalino, apresentando efeito negativo no
desenvolvimento quando o pH se encontra abaixo de 4 e superior a 10.

Nos testes de alelopatia é importante medir o pH, pois pode-se conter no

extrato substancias como agUcares, aminoacidos e acidos organicos que podem
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afetar os resultados, devido a possivel influéncia na concentracdo ibnica, sendo

osmoticamente ativo (TUR; BORELLA; PASTORINI, 2012).

Tabela 3 Valores de pH dos extratos da folha de nabica utilizados nos bioensaios

de germinagdo e crescimento de plantulas de alface

EXTRATOS pH
Controle 6,23
RMAQ 6,90
RRAUP 5,65
RMDC 6,16
RMAE 5,54
RMBU 4,85
RMAUP 5,93

R: Raphanus raphanistrum; M: maceragdo; R: refluxo; AUP: agua ultrapura; DC:

diclorometano; AE: acetato de etila; BU: butanol.

Wandscheer e Pastorini (2008), verificaram também que o pH dos

extratos aquosos das folhas e raizes da nabica ndo influenciaram nos resultados

do teste de alelopatia, obtendo se valores de 6,02 a 6,26.

CONCLUSAO

Os extratos aquosos das folhas secas de R. raphanistrum por refluxo e

maceracgao, demostraram efeito alelopético, a partir das menores concentragdes,

sendo que maior dose (10 g.L™") no extrato aquoso por maceragdo inibiu

totalmente a germinacgdo de semente de alface.

Nos extratos preparados a partir do método de maceracgdo utilizando

solventes com polaridades crescentes foram capazes de influenciaram a

germinacg&o e o crescimento das plantulas de alface, onde o melhor extrato foi o

aquoso.
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RESUMO

Alelopatia é uma forma de adaptacdo quimica dos vegetais, e quando
liberado no meio ambiente pode influenciar de forma positiva ou negativa o
crescimento e o desenvolvimento de plantas vizinhas. Objetivou-se avaliar o
potencial alelopatico de diferentes extratos obtidos das folhas secas de Portulaca
oleracea (beldroega) sobre a germinagéo e o crescimento de plantulas de alface
in vitro. Os extratos foram preparados por refluxo em &gua ultrapura e
maceracdo dindmica utilizando solventes de polaridade crescente (hexano,
diclorometano, acetato de etila, butanol e &gua ultrapura). Apos filtragem a
vacuo foi medido o pH dos extratos, em seguida, diluidos em agua ultrapura de
modo a obter-se quatro concentracdes (2, 4, 6 e 8 g.L™). Para o bioensaio de
germinacdo foram utilizadas 25 sementes de alface, sendo umedecidas com 4
mL dos extratos e mantidas em estufa tipo BOD com temperatura a 24°C com
fotoperiodo de 12 horas, onde foram avaliados o indice de velocidade de
germinacgéo (IVG), porcentagem de germinagéo (%G), massa Seca, crescimento
radicular e hipocotilo. Os extratos aquosos obtidos por refluxo e maceracdo
foram os que apresentaram atividade em todos os testes analisados, porém o
extrato obtido pelo método de maceracédo foi o que demostrou melhor resultado,
inibindo totalmente a germinacdo nas concentracdes de 8 e 10 g.L™ Dos
extratos com polaridades crescentes somente o diclorometano ndo afetou o
desenvolvimento da alface.

Palavras-chave: Beldroega. Aleloquimicos. Lactuca sativa L.
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ABSTRACT

Allelopathic is a form of chemical adaptation of the plant, and when
released into the environment can influence positively or negatively the growth
and development of neighboring plants. This study aimed to evaluate the
allelopathic potential of different extracts from the dried leaves of Portulaca
oleracea (purslane) on the germination and growth of in vitro lettuce seedlings.
The extracts were prepared by refluxing in ultrapure water and dynamic
maceration using increasingly polar solvents (hexane, dichloromethane, ethyl
acetate, butanol and ultrapure water). After vacuum filtration was measured pH
of the extracts, then diluted with ultrapure water so as to obtain four
concentrations (2, 4, 6, 8 g.L™). For the germination bioassay were used 25
seeds, being moistened with 4 ml of extract and kept in an incubator BOD with
temperature at 24 ° C with a photoperiod of 12 hours, which were evaluated the
germination speed index (IVG), percentage of germination (%G), dry matter,
root growth and hypocotyl. The aqueous extracts obtained by reflux and
maceration showed the activity in all analyzed tests, but the extract obtained by
maceration method was demonstrated that the best results, completely inhibiting
germination at concentrations of 8 and 10 g.L™. Extracts with increasing
polarities only dichloromethane did not affect the development of lettuce.

Keywords: Purslane. Allelochemical. Lactuca sativa L.
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1 INTRODUCAO

Os vegetais possuem a capacidade de produzir substancias quimicas que
podem contribuir para a sua sobrevivéncia. Estas sustancias sdo denominadas
aleloquimicos (saponinas, taninos, alcaloides, terpenoides, flavonoides entre
outros), que sdo liberados no ambiente por meio de lixiviacdo, exsudacdo das
raizes, volatilizacdo e decomposicdo, podendo influenciar direta ou
indiretamente no desenvolvimento de outras plantas, este processo é conhecido
com alelopatia (CARVALHO et al., 2014).

Os estudos da atividade alelopatica sdo de grande interesse para a
agricultura, pois, muitas das substancias quimicas apresentam grande potencial
para o0 uso no controle de plantas daninhas e ainda, possuem a capacidade de
inibir a germinacdo e o crescimento vegetal (MARASCHIN-SILVA; AQUILA,
2005), além de ser um método barato, ndo poluente, e ndo necessita de
equipamentos sofisticados para sua aplicacdo (CARVALHO et al., 2012).

Portulaca oleracea Linn, é uma espécie cosmopolita, pertencente a
familia Portulacaceae. Vulgarmente conhecida como beldroega, beldroega-da-
horta, beldroega-vermelha, berdoega, caruru-de-porco, ora-pro-noébis, porcelana,
salada-de-negro, caaponga, bredo-de-porco, onze-horas e vergolaga (LORENZI;
MATOS, 2008; SHEHATA, 2014). E uma planta herbacea, anual, muito
suculenta, apresenta folhas simples compostas quase exclusivamente por tecidos
de armazenamento de agua e flores amarelas (LORENZI; MATOS, 2008).

A beldroega possui atividade analgésica, hepatoprotetora, antioxidante,
cicatrizante, vermifuga, anti-inflamatéria,  neuroprotetora, emoliente,
anticancerigena, antibacteriana, broncodilatadora, antipirética e diurética
(KUMAR et al., 2008; MASOODI, 2011).

Esta espécie também apresenta atividade alelopatica, sendo observado

este efeito no extrato aquoso das sementes, onde nas concentragdes 50, 70 e
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100% inibem totalmente a germinacdo da Cichorium endivia (chicoria)
(SHEHATA, 2014). Sendo identificada também a acdo antiflngica no extrato
aquoso das folhas sobre sementes de Sorghum vulgare (sorgo) (DHOLE et al.,
2011).

A Triagem fitoquimica de P. oleracea mostrou a presencga de cumarinas,
saponinas, 6leos fixos, compostos fendlicos, monoterpeno glicosideo, alcaloides,
hidratos de carbono, aminoacidos, esteroides, taninos, mucilagem, acido oxalico,
acido ascorbico, antraquinona, glutationa, riboflavina, sendo encontrada também
a presenca de derivados da catecolamina, &cido a-linolénico, B-caroteno,
flavonoides (apigenina, kaempferol, luteolina, miricetina e quercetina) (ALAM
et al., 2014; BAKKIYARAJ; PANDIYARAJ, 2011; KUMAR et al., 2008;
LORENZI; MATQOS, 2008; MASOODI, 2011; XU et al., 2006).

Diante do exposto o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial alelopatico de diferentes extratos obtidos das folhas de Portulaca

oleracea L. sobre a germinagdo e crescimento de sementes alface.

2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos e no
Laboratério de Fitoquimica na Universidade Federal de Lavras (UFLA). A
espécie em questdo estd depositada sobre o cddigo PAMG 57858 no herbario
PAMG, da Empresa de Pesquisa Agropecudaria de Minas Gerais (EPAMIG).

2.1 Material vegetal
A planta em estudo foi cultivada em casa de vegetagdo, sendo semeadas
diretamente em vasos de plastico (10 litros) contendo uma mistura de solo e

areia (1:1), sendo mantidas em casa de vegetacdo. A partir 75 a 80 dias ap0s a
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semeadura, no periodo da manhd, foi realizada a colheita das folhas. Em
seguida, seca em estufa de circulacdo de ar a 40+2°C até peso constante.

2.2 Obtencéo dos extratos

Os extratos das folhas secas pulverizadas de beldroega foram preparados
sob refluxo em agua e por maceracdo dinamica com solventes de polaridades
crescentes a 10% (p/v). A pulverizagdo do material foi feita em micromoinho de
facas Marconi® modelo MA — 048.

O material vegetal submetido ao refluxo em agua permaneceu sob essa
condicdo por 20 minutos apds ebulicdo. O material vegetal submetido a
maceracdo dindmica em agua e com solventes de polaridades crescentes
(hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e dgua ultrapura) por 24 horas
sob agitacdo constante de 146 rpm utilizando Gio Gyrotory Shaber.

Todos os extratos foram filtrados a vacuo e concentrados em
evaporador rotatorio a 50°C, sob pressdo reduzida, até residuo. Na Figura 1
consta o fluxograma que representa o processo de obtencao dos extratos.

Os extratos secos foram ressuspendidos em agua ultrapura, somente o
extrato hexanico foi ressuspendido no préprio solvente, em seguida foi medido o
pH com auxilio de pHmetro PG 1800 (Gehaka). Os extratos foram diluidos de

modo a obterem-se quatro concentracdes (2, 4, 6, 8 g.L™).
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FOLHAS SECAS
PULVERIZADAS - 10%
(p/v)

P. oleracea 1 R. raphanistrum

MACERACAO DINAMICA + " 2 .
o REFLUXO (AUP, 20°) MA(‘ERACAO DINAMICA
(AUP/agitagdo constante, 24 h) (agitagdo constante, 24 h)
‘HX“DC“AF‘.HBU|‘AUP‘

Filtragdo a vacuo, evaporagdo a 50°C, sob pressdo reduzida

FIGURA 1 Fluxograma de obtencdo dos extratos de P. oleracea. HX: hexano; DC:
diclorometano; AE: acetato de etila; BU: butanol; AUP: agua ultrapura

2.4 Bioensaio de germinacao

Para o bioensaio de germinacdo, 4 mL de extrato de cada concentracdo
(2, 4, 6, 8, e 10 g.L™) mais o controle (4gua ultrapura) foram aplicados sobre a
placa de petri com papel filtro contendo 25 sementes de alface. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e cinco
repeticdes. As sementes de alface foram utilizadas devido a sensibilidade ao
contanto com os aleloquimicos, facil aquisicdo, manuseio, germinacdo rapida e
crescimento linear (FORMAGIO et al., 2014).

As placas de petri foram mantidas sobre temperatura constante de 24°C
em estufa incubadora para BOD modelo 347 FG com fotopériodo de 12 horas. A
coleta dos dados para os testes de porcentagem de germinacdo (%G) e indice de
velocidade de germinacédo (IVG) foram obtidos a partir de 24, 48, 72, 96, 120 e
144 horas da aplicacdo dos extratos. O IVG foi calculado pela formula de
Maguire (1962).
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Apo6s 144 horas foram medidos o comprimento radicular e hipocétilo
com auxilio de um paquimetro digital (mm), a massa seca da plantula foi

determinada utilizado uma estufa de circulagéo de ar a 40°C por 72 horas.

2.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, onde as
médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott com nivel de significancia de

5% usando-se o programa Sisvar.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através das caracteristicas avaliadas (%G, IVG, massa seca,
crescimento radicular e hipocétilo) os extratos aquosos das folhas secas de
beldroega obtidos por refluxo e maceracdo afetaram negativamente a
germinacdo e o desenvolvimento de sementes de alface (Tabela 1).

O extrato aquoso por maceracdo inibiu totalmente a germinacdo da
alface nas maiores concentracdes (8 e 10 g.L™), verificando o mesmo para massa
seca, crescimento radicular e hipocotilo. O extrato apresentou diferenga
significativa em relagdo ao controle para todos os testes a partir da concentragao
de 2 g.L", onde esta baixa dose influenciou mais de 50% o crescimento radicular

e hipocétilo.
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Tabela 1 indice de velocidade de germinagio (IVG), porcentagem de
germinacédo (%G), massa seca, comprimento do hipocétilo e da radicular
de sementes de Lactuca sativa submetidas a diferentes concentracGes de
extratos aquosos de Portulaca oleracea

- EXTRACAO
TESTES CONCENTRACAO
Maceragéo Refluxo
Controle 22,3+03Aa 22,3+0,3Aa
2g.L" 17,5+0,5Bb 20,4%0,4Ab
VG 49.L7 9,2+0,3Bc 18,5+1,0Ac
6g.L*" 4,8+0,8Bd 12,5+0,8Ab
8g.L" 0,0+0,0Be 8,6+0,6Ae
10g.L* 0,0+0,0Ae 0,0+0,0Af
Controle 93,2+1,2Aa 93,2+1,2Aa
2g.L" 47,5+7,0Bb 87,1+1,3Aa
%G 4g.L" 35,5+5,9B¢ 84,1+3,4Aa
6g.L" 19,3+0,8Bd 77,2+5,7Ab
8g.L* 0,0£0,0Be 62,5+6,4AcC
10g.L™ 0,0+0,0Ae 0,0+0,0Ad
Controle 20,0+1,3Aa 20,0+1,3Aa
2g.L" 16,0+1,3Bb 20,0+0,5Aa
Massa seca (mg) 4g.L" 16,0+0,8Ab 18,0+1,1Aa
6g.L 10,0+1,0Bc 16,0+0,4Ab
8g.L™" 0,0+0,0Bd 12,0+1,2Ac
10g.L™ 0,0+0,0Ad 0,0+0,0Ad
Controle 17,0+0,6Aa 17,0+0,6Aa
2g.L7 5,4+0,3Bb 11,9+0,4Ab
Crescimento do 4g.L" 3,9+0,2Bc 10,6+0,3Ac
hipocétilo (mm) 6g.L" 2,2+0,2Bd 8,8+0,3Ad
8g.L* 0,0+0,0Be 5,9+0,2Ae
10g.L™ 0,0+0,0Ae 0,0+0,0Af
Controle 28,6+1,2Aa 28,6+1,2Aa
2g.L7 12,1+0,9Ab 11,5+0,5Ab
Crescimento 4g.L" 3,5+0,2Bc 7,9+0,4Ac
Radicular (mm) 6g.L" 1,0+0,1Ad 2,1+0,1Ad
8g.L? 0,0+0,0Ad 0,9+0,1Ae
10g.L™ 0,0+0,0Ad 0,0+0,0Ae

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de p<
0,05 segundo o teste de Scott-Knott. Letras mindsculas se referem as concentracdes e
maiusculas aos métodos de extracdo. Média + erro padrdo onde n para IVG (n=5), %G

(n=30), massa seca (n=5), crescimento do hipocdtilo e radicular (n=125).
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No extrato aquoso por refluxo a germinagdo e o desenvolvimento das
sementes de alface foram inibidas totalmente na concentracdo de 10 g.L™ O
extrato apresentou diferenca significativa do controle na concentragéo de 2 g.L™
para 0 crescimento radicular e hipocétilo; na concentracio de 4 g.L™" para IVG.
Na % G e massa seca demostraram diferencas na concentracio de 8 g.L™

Estes resultados comprovam a atividade alelopatica da beldroega
principalmente na concentracdo 10 g.L™ dos extratos obtidos pelos métodos de
maceracao e refluxos sobre a germinacao de sementes de alface.

No trabalho realizado por Dhole et al. (2011), os autores observaram que
0 extrato aquoso da folha de P. oleracea possui atividade antifingica em
sementes de Sorghum vulgare Pers. (sorgo), entretanto em concentragdes 2, 4, 6,
8 e 10% a espécie apresenta efeito estimulante na germinacdo de sementes e no
crescimento das plantulas.

Shehata (2014) verificou que o extrato aquoso da semente de beldroega
em baixas concentracdes (10 e 25%) estimulou a germinacao e o crescimento
radicular das sementes de Cichorium endivia (chicéria), ja em altas doses (50, 75
e 100%) houve influéncia negativa no desenvolvimento das sementes.

Esta atividade alelopatica pode estar relacionada aos aleloguimicos
presentes na beldroega sendo, flavonoides (apigina, canferol, luteolina,
miricetina e quercetina), cumarinas, saponinas, monoterpeno glicosideo,
alcaloides, esteroides e taninos (KUMAR et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009;
TEIXEIRA; CARVALHO; BRODELIUS, 2010; XU et al., 2006).

Oliveira et al. (2009) identificaram a presenca de cinco acidos organicos
(aconitico, citrico, fumarico, malico e &cido oxalico) e compostos fendlicos (3-
cafeoilquinico e 5-cafeoilquinico) no extrato aquoso das folhas de beldroega.

Estas substancias sdo inibidoras no processo de germinacdo e
crescimento, pois influéncia na divisdo, permeabilidade da membrana celular e
na agdo enzimatica (ROSADO et al., 2009).
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Comparando os métodos de extracdo pode-se verificar que a maceragao
foi 0 mais eficiente na atividade alelopatica, apresentando diferenca significativa
nas concentracdes de 2, 4, 6 e 8 g.L™ nos testes de IVG, %G e crescimento
radicular em relacdo ao método de refluxo.

Técnicas que utilizam solventes em estado de ebulicdo, dependendo da
temperatura e tempo de extracdo podem se tornar menos eficientes devido ao
fato de muitas substancias serem instaveis a temperaturas altas (SIMOES et al.,
2007)

Nos testes apresentados na Tabela 2 observa-se, utilizado solventes com
polaridade crescente somente o hexano, acetato de etila nas concentragdes de 6,
8 e 10 g.L™ e 4gua ultrapura nas concentracdes de 2 a 10 g.L™ influenciaram na
germinacdo de sementes; em relacdo ao crescimento do hipocétilo o hexano (2 a
10 g.L ™) e 4gua ultrapura (8 e 10 g.L™) inibiram o desenvolvimento da alface ja
no crescimento radicula foi influenciado pelo acetato de etila (4, 6, 8 e 10 g.L™),
butanol (2 a 10 g.L™) e a 4gua ultrapura (2 a 10 g.L™).

O extrato de diclorometano ndo se diferenciou significativamente do
controle em relacéo a cada concentracdo (2, 4, 6, 8 e 10 g.L™) em todos os testes
realizados.

Shehata (2014) observou que o extrato de acetato de etila das sementes
de beldroega levou a uma inibicdo no crescimento radicular das plantulas de
alface, resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho com o mesmo extrator.

Comparando os solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila,
butanol e &4gua ultrapura) em relacdo as concentraces em cada teste, o extrato
aquoso foi 0 que mais se diferenciou entre os demais solventes, apresentado as
menores medias no IVG, % G e crescimento radicular na concentragdo de 10
g.L™
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Tabela 2 indice de velocidade de germinagdo (IVG), porcentagem de
germinacdo (%G), massa seca (MS), comprimento do hipocétilo
(CH) e da radicular (CR) de sementes de Lactuca sativa submetidas a
diferentes concentrages de extratos com polaridades crescentes

Solventes com polaridade crescente

Testes Conc.
HX DC AE BU AUP
Controle  20,1#2,2Aa 22,5+0,4Aa 20,9+1,0Aa 21,3+02Aa 22,0+0,7Aa
2g.LT  20,1+11Aa 22,5+0,4Aa 20,7+1,4Aa 20,9+0,8Aa 19,4+0,9Ab
VG 4g.L"  18,7+1,6Ba 22,8+0,5Aa 20,8+0,5Aa 21,2+0,3Aa  16,3+1,9Cc
6g.LT  17,2+14Bb 21,8+0,7Aa 18,8+1,4Bb 19,6+0,9Ba 13,3+1,5Cd
8g.L*  17,8+14Bb 20,5+1,1Aa 17,9+1,3Bb 19,0£0,8Ba 10,2+0,5Ce
10g.L*  159+16Bb 20,4+05Aa 18,9+22Ab 19,6+1,1Aa  6,6+0,4Cf
Controle  82,8+2,8Aa 93,3+0,9Aa 88,5+1,6Aa 91,6+1,4Aa 87,7+2,2Aa
29.LT  86,4+19Aa 93,8+0,9Aa 88,7+2,2Aa 87,1+13Aa 85,6+22Aa
%G 4L 844+27Aa  92,1+0,8Aa 88,7+17Aa 87,0£2,1Aa 812+41Aa
6g.LT  79,0+2,7Ba 92,0+14Aa 84,4+30Ab 86,4+2,2Aa 76,5+53Bb
8g.LT  79,1+24Aa 89,5+2,0Aa 823+2,3Ab 844+18Aa 70,3+6,3Bb
10g.L*  77,7+38Aa 87,6+16Aa 789+25Ab 828+2,0Aa 50,1+65Bc
Controle  15,4+0,7Aa  16,0+0,6Aa 16,8+0,6Aa 18,2+0,6Aa 16,2+0,5Aa
2g.L*  153+10Aa 17,0+0,4Aa 154+1,0Aa 159+05Aa 16,7+0,4Aa
MS 4g.L"  145+14Aa  17,0+05Aa 14,8+09Aa 157+0,2Aa 15,8+0,5Aa
(9) 6g.LT  16,0+0,7Aa 17,7+0,7Aa 157+0,3Aa 152+0,7Aa 15,7+1,1Aa
8g.LT  14,7+13Aa 17,3t0,9Ba 14,8+1,1Aa 151+0,8Aa 15,1+0,5Aa
10g.L*  147+15Ba 17,6+0,6Aa 16,4+15Aa 151+1,0Aa 13,5+0,5Bb
Controle  10,6+4,7Ab 12,4+0,4Aa 5,8+0,2Ba  11,5+0,8Aa 11,5+0,6Aa
2g.L*  6,8+0,3Ba 12,7+0,3Aa 53+0,2Ba  10,2+0,4Aa 11,9+0,4Aa
CH 4g.L*  53+02Ba 12,3+05Aa 5,6+02Ba  10,4+0,4Aa 11,9+0,5Aa
(mm)  egL?  51+02Ba 12,4+04Aa 56+0,2Ba  10,6+0,5Aa 11,9+0,5Aa
8g.L*  50+02Ba 11,4+02Aa 50+0,2Ba  10,6+0,5Aa  9,3+0,3Ab
10g.L*  6,5+0,3Ca 12,6+0,4Aa 58+02Ca  9,8+04Ba  6,7+0,3Ch
Controle  32,1+1,4Ba 37,5+1,3Aa 37,8+1,6Aa 33,1+1,1Ba 31,7+1,1Ba
29.LT  313+14Ba 36,9+11Aa 36,6+1,4Aa 24,3+0,9Cb 18,1+1,1Db
CR 4Lt 315+12Ba 364+12Aa 32,1+12Bb 259+1,0Cb 10,0+0,4Dc
(mm)  egL?  31,4+13Ba 36,6+1,2Aa 30,4+1,4Bb 24,3+0,8Cb  9,9+0,5Dc
8g.L"  31,4+15Ba 36,3+1,6Aa 23,2+11Cc 23,9+1,0Cb  3,8+0,2Dd
10g.L*  30,4+15Ba 37,4+12Aa 24,3+0,9Cc 253+1,0Cb 2,7+0,2Dd

Me¢édias seguidas de mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de p<
0,05 segundo o teste de Scott-Knott. Letras mindsculas se referem as concentracdes e
maiusculas aos métodos de extracdo. Média + erro padrdo onde n para IVG (n=5), %G
(n=30), massa seca (n=5), crescimento do hipocdtilo e radicular (n=125).
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O extrato aquoso pode ter se destacado, pois a agua é capaz de extrair
substancias como saponinas, taninos e alcaloides (SIMOES et al., 2007). Estes
metabolitos secundarios podem atuar de varias maneiras como, as saponinas
diminuem a permeabilidade de oxigénio no tegumento da semente; uma
variedade de taninos inibe a agdo das giberelinas (LAYNEZ-GARSABALL;
MENDEZ-NATERA, 2006; SOUZA FILHO; ALVES, 2002).

Os alcaloides podem atuar como substéncias de defesa contra insetos
herbivoros, horménios reguladores de crescimento e apresentam a capacidade de
inibir a germinacdo (GOETZE; THOME, 2004; SOUZA FILHO; TREZZI;
INOUE, 2011).

No teste de alelopatia faz se necessaria a identificacdo de pH, pois 0
extrato vegetal pode apresentar substancias que afetam o resultado, como agucar,
acidos organicos e aminoacidos, os quais influenciam na concentracao ibnica e
sdo osmoticamente ativos (TUR; BORELLA; PASTORINI, 2012).

Os pH dos extratos apresentaram valores entre 8,13 a 4,0. Sendo 0s
extratos aquosos 0s que mais demostraram atividade alelopatica ndo exibem
diferenca marcante entre o controle. Logo, o pH néo foi o fator de interferéncia
da germinacdo e desenvolvimento de sementes de alface.

De acordo com Laynez-Garsaball e Mendez-Natera (2006), sdo
considerados ideais para a germinacdo pH em torno de 6,0 a 7,5. Segundo
Wagner Janior et al. (2007) valores de pH menores que 3,0 e superiores a 8,0
podem influenciar na inibicdo do processo de germinacdo. O pH pode afetar a
germinacdo e o crescimento das plantulas quando estas se encontram

extremamente em meio alcalino ou 4cido (CORSATO et al., 2010).
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Tabela 3 Valores de pH dos extratos da folha de beldroega utilizados nos

bioensaios de germinacdo e crescimento de plantulas de alface

EXTRATOS pH
Controle 6,23
PMAQ 6,04
PRAUP 6,07
PMHX 7,35
PMDC 8,13
PMAE 51
PMBU 4,0
PMAUP 6,02

P: Portulaca oleracea; M: maceragdo; R: refluxo; AUP: agua ultrapura; HX: hexano;

DC: diclorometano; AE: acetato de etila; BU: butanol.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicaram que os extratos das folhas secas de P.

olerace preparado a partir dos solventes hexano, acetato de etila, butanol e 4gua

ultrapura influenciaram a germinacéo e o crescimento das plantulas de alface.

Os extratos aquosos por refluxo e maceracdo apresentaram efeito

alelopético, onde concentracdo de 10 g.L™ inibiu totalmente a germinacéo.

Sendo, 0 método de maceracdo o mais eficiente.
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