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RESUMO - Este trabalho teve por objetivo estabelecer as variacoes na atividade alelopatica da
substancia quimica titonina, em funcao da acetilacdo de sua molécula. Bioensaios de
germinacao (25 °C de temperatura constante e fotoperiodo de 12 horas) e de desenvolvimento
da radicula e do hipocétilo (25 °C de temperatura constante e fotoperiodo de 24 horas) foram
desenvolvidos. Como planta receptora, utilizou-se a planta daninha Mimosa pudica (malicia).
Analise de espectros RMN 'H e 3C e técnicas de RMN bidimensionais foram realizadas na
molécula acetilada. O processo de acetilacao produziu a molécula 3’-acetil-7,4’-dimetoxiflavona,
que diferiu da molécula original, identificada como 3’-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona. A estrutura
da titonina-Ac foi confirmada pelos espectros de RMN 'H, '3C, DEPT, COSY e HETCOR. A
titonina foi acetilada com anidrido acético em piridina. A analise comparativa da atividade
alelopatica das duas substancias revelou que titonina-Ac apresentou maior potencial para
inibir tanto a germinacao das sementes como o desenvolvimento da radicula e do hipocétilo
da planta daninha malicia. A intensidade dos efeitos alelopaticos das duas substancias esteve
positivamente associada a concentracao. O conjunto das informacdes obtidas permite sugerir
a possibilidade de se aumentar a atividade alelopatica de uma substancia quimica sem
comprometer suas peculiaridades biologicas desejaveis a natureza e aos interesses da sociedade.
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ABSTRACT - The objective of this paper was to establish the variations in the allelopathic activity
of the chemical substance tithonine, in function of the acetylation of its molecule. Germination
bioassays, under 25 °C of constant temperature and 12-hour photoperiod, and radicle and
hypocotyl development bioassays under 25 °C of constant temperature and 24-hour photoperiod
were developed. The receiving plant used was the weed Mimosa pudica. Spectral analysis
RMN 'H and '3C and bidimensional RMN techniques were carried out on the acetylated molecule.
The acetylation process produced the molecule 7,4~ dimethoxy-3"-acetylflavone, which differed
JSrom the original molecule, identified as 7,4’-dimethoxy-3"-hydroxyflavone. The structure of the
acetylated tithonine was confirmed by the specters of RMN 'H, '3C, DEPT, COSY and HETCOR.
Tithonine was acetylated with acetic anhydride in pyridine. The comparative analysis of the
allelopathic activity of the two substances showed that acetylated tithonine presented a greater
potential to inhibit seed germination, as well as root and hypocotyl development of M. pudica.
Both tithonine and acetylated tithonine showed the same behavior pattern in relation to substance
concentration. The data obtained allow suggesting the possibility of increasing the biological
activity of a chemical substance with allelopathic activity without compromising its biological
peculiarities, desirable to nature and to the interests of society.

Keywords: allelopathy, acetylation, structure, inhibition, molecule.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem crescido a percep¢ao
da importancia de estabelecer novos e eficien-
tes métodos de controle de plantas daninhas,
que considere a necessidade de preservar os
recursos naturais, a qualidade dos alimentos
utilizados na dieta dos animais, em geral, e do
homem, em particular, e ndao seja agente
fomentador de insatisfacoes de ordem social.
Quando se consideram os problemas decorren-
tes do uso indiscriminado de herbicidas
sintéticos (Anaya, 1999; Killham & Foster,
1996) e o aumento sistematico no numero de
espécies de plantas daninhas resistentes aos
atuais produtos no mundo (Vidal & Meroto,
2001; Heap, 1997; Jasieniuk et al., 1996;
Christoffoleti et al., 1994; LeBaron, 1991; Holt
& LeBaron, 1990), a necessidade de colocar a
disposicao da agricultura produtos alter-
nativos assume aspecto ainda mais relevante.

Teoricamente, as substancias quimicas
com atividade alelopatica podem ser utilizadas
diretamente na formulacao de bioerbicidas ou
entao ser modificadas com vistas a aumentar
sua atividade biolégica. Embora os aspectos
que levem ao desenvolvimento de herbicida
sejam claros na literatura, algumas substan-
cias quimicas naturais tém servido como
estrutura-modelo para obtencido de novos
produtos. Varios herbicidas contendo grupos
fenoxidos sao analogos as auxinas, além do
fato de que substancias como o acido benzo6ico
sdo frequientemente descritas com atividade
alelopatica, sendo a utilizacao de seus deriva-
dos como herbicida (TBA, TIBA, dicamba etc.)
bem conhecida (Einhellig & Leather, 1988).

Os procedimentos metodologicos utilizados
no isolamento, na identificacio e na caracte-
rizacao da atividade alelopatica de substancias
quimicas produzidas pelas plantas sao demo-
rados e onerosos; além disso, em muitos casos
os resultados obtidos fornecem aleloquimicos
com baixa atividade inibitoria da germinacao
de sementes e do desenvolvimento da radicula
de espécies de plantas receptoras, ou, entao,
as quantidades obtidas sao insuficientes para
arealizacao dos bioensaios, permitindo apenas
a realizacado dos procedimentos de identifi-
cacao. Bons exemplos desses resultados sao
encontrados nos trabalhos de Lobo (2004) e
Fonseca (2005). Uma alternativa para esse
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problema seria a manipulacao da molécula
quimica de determinadas substancias com ati-
vidades alelopaticas ja comprovadas mediante
bioensaios, sem que os procedimentos empre-
gados redundassem no comprometimento
das propriedades biologicas, que as tornam
importantes fontes alternativas para fazer
frente aos problemas que surgem em decor-
réncia da aplicacao dos herbicidas disponiveis
no mercado.

Este trabalho teve por objetivo estabelecer
as variacoes na atividade alelopatica da
substancia quimica titonina, em funcao da
acetilacao de sua molécula, em relacao as
provaveis alteragdes no potencial alelopatico
inibitério da germinacao de sementes e do
desenvolvimento da radicula e do hipocétilo
da planta daninha malicia (Mimosa pudica).

MATERIAL E METODOS

Procedimentos utilizados na acetilacao da
substancia titonina

Em baldo de fundo redondo foram adicio-
nados 100 mg de titonina, 0,35 mL de anidrido
acético, DMAP (em quantidade catalitica) e
8,75 mL de diclorometano. A mistura da reacao
foi agitada sob refluxo e monitorada por CCDC.
Ap6s cinco horas, a mistura reacional foi
transferida para um funil de separacao e
lavada com soluc¢ao aquosa de HCl a 5,0% (em
duas ocasioes, cada uma utilizando 20 mL) e,
em seguida, com agua até pH neutro. A fase
organica foi seca em sulfato de sodio anidro e,
apos filtracao, a solucao foi concentrada sob
pressao reduzida, deixando-se em repouso a
temperatura ambiente, para cristalizacao. Os
solidos brancos obtidos em forma de cristais
foram recristalizados em metanol, obtendo-se
114 mg de cristais (rendimento quantitativo)
com ponto de fusado de 170 - 171,5 °C.

Analise da atividade alelopatica

Bioensaios de germinacéao: foram desen-
volvidos em camaras de germinaciao, em
condicoes controladas para temperatura de
25 °C e fotoperiodo de 12 horas. A germinacao
foi monitorada em periodo de dez dias, envol-
vendo contagens diarias e eliminacao daquelas
sementes germinadas. Consideraram-se
sementes germinadas aquelas que exibiam
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extensao radicular igual ou superior a
2,00 mm (Duram & Tortosa, 1985; Juntila,
1976). Cada placa de Petri de 9,0 cm de
diametro, forrada com uma folha de papel-filtro
qualitativo, recebeu 20 sementes, tratadas com
acido sulfurico, em imersao por 20 minutos,
conforme estabelecido por Souza Filho et al.
(1998).

Bioensaio de desenvolvimento da radi-
cula e do hipocétilo: foram desenvolvidos a
semelhanca do bioensaio de germinacao, com
diferenca na duracao do fotoperiodo, que foi
de 24 horas. Cada placa de Petri de 9,0 cm
recebeu trés sementes pré-germinadas e, ao
final de periodo de dez dias de crescimento,
foram medidos os comprimentos da radicula
e do hipocatilo.

Procedimentos comuns aos dois bioen-
saios: para a analise da atividade alelopatica
das duas substancias, estabelecera-se as
concentracoes de 1,0; 2,0; 3,0; e 4,0 mg L,
tendo como eluente o metanol. Cada placa de
Petri recebeu 3,0 mL da solucao, deixando-se
evaporar o solvente, adicionando, em seguida,
o mesmo volume de agua destilada, mantendo,
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dessa forma, a concentracao original. As solu-
coes foram adicionadas apenas uma vez, no
inicio do experimento, sendo adicionado, a
partir de entdao, apenas agua destila, sempre
que se fazia necessario. Como planta-teste
receptora, foi utilizada a planta daninha de
areas de pastagens cultivadas Mimosa pudica
(malicia)

Analise estatistica: o delineamento
experimental, para todos os bioensaios, foi
inteiramente casualizado, com trés repeticoes.
Para efeito de comparacao da atividade
alelopatica, utilizou-se, como tratamento-teste,
testemunha, a agua destilada. Os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste
F e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(5%). Os dados foram analisados utilizando o
sistema SAS (SAS, 1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, utilizaram-se os
espectros de RMN de 'H e RMN de '3C obtidos
por Borges (2003) na identificacdo da subs-
tancia titonina nas folhas de Virola michelii,
cujos dados sao apresentados na Tabela 1.

Tabela I - Dados de RMN de 'H (300 MHZ, CDCl5) e de '*C(75 MHz, CDCl5) obtidos para as substincias titonina e titonina-Ac

Posicido Titonina Titonina-Ac

H ) H )
2 163,2 161,99
3 6,65 (1H, s) 106,1 6,65 (1H, s) 106,62
4 178,1 177,62
5 8,08(1H, d, ] =9,0 Hz) 126,9 8,10(1H, d, J=8,7 Hz) 127,05
6 6,91 (H, m) 114,3 6,96(1H, dd, J=8,7 e 2,4 Hz) 114,28
7 164,1 164,14
8 6,69(1H, d, J = 2,4 Hz) 100,4 6,93 (1H, d, J=2,4 Hz) 100,42
9 1579 158,00
10 117,6 117,83
r 124,8 124,60
2 743 (1H,d, J=2,3 Hz) 112,4 7,61 (1H, d, J=2,3 Hz) 120,93
3 146,1 140,00
4 149,6 153,81
5 6,91 (2H, m) 110,8 7,06 (1H, d, J=8,8 Hz) 112,51
6’ 7,42 (1H, dd, J=9,0 ¢ 2,3 Hz) 118,8 7,75 (1H, d, J=8,8 Hz) 125,15
OMe 3,90 3H, s) 55,5 3,90 3H, s) 55,80
3,93 (3H, s) 56,0 391 (3H, s) 55,95
Me 2,36 3H, s) 20,57
0CO 168,67
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Apos a acetilacao, a titonina-Ac foi submetida
a analise para os mesmos espectros utilizados
na determinacao da estrutura quimica da
titonina, cujos resultados também sao apre-
sentados na Tabela 1. Os espectros obtidos
para titonina permitiram definir sua estrutura
como sendo 3’-hidroxi-7,4 -dimetoxiflavona
(Figura 1), enquanto para titonina-Ac os
espectros indicaram mudanc¢a na estrutura
para 3’-acetil-7,4’-dimetoxiflavona (Figura 1),
ou seja, a diferenca entre as duas estruturas
foi a presenca do grupo acetil na molécula da
titonina-Ac, mostrando que o processo de
acetilacao foi realizado com sucesso.

A analise dos efeitos alelopaticos das duas
substancias sobre a germinacao de sementes
(Figura 2) e o desenvolvimento da radicula
(Figura 3) e do hipocétilo (Figura 4) indicou
que a titonina-Ac promoveu inibicdes supe-
riores aquelas proporcionadas pela titonina
original, embora em algumas concentracoes
diferencas estatisticas (p>0,5) ndo tenham sido
observadas. A tendéncia geral observada foi
de comportamento semelhante entre titonina
e titonina-Ac em relacao ao fator concentracéo,
a excecao dos efeitos promovidos sobre o
desenvolvimento do hipocétilo, especialmente
nas concentracoes de 1,0 e 2,0 mg L', em
que se observa pequena distorcao na inten-
sidade das inibi¢cées promovidas pelas duas
substancias.

Titonina acetilada

Figura 1 - Estrutura quimica das substancias titonina e

titonina-Ac.
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Figura 2 - Efeitos inibitérios sobre a germinagdo de sementes
da planta daninha malicia, efetivados pelas substincias
titonina e titonina-Ac. Médias seguidas de letras iguais,
maidscula para efeito de concentragdo e mindscula para
comparagdo entre as substancias, nao diferem pelo teste de
Tukey (p>0,05).
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Figura 3 - Efeitos inibitérios sobre o desenvolvimento da
radicula da planta daninha malicia, efetivados pelas
substancias titonina e titonina-Ac. Médias seguidas de letras
iguais, maidscula para efeito de concentragdo e mindscula
para comparag@o entre as substancias, ndo diferem pelo teste
de Tukey (p>0,05).
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Figura 4 - Efeitos inibitérios sobre o desenvolvimento do
hipocétilo da planta daninha malicia, efetivados pelas
substancias titonina e titonina-Ac. Médias seguidas de letras
iguais, maidscula para efeito de concentragdo e mindscula
para comparagdo entre as substancias, ndo diferem pelo teste
de Tukey (p>0,05).

Titonina e titonina-Ac pertencem a classe
das flavonas, diferindo em suas estruturas
apenas na posicao -3’ do anel B, em que a
titonina-Ac apresenta um grupo acetil e a
titonina, um grupo hidroxi. Ao que tudo indica,
a posicao -3’ € importante para a atividade
alelopatica da molécula; grupos, nessa posicao
(tipo acetil), que reduzem a densidade ele-
tronica do Anel B, em relacdao ao grupo OH,
tendem a elevar o potencial da substancia
como agente alelopatico.

Entretanto, esse procedimento produziu
reducao na solubilidade da substancia, ou seja,
titonina-Ac tem solubilidade menor que a
titonina original. As informacdes sobre a rela-
cao entre a solubilidade de uma dada substan-
cia e a intensidade de sua atividade alelopatica
ainda sao limitadas. Os monoterpenos, por
exemplo, sao considerados de baixa solubili-
dade em agua, quando comparados a outros
produtos naturais organicos mais polares. A
solubilidade em agua entre os monoterpenos
varia consideravelmente, desde <10 ppm até
6.990 ppm. Os monoterpenos nao-oxigenados
tém baixa solubilidade em agua - todos
inferiores a 35 ppm -, porém os monoterpenos
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oxigenados, como aldeidos, cetonas, alcoois
e éter, tém solubilidade variando de 10 a
100 vezes maior que a dos nao-oxigenados,
com similar esqueleto (Fischer et al., 1994).

Os efeitos fitotoxicos dos monoterpenos
variam tanto quanto sua solubilidade em agua,
embora, em muitos casos, a atividade desses
compostos esteja abaixo de seu nivel de
solubilidade (Fischer, 1991). A comparacao da
bioatividade de dois monoterpenos (borneol e
canfora) com a juglona indicou que, apesar de
haver variacoes entre as substancias e entre
as espécies-alvo, a atividade dos monoterpenos
foi igual ou superior aquela promovida
pela juglona. A solubilidade do borneol e canfor
excedeu a da juglona em 5 a 10 vezes
(Harborne, 1988; Davis, 1928). Esses dados
indicam que generalizacoes acerca das ativi-
dades biolégicas e funcdes ecologicas dos
monoterpenos com base nas diferencas na
solubilidade em agua carecem ser reavaliadas.

As informacobes obtidas no presente tra-
balho apontam para a possibilidade de se
aumentar a atividade alelopatica inibitéria de
uma dada substancia quimica, via alteracao
da estrutura da molécula, confirmando a
hipotese levantada. Note-se que o processo de
acetilacdo nao produziu uma substancia
quimica com propriedades indesejaveis para a
natureza, até porque o processo nao envolveu
a utilizacao de metais pesados ou compostos
halogénicos. A substancia titonina-Ac man-
teve, apos o processo de acetilacao, as mesmas
caracteristicas da substancia original, com
pequena diferenca no grupo acetil. Natural-
mente que outras derivacdes da molécula
precisam ser testadas com vistas a deter-
minacao do potencial maximo de aumento da
atividade alelopatica via manipulacao. Um bom
exemplo a ser testado € a acetilacao simultanea
de dois grupos metil presentes na molécula.
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