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O isolamento, caracterizagdo e quantificacdo de
substancias com potencial alelopatico séo
fundamentais para determinacéo de sua atividade
bioldgica individual ou em conjunto com outras
substancias. Este trabalho visou purificar e
indentificar o composto predominante em extratos
hidrofébicos de raizes de sorgo e determinar a
variabilidade de producéo e a pureza da quinona
sorgoleone em gendtipos de sorgo. Radiculas de
41 gendtipos de sorgo foram mergulhadas em
solucao de diclorometano contaminada com acido
acético para a obtencdo de extratos hidrofobicos
totais e sua concentragdo na matéria seca. Os
extratos de cinco gendétipos (RS 11, 741, BR 601,
HYC 42 e BR 304) foram purificados por
cromatografia em coluna (CC) e analisados por
espectroscopia de ressonancia magnética de
prétons (RMN-H) e cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (HPLC). Sorgoleone, em sua forma
oxidada {2 hidroxi-5-metoxi-3-[(8'z, 11'z)- pentadeca
— 8, 11',14'—trien—1-il]-p-benzoquinona} constituiu
0 composto predominante (73 a 82%) nos extratos.
A producdo de extratos hidrofébicos em 100
radiculas variou de 0,35 mg a 2,98 mg, enquanto a
concentragdo na massa seca de 5,26 mg.g?! a
27,5 mg.g*. A quantidade de extratos hidrofébicos
produzidos pelos 41 gendtipos seguiu a distribuigdo
de Gaus, com a maioria dos genétipos produzindo
a quantidade de compostos intermediaria a relatada
acima.
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1 INTRODUCAO

Plantas cultivadas produzem metabdlitos secundarios capazes de gerar efeitos sobre o
desenvolvimento de plantas daninhas (PUTNAM, 1987; FERREIRA e AQUILA, 2000). A campo, 0s
efeitos alelopaticos séo freqiientemente confundidos com outros tipos de interferéncia ou efeitos gerados
por fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, devido a presenca das plantas ou de material em decomposi¢ao
sobre o solo.

A separacdo e purificacdo das substancias pode ser efetuada com base no tamanho molecular,
carga ou caracteristicas adsortivas das mesmas. Para tanto séo utilizados varios métodos, como
cromatografia em camada delgada (TLC, em papel ou placa), em coluna (CC), a liquido de alta eficiéncia
(HPLC) e agas (GC) (WALLER, FENG e FUJII, 1999). Técnicas complementares a cromatografia,
como as espectrometrias de ultravioleta (UV) e infravermelho, de massa (MS) e de ressonancia
magnética (NMR) constituem ferramentas fundamentais para a caracterizacdo de substancias
alelopaticas (WALLER, FENG e FUJII, 1999).

A partir de extratos obtidos pela imerséo de radiculas de sorgo em mistura de diclorometano e
de Acido acético, NETZLY et al. (1988) foram os primeiros a isolar grupo de cinco benzoquinonas
estruturalmente relacionadas. Nesse estudo, a benzoquinona com menor tempo de retengdo em HPLC
foi a predominante nos extratos. CHANG et al. (1986) identificaram-na como sorgoleone {2-hidroxi-5-
metoxi-3-[(8'z,11'z)-8',11’,14’-pentadecatrieno]-p-benzoquinona}. A forma oxidada dessa molécula
representa 90% dos extratos totais, sendo mais estavel no ambiente que a forma reduzida (NETZLY et
al., 1988; FATE, CHANG e LYNN, 1990).

HESS, EJETA e BUTLER (1992) avaliaram 12 genétipos de sorgo e RODRIGUES et al. (2001)
trataram 10 gendtipos, mas néo verificaram variabilidade entre eles na producéo total de sorgoleone. A
producéo de sorgoleone, no entanto, é sensivel as condi¢cdes do ambiente, particularmente a quantidade
de 4gua disponivel para as radiculas no substrato (HESS, EJETA e BUTLER, 1992). Variacdes
consideraveis nas quantidades totais de extratos foram obtidas por NIMBAL et al. (1996) testando 25
gendtipos de sorgo. FERREIRA et al. (1999) obtiveram resultados semelhantes analisando 6 genétipos
de sorgo. Além da variacdo nas quantidades totais de sorgoleone, NIMBAL et al. (1996) e FERREIRA
et al. (1999) detectaram, respectivamente, variacdes em sua propor¢ao nos extratos (pureza) entre 76
€ 99% e entre 90,8 e 98,8%.

Os objetivos deste estudo foram purificar e indentificar o composto predominante em extratos
hidrofébicos de raizes de sorgo e determinar a variabilidade de producéo e a pureza de sorgoleone em
gendtipos de sorgo.

2 MATERIAL E METODOS

Procederam-se, inicialmente, a purificacdo e identificacdo da substancia sorgoleone.
Posteriormente, a partir de padrao purificado quantificou-se sorgoleone em genétipos de sorgo.

2.1 PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DE SORGOLEONE

A purificacdo da mistura de extratos de natureza hidrofébica, contendo sorgoleone, originados
por extracao com diclorometano e 4cido acético de radiculas de 41 genétipos de sorgo (Tabela 1) foi
realizada por cromatografia em coluna. Para esse procedimento utilizou-se coluna de vidro com 1,5
cm de diametro e 40 cm de comprimento, preenchida com silica gel (Merck, 60 malhas 60 A) e pré-
condicionada com cloroférmio. Doze horas apés o condicionamento, a mistura de silica e dos extratos
radiculares contendo sorgoleone foi colocada no topo da coluna e submetida ao fracionamento,
utilizando-se cloroférmio:acetona (96:4 v/v) como eluente. A banda predominante (com coloracao résea)
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foi coletada, filtrada a vacuo com papel filtro comum e evaporada em evaporador rotatorio. Esse
procedimento foi realizado apenas uma vez, sendo semelhante ao adotado por FERREIRA et al.
(1999), mas utilizando mistura de éter dietilico e metanol (98:2) como eluente.

Espectroscopia de ressonancia magnética de protons (RMN-H) e cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (HPLC) foram utilizadas para identificar quimicamente os compostos obtidos apds os
processos de purificacdo. Nas andlises por HPLC as amostras foram diluidas em metanol, enquanto
para RMN-H utilizou-se cloroférmio deuterado como solvente.

TABELA 1 - GENOTIPOS DE SORGO UTILIZADOS, ALGUMAS CARACTERISTICAS
AGRONOMICAS, PRODUCAO E CONCENTRACAO DE EXTRATOS HIDROFOBICOS
EM SUAS RAIZES!

Producdo total de Concentracéo de extr

Genotipo Caracteristicas (mg.lgétrr::i?sulas'l) (mg.g T hatéria seca de
AG 3001 Granifero (com tanino) 2,98 24,72
BR 304 Granifero 2,71 10,05
AG 1017 Granifero 2,59 24,46
A 9908 * 2,34 18,94
855 F Forrageiro 2,34 17,11

(corte/pastejo)
AGX 213 Forrageiro (silagem) 2,34 18,49
AG 2501C Forrageiro 2,33 16,65

(corte/pastejo)
A 9806 * 2,27 18,53
HYC 42 Granifero 2,24 15,96
CMSXS 755 Forrageiro (silagem) 2,14 15,65
P 8118 Granifero 2,11 15,67
MS 2 Granifero 1,96 15,53
BR 700 Forrageiro (silagem) 1,92 15,72
BR 601 Forrageiro (silagem) 1,89 13,54
AG 3002 Granifero (com tanino) 1,85 14,93
CEXP 9701 Granifero 1,80 13,32
AG 2002 Forrageiro (silagem) 1,79 12,14
CEXP 9702 Forrageiro (silagem) 1,76 27,49
AG 2005 Duplo propdésito 1,72 22,07
BR 305 Granifero 1,57 14,71
BRS 800 Forrageiro 1,56 11,20

(corte/pastejo)
Cc51 Granifero 1,52 21,31
BRS 303 Granifero 1,49 11,30
BRS 306 Granifero 1,45 11,00
BRS 701 Forrageiro (silagem) 1,37 9,39
PAST 9A Forrageiro (silagem) 1,33 16,82
8419 Granifero (com tanino) 1,32 12,38
PAST 10 Forrageiro (silagem) 1,29 14,39
HYC 51 Granifero (com tanino) 1,16 13,08
PAST 12 Forrageiro (silagem) 1,09 15,84
DK 67 Granifero 1,05 9,55
745 Granifero 0,96 6,01
822 Granifero 0,91 5,75
741 Granifero 0,91 7,07
P 82 Granifero 0,86 6,43
DK 57 Granifero 0,83 7,95
MASSA 3 Duplo propésito 0,80 5,81
DK 915 Forrageiro (silagem) 0,75 8,09
732 Granifero 0,66 5,26
DK 861 Duplo propésito 0,41 5,40
RS 11 Forrageiro (silagem) 0,35 6,79
Teste F 4,66 5,24
(Tratamentos)
Probabilidade > 0,00001 0,00001
F
DMS (0,05) 0,84 6,94
CV (%) 38,19 36,57

'Determinadas a partir de sementes germinadas nas placas de petri em camara de crescimento.
" Nao-identificado.

CV = coeficiente de variagao.

DMS = diferenga minima significativa.
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As andlises por RMN-H foram realizadas apenas uma vez e as por HPLC em triplicata.

Utilizou-se equipamento marca Varian (modelo VXR200) para a andlise por RMN-H em freqiiéncia
de 200 MHz. A andlise por HPLC foi processada em equipamento Shimadzu LC-10AD, sob as seguintes
condicdes: detector ultra-violeta (UV) a 280 nm; coluna de fase reversa C18 (250 mm x 4,6 mm); ‘loop’
de injecao com capacidade de 50 pl; temperatura do forno de 30°C; fase mével acetonitrila:agua:acido
acético glacial (75:18,7:6,3 v/v) em fluxo de 2,0 mL.min*. A fase mével e as amostras foram filtradas
em membranas de nylon de 0,45 um de diametro.

2.2 QUANTIFICACAO DE EXTRATOS RADICULARES HIDROFOBICOS E
DETERMINACAO DA PUREZA DE SORGOLEONE

Para a quantificacdo de sorgoleone em gendtipos de sorgo adotou-se procedimento semelhante
ao utilizado por NIMBAL et al. (1996). Sementes de 41 gendtipos de sorgo, provenientes de empresas
publicas e privadas, foram dispostas em placas de petri revestidas com papel filtro umedecido com
agua destilada e colocadas em camara de germinacao a 29°C por 5 dias no escuro. Apés a germinacgéo,
200 radiculas de cada genotipo foram destacadas das plantulas e mergulhadas por 20 segundos em
solucéo de 10 mL de cloreto de metileno + 1% v/v de acido acético glacial. O extrato coletado foi
filtrado a vacuo (filtro Watmann n° 1) e entdo evaporado em capela a temperatura ambiente até a
secagem, sendo posteriormente pesado. Para cada genétipo, esse processo foi repetido quatro vezes.

Foram avaliadas as produc¢des de extratos hidrofobicos de 100 radiculas e pela massa seca de
radiculas. A producédo de extratos totais e sua relagdo com a massa seca de radiculas foram submetidas
a analise de variancia pelo teste F e, posteriormente, comparadas pelo teste DMS (RIBOLDI, 1995).
Agruparam-se 0s genotipos em classes de producéo de extratos hidrofobicos, conforme a média e 0,9
desvio-padrao da mesma, determinando-se a freqiiéncia de distribuigdo de gendétipos em cada classe.
Testou-se a significancia da distribuicdo normal dos dados de produgao de sorgoleone entre as classes
de producéo pelo teste x?, utilizando-se o programa Origin.

Cinco genotipos, pertencentes a cada uma das classes de producéo de extratos hidrofébicos
por 100 radiculas, foram selecionados para a determinacao da pureza relativa de sorgoleone nos
extratos, mediante HPLC, conforme descrito anteriormente. Utilizaram-se apenas cinco gendétipos em
funcéo do custo elevado das andlises cromatograficas caso o procedimento fosse realizado para
todos os 41 genotipos. Para cada gendtipo, primeiramente, determinou-se a pureza relativa de
sorgoleone em relacéo aos demais compostos presentes no cromatograma, mediante quociente entre
a area do pico de sorgoleone e as dos demais compostos. Estimou-se, também, a eficiéncia de
purificacédo da cromatografia em coluna pelo quociente entre a area do pico de sorgoleone oxidado
do extrato purificado em relagcéo as areas dos picos desse composto nos cinco genétipos de sorgo.
Essas determinag@es tiveram como referéncia a concentracdo de 5 ppm. Procedeu-se analise de
variancia pelo teste F da pureza relativa em relagdo ao somatorio das areas e as médias foram
posteriormente comparadas pelo teste DMS (RIBOLDI, 1995).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PURIFICACAO E IDENTIFICACAO

A Figura 1 apresenta a férmula estrutural de sorgoleone na forma oxidada. Os dados
espectroscopicos de RMN-H (descritos a seguir) das substancias resultantes da purificacdo com
cromatografia em coluna confirmaram a forma oxidada de sorgoleone {2 hidroxi-5-metoxi-3-[(8'z, 11'z)—
pentadeca—8’, 11’,14'-trien—1—il]-p-benzoquinona} (CHANG et al., 1986) como a estrutura predominante.
RMN de 'H da cromatografia em coluna: 8(J = Hz): 1,25-1,61 (m, 10H, 2’-CH, a 6’ — CH,); 1,88-2,05
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(m, 2H, HT); 2,44 (dd, J1=J2=7,4; H1’); 2,70-2,85 (M, 4H, H10’ E H13'); 3,85 (s, 3H, OCH,); 4,97 (ddt,
1H, Jcis = 9,80; ‘]H 15’ H15b JHlS’a, Hig — 1’80); H 15,a); 5,01 (ddt’ 1H, ‘]trans =17,00; JH15’b, Hisa JHlS’b, H13'

= 1,80; H15' b); 5,25-5,54 (M, 4H, H8', HY", H11', H12'); 5,67 — 5,94 (ddt, J . _= 17,00; J__=9,80; J ,
., =6,1; H14"); 5,83 (s, 1H, H6); 7,25 (s, 1H, OH).

trans

FIGURA 1 - ESTRUTURA DE SORGOLEONE NA FORMA OXIDADA {2 HIDROXI-5 METOXI-3-
[(8'Z,11'Z) — PENTADECA -8, 11, 14’ —-TRIEN-1-IL] - P - BENZOQUINONA}

Fonte: NETZLY et al., 1988.

A analise por HPLC do extrato purificado em coluna evidenciou cinco picos cromatograficos
com tempos de reten¢éo de 7,7, 10,7, 12,7, 16,5 e 30,3 min, indicando a existéncia de cinco
compostos distintos (Figura 2). Sorgoleone na forma oxidada, composto predominante, situou-se no
tempo de retencédo de 7,7 min, cuja area correspondeu a 77,8 % do somatorio das areas de todos os
picos cromatograficos (Tabela 2).

A eficiéncia do processo de purificacao, estimada pelo quociente entre a &rea do pico de
sorgoleone oxidado do extrato purificado em relacdo ao pico desse composto em cinco genoétipos de
sorgo (Tabela 3) variou entre 1,19 e 1,45. Esse extrato purificado em coluna cromatografica, tendo
como estrutura principal sorgoleone, passou a ser utilizado como padréo de referéncia para o composto.
NETZLY e colaboradores (1988) revelaram a existéncia de seis compostos quinondides nos extratos
radiculares de sorgo granifero. Os cinco primeiros (com menor tempo de retengdo) apresentaram
estruturas caracteristicas de benzoquinonas (NETZLY et al., 1988). CZARNOTA e colaboradores (2001)
ao analisarem o cromatograma de extratos de sete gendtipos de sorgo revelaram, no minimo, quatro
substancias, embora o nimero tenha variado de quatro a seis.

FIGURA 2 - CROMATOGRAMA TiPICO DE EXTRATOS HIDROFOBICOS DE RADICULAS DE SORGO
PURIFICADOS POR CROMATOGRAFIA EM COLUNA, INDICANDO OS PICOS DE CINCO

SUBSTANCIAS
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TABELA 2 - AREAS DOS PICOS RELATIVAS AO SOMATORIO TOTAL DE COMPOSTOS
PRESENTES EM EXSUDATOS RADICULARES PURIFICADOS EM COLUNA

CROMATOGRAFICA
Area relativa & area total (%)
Sorgoleone Substancia 2 Substancia 3 Substancia4 Substancia5 Total
Extratos
purificados  77,8* 6,2 1,9 10,8 3,3 100
(padréo)

* Média de trés determinacdes.

3.2 QUANTIFICACAO E DETERMINACAO DA PUREZA DE SORGOLEONE

Os genodtipos diferiram em sua capacidade de produzir extratos radiculares de natureza
hidrofdbica, como demonstrou o experimento em que as sementes germinaram nas placas de petri
em cAmara de crescimento (Tabela 1).

A producéo de extratos hidrofébicos em 100 radiculas variou de 0,35 mg, no genotipo RS 11, até
2,98 mg no genotipo AG 3001 (Tabela 1). NIMBAL et al. (1996) observaram produgdo maxima e
amplitude de producéo de sorgoleone superiores (0,4 a 10,7 mg.100 radiculas™?) as constatadas neste
trabalho e por FERREIRA et al. (1999) (entre 2,6 e 5,8 mg.100 radiculas™). A producao de extratos
hidrofébicos por massa seca de radiculas, isto €, a concentragéo no tecido variou de 5,26 mg.g* no
genodtipo 732 até 27,5 mg.g* no CEX 9702 (Tabela 1). Variagbes de 12 a 26, de 16 a32 ede 11 a
16,2 mg sorgoleone.g* massa seca foram obtidas, respectivamente, em colecdes de 12 (HESS et al.,
1992), 10 (RODRIGUES et al., 2001) e 6 (FERREIRA et al., 1999) gendtipos de sorgo. Portanto, a
producdo total de sorgoleone e sua concentragcao na matéria seca variam de acordo com o conjunto de
gendtipos avaliados.

TABELA 3 - PUREZA RELATIVA DE EXTRATOS HIDROFOBICOS DE CINCO GENOTIPOS DE SORGO

Tratamento Pureza relativa (%) ao Pureza relativa (%) ao  Eficiéncia da purificac&o”

somatorio das 1élreas dos sorgoleone do padrao

picos

Padréo *a77,8 100 1,00
RS 11 b 72,6 d* 69 1,45
741 a79,1hbc 84 1,19
BR 601 a781lc 77 1,29
HYC 42 b 82,2a 76 1,31
BR 304 b 795b 71 1,40
Teste F
(tratamentos) 67,51
Probabilidade
>F 0,00001
DMS (0,05) 1,36
CV (%) 0,95

! Média de trés determinacgdes.

’Determinada pelo quociente entre a pureza do padrédo (100%) e a pureza de cada genétipo relativa a ele.

3 Médias de gendtipos ndo-antecedidas pela mesma letra da testemunha diferem significativamente pelo teste de Dunnett
em nivel de 5% de probabilidade de erro.

4 Médias ndo-seguidas pela mesma letra, na coluna, diferem significativamente pelo teste DMS em nivel de 5% de
probabilidade de erro.

Os 41 gendtipos de sorgo foram agrupados em cinco classes, conforme a producéo total de
extratos em 100 radiculas. As classes foram separadas segundo a média (1,58 mg.100 radiculas™) e
intervalo correspondente a 0,9 do desvio-padrao (desvio padrao = 0,65 mg.100 radiculas?) para cada
classe (Figura 3). A distribuicdo de freqiiéncias de gendtipos de sorgo nas classes seguiu a curva
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normal (P < 0,01), predominando maior nimero de gendtipos com producdo média de extratos e
pequeno namero de gendétipos nas classes superior e inferior. A terceira classe de producéo de
sorgoleone (entre 1,287 e 1,872 mg.100 radiculas™) revelou o maior numero de gendtipos (35%)
(Figura 3).

Conforme relatado anteriormente, sorgoleone foi o composto predominante nos extratos
hidrofébicos dos gendtipos RS 11, 741, BR 601, HYC 42 e BR 304, variando de 73 (RS 11) a 82%
(HYC 42) das areas dos picos cromatogréaficos (Tabela 3). NIMBAL et al. (1996), trabalhando com 25
genotipos, observaram variagdo em relacéo ao somatorio das areas dos picos entre 76 e 99%. FERREIRA
etal. (1999), utilizando seis genotipos, constataram menor variagdo, entre 90,8 e 98,8%. Observou-se
tendéncia de ampliacéo nas variac@es de contelido de sorgoleone em extratos hidrofébicos com elevagéo
do nimero de genotipos testados.

FIGURA 3 - DISTRIBUICAO DE FREQUENCIAS* DE GENOTIPOS DE SORGO EM CINCO
CATEGORIAS DE PRODUCAO DE EXTRATOS HIDROFOBICOS POR 100 RADICULAS
EM LABORATORIO

40
35
30
25
20
15
10

Frequéncia (%)

Categorias

* Distribuicdo segundo a média (x = 1,58 mg.100 radiculas?') e desvio-padrdo (dp = 0,65 mg.100 radiculas?):
1(0,117<x<0,702),2 (0,702 <x<1,287),3(1,287<x<1,872),4 (1,872 <x < 2,457),5 (2,457 < x < 3,042) (significancia
a equacao normal (1%) pelo teste x?).

Os resultados evidenciaram variabilidade genética em sorgo, tanto na producéo de extratos
quanto na pureza relativa de sorgoleone nos mesmos, que pode ser aproveitada em programas de
melhoramento genético e na selecao de materiais visando incrementar a producéo desse aleloquimico
nas plantas.

4 CONCLUSAO

Sorgoleone, em sua forma oxidada, constituiu 0 composto predominante (73 a 82%) em extratos
hidrofébicos de raizes de sorgo.

A distribuicdo de gendtipos de sorgo em classes de producéo total de extratos hidrofébicos
seguiu a curva normal, com maior proporcao de genotipos produzindo quantidades médias de extratos.

A producdo total de extratos hidrofébicos, sua concentracdo nos tecidos e a pureza de sorgoleone
variaram entre 0s genétipos de sorgo.

Abstract

PURIFICATION AND IDENTIFICATION OF SORGOLEONE AND ITS QUANTIFICATION IN SORGHUM
(Sorghum bicolor L. Moench) GENOTYPES

Isolation, characterization and quantification of potential allelopathic compounds are fundamental for
determination of their single biological activity or with other compounds. This work aimed to purify and to
identify the main substance in hydrophobic extracts of sorghum roots, and to determine the production

Pesticidas: r.ecotoxicol. e meio ambiente, Curitiba, v. 15, jan./dez. 2005 111



variability and purity of the quinone sorgoleone in sorghum genotypes. Roots of 41 sorghum genotypes
were immersed in dichloromethane solution contaminated with acetic acid for the obtention of total
hydrophobic extracts and its concentration in dry matter. The extracts of five sorghum genotypes (RS 11,
741, BR 601, HYC 42 and BR 304) were purified by column (CC) chromatography and analyzed by magnetic
resonance of protons spectroscopy (NMR-H) and high performance liquid chromatography (HPLC). The
sorgoleone, in its oxidized form {2 hidroxi-5-metoxi-3-[(8'z, 11'z)-penta-deca — 8’, 11’,14'—trien—1—il]-p-
benzoquinone} constitutes the main component (73 to 82%) in extracts. The production of hydrophobic
extracts in 100 roots ranged from 0.35 mg to 2.98 mg while its concentration in dry mater from 5.26 mg.g* to
27.5 mg.g'. The amount of hydrophobic extracts produced by 41 sorghum genotypes followed the Gauss
distribution, with the majority of genotypes producing the intermediary amount of the compounds reported
above.

KEY-WORDS: ALLELOPATHY; SECONDARY METABOLISM; CHROMATOGRAPHY; MAGNETIC
RESONANCE OF PROTONS SPECTROSCOPY.
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