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Resumo: Os fungos compreendem um grupo heterogéneo de micro-organis-
mos heterotroficos que vivem em associagao com outros organismos. Consideran-
do-se o aumento crescente da importancia dada aos estudos desenvolvidos nesta
area, bem como a necessidade do conhecimento da diversidade desses fungos, este
trabalho teve como objetivo o estudo quimico e aleloquimico da linhagem I,5yS,A;,
isolada a partir de uma amostra de solo coletada em area de exploragao mineral6-
gica rica em cobre, localizada em Canaa dos Carajas/PA. A obtencdo da biomassa
fungica deu-se a partir do cultivo em arroz. Os extratos etandlicos obtidos foram
submetidos a cromatografia cldssica a procura por novas substancias que possam
apresentar propriedades biologicas tuteis. A partir do extrato etandlico foram rea-
lizados bioensaios de alelopatia. A avaliagio do potencial fitotoxico foi realizada
utilizando sementes das espécies Senna obtusifolia (mata-pasto) e Mimosa pudica
(malicia), visando a inibicao da germinagdo de sementes. O extrato apresentou re-
sultado satisfatorio no teste alelopatico frente as sementes de malicia. Na separacdo
cromatografica foram obtidas duas substancias, uma delas sendo o ergosterol.
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1 Introducao

O Brasil possui uma riqueza imensuravel de fauna e flora, sendo o detentor
da maior floresta equatorial e tropical do planeta, por isso nio pode abdicar de
sua aptiddo para os produtos naturais. A quimica de Produtos Naturais no Bra-
sil é a uma das dreas mais antigasB dentro da quimica e que talvez congregue o
maior nimero de pesquisadores (PINTO et al., 2002).

O reino fungi é o reino onde engloba nao s6 os fungos como também os
micélios e cogumelos, sendo este, o ramo da Biologia denominada de mico-
logia ou micetologia (LACAZ et al., 2002). Dentre os micro-organismos que
compdem a biomassa do solo, os fungos merecem destaque por se tratar do
principal grupo decompositor da matéria organica, degradando a celulose e a
lignina, além de outros polimeros amplamente encontrados em dreas florestais.
Eles sdao essenciais para a ciclagem e transporte de nutrientes para as plantas,
além de exercer papel importante na supressio de doengas (THORN, 1996;
DORAN; HILL et al., 2000). Uma das suas propriedades mais importantes esta
associada a sua capacidade metabdlica de produzir uma grande diversidade de
micromoléculas bioativas.

Apés a descoberta da penicilina (isolada do fungo Penicilium notatum), a
investigagao de fungos para fins farmacéuticos deu um avango, descobriu-se uma
das fontes mais prolificas de produtos naturais. Pesquisas mostram o enorme po-
tencial dos fungos em produzir diversas classes de substancias que podem ser
utilizadas na medicina e agricultura (CHAPLA et al., 2012). Esse fato pode ser
evidenciado pela utilizacdo de diversos medicamentos utilizados nos centros de
saude serem derivados de metabdlitos de fungos (STROBEL e DAISY, 2003;
FERRARA, 2006).

Isso mostra que os produtos naturais isolados de micro-organismos, de uma
forma geral, tém uma importancia sem precedentes, nio s6 como medicamentos
(exemplo antibiéticos), mas também como agroquimicos no combate de plantas
daninhas (PINTO et al., 2002).

Plantas daninhas sdo plantas que afetam a producdo de culturas pela interfe-
réncia sobre a produtividade primaria, ocasionando danos na colheita e prejudi-
cando a qualidade do produto (RIZZARDI et al., 2003).

O controle de plantas daninhas em areas de pastagens cultivadas tem sido
ha muito tempo realizado pelo uso do fogo e da rocadeira e, mais recentemente,
empregando herbicidas sintéticos. Embora o uso herbicida sintético seja conside-
rado um método de controle eficaz para um numero consideravel de espécies de
plantas daninhas, ele vem sendo questionado quanto ao seu impacto ambiental e
a saude (SOUZA FILHO, 2006). Por isso, a alelopatia representa uma alternativa
ao controle dessas plantas daninhas.
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O termo alelopatia é definido como qualquer efeito causado por uma planta,
ou microrganismo, sobre outras plantas, por meio de compostos quimicos langa-
dos no meio ambiente. Esses compostos sio conhecidos como aleloquimicos ou
agentes aleloquimicos (PUTNAM e DUKE, 1978; RICE, 1984).

Tendo em vista a importancia dos fungos e sua potencialidade, o presente
trabalho avaliou o potencial alelopatico e buscou o isolamento e caracterizagio
de substancias quimicas.

2 Metodologia

2.1 Selegdio do fungo e isolamento da linhagem

Foram coletadas amostras de solo mineralizado da Mina do Sossego em
Canaa dos Carajds a partir de trés pontos. Para cada ponto foram retiradas qua-
tro amostras, sendo uma amostra por profundidade. A amostra [1SYS1A1 (pri-
meiro isolado do solo coletado no ponto 1, profundidade 1 em meio de cultura
SABOURAUD), com profundidade 0-20 cm.

O tratamento da amostra de solo para o isolamento da espécie se deu a
partir da preparacdo de uma suspensdo mde e a partir desta realizou-se duas
dilui¢oes com concentragdes de 102 e 107, A suspensdo mae foi preparada utili-
zando 25 g da amostra de solo em 225 mL de dgua deionizada esterilizada con-
tendo clorafenicol e tetraciclina, ambos na concentracdo de 100 mg.L'. A partir
das concentracdes, foram tomados 100 pL de cada uma delas e dispensados em
placas de Petri contendo meio de cultura (BDA (Batata dextrose e agar), MALTE,
SABOURAUD e CZAPEK). Todas as dispersoes foram feitas em duplicatas de-
nominadas de X e Y.

A linhagem I1SYS1A1 foi isolada a partir do meio de cultura SABOURAUD
da placa de Petri denominada Y e preservada de acordo com a metodologia des-
crita por Castellani, 1939.

O fungo foi selecionado para estudo devido apresentar um rapido crescimento
e coloragao diferenciada.

2.2 Reativagdo da linhagem

A linhagem I11SYS1A1 (Figura 1) isolada do solo foi inoculada em duas pla-
cas de Petri contendo o meio BDA, utilizando a técnica de semeadura em superfi-
cie e incubadas a 25 °C por aproximadamente 7 dias. Apos esse periodo, o fungo
foi cultivado em meio sélido (arroz).
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Figura 1 Linhagem I15YS1A1.

2.3 Cultivo da linhagem em meio sélido (arroz)

Para o cultivo em meio solido (arroz Tio Jodo) foram utilizados 10 Erlen-
meyers de 1000 mL. Em cada frasco foram adicionados 200,0 g de arroz e 40,0
mL de dgua destilada. Estes foram devidamente vedados com “bonecas” de gaze e
cone de papel para que fosse diminuido o risco de contaminacdo. Em seguida, esse
material foi autoclavado por cerca de 50 min. a 120 °C. Apos a etapa de esterili-
zagio e resfriamento até a temperatura ambiente foram introduzidos cerca de 3 a
4 fragmentos do fungo em cada frasco. O cultivo foi realizado em um periodo de
24 dias em modo estatico, a temperatura ambiente (em torno de 25 °C) e ao abri-
go da luz. Apds o periodo de cultivo e consequentemente obtengdo da biomassa
fangica foram obtidos os extratos. Todo o procedimento foi realizado na capela
de fluxo laminar com o auxilio do bico de Bunsen para que fosse evitado qualquer
risco de contaminagio. A Figura 02 exibe as amostras 24 dias apds o cultivo.

Figura 2 (ulfivo em meio sélido (arroz Tio Jodo).

2.4 Obtencéo dos extratos

Apbs os 24 dias foi adicionado EtOH aos Erlenmeyers contendo a massa
fangica com dois objetivos: elimina o fungo garantindo a seguranca durante a
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manipulagio e o segundo é obtengdo de um extrato organico. Apos 48 h todo o
material foi filtrado com o auxilio de papeis de filtro; posteriormente o filtrado foi
concentrado utilizando o aparelho rota-evaporador. Depois da primeira adi¢ao de
EtOH, adicionou-se mais uma vez EtOH nos frascos por um periodo de trés dias,
em seguida, realizou-se a extragdo, e mais uma concentragao no rota-evaporador,
obtendo-se os extratos. As extracdes foram devidamente identificadas e guarda-
das em frascos. Dos extratos obtidos, foram feitas coluna cromatografica (CC) e
avaliagao do potencial alelopatico.

2.5 Avaliagdo do pontencial alelopético do extrato ETOH

Parte do extrato obtido a partir da biomassa produzida em meio sélido foi
testado na concentragdo 1% (m/v) visando a inibi¢ao das sementes das espécies
invasoras de pastagens, Senna obtusifolia (mata-pasto) e Mimosa pudica (malicia).
Cultivo exibido na figura 3.

Figura 3 Avaliacdo do potencial alelopdtico da biomassa de 11SYSTAI.

O ensaio foi realizado na EMBRAPA em Belém. Foram utilizadas 6 placas
de Petri com 9,0 cm de didmetro com dois papeis de filtros no fundo de cada
placa. Em cada placa foram adicionados 3 mL da solu¢do metandlica, esperou-
se a evaporagao do solvente, adicionou-se solugao antifungica. Distribuiu-se em
triplicata nas placas, 20 sementes de Mimosa pudica (malicia) e 20 sementes de
Senna obtusifolia (mata-pasto). A solu¢io antifingica foi adicionada sempre que
necessaria durante os cinco dias de teste. As placas foram colocadas em camara de
germinacdo a temperatura de 25 °C com acompanhamento de 24 horas durante
um periodo de 5 dias para verificacio do aparecimento da radicula (germinacdo
fisiologica). A cada dia foram contadas e eliminadas as sementes germinadas. A
germinagao foi comparada com as testemunhas (controle), utilizando apenas agua
com o mesmo numero de sementes e descartando-as conforme fosse germinando.
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O percentual de germinagdo (%G) foi calculado a partir da Equagao 01,
onde € feita a divisao da quantidade de sementes germinadas (SG) pela quantida-
de total de sementes na placa (ST), que foi vinte, e multiplicada por cem.

%G = :—G x 100
St

A partir dos valores de percentual de germinacdo obtidos, foram calcula-
dos os percentuais de inibicio (%In) das sementes de malicia e de mata-pasto.
Obtiveram-se as médias do percentual de germinagido para cada tipo de semente
(% Gsem) e de sua respectiva testemunha (% Gtest), sendo estes valores utilizados
na Equacgao 02.

% In = (%Gﬂ—l)xmo

YoGiest

2.6 Fracionamento dos extratos

Ao final da etapa de concentragio, necessaria a obten¢ao de um extrato seco,
foi observado na superficie do extrato cristais na forma de agulha. Os referidos
cristais foram retirados, lavados e analisados. Os estudos espectroscopicos dos
cristais obtidos revelaram tratar-se uma substancia (S1).

Dando continuidade a investigagao quimica, o estudo cromatografico clas-
sico do extrato etandlico (34,59 g) foi realizado utilizando silica gel (70 — 230
mesh) como fase estaciondria e misturas de solventes em gradiente crescente de
polaridade como fase movel. Inicialmente, foi preparada e desenvolvida uma co-
luna filtrante (hX® = 22 cm x 8 cm) para obtengio de fases previamente determi-
nadas conforme mostra a figura abaixo.

| Extrato EtOH |

Coluna de Vidro —C1
22x8cm
Hex/AcOEt/MeOH

Hex/ACOEL Hex/ACOEL AcOEt/MeOH MeOH 100%
40% 80% 30%
Hex 100% Hex/ACOEL ACOEt 100% AcOEt/MeOH
60% 60%

Figura 4 Fracionamento cromatogrdfico do extrato EtOH da biomassa de [1SYSTAI.
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2.7 Fracionamento de HEX/ACOET 40% (C2)

A fragio Hex/AcOEt 40% foi submetida ao fracionamento cromatografico
classico, X =12x8 cm, utilizando-se silica gel (70 - 230 mesh) como fase esta-
cionaria e gradiente de eluigao (figura 5), obtendo-se no total treze fragdes e uma
substancia (S2).

Extrato Hex/AcOEt 40%

Coluna de Vidro-C2
15x4cm
Hex/ACOEt/MeOH

Hex/AcOEt Hex/AcOEt Hex/AcOEt Hex/AcOEt Hex/AcOEt Hex/ACOEt
5% 12% 20% 28% 36% 100%
Hex 100% Hex/ACOEt Hex/AcOEt HexlACOEt Hex/AcOEt Hex/AcOEt MeOH
8% 16% 24% 32% 40% 100%

Figura 5 Fracionamento cromatogrdfico da amostra Hex/AcOEt 40%.

3 Resultados e discussao

3.1 Avadliagdo do potencial alelopético do extrato

A partir do bioensaio realizado observou-se que a espécie Malicia mostrou-
se mais sensivel ao efeito do extrato etandlico comparada a espécie mata-pasto,
apresentando percentual de inibicdo da germina¢do de sementes igual 78,18%.
Nao foi observado nenhum efeito alelopatico do extrato visando a inibi¢ao da
germinacdo das sementes de mata-pasto (Gréfico 1).

Grafico 1 Grifico do percentual de inibiciio das espécies estudadas.

Percentual de Inibi¢do Malicia Percentual de Inibicdo Mata-pasto

= Germinaram = N&o germinaram = Germinaram = N&o germinaram

e

0%

Y

Fonte: Autor.
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3.2 Identificacdio estrutural da substéncia isolada

O estudo cromatografico do extrato etandlico obtido a partir da biomassa
fangica levou ao isolamento de duas substancias. A substancia S1 (Figura 6) cris-
talina de coloragio amarelada apresentou-se em forma de agulhas na superficie
do extrato bruto, que apds lavagem com hexano foi submetida a andlise por
RMN 'H e BC (Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono- 13).

Os espectros de RMN de S1(Figuras de 8 a 11) foram obtidos na Universi-
dade Federal do Para (UFPA) e os dados obtidos em compara¢iao com dados da
literatura (Tabela 1 e 2) levou a conclusdo de que a substancia S1 tratava-se do
ergosterol, um esteroide comumente produzido por fungos.

A substancia S2 encontra-se em fase de identificacdo estrutural.

28

Figura 6 Ergosterol (S1).

Fonte: Souza, 2013.

Tabela 1 Dados de RMN'H de S1(CDCl;, 300 MHz).

POSICAO d (OLIVEIRA, 2008) dsi
3 3,63 (m,1 H) 3,63 (m1H)
6 5,61 (dd, J=54¢2,4 Hz, TH) 5,57 (dd, J=5,7 ¢ 2,7 Hz, TH)
7 5,37 (m) 5,38 (m)
18 0,62 (s, 3H) 0,63 (s, 3H)
19 0,94 (s, 3H) 0,95 (s, 3H)
2 1,03 (d J=6,6 Hz, 3H) 1,04 (d, J= 6,6 Hz, 3H)

Continua
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Tabela 1 Dados de RMN'H de ST(CDCl;, 300 MHz). (Continuacdo)

POSICAO d (OLIVEIRA, 2008) dsS1
2 519 (dd, J=15¢5,6 Hz, 1H) 5,20 (m)
23 5,23 (dd, J=15¢5,6 Hz, 1H) 5,20 (m)
2 0,81 (d, J= 6,6 Hz, 3H) 0,82 (d, J=6,9 Hz, 3H)
27 0,83 (d, J= 6,9 Hz, 3H) 0,83 (d, J= 6,3 Hz, 3H)
28 0.91(d, J=6,7 Hz, 3H) 0,92 (d, J=6,9 Hz, 3H)

Fonte: Autor.

Tabela 2 Dados de RMN 13 de S1.

CARBONOS d (OLIVEIRA, 2008) d ((D05)
1 38,3 38,4
2 31,9 32
3 70,4 70,5
4 40,7 40,8
5 139,7 139,8
6 119,6 119,6
7 116,3 116,3
8 1414 1414
-9 46,2 46,3

10 37,0 37,0
1 21,1 21,1
12 39,0 39,1
13 42,8 42,8
14 54,5 54,6
15 23,0 23,0
C16 28,3 28,3
17 557 55,7

Continua
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Tabela 2 Dados de RMN 1*C de S1. (Continuacdo)

CARBONOS d (OLIVEIRA, 2008) e
C-18 12,0 y
19 16,3 103
20 404 Y
21 AR .
22 135,5 1356
23 1319 2
24 by "
25 ) "
26 19.9 199
C-27 Y "
. e 17,6
Fonte: Autor
‘ 5 5 E |3 2 : Ti
| ‘ d .*"-,.»'w'. .ir"ln )
| VA

_5.180

5 it el iy b, i b ek g o i
3.68 3.65 3.62 ppm

] Eﬁ ;HEE.Q ;.
T | | £
| |] | -
| W :
| | | I w
\ WA g ;
M \hn, | -
JIVUI II |'“I l"““ I'”l LJ‘I v / I'-_J" ||
! '\,_ _________ b 8 __/ Ml
5.54 5.48 5.42 ppm 5.23 5.20 ppm
AUIUL.
S e T -
L] é T ] 5I a :'L é 1 ppm
Ty i
ERL 1.48

Figura 7 Especiro de RNH 'H (CDCL;, 300 MHz).
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Figura 9 Espectro de RNH 1*C (CDCL,, 75 MHz).
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Figura 10 Expansio do especiro de RNH ™*C (CDCLs, 75 MHz).

4 Consideracoes finais

A partir das amostras de solo mineralizado foi isolado a linhagem I,SyS;A;,
o cultivo em grande escala levou a obtengao de 83,3107 g. O extrato obtido foi
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submetido ao teste alelopatico e estudos de cromatografica. Nos testes alelo-
paticos realizados visando a inibi¢do da germinagdo das sementes das espécies
Mimosa pudica (malicia) e Senna obtusifolia (mata-pasto) foi observado um
percentual de inibicdo igual 78 % frente a espécie malicia. Nao foi observado
efeito alelopatico frente a espécie mata — pasto. Na investiga¢do quimica a par-
tir dos extratos foram obtidas duas substancias: S1 e S2, sendo a S1 identificada
como o esterdide ergosterol.
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