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Allelopathic effect of fatty acid methyl esters from corn and sunflower oils
Efeito alelopatico dos ésteres metilicos dos acidos graxos obtidos de dleos de milho e girassol
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ABSTRACT

The fatty acid methyl esters (FAMEs) were obtained from vegetable oils by
transesterification reaction. In the present work, the vegetable oils and fatty acid methyl
esters were evaluated for allelopathic activity. The main components of the methyl
esters were methyl oleate and methyl linoleate, identified by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). Allelopathic activity against seeds of Lactuca sativa (lettuce)
showed that most of the samples stimulated the growth of root and hypocotyl. However,
against seeds of Allium cepa (onion), it was revealed that the samples presented higher
inhibitory activity for radicle and hypocotyl. Corn oil and its FAME, at a concentration
of 1000 pg/mL, showed inhibition greater than 80% for radicle, and percentages higher
than 60% for hypocotyl. The corn FAME also inhibited the growth of radicle and hypocotyl
more than 50%, at a concentration of 250 pug/mL. For sunflower FAME, the inhibition to
the radicle and hypocotyl was inversely proportional to the concentration. The sunflower
FAME inhibit radicle and hypocotyl of onion about 60%, at a concentration of 250 ug/
mL. Sunflower oil showed greater than 50% inhibition for the radicle, at concentrations
of 250 and 1000 pg/mL, and the hypocotyl, at a concentration of 1000 pg/mL.
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RESUMO

Os ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs) foram obtidos a partir de éleos vegetais
pela reacdo de transesterificacdo. No presente estudo, os éleos vegetais e os ésteres
metilicos de acidos graxos foram avaliados quanto a atividade alelopatica. Os principais
componentes dos ésteres metilicos foram o oleato de metila e o linoleato de metila,
identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).
Para a atividade alelopdtica frente as sementes de Lactuca sativa (alface), observou-
se que a maioria das amostras estimulou o crescimento da radicula e do hipocétilo.
Frente as sementes de Allium cepa (cebola), foi possivel perceber que as amostras
apresentaram maior atividade inibitéria tanto para radicula, quanto para o hipocétilo.
O ¢6leo de milho e seu respectivo FAME, na concentracdo de 1000 pg/mL apresentou
inibicdo maior que 80% para radicula e, porcentagens superiores a 60% para o hipocatilo.
O FAME de milho também inibiu o crescimento da radicula e do hipocétilo em mais de
50%, na concentragdo de 250 pug/mL. Para o FAME de girassol, a inibigdo para a radicula
e para o hipocétilo foi inversamente proporcional a concentracdao. O FAME de girassol
inibiu a radicula e o hipocdtilo da cebola em aproximadamente 60%, na concentracdo
de 250 pg/mL. O éleo de girassol mostrou inibicdo superior a 50% para a radicula, nas
concentragBes de 250 e 1000 pg/mL, e para o hipocdtilo, na concentracdo de 1000 pg/
mL.

Palavras-chave: alelopatico, ésteres metilicos de dcidos graxos, dleos vegetais.
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O termo alelopatia foi criado em 1937, pelo pesquisador alemao Hans
Molisch, referindo-se as interagdes bioquimicas entre todos os tipos de plantas,
incluindo os microorganismos. Atualmente é empregado para definir os efeitos
prejudiciais ou benéficos de uma determinada planta, no desenvolvimento:
i) de outra planta da mesma espécie; ii) da mesma planta que os produziu;
iii) em plantas de outra espécie; iv) em microrganismo, através de interacdes
bioquimicas. Tais interagdes ocorrem devido a liberagao de substancias quimicas
(aleloquimicos) produzidos via metabolismo secundario das plantas (RICE, 1984).

Os agentes alelopaticos sdo metabdlitos secundarios e pertencem a varias
classes, como terpenos, alcaloides, compostos fendlicos, esteroides, acidos
graxos de cadeia longa e lactonas insaturadas (MALHEIROS; PERES, 2001). Estes
compostos podem ser liberados no ar, excretados pela raiz ou carreados até o
solo pela agua da chuva, que lava as partes aéreas da planta (LARCHER, 2000),
interferindo na conservagao, na dorméncia e na germinagao das sementes, no
crescimento de plantulas e no vigor vegetativo de plantas adultas, podendo
também influenciar a competicdo entre espécies (YAMAGUSHI; GUSMAN;
VESTENA, 2011). Os compostos alelopaticos estudados estdo se revelando como
herbicidas naturais, tendo menos efeitos prejudiciais que os herbicidas sintéticos
(MALHEIROS; PERES, 2001). Nesse sentido, nos ultimos anos, varios esforcos
tém sido feitos a fim de identificar propriedades alelopaticas de substancias, que
oferecam novas e excelentes oportunidades para diversificar o controle de ervas
daninhas na agricultura do Brasil e, também, de outros paises (SOUZA FILHO;
FONSECA; ARRUDA, 2005).

Triacilglicerdis sdo os componentes mais abundantes dos 6leos vegetais,
sendo ésteres formados por uma molécula de glicerol e trés moléculas de
acidos graxos. Os ésteres de acidos graxos sao obtidos comumente através
de reacdes de transesterificacdao, principalmente ésteres metilicos. Os dleos
vegetais apresentam varias atividades bioldgicas, com destaque para a atividade
antimicrobiana, sendo essa atribuida aos acidos graxos (AGORAMOORTHY et
al., 2010), mas estudos sobre ésteres de acidos graxos, ainda, sdo muito poucos.

Pelo fato de existirem poucos relatos sobre as atividades bioldgicas de
ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs), o objetivo deste trabalho foi avaliar
a atividade alelopdtica dos FAMEs e dos dleos vegetais que Ihes deram origem,
assim como comparar essa atividade para as duas classes de compostos.
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Os 6leos vegetais de girassol e milho foram comprados no mercado local e
submetidos a reacao de transesterificacdo, para obtencao dos ésteres metilicos.
Em um baldo acoplado a um condensador de refluxo, contendo 1 g da amostra,
foram adicionados 30 mL de solugao metandlica de hidréxido de potassio 1
mol/L. A mistura foi mantida sob refluxo por 30 minutos. Apds resfriamento, a
solucao foi transferida para um funil de separacao e extraida com éter etilico. A
fase aquosa foi acidificada, utilizando-se solucdo de acido cloridrico 1 mol/L e,
novamente extraida com éter etilico. A fase organica obtida foi, entdo, transferida
para um baldo com condensador de refluxo. No baldo, foram adicionados 20
mL de hexano e 80 mL de solugdo metandlica de H,SO, a 2% v/v e, a mistura
obtida, foi mantida sob refluxo por 1 hora, , para a esterificacdo do material
hidrolisado na etapa anterior. Apds resfriamento, o material foi transferido para
um funil de separac¢ao, sendo lavado com 100 mL de solu¢do saturada de NaCl.
A camada organica separada foi lavada com agua e secada com Na,SO, anidro.
Apos filtracdo, o solvente foi retirado a vacuo, obtendo-se os ésteres metilicos.

A determinacdo da composicdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos
(FAME) foi feita por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM), através dacomparacdodostemposderetengdocom padrdese, também,
pelo padrao de fragmentagao encontrado em biblioteca de espectrometria de
massas NIST (National Institute of Standards and Technology).

A analise foi feita em cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de
massas da marca Shimadzu modelo QP5050A, equipado com coluna DB-5 (30
m x 0,25 mm, espessura do filme 0,25 mm) e hélio (He) como gds de arraste. A
temperatura inicial da coluna foi de 80 °C, aumentando 3 °C/minuto até 140 °C,
permanecendo nesta temperatura por 2 min, depois, foi novamente aquecida
a uma taxa de 7 °C/min até 300 °C. A temperatura do detector e do injetor
foi de 250 °C. O fluxo linear foi de 9,8 mL/min (50 kPa) e Split 1/10. Para cada
analise foi injetada 1 mL da amostra no equipamento. A varredura foi de 50 a
500 m/z, com uma velocidade de 2 scans. O corte do solvente foi 2,5 minutos. A
percentagem de cada composto foi calculada por normalizagao interna da area
do pico cromatografico.

O ensaio de atividade alelopatica foi feito com sementes de dicotiledonea
Lactuca sativa L. var. repolhuda (alface, Feltrin) e de monocotiledénea Allium
cepa var. Red Creole (cebola, Topsed Garden). A germinacdo e o crescimento
foram conduzidos em solu¢ao tampao MES [acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico]
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(Vetec, Brasil) na concentracdo de 1,95 g/L ajustando ao pH 6,00-6,20 com
NaOH 1 mol/L. As amostras foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO)
a 0,5%, previamente destilado, e depois diluidas em tampdo (5 uL de DMSO/
mL de tamp3do) e testados nas seguintes concentragdes: 1000, 500 e 250 pg/
mL. Foram distribuidas 25 sementes de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa
(cebola) distintamente em placas de petri (90 mm de diametro), com papel
de filtro Whatman no. 1. Foram adicionados a essas placas de petri, 5 mL de
solucdo tampao contendo as amostras ou 5 mL dos controles (solu¢do tampao
sem qualquer amostra testada). O teste foi realizado em triplicata para cada
concentragao e para o controle. As placas de petri foram fechadas, lacradas com
papel filme e incubadas por sete dias em Camara de Germinagdo, no escuro, a
25 °C. Completado esse tempo, as placas foram retiradas e resfriadas a -10 °C
durante 24 h para interromper o processo de crescimento. Depois, as placas
foram abertas e o comprimento de cada radicula e de cada hipocdtilo medidos
(VIEIRA et al., 2005).

Osefeitossobre ocrescimentoforamdadoscomodiferencasnaporcentagem
em relacdo ao grupo controle e podem ser calculados pela férmula a seguir:

% de crescimento = [(Ma - Mc) / Mc] x 100

onde Ma é a média dos valores das sementes com as amostras testadas
e Mc é a média dos valores para o controle (sementes cultivadas sem adicao
de amostras testadas).Os dados foram analisados utilizando o Test t de Student,
com P < 0,05 como nivel de significancia, quando comparado ao controle.

A composigao dos 6leos, na forma de seus ésteres metilicos, foi determinada
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). A
analise por CG/EM mostrou que a proporc¢do de ésteres insaturados (88,21-
91,98%) foi muito maior do que de ésteres saturados (8,02-11,79%). Os principais
ésteres identificados foram oleato de metila e linoleato de metila, sendo ambos
ésteres insaturados. Outros ésteres encontrados foram palmitato e estearato de
metila (Tabela 1).
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Tabela 1 - Composi¢do dos ésteres metilicos (FAMEs), porcentagens e tempos de retengdo (TR).

FAME de Girassol FAME de Milho
Compostos TR* r TR* P
Palmitato de metila 33,12 10,15 33,10 4,40
Estearato de metila 36,21 1,64 36,20 3,62
Oleato de metila 35,93 38,82 35,92 28,86
Linoleato de metila 35,84 49,39 35,85 63,12

*TR = Tempo de retengdo (em minutos), ** Concentragdo em percentual, calculada em relagdo as dreas normalizadas
dos picos.

A atividade alelopdtica dos dleos de milho e girassol e seus respectivos
FAMEs foi avaliada frente as sementes de Lactuca sativa (alface) e Allium
cepa (cebola). A Figura 1 apresenta os resultados obtidos para esse ensaio. As
figuras apresentam o percentual de crescimento da radicula e do hipocdtilo das
sementes quando submetidas as amostras. As amostras estimularam e inibiram
o crescimento do hipocétilo e da radicula das sementes de alface e cebola em
diferentes concentragdes (250, 500 e 1000 pg/mL).

Para a atividade alelopdtica frente as sementes de Lactuca sativa (alface)
(Figuras 1A e 1B), observou-se um maior efeito estimulatério no crescimento
da radicula e do hipocétilo. Todas as amostras estimularam o crescimento do
hipocdtilo e da radicula, na concentra¢do de 1000 ug/mL. O éleo de girassol, o
Oleo de milho e o FAME de girassol tiveram um efeito no crescimento da radicula
maior que 20%. Para o hipocétilo, este efeito foi superior a 50% para o FAME de
girassol e 35% para o 6leo de milho.

Em relagao a inibicao das sementes de alface, o melhor resultado foi para o
6leo de girassol sobre a radicula, na concentragdo de 500 pug/mL. Portanto, para
as sementes de alface nao se obteve um perfil homogéneo, visto que os dleos e
FAMEs conseguiram tanto estimular quanto inibir o crescimento das sementes,
em diferentes concentracdes. Observando as figuras 1A e 1B, verifica-se que o
efeito de estimulagao sobre o crescimento foi mais acentuado sobre o hipocdtilo
guando comparado a radicula. Os resultados obtidos neste ensaio mostraram
diferencas estatisticas significantes (P < 0,05) quando comparados ao grupo
controle, exceto pelo 6leo de milho e FAME de girassol, na concentragao de 500
pg/mL (P> 0,05) para a radicula.

Com a realizacdo do teste alelopatico frente as sementes de Allium cepa
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(cebola) (Figuras 1C e 1D), foi possivel perceber que as amostras tiveram maior
atividade inibitdria tanto para radicula quanto para o hipocdtilo. O dleo de
milho, o FAME de girassol e o FAME de milho inibiram o crescimento da radicula
e do hipocétilo em todas as concentracdes testadas. Os melhores resultados
obtidos no experimento foram para o 6leo de milho e seu respectivo FAME, na
concentragdo de 1000 pg/mL, com inibicdo maior que 80% para radicula e com
porcentagens de inibicao superiores a 60% para hipocoétilo. O FAME de milho
também inibiu o crescimento da radicula e do hipocétilo em mais de 50%, na
concentracdo de 250 pg/mL.

Para o FAME de girassol, a inibicdo para a radicula e para o hipocdtilo das
sementes de cebola foi inversamente proporcional a concentracdao, ou seja,
guanto maior a concentracdao, menor a inibicdo. O FAME de girassol inibiu a
radicula e o hipocétilo da cebola em aproximadamente 60%, na concentracdo de
250 pg/mL. O 6leo de girassol apresentou bons resultados quando comparado ao
grupo controle, com inibi¢dao superior a 50% para a radicula, nas concentragdes
de 250 e 1000 pg/mL, e para o hipocétilo, na concentracdo de 1000 pg/mL.

A Unica amostra que estimulou o crescimento das sementes de cebola
foi o 6leo de milho, na concentragdo de 500 pug/mL, sendo este crescimento
de aproximadamente 20% para a radicula. Os resultados obtidos neste ensaio
mostraram diferencgas estatisticas significantes (P < 0,05), quando comparados
ao grupo controle, exceto pelo dleo de milho, na concentragdo de 500 pg/mL (P
> 0,05) para o hipocdtilo.

Um estudo demonstrou a atividade fitotoxica de extratos obtidos de Typha
domingensis, especialmente o extrato obtido com éter etilico sobre as sementes
de alface (Latuca sativa var. Black Seeded Simpson). Dois dcidos graxos essenciais
(acidos linoleico e linolénico) foram isolados como os componentes majoritarios
desse extrato, compreendendo mais de 80% (GALLARDO-WILLIAMS et al., 2002).
Os compostos isolados dos extratos de Typha domingensis sdao agentes fitotdxicos
bem conhecidos, como os acidos linoleico e a-linolénico (ALIOTTA et al., 1990).
Dessa forma, sugere-se que o acido linoleico e o linoleato de metila presentes
nos 6leos e nos FAMEs como compostos majoritarios, respectivamente, possam
ser os responsaveis pela atividade alelopatica das amostras testadas.

Pelos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que os 6leos
vegetais e os FAMEs apresentaram uma melhor atividade inibitéria sobre a
radicula e o hipocdtilo das sementes de cebola (monocotiledénea) e uma menor
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atividade sobre as sementes de alface (dicotiledénea). Entretanto, estudos
adicionais devem ser realizados no sentido de se avaliar a atividade desses
compostos sobre outras espécies de sementes para que, futuramente, os dleos
vegetais e FAMEs possam ter aplicagdo como herbicidas. No nosso conhecimento,
este é o primeiro estudo relatando a atividade alelopatica dos dleos vegetais de
milho e girassol e seus ésteres metilicos.

Figura 1 - Crescimento das sementes quando submetidas as amostras nas concentragoes
testadas de 250, 500 e 1000 ug/mL para as amostras. A) Radicula da alface; B) Hipocétilo
da alface; C) Radicula da cebola; D) Hipocétilo da cebola. Média dos resultados * desvio
padrao. *P < 0,05 quando comparado ao grupo controle.
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