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A utilizacdo do sorgo-sacarino (Sorghum bicolor L.
Moench) como matéria-prima complementar a cana-
de-acgucar, para maximizacao da producao de etanol,
tem sido vislumbrada pelo setor sucroalcooleiro
energético em Mato Grosso do Sul. Uma das
vantagens € a utilizagédo do sorgo sacarino no periodo
de entressafra da cana-de-agucar. No entanto, ainda
existem incertezas com relacéo a viabilidade técnica
e econbmica do cultivo do sorgo sacarino em Mato
Grosso do Sul. Uma das incertezas se refere ao efeito
alelopatico do sorgo sacarino e a possivel
interferéncia deste no desenvolvimento, por
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exemplo, da soja em sucessdo (OLIBONE et al.,
2006). Esse efeito alelopatico é causado pela
liberacdo de compostos fendlicos, glicosideos
cianogénicos e, principalmente, pela benzoquinona
denominada sorgoleona (Figura 1), onde os maiores
teores sdo encontrados nos pelos radiculares de
plantulas de sorgo (WESTON et al., 2013). Amali et
al. (2014) mencionam que a sorgoleona pode
corresponder de 76% a 99% da constituigéo total dos
exsudatos dos pelos radiculares em plantas de sorgo.
Sua concentracdo pode chegar a 20 mg g” de raiz
seca (DAYANetal., 2010).

Figura 1. Estrutura quimica da sorgoleona (2-hidroxi-5-metoxi-3[(8'Z,11'Z)-8',11',14'-pentadecatrieno]-p-benzoquinona).

“Engenheiro-Agrénomo, doutor em Ciéncias Ambientais, pesquisador da Embrapa Agropecuéria Oeste, Dourados, MS.
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Com o propésito de subsidiar a introducdo desta
cultura de forma segura nos sistemas de produgéo
em Mato Grosso do Sul, &€ de fundamental
importancia a quantificagcdo dos teores de sorgoleona
em plantas de sorgo sacarino, pois, com essa
informacao, é possivel gerar subsidios para minimizar
os possiveis efeitos negativos nas culturas em
sucessdo ao sorgo sacarino. Sendo assim, a
definicao de uma metodologia para quantificacdo dos
teores de sorgoleona em raizes das plantulas de
sorgo sacarino € de grande importancia. Essa
metodologia foi baseada na proposta de Franco et al.
(2011), adaptando-se conforme disponibilidade de
reagentes e estrutura do Laboratério de Analise de
Residuos de Pesticidas da Embrapa Agropecuaria
Oeste. Como os maiores teores de sorgoleona séo
encontrados nos pelos radiculares de plantulas de
sorgo sacarino, optou-se neste trabalho pelo uso
dessas plantulas, procurando-se obter os maiores
teores possiveis de sorgoleona a serem extraidos.

Como primeiro passo na definicdo da metodologia
para extracdo e quantificacdo de sorgoleona em
raizes de sorgo sacarino, obteve-se o padrao
analitico de sorgoleona com 95% de pureza, que foi
doado pelo Dr. Frank E. Dayan, pesquisador do
Natural Products Utilization Research, do Agricultural
Research Service, do Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (USDA). A partir do padrio
analitico, preparou-se uma solugcdo estoque com
concentragdo de 1 mg mL”, diluindo-se 5 mg de
sorgoleona em 5 mL de acetonitrila grau HPLC. A
partir dessa solucdo estoque, foram feitas as
solugbes de trabalho por meio de diluigbes
sucessivas, obtendo-se as seguintes concentracbes
para construcdo da curva analitica de quantificacéo:
5, 10, 20, 50 e 100 ng L. Todas as solucdes foram
armazenadas a -20 °C. Para identificacéo e
quantificacdo de sorgoleona foi utilizado um
cromatografo liquido de alta eficiéncia, modelo Varian
920-LC® equipado com uma coluna de fase reversa
C-18 Polaris® (25 cm x 4,6 mm x 5 ym), pré-coluna
C-18 Polaris (2,5 cm x 4,6 mm x 5 ym) e detector de
arranjo de diodos. As condi¢des para quantificacao da
sorgoleona foram por eluicdo isocratica (75:25 v/v
acetonitrila:solugéo de acido acético 88:12 v/v), com
fluxo de 1 mL min” e volume de injecéo de 20 pL. A
temperatura do forno da coluna foi de 40 °C e o
comprimento de onda de leitura igual a 280 nm.
Nessas condi¢cbes, o tempo de retencdo da
sorgoleona foi de 20,35 minutos. A quantificacdo de
sorgoleona foi realizada por meio da comparacgéo das
areas dos picos nas amostras com a curva de
calibracdo obtida com as injecdes dos padroes
analiticos. Ap6s a definigdo das condicdes para

qguantificacdo de sorgoleona por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, estabeleceu-se um
experimento para caracterizacao de quatro
variedades de sorgo sacarino (BRS 506, BRS 508,
BRS 509 e BRS 511), quanto a presenca de
sorgoleona. Para esse experimento utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos (variedades) e cinco repeticbes. Para
extracdo de sorgoleona foram utilizadas raizes de
100 plantulas de cada variedade. Essas raizes foram
obtidas colocando-se 50 sementes, de cada
variedade, em caixas gerbox forradas com papel de
filtro umedecido com agua ultrapura. Para
germinacao das sementes, as caixas gerbox foram
colocadas, por 12 dias, em camaras tipo BOD a 25 °C
e 24 horas de luz. Para a extracéo da sorgoleona nas
raizes de 100 plantulas, essas foram imersas durante
10 segundos em uma solucdo de 20 mL de
diclorometano PA ACS ISO com 12 uL de &cido
acético. Posteriormente, esse extrato foi evaporado
na capela de exaustdo em temperatura ambiente,
sendo o material sélido ressuspendido em acetonitrila
grau HPLC. Todas as amostras foram filtradas em
filtro de celulose regenerada de 0,45 uym e
armazenadas a -20 °C até o momento da injecdo no
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia. Apoés
extragcdo, determinou-se o peso seco das raizes
utilizando-se estufa de secagem e deixando as raizes
por 4 horas a 60 °C, até peso constante.

Os dados referentes a quantidade de sorgoleona, por
peso seco de raiz, foram submetidos a analise de
variancia utilizando o programa R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2012) e as médias, comparadas pelo
teste de Tukey a 5%.

A curva analitica para quantificacdo da sorgoleona &
apresentada na Figura 2. Observa-se que a faixa
linear de concentragéo ficou entre 5 e 100 ng u L,
com valor do coeficiente de determinacao superior a
0,99. Diante disso, todas as quantificacbes de
sorgoleona utilizando essa metodologia foram feitas
nesse intervalo de concentracao e, quando
necessario, foram feitas diluicdes das amostras. O
limite de quantificagdo do método analitico utilizado
foi de 5 ng uL", que corresponde ao menor valor da
curva analitica.

Os cromatogramas dos padrdes analiticos nas
concentragées de 5, 10, 20, 50 e 100 ng pL" s&o
apresentados na Figura 3. Observa-se que, para
todas as concentracdes, os picos cromatograficos
apresentaram resolugdo adequada, permitindo uma
boa eficiéncia para separacéo.
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Figura 2. Curva analitica de quantificagdo de sorgoleona por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura 3. Cromatogramas dos padrdes analiticos de
sorgoleona nas concentracdes de 5, 10, 20, 50 e 100 ng uL"
por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Na Figura 4 sdo apresentados os cromatogramas das
amostras referentes aos extratos de raizes das plantulas
de quatro variedades de sorgo sacarino: BRS 206,
BRS 208, BRS 209 e BRS 211. De maneira geral, ndo
foram observados picos de compostos interferentes
proximos ao tempo de retencéo da sorgoleona. Em todos
os cromatogramas das amostras, também observou-se
boa resolugédo cromatografica dos picos de sorgoleona.
As diferencas observadas nas alturas e areas dos picos
de sorgoleona, para as quatro variedades de sorgo
sacarino, se devem as diferengas nas concentragdes de
sorgoleona nos extratos das raizes. llustrando essas
diferencas, o maior pico observado para a BRS 506
(Figura 4A) evidencia as maiores concentragbes de

sorgoleona no extrato dessa variedade, quando
comparada as outras avaliadas. Importante salientar que
foi necessario diluir 20 vezes os extratos iniciais antes da
injecdo das amostras para quantificacéo.

Utilizando-se dessa metodologia de extracédo e
quantificagéo de sorgoleona, observa-se que os valores
das concentracdes de sorgoleona nas quatro variedades
de sorgo sacarino avaliadas (BRS 506, BRS 508,
BRS 509 e BRS 511) variaram de 8,7 a21,9mg g” de raiz
seca (Figura 5). Os maiores valores de sorgoleona foram
encontrados para as variedades BRS 506 e BRS 508,
que ndo diferiram estatisticamente (P>0,05). Esses
valores foram, aproximadamente, duas vezes superiores
ao encontrado para a variedade BRS 511, que
apresentou o menor valor de sorgoleona. Os valores
maximos de sorgoleona encontrados nas variedades
BRS 506 e BRS 508 sdo proximos aos relatados por
Dayan et al. (2010) em exsudatos de raizes de sorgo,
que foram proximos a 20 mg g de raiz seca.

Em sintese, a metodologia apresentada e descrita para
quantificacdo de sorgoleona em raizes de plantulas de
sorgo sacarino, por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, tem como principal vantagem a facil e rapida
extracdo, necessitando apenas a imerséo das raizes de
sorgo sacarino em solugéo extratora, sem necessidade
de purificagéo dos extratos. Isso foi possivel em razéo do
ndo aparecimento de picos interferentes que
prejudicassem a identificagcdo da sorgoleona. Além
disso, o limite de quantificacdo do método igual a
5 ng uL" é baixo e bem inferior as concentracdes de
sorgoleona esperadas emraizes de sorgo-sacarino.
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Figura 4. Cromatogramas das analises de sorgoleona nos extratos de raizes (diluicdo de 20 vezes) de plantulas das variedades:
(A)BRS 506; (B) BRS 508; (C) BRS 509 e (D) BRS 511.
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Figura 5. Concentragbes médias, com respectivos erros
padrdes, de sorgoleona nos extratos de raizes de plantulas de
sorgo-sacarino, das variedades BRS 506, BRS 508, BRS 509
eBRS 511.

Médias seguidas pela mesma letra nas barras ndo diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a5%. CV = 15,2%.
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