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RESUMO

CLEMENTE FILHA, Ana Cardoso Aspectos fisiológicos e fitoquímicos de Bauhiniaforficata

Link e Píantago major L. Lavras: UFLA, 1996. 67 p. (Dissertação - Mestrado em

Fisiologia Vegetal)*

Bauhiniaforficata e Píantago major são espécies utilizadas como medicinais devido

às sua propriedades antidiabética e antiinflamatória respectivamente. Este trabalho teve como

objetivos a caraterização de substâncias ativas em função da idade da planta e fotoperíodo, bem

como o estudo da germinação destas espécies.

Extratos foliares de plantas adultas e jovens de Bauhinia foram submetidos a

fracionamentos com diversos tipos de cromatografia. Não foi detectada a presença de alcalóides e

taninos. Os flavonóides identificados foram canferol 3-0-( gli-ram-xil) e canferol 3-0-(gli-ram).

Qualitativamente não se observou diferenças no perfil flavonoídico de plantas jovens e adultas.

♦Orientador: Amauri Alves Alvarenga. Membros da Banca: Cecília Terumi Teradaira Blatt e

Maria das Graças Cardoso.
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Para Pkmtago major, foram realizadas análises de flavonóides e mucilagens em

plantas submetidas a regimes fotoperiódicos de 8 horas, 16 horas e natura (12 h).Não foi

observada diferença no perfil flavonoídico nos tratamentos. Os flavonóides apresentados foram

glicosideos de luteolina baseados em ácido glicurônico e glicose. Houve diferença no teor de

mucilagens nos diferentes fotoperíodos, sendo que o de 16 horas apresntou maior teor e o natural

menor. A mucilagem dePkmtago é composta dearabinose, galactose e ácido urônico.

Com relação agerminação foram analisados osefeitos da luz, temperatura e diferentes

concentrações de GA3 As sementes de Bauhinia são indiferentes à luz, apresentaram maior

percentagem de germinação a 30-20° C e 20°C e não responderam a aplicação de GA3. As

sementes de Píantago mostraram fotoblastismo positivo e melhor germinação a 30-20°C, não

ocorrendo germinação a20°C.



SUMMARY

PHYSIOLOGICAL AND PHYTOCHEMICAL ASPECTS OF Bauhinia forficata Link
AND Píantago major L.

Bauhinia forficata Link and Píantago major L. are species utilized as medicinais

owing to their antidiabetical and antiinflamatorical, respectively. This work had as purpose to

characterize active substances in terms ofthe plant age and photoperiod as well as the study ofthe

germination of thesespecies.

Leaf extracts ofmature and young plants ofAforficata were subjected to fractioning

by several sorts ofchromatography techniques. Annd alkaloids and tannins were not detected at

ali. The flavonoids identified were Kaempferol-3-0-(gly-rham-xyl) and kaempferol-3-0 (gly-

rham). Qualitatively, differences were not observed in the flavonoidic profiles of young annd

mature plants.

To Píantago major, analysis for flavonoids and mucilages in plant ssubmitted to

photoperiodical regimes of 8 h, 16h and natural (12 h) was performed. No differences were

observed in the flavonoidic profile of the three photoperiodic treatments. The isolated flavonoids

were luteolin glycosides based on glucose and glucuronic acid.
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There were different in the mucilage contem in the three photoperiods, being that of
16 hshowed the gratest mucilage content annd the natural photoperiod the smallest. The mucilage
ofPíantago is made up ofarabinose, galactose and glucuronic acid.

Conceming germinnation the effects of light, temperature and different concentrations
of GAs were anarysed.

The seeds ofBauhinia are indifferent to light, showed highest germination percentage
at 20 and 30/20 °Cand did not respond to the application of GA3. The Píantago seeds showed
positive photoblastism and best germination rate at 30-20° C, no germination at 20 °C.



1 INTRODUÇÃO

Em diferentes regiões florísticasdo Brasil, encontra-se uma grande diversidade de

espécies medicinais, das quais de acordo com estimativas mais otimistas menos de 1% deste

potencial foi quimicamente estudado. Este percentual decresce ainda mais com relação aestudos

agronômicos. Assim sendo, a exploração de recursos medicinais no Brasil está relacionada em

grande parte, àcoleta extensiva eextrativista de materiais silvestres, pois poucas espécies chegam

ao nível de cultivo, mesmo em pequena escala (Vieira, 1993).

Estimativas da Organização Mundial de Saúde ( OMS ) relatam que cerca de 80% da

população dos países em desenvolvimento fazem uso de algum tipo de medicina tradicional para

cuidados básicos de saúde e 85% destes envolvem o uso de plantas. Além disso, das 119

substâncias químicas puras extraídas de plantas usadas em todo o mundo, cerca de 74% destas

foram obtidas através do conhecimento popular e do seu uso na medicina tradicional (Farnworth

e Soerjato, 1985).

Uma vezque a participação do Brasil no mercado internacional é bastante expressiva,

deve- se considerar, que a utilização de plantas medicinais apresenta benefícios sociais e

econômicos,. Segundo dados da Carteira do Comércio exterior (1984), o Brasil exportou neste

ano cerca de 20 milhões de dólares.



Por esta razão, as pesquisas de novas fontes de matérias primas destinadas àobtenção

de princípios ativos de efeitos farmacológicos, estabelecimento de padrões de qualidade de

matérias-primas brutas, de extratos vegetais bem como de princípios ativos isolados, constituem

um campo de trabalho de alta relevância no Brasil, embora ainda incipiente (Oliveira e Bacchi,

1980).

A carência de informações científicas sobre plantas medicinais ou com potencial

medicinal, tem levado cientistas adirecionarem suas pesquisas não somente anível farmacológico

e químico, como também ao da fisiologia do desenvolvimento. O conhecimento sobre a

propagação dessas espécies é de fundamental importância, pois a demanda crescente torna

imperativo ageração de técnicas adequadas de cultivo. Osucesso da propagação, produção de

mudas e estabelecimento de plantas requer uma série de conhecimentos fisiológicos e/ ou

ecológicos, envolvendo os mais diferentes estádios de seu biociclo.

Os princípios ativos de plantas são geralmente compostos do metabolismo secundário,

tais como terpenos (óleos essenciais), glicosídeos (saponinas, flavonóides), alcalóides e taninos.

Segundo Swain (1977) algumas proteínas e polissacarídeos ácidos podem ser incluídos entre esses

compostos.

O teor dessas substâncias, acumuladas em diferentes partes dos vegetais, varia

substancialmente considerando as diferentes fases do desenvolvimento do vegetal e de acordo com

os fatores ambientais a que estão submetidos. A literatura mostra poucos trabalhos relacionando

quantidade do princípio ativo e estádio do desenvolvimento vegetal, condições de irrigação,

luminosidadee adubação.



Em 1982, aCentral de Medicamentos (CEME), iniciou um programa de pesquisas em

plantas medicinais. Foram selecionadas, com base em levantamentos etnobotânicos e

etnofarmacológicos, espécies utilizadas popularmente como hipotensoras, anti-diabéticas e

antünflamatórias. Essas plantas passaram a ser estudadas por grupos interdisciplinares de

botânicos, químicos efarmacologistas distribuídos por vários órgãos de pesquisa no Brasil.

Mais recentemente, elas também passaram a ser objetos de estudo biológicos e

agronômicos. Entre várias espécies foram selecionadas para o presente trabalho Bauhinia

forficata Link (pata de vaca) ePíantago major L. (tanchagem) espécies freqüentes no município

de Lavras e nos levantamentos etnobotânicos da região, e das quais não foram encontrados na

literatura dados sobre seus princípios ativos isolados.

Bauhiniaforficata Link, vem sendo utilizada como anti-diabética e Píantago major L.

como antiinflamatória. Não tem sido observado uma especificidade entre o efeito observado e a

natureza química do princípio ativo. O efeito anti-diabético pode ser produzido por compostos

terpênicos, flavonóides, esteróides, alcalóides, taninos ou por polissacarídeos ácidos, e o efeito

antiinflamatório pode ser devido a compostos terpênicos, flavonóides ou polissacarídeos ácidos

(Pathak, Pathak e Singla, 1991; Tomoda et al.,1987; Ambike et ai. apud Achenbach, Stocher e

Constenla, 1988; Costa, 1942;).

Em face do exposto, o objetivo deste trabalho foi levantar dados sobre o processo de

germinação das duas espécies citadas e analisar os compostos secundários que pudessem estar

relacionados com as atividades observadas popularmente, bem como suas variações qualitativas e

quantitativas, em função daidade da planta e regimes fotoperiódicos



2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1. Germinação

A germinação de sementes dentro do contexto do biociclo vegetal é considerado

estádio crítico no processo de perpetuação das espécies. Ela pode ser considerada como uma série

de conversões metabólicas de reservas, que levam a retomada de crescimento do eixo

embrionário. Segundo Mayer e PoljakofF-Mayber (1989) é extremamente difícil definir o momento

exato no qual a germinação encerra e seinicia o crescimento da plântula.

O processo da germinação é controlado por fatores intrínsecos e extrínsecos os quais

podem ser representados pela composição química da semente, seu balanço hormonal e fatores

ambientais, destacando-se nesse último a temperatura, luz, umidade e oxigênio.



2.1.1. Temperatura e luz

Dentre os fatores ambientais que regulam os processos do desenvolvimento vegetal, a

temperatura se apresenta como fator primário e limitante na germinação, podendo atuar sobre a

taxa de germinação e distribuição de freqüência relativa em função do período de incubação

(Laboriau, 1973; Laboriau e Agudo, 1987); atuando também na velocidade de embebição, fator

decisivo no desencadeamento dos eventos metabólicos (Bewley e Black, 1994; Mayer e PoljakofF-

Mayber, 1989).

Laboriau (1978), refere-se à germinação da semente como um problema

termobiológico, e entre os vários parâmetros que desencadeiam a dependência térmica estão os

pontos cardinal mínimo, ponto cardinal máximo eo intervalo de temperatura na qual a germinação

é mantida uniforme.

Felipe e Silva (1984) realizaram uma ampla revisão sobre germinação de algumas

espécies de cerrado, enfocando os feitos da luz, temperatura (constante, alternada e alta),

fitorreguladores, escarificação e longevidade das sementes, e sugeriram a necessidade de se

pesquisar os efeitos interativos da luz e temperaturas controladas. Segundo, Borges e Rena

(1993), para um grande número de espécies tropicais esubtropicais, afaixa térmica mais adequada

para a germinação se encontra entre 20 a 30 °C.

Mercier e Gerreiro Filho (1989), constataram que a temperatura de 20 °C retardou o

processo de germinação de sementes de Pleurostima fannieri, P. ràgieere e Vellozia alata,

quando comparada aos resultados obtidos a25 °C, 30°C e25/15°C (D/N). Laura (1993), observou

que a melhor temperatura paraa germinação deMuntingia calabura (calabura) foi a 25 °C.



Temperaturas alternadas simulando as flutuações de temperaturas que ocorrem

normalmente na natureza promovem agerminação de muitas sementes (Carvalho e Nakagawa,

1983; Borges e Rena, 1993). Cardoso (1989) estudando a correlação entre temperatura e

germinação de três espécies de Sida, observou que temperaturas alternadas tendem apromover a

germinação de sementes intactas, com regime térmico de 35/20 °C mostrando-se o mais efetivo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Maida e Ladeira (1989) em algumas solanáceas

nativas, que somente germinam quando submetidas àtemperaturas alternadas.

Sementes de Prosopis juliflora possuem habilidades para germinarem em uma ampla

faixa térmica, podendo ser classificadas como euritérmicas. Seu limite mínimo para agerminação

está entre 10 e15 °C eomáximo de 50 a55 °C eafaixa ótima entre 30 e35 °C(Perez eMoraes,

1990). Pimpini, Filippini é Gianquinto (1993) trabalhando com Cichorium intybus não

observaram germinação a 5 °Ce 40 °C.

Para Ageratum conizóides e Dioscorea delicata, o ótimo de germinação ocorreu a

30°C ,embora ocorra germinação em uma faixa de 15 a30 °C. Contudo, sementes de Dioscorea

olfersiana não germinaram em temperatura de 15° C (Ladeira, Zaidan e Figueiredo- Ribeiro,

1987; Ladeira et ai, 1992).

Como as plantas medicinais, de um modo geral não" sofreram ainda um processo de

seleção, uma grande variação é encontrada em suas características morfológicas, químicas e

fisiológicas. Assim sendo, pouco se sabe sobre fatores que determinam a germinação destas

espécies.

A temperatura afeta a germinação das sementes agindo também na reidratação e

síntese do fitocromo e na interconversão de suas formas, sendo assim, o efeito da luz é afetado



pela temperatura (Mayer e Poljakoff-Mayber, 1989; Felipe e Silva, 1984) e é variável com a

espécie. A germinação de sementes da maioria das espécies cultivadas não é afetada pela luz, ao

contrário, em espécies silvestres é observado grande variabilidade no comportamento em relação

a luz.

A presença ou ausência de luz pode estimular ou inibir a germinação de sementes, que

dependendo de sua resposta a luz, podem ser classificadas como fotoblásticas positivas, negativas

e indiferentes. Aalocação de sementes em uma categoria depende das condições de maturação da

semente, do armazenamento, da temperatura de embebição e incubação e do tratamento osmótico

(Kendrick, Spruit eFrankland, 1969; Hayes eKlein, 1974; Heydecker, Higgins eGulliver, 1975).

Em alface, a reação fotoblástica das sementes durante a germinação é profundamente

influenciada pelo aumento da temperatura (Cunha e Casali, 1989). Isto também foi observado por

Laura (1993) em sementes de calabura mantidas a25°C, concluindo que acalabura é uma espécie

fotoblástica positiva nesta temperatura. Por outro lado Arrigoni, (1993)observou que sementes de

Campomanesia rufa (casaqueira) são indiferentes quanto ao fator luminosidade.

2.1.2. Giberelinas

O balanço hormonal também desempenha um papel relevante no processo de

germinação, porém muitas questões sobre fitohormônios estão ainda por elucidar. Segundo

Radley (1979), está evidenciado que os reguladores de crescimento em plantas, em particular

giberelinas e ácido abscísico (ABA), têm tido um impacto significativo sobre agerminação.



Em muitas sementes, as giberelinas são efetivas na indução de germinação, agindo

como substitutas para baixas temperaturas ou luz vermelha (Taylorson e Hendricks, 1977),

estimulando grandemente as conversões de polissacarídeos, proteínas e ácidos graxos que são

utilizados para a retomada de crescimento do eixo embrionário.

As giberelinas tem sido utilizadas para aumentar a percentagem de germinação de

várias plantas aromáticas e medicinais (Scuinchetti, 1961; Ruminske Suchorska e Weglarzet,

1978). Laura,(1993) constatou efeito significativo da aplicação de GA3 a 200 ppm sobre a

germinação de sementes de calabura proporcionando uma maior percentagem de germinação;

Para sementes de casaqueira, Arrigoni (1993) não encontrou efeito significativo na

utilização de giberelinas, enquanto que Monteiro, Herrera e Alizaga (1990), além de obter um

maior percentual de germinação de sementes de boca de leão, obteve um melhor desenvolvimento

dasplântulas a 100 e 150 ppm de GA3.

2.2 Fitoquímica

2.2.1 Bauhinia

O gênero Bauhinia comporta cerca de 570 espécies (Robertson e Lee,1976), sendo

um gênero cosmopolita, com espécies que se distribuem amplamente em toda a zona equatorial,

tropical e subtropical do globo.

No Brasil existem 64 espécies de mata pluvial e de cerrado, que se distribuem por

todo território brasileiro (Salatino, 1976). O mesmo autor ressalta a importância de se conhecer as



espécies do gênero, considerando o interesse taxonômico, filogenético, ecológico e econômico.

Entre elas destaca-se Bauhinia forficata Link, que segundo Costa (1942) é uma espécie

genuinamente brasileira.

A diabete é uma doença sofrida por aproximadamente 40 milhões de pessoas e

representa uma das 3maiores taxas de mortalidade no mundo (Alam, Siddqui e Husain, 1990). Na

América do Sul, particularmente no Brasil e Argentina é muito difundido o uso popular de folhas

de diversas espécies de Bauhinia contra esta doença. Juliani (1931), utilizando Bauhinia forficata

no tratamento de seus pacientes verificou uma diminuição progressiva no nível de glicose do

sangue ,alémde melhora geral no estado clínico dos mesmos.

Dentre as substâncias presentes no gênero, o grupo das fitohemaglutininas tem sido

mais estudado (Toms eWestern, 1971). Com relação apesquisa de compostos orgânicos de baixo

peso molecular o gênero é pouco estudado, sendo que até 1988 somente cerca de 10 espécies de

Bauhinia tinha sido investigada fitoquimicamente (Achenbach, Stocher eConstenla, 1988).

Compostos fenólicos, como flavonóides e ácido gálico, e substância terpênicas são

encontradas emdiversas referências sobre o gênero.

Kumar, David e Krupadanam (1990) descreveram os constituintes de Bauhinia vahlii

como metil-4- O-metilgalato, +mopanol e +catequina além do ácido betulínico, campesterol,

estigmasterol, (3 -sitosterol, canferol e agatisflavona. Das cascas de Bauhinia splendens foram

isoladas sitosterol, estigmasterol, ácido esteárico e uma dimetilenodioxiflavona denominada

bausplendina (Laux, Stefani e Gottlieb, 1985).

Iribarren e Pomílio (1987) isolaram de Bauhinia candicans sitosterol 3-O-ct-D-

xüuronofuranosídeo. Omesmo autor identificou previamente outros glicosídeo esteroidais, todos
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eles com sitosterol como aglicona, porém com glicopiranose, xilopiranose e riburonofiiranose.

Gupta, Vidyapati eChauhan(1980) isolaram do extrato etanólico do caule de Bauhinia variegata

canferol-3-glicosídeo e de B. racemosa um composto 1,7 dihidroxi-3-metoxi-2 metil =ldibenzeno

(2,3 - 6,7)oxepina denominado pacharina (Anjaneyulu, 1984). Vários flavonóides foram

identificados a partir de extratos diclorometânicos de partes lenhosas de Bauhinia manca como

canferol, apigenina, luteolina entre outros (Achenbach, Stocher eConstenla, 1988).

Aatividade antidiabética destes extratos é atribuída às diversas substâncias que são

encontradas como 0 sitosterol (Ambike et ai apud Achenbach, Stocher e Constenla,1988),

flavonóides (Abd- El-Wahab et ai., 1987), mucilagens (Tomoda et ai, 1989), saponinas (Atta-Ur-

Rahman e Zaman, 1989), possivelmente uma guanidina, taninos e ácido clorogênico (Costa,

1975). O efeito antidiabético de alguns dos terpenóides e flavonóides citados têm sido

comprovado em outras espécies, mas até o momento não se têm referências a este tipo de

trabalho em Bauhinia.

2.2,2 Píantago

Ogênero Píantago, especialmente Píantago major, apresenta uma ampla distribuição,

estendendo-se quase que de polo a polo, embora aparentemente ausente em planícies tropicais

(Sagar eHarper, 1964). Estas plantas ocorrem em habitats completamente diferentes, como neve,

áreas degradadas, solos compactos de ambientes perturbados, lugares de cultivo, dunas ou solos

arenosos aolongo daorla marinha e depressões muito úmidas próximas ao mar.
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Píantago major L. (Plantaginaceae) é uma espécie perene, com folhas ovais rosuladas

produzidas por um pequeno caule subterrâneo, cresce freqüentemente em habitats perturbados

como poucas outras plantas (Pons e Toorn, 1988).

Dentre as espécies do gênero, várias são utilizadas para fins terapêuticos. Mitsuhashi

(1988) relata o uso de Píantago asiática como antiinflamatório, diurético e antiasmático. Desta

mesma planta foram isolados 5 glicosídeos feniletanóides: helicosídeo, plantamajosídeo,

isoplantamajosídeo, actiosídeo, 3,4 dihidroxifenetil álcool - 6- O- cafeoil - 0 - D- glicosídeo e

plantagmina, um glicosídio flavônico (Ravn etai, 1990).

Apesar do efeito antiinflamatório ser o mais difundido alguns autores relatam a

utilização da planta para diarréia crônica edisenteria (Modi, Mehta e Gupta, 1974), diminuição do

colesterol no sangue (Taneja et ai., 1989) e atividade hipoglicêmica atribuída as mucilagens das

sementes (Tomoda et ai, 1987). Entretanto, Ravn et ai (1990) relata que o princípio que é

biologicamente ativo ainda não é conhecido.

2.2.3 Compostos secundários

Compostos secundários podem ser definidos como aqueles que não têm um papel

reconhecido na manutenção de processos vitais dos organismos que os sintetizam (Conn eStumpf,

1981), quer seja, na síntese de protoplasma ou geração de energia.

Entretanto, recentemente, vários autores têm mostrado que os metabólitos

secundários exercem importantes funções ecológicas e representam estratégias alternativas para a

sobrevivência de plantas exercendo efeitos alelopáticos, intimidando predadores, atraindo
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polinizadores, entre outros (Harbome, 1988; Feibert e Langenheim, 1988;Dakora, 1995; Turner,

1995).

Muitas substâncias desses grupos constituem princípios ativos que são utilizados na

indústria farmacêutica no fabrico de fármacos e cosméticos, na indústria agronômica para

obtenção de inseticidas como a piretrina e mesmo inclusos nos preparados caseiros da medicina

tradicional.

Partindo da via do acetato malonato, do acetato mevalonato e do chiquimato, que são

as principais rotas metabólicas, pode-se dividir os compostos secundários em 3 grandes grupos,

substâncias terpênicas, compostos fenólicos enitrogenados (alcalóides eglicosídios cianogênicos).

Os teores desses compostos não são estáveis e nem se distribuem de maneira

homogênea nas diferentes partes dos vegetais, podendo ser encontrados em sítios específicos de

acúmulo como rizomas, caules, folhas, sementes ou flores. A variação da concentração destes

compostos está sob controle genético, podendo ser alterada pela ontogenia, por condições

edafoclimáticas, pela exposição àluz, herbivoria ou mesmo poluentesDatmosféricos.

Vários autores têm correlacionado aprodução de compostos secundários àvariações

sazonais (Delitala et al,1983; Pitarevic, Blazevic eKustrak, 1984; Cabo, Crespo e Jimenez, 1987;

Grella e Picci, 1988), estádio de desenvolvimento (Akhila, Tyagi e Naqvi, 1984; Jogia, 1984;

Holm, Galambosi e Hiltunem,1988 ), nutrição ( Dey e Choudhuri, 1984; Jenelten e Feller, 1992;

Ming, 1992), reguladores de crescimento (El - keltawi e Croteau, 1987; Sharma, Singh e

Bordoloi, 1988) e condições de estresse (Delitala et ai, 1986; Charles, Joly e Simon, 1990) que

podem determinar um maior ou menor acúmulo destes compostos.
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Segundo Matos (1988), há um aumento na concentração de glicosídeos nas folhas

durante o dia devido à fotossíntese e diminuição durante anoite,como ocorre com a digitoxina e

outros glicídeos das folhas de Digitalispurpurea (dedaleira).

Dentre os compostos que sofrem alterações pelo fotoperíodo, os mais citados são os

óleos essenciais (terpenos); porém têm sido feito pesquisas quanto ainfluência em outros grupos

de compostos. Os teores de triterpenos totais de Maytenus aquifolium foram significativamente

maior no outono que na primavera, porém a análise de fenóis totais não foi influenciada por

flutuações climáticas (Pereira, A. M. S. comunicação pessoal)*. Valle et ai (1978), observaram que

2 horas de luz complementando a luz natural, duplicou o teor de tetrahidrocanabiol de Canabis

sativa.

Segundo Ladeira, Zaidan eFigueiredo Ribeiro (1987) plantas deAgeratum conizóides,

mantidas em dias curtos (condições em que ocorre a floração), apresentam um aumento no

acúmulo de cumarinas e de outros compostos fenólicos. Em Origanum vulgare afloração afeta o

conteúdo e a composição de óleos essenciais, sendo que em dias longos, além do conteúdo

triplicar, há aumento nos componentes fenólicos desses óleos. Em Origanum syriacum, planta de

dias longos, o conteúdo de monoterpenos é favorecido por dias longos, porém o florescimento

afeta o conteúdo, diminuindo-o (Dudai et ai, 1992).

♦PEREIRA, A. M. S. Comunicação pessoal. 1995 (Núcleo de Biotecnologia Vegetal, UNAERP,

Ribeirão Preto, SãoPaulo, Brasil).
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2.2.3.1 Compostos fenólicos

Otermo compostos fenólicos abrange uma ampla faixa de substâncias plantas as quais

possuem em comum anel aromático com uma ou mais hidroxilas substituintes. Estas substâncias

tendem a ser solúveis em água, uma vez que elas ocorrem, frenquentemente combina-das com

açúcares, como glicosídeos e estão geralmente localizadas no vacúolo celular Entre os compostos

fenólicos naturais, dos quais vários milhares de estruturas são conhecidas, os flavonóides formam

o maior grupo apesar de fenóis monocíclicos, fenilpropanóides e quinonas fenólicas existirem em

quantidades consideráveis. Vários grupos poliméricos importantes encontrados nas plantas como

ligninas, melaninas e taninos são polifenólicos; ocasionalmente unidades fenólicas são encontradas

em proteínas, alcalóides e entre osterpenóides (Harbome, 1984).

a) Flavonóides

Os flavonóides têm origem biossintética das vias do acetato malonato e da via do

ácido chiquímico, sendo oanel Aderivado de 3unidades de acetato condensadas cabeça acauda e

oanel Beos 3carbonos do anel central derivados do ácido cinâmico (Vickery e. Vickery, 1981).

Assim, o esqueleto básico dos flavonóides é constituído por 15 átomos de carbono, formando 2

núcleos fenólicos conectados por uma cadeia de 3 carbonos aberta ou fechada, sendo esta última

denominada anel pirano central.
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O anel A têm o padrão característico do resorcinol ou floroglucinol e o anel B tem

geralmente hidroxilas nas posições 4'; 3'e 4' ou 3\ 4'e 5'; outros padrões de hidroxilação também

são conhecidos.

O nível de oxidação dos 3 carbonos intermediários é responsável pelas diferentes

classes de flavonóides (Gueissman eCrout, 1969), além do anel Bque pode estar na posição 2, 3

ou 4 (Hahlbrock, 1981).

Flavanas

Catequinas
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Hidrochalconas

Chalconas e Flavanonas

Flavonas

Antocianidinas

Auronas

.3 Hidroxiflavanonas

Flavonóis

Isoflavonóides
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Os flavonóides apresentam uma grande diversificação estrutural baseada nestas

diferentes classes combinadas avários padrões de hidroxilação, metilação, glicosilação ou outras

substituições.

Os principais açúcares encontrados como glicosilantes de flavonóides são glicose,

galactose, ácido glucurônico, xilose, ramnose e arabinose. Além destes, apiose, frutose, manose e

ácido galacturônico com carboxila substituída ocorrem ocasionalmente. A grande quantidade de

glicosídeos de um determinado flavonóide éresultado de várias combinações destes açúcares, que

podem ligar se ligar hidroxilas de diferentes posições (Harbome, 1979). Os O-glicosídeos são as

formas em que os flavonóides são praticamente universais (Woolenweber eDietz, 1981).

Os flavonóides são solúveis em água e como são fenólicos mudam de coloração

quando tratados com base ou com amônia, podendo ser detectados em cromatogramas e soluções;

contêm sistemas aromáticos conjugados apresentando intensas bandas de absorção na região do

espectro de UV e do visível e estão presentes na planta geralmenmte ligados a açúcares podendo

ocorrer casos em que uma simples aglicona está presente na planta sob várias combinações

glicosídicas (Harbome, 1984).

Os flavonóides são substâncias altamente ativas.. Flavonas e flavonóis metilados

incluindo a flavona eupatorina (5,3'-difódroxi-6,7,4'trimetoxiflavona) tem atividade anticâncer (

Kupchan et ai, 1969), devarizes ou problemas circulatórios, hisperidina e rutina tem sido utilizada

notratamento capilar e como agente antiinflamatório (Spilková e Hubik, 1988).

Vários flavonóides tem sido testados, apresentando atividade contra diferentes

desordens fisiológicas como artrite (Malhotra, Murti e Seshadri, 1967), malária (Nkunya, Waibel e

Achenbach, 1993), inibição da infecçãoHIV (Li et ai, 1993).
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b)Taninos

Taninos compreendem um grande grupo de substâncias amplamente distribuídas no

reino vegetal equando ocorrem em grande quantidade, eles são usualmente localizados em órgãos

específicos como folhas, frutos, casca ecaule (Tyler, Brady eRobber, 1988).

Há dois tipos de taninos: os condensados, que ocorrem quase universalmente em

pteridófitas egimnospermas e são amplamente distribuídos entre as angiospermas, especialmente

em tecidos lenhosos. Em Bauhinia holophylla, os taninos presentes nas folhas são condensados do

tipo pirocatequínicos (Salatino, 1976). Os taninos hidrolisáveis são limitados a dicotiledôneas e

são encontrados em poucas famílias relativamente. Esses dois tipos de taninos podem ocorrer em

uma mesma planta como emárvores de carvalho onde ocorrem na casca e folhas.

Abiossíntese dos taninos condensados ocorre apartir da condensação de uma simples

catequina (ou galocatequina) para formar dímeros e então oligômeros maiores e a maioria deles

apresentam entre duas a 20 unidades de flavanas. O nome proantocianidina é usado

alternativamente para taninos condensados porque com otratamento aquente com ácido, algumas

dasligações C- C são quebradas liberando monômeros de antocianidina.

Os taninos hidrolisáveis são polímeros heterogêneos contendo ácidos fenólicos

especialmente ácido gálico eaçúcares simples, como depsídeos de galoilglicose (Harbome, 1984).

Os taninos possuem a propriedade de transformar pele de animal em couro pelo

processo denominado curtimento, pois a ligação do tanino à proteína do colágeno do couro do
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animal aumenta a sua resistência ao calor, água e microorganismos; isto determina o alto uso

destas substâncias naindústria (Sun et ai, 1988).

Segundo Swain (1982), devem ser considerados taninos "quaisquer substâncias de

ocorrência natural, com peso molecular suficientemente alto, que tenha um grande número de

hidroxilas fenólicas (1 a2 por 100 unidades de peso molecular) capazes de formar ligações entre

proteínas e outras macromoléculas. Estas substância quando adicionadas a dieta, são responsáveis

pela diminuição da digestibilidade, sendo que em humanos, causam acidez, sensação adstringente

na boca devido a sua ligação com as proteínas salivares, quanto a sua ação terapêutica não setem

muitos estudos.

Costa (1975), não descarta a possibilidade de que a ação hipoglicemiante de algumas

plantas se deva aos taninos. Alguns taninos são ativos contra E. coli e Cândida albicans (que

podem causar diarréia), e outros microorganismos (Burapadaja e Bunchoo, 1995).

2.2.3.2 Alcalóides

Os alcalóides compreendem uma grande classe de substâncias secundárias de plantas.

O termo alcalóide é mais facilmente descrito do que precisamente definido. Eles são compostos

que contém nitrogênio, geralmente incluem substâncias básicas, são heterocíclicos e geralmente

exibem atividade fisiológica significativa em humanos e animais. Tais compostos são as mais

velhas drogas e ainda são de grandeuso na medicinamoderna(Conn e Stumpf, 1981).
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O grupo dos alcalóides é quimicamente heterogêneo, sendo que sua estrutura pode

variar de muito simples a altamente complexa, muitos são de natureza terpenoídica como a

solanina, alcalóide esteroidal de batata, sendo considerada do ponto de vista biossintético de

terpenóide modificado.

São geralmente ausentes nas gimnospermas, pteridófitas, musgos e plantas inferiores

e sua função nas angiospermas é ainda obscura, embora se tenha relato do envolvimento de

substâncias individuais na regulação do crescimento, repelentes e atraentes de insetos. A teoria

sobre afunção de reserva de nitrogênio não éainda bem aceita (Harbome, 1984).

Os principais alcalóides de uso terapêutico como quinina,morfina, emetina,

estriquinina, atropina, escopolamina provêm ainda dos vegetais, sendo poucos os compostos

obtidos por síntese total ou parcial (Costa, 1978). Vários autores têm relacionado a atividade

antidiabética aos alcalóides (Chen e Xie, 1986; Karawya,1984; Mitsubish, 1982; Atta-Ur-Rahman

eZaman, 1989).

2.2.3.3 Mucilagens

As mucilagens são polissacarídeos que em presença de água incham e tomam aspecto

particular de soluções viscosas. São muito semelhantes às gomas, embora alguns autores as

diferenciem das gomas por estas serem facilmente solúveis em água econsideradas como produtos

patológicos, enquanto que as mucilagens são produtos normais do metabolismo (Costa, 1978).

Entretanto Tyler, Brady eRobber, (1988), relata que esta classificação não é ainda completamente

aceita.
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As mucilagens são encontradas em muitas plantas e são normalmente formadas da

parede celular, sendo essencialmente poliuronídeos, consistindo de açúcares e unidades de ácido

urônicos (Trease e Evans, 1989). Apesar de ter sido estudada de modo incompleto (Costa, 1978),

pode ser estabelecido os seguintes grupos:

a- Mucilagens de alto peso molecular constituídas por holósidos.

b - Mucilagens formadas pela condensação de ácidos urônicos, em particular.

c- Mucilagens caracterizadas pela existência de ésteres sulfúricos de poli- holósidos, próprias

das algas.

Na planta, a mucilagem exerce função de reserva, retenção de água em bulbo, raízes,

folhas eem sementes durante agerminação e ainda de proteção contra alguns microorganismos.

As mucilagens apresentam propriedades antiinflamatórias, laxativas, antidiarréicas e

são utilizadas na indústria farmacêutica para correção do gosto de certos fármacos, estabilidade de

emulsões e pomadas e na indústria alimentar no fabrico de geléias e doces diversos; também são

utilizadas para preparo de meios de cultura para cultivo de fungos, bactéria etecidos de plantas.

Tomoda et ai. (1987) apresentam uma tabela com 20 mucilagens de plantas com ação

hipoglicemiante, incluindo glucomananas, glico e galactopiranosil uronídeos, paniculatan e

mucilagem A de Píantago.



3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Espécies estudadas

Aescolha das espécies se deu a partir de uma listagem da Central de Medicamentos

(CEME) do Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais - Portaria n° 093/82.

Bauhiniaforficata Link (pata de vaca) éuma planta espinhenta, de 5a9mde altura,

com tronco de 30 a40 cm de diâmetro. Folhas glabras ou levemente pubescente na face dorsal,

divididas até acima do meio, de 8- 12 cm de comprimento. Acúleos quase sempre gêmeos. Suas

folhas são reputadas como medicinais (Lorenzi, 1992) e são utilizadas popularmente nos

tratamentos de diabetes (Figura 1).

Píantago major L. conhecida popularmente como tanchagem, (Figura 2) é uma erva

perene da família Plantaginácea, acaule, medindo de 15 a 25 cm de altura, com reprodução

principalmente por sementes, apresenta folhas rosuladas basais com nervuras proeminentes,

inflorescência espiga efruto tipo cápsula deiscente podendo conter até 30 sementes por cápsula.

Eutilizada popularmente nas afecções da garganta, aflas einflamações em geral (Cruz, 1985)
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FIGURA 1 Bauhiniaforficata Link

FIGURA 2 Píantago major L
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3.2 Germinação

As sementes de Bauhinia forficata foram coletadas de plantas localizadas próximo à

BR 265 e381 no município de Lavras MG ebeneficiadas no Departamento de Ciências Florestais

da UFLA. Foi feita adesinfecção com hipoclorito de sódio a1% por 15 minutos seguido de
lavagem comágua destilada.

Os ensaios de germinação foram realizados em placa de Petri dej) cm de diâmetro. As

sementes foram colocadas para germinar entre papel de filtro Klabin, previamente umidecidos com

água destilada.

Foi utilizado odelineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 3x3

com 5repetições de 50 sementes cada. As avaliações foram realizadas diariamente de manhã e à

tarde por um período de 15 dias; considerou-se como germinadas as sementes que apresentaram a

protrusão da radícula.

Foi determinado oefeito da luz; das temperaturas de 20 , 30 e30 /20°C (D/N) e das

soluções de giberelina (GA3) a 150 e 300 ppm, na germinação das sementes. Utilizou-se câmaras

BOD FANEM modelo 347 eaintensidade luminosa na altura das placas foi de 437uW cm"2 e o

escuro contínuo foi obtido pela cobertura das placas com papel alumínio e colocadas em sacos de

polietileno preto.

As sementes de Píantago major também foram coletadas no município de Lavras e

submetidas às temperaturas de 20 °C, 25 °C, 30°C e 30/20 °C em luz e escuro contínuos. Em

ambos os experimentos utilizou-se DIC em esquema fatorial 2x4 com 5repetições de 50 sementes

cada. Os ensaios foram realizados nas condições descritas acima. Para a análise estatística os
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resutados em percentagem de germinação foram transformados em valores angulares (are sen da
raiz da percentagem). Aanálise de variância dos tratamentos foi feita pelo teste de Tukey, ao
nível de 5% (Gomes, 1987).

Utilizou -se para as análises oprograma para microcomputador P.C., fornecido pelo
Prof. Dr. Ladaslav Sodek (Depto de Fisiologia Vegetal -UNICAMP/

3.3 Efeito da idade da planta e fotoperíodo no acúmulo de metabólitos secundários

Em Bauhiniaforficata, procurou-se analisar substâncias ativas em plantas adultas (seis

anos) que se desenvolveram em condições naturais e em plantas jovens, submetidas a 70% de

irrradiação solar. Neste caso, plântulas obtidas da germinação de sementes foram transferidas para
sacos de polietileno contendo terra de subsolo, areia: estéreo na proporção 2: 1: 2(e mantidas em

sombrite a70% de irradiação por 6meses, quando foram efetuadas amedida de altura, contagem
do número de ramos efolhas, corte de todas as folhas da planta, peso da matéria fresca eseca em
estufe a60°C com ventilação forçada.

Em Píantago major foram analisadas substâncias ativas em plantas mantidas em

fotoperíodo de 8horas, 16 horas enatural (12 horas). Para isso, as sementes foram colocadas em

caixas contendo terra eareia 2:1eas plântulas obtidas foram transferidas para vasos de 1400 cm3

com terra e submetidas aos diferentes fotoperíodos citados. Tendo em vista o desenvolvimento

desuniforme das plantas acoleta das folhas foi realizada no iníco da floração, e determinou-se a

área foliar pelo programa Leaf Measurement System versão 2.8, as medidas de altura, pesos das
matérias fresca e seca.
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3.4 Análise fitoquímica em folhas deBauhiniaforficata

3.4.1 Obtenção dos extratos

As folhas secas das plantas adultas e jovens foram moídas em processador Amo e

submetidas a extração exaustiva em clorofórmio : metanol 2. 1e em metanol puro. Os extratos

foram concentrados sob pressão reduzida edepois em banho maria sob ventilação.

3.4.2 Fracinamento dos extratos

Oextrato clorofórmico das folhas de plantas adultas foi submetido a cromatografi

em coluna de silica gel G- CC.SG ( 670-230 mesh -Merck ), com os seguintes sistemas de

solventes: hexano :diclorometano 4: 1; 3:2; 1:4ediclorometano :acetona 4: 1; 3:2; 1:4.

Foram retiradas 15 frações de 50 ml para cada mistura de solvente. As frações foram

evaporadas e submetidas a cromatografia em camada delgada - CCD-SG no mesmo solvente em

que afração foi eluída, eapós revelação em iodo juntou-se as frações semelhantes para CCD-SG

emclorofórmio:metanol: água64:36:8.

Oextrato metanólico foi submetido a partição com solventes orgânicos de diferentes

polaridades. Inicialmente utilizou-se butanol/água 1: 1. Afração aquosa obtida foi liofilizada e a

butanólica seca, suspensa em metanol a 80% e fracionada utilizando-se hexano, clorofórmio e

acetato de etila.

ia
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Tendo em vista que nos processos acima não se obteve um bom fracionamento das

substâncias presentes nos extratos foram realizadas extrações específicas para flavonóides, taninos

e alcalóides.

3.4.3 Extração e análise de flavonóides

Os procedimentos para extração e análise de flavonóides seguiram os métodos

propostos por Markham (1982) e Mabry, Markham eThomas (1970), com algumas modificações.

Folhas de plantas jovens e adultas pulverizadas,foram submetidas a extração com

metanol 80% sob refluxo. Utilizou-se 10 g do pó eaextração foi repetida 3vezes. Em seguida os

extrato foram concentrados até a secura e ressuspendidos em metanol.

Esses extratos foram submetidos a cromatografia qualitativa bidimensional em papel

Whatman 3MM em butanol:ácido acético:água -6:1:2 (BAW) eácido acético 15 %.

Oextrato de folhas de plantas jovens foi fracionado em coluna (2,5 cm de diâmetro x

45 cm de altura) de polivinilpohpirrolidona (PVPP). O PVPP (8 gramas) foi macerado em

clorofórmio: metanol: metil etil cetona: acetona 20: 10: 5: 1 (solvente de Egger) durante uma

noite e a coluna foi empacotada no mesmo solvente. Aeluição da coluna foi feita com Egger e

MeOH 80%, acompanhadacom luz UV.

As frações que continham manchas púrpura na luz UV, que é indicativo de

flavonóides, foram depositadas em faixas e submetidas à cromatografia preparativa em papel

Whatman 3 MM , no mesmo solvente citado acima. As faixas que mostraram manchas púrpuras

no UV, foram recortadas e centrifugadas em centrífuga Internacional a 2500 rpm, por 3 vezes em

metanol.



28

A identificação numérica destas foi feita acrescentando-se um número correspondente

ao seu comportamento frente ao eluente: 1 para aquela que teve maior valor de Rf e assim por

diante (por exemplo, 5.1, 5.2, onde 5.1 teve oRfmaior que 5.2). Omaterial obtido foi purificado

por cromatografia em coluna (1,25 cm de diâmetro x 30 cm de altura) de Sephadex LH -20,

acompanhada com luz UV, eluída com metanol.

Parte de cada fração foi submetida àcromatografia em papel (CP) qualitativa em papel

Whatman 1CHR utilizando ácido acético 15 % e em BAW, para obtenção dos valores de Rf. O

restante foi hidrolisado com 4 ml de HC11 N em banho maria a60 °C por 2 horas, adicionando-se

em seguida, 4 ml de acetato de etila por 3 vezes. Na fase superior ficaram as agliconas e na

inferior os açúcares. Estas foram secas em banho maria sob ventilação.

Realizou-se então aco-cromatografia em silica gel F254 das agliconas emclorofórmio :

ácido acético: água (CAW) 9: 2: 1com padrões de quercetina, luteolina e quercetagetina e aco-

cromatografia de açúcares em placas de silica gel F254 (deixadas por uma noite em fosfato

monobásico de sódio 0,5 M) com os padrões galactose, glicose, ramnose, arabinose e xilose.

Fez-se espectrofotometria de UV/visível dos glicosídios e das agliconas, em

espectrofotômetro Beckman DU 70. Os espectros de flavonóides apresentam 2 bandas, I e n,

cujos comprimentos de onda variam em grande parte para flavonas e flavonóis:

Banda II (nm)

Flavonas 250-280

Flavonóis 250-280

250-280

Banda I (nm)

310-350

350-385 (3-OH

330-360 (3-OR)
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Os espectros de flavonóides foram determinados em solução metanólica e com o

reagente ionizante KOH. Os espectros obtidos com adição deste reagente indicam o padrão de

hidroxilação. KOH ioniza todas as hidroxilas fenólicas, causando um desvio batocrômico em

ambas as bandas (I e II) do espectro UV característico das flavonas e flavonóis, em relação ao

espectro obtido em solução metanólica sem reagentes.

Um desvio batocrômico na banda I acompanhada de aumento de intensidade indica a

presença de 4'-OH; se for acompanhada de diminuição na intensidade, salvo casos de

decomposição rápida, indica 4'-OR, onde R pode ser uma metila, um açúcar ou um outro

substituinte. A presença deuma terceira banda, BIII, intermediária entre leu indica 7-OH.

3.4.4 Extração e análise de alcalóides

Procedeu-se a extração de 25 g de pó das folhas da planta aduta e 100 g de pó das

jovens em ácido acético 10 %. Em seguida o extrato foi alcalinizado com hidróxido de amônio a

pH 8. Após a centrifugação o precipitado foi seco em dessecador a vácuo. Amostras desses

materiais suspensas em clorofórmio foram submetidas a cromatografia de silica gel desenvolvida

em clorofórmio: dietilamina, 9:1. Arevelação foi feita com solução de DraggendorfF.

3.4.5 Extração e análise de taninos

Foi feita a extração de 500 mg de pó das folhas de plantas aduta e jovem emmetanol/

água 1:1, sob refluxo por 3 veznes. Aquantificação de taninos foi realizada pelo método descrito

em Hagerman(1987). Assim,15 ul dos extratos foram colocadosem cavidadesde uma camada de
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gel de agarose tipo I da Sigma contendo albumina de soro bovino 0,1% p/v. Utilizou-se como

padrões soluções de ácido tânico em diferentes concentrações. Ométodo baseia-se no princípio de

que a quantidade de tanino precipitado é proporcional à área do halo que se forma ao redor das

cavidades.

3.5 Análise fitoquímica das folhas de Píantago major

Prócedeu-se a análise de flavonóides e mucilagens para as plantas mantidas nos 3

tratamentos fotoperiódicos. As folhas foram submetidas a secagem em estufa a 60 °C até peso

constante e emseguida foram pulverizadas emprocessador Amo.

3.5.1 Extração e análise de flavonóides

Aextração foi realizada a partir de pó de folhas de plantas oriundas do fotoperíodo

natural, 8e 16 horas, em metanol 80% sob refluxo por 3vezes econcentrados apressão reduzida.

Os extratos obtidos foram submetidos a cromatografia bidimensional em papel

Whatman 3 MM, desenvolvidos em BAW 6:1:2, e ácido acético 15 %. Os extratos das plantas

provenientes do fotoperíodo natural foram-fracionados em coluna de PVPP, conforme descrito

anteriormente.

Em adição ao reagente utilizado em Bauhinia na análise espectral, foram utilizados

A1C13 e HC1. AICI3 se complexa aos grupos di-hidroxilícos vicinais. Cada complexo formado tem

um efeito batocrômico, e este tem propriedade aditiva. Orto-di-hidroxilas no anel B têm efeito de
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30-40 nm eno anel A, de 20-25 nm. HC1 desfaz todos os complexos quelados, exceto o do grupo

carbonila.

3.5.2 Extração e análise de mucilagens

A extração foi feita a partir de 60 g de folhas frescas dos materiais cultivados em

diferentes fotoperíodos, conforme técnica descrita por Sierakowski (1982).

Assim sendo, as folhas foram mergulhadas em etanol por 72 horas e após secagem ao

ar, foram colocadas em acetona por 48 horas. O material foi triturado em processador Amo e

extraído emSohxlet combenzeno:etanol 2:1 por48 horas.

Aextração das mucilagens foi feita em água a 85 °C durante 3 dias. Ossobrenadantes

foram reunidos, dialisados contra a água por 24 horas. Em seguida, as mucilagens obtidas foram

precipitadas em etanol (3 volumes) por 24 horas, sendo o precipitado centrifugado a 12000 x g 4o

Cpor uma hora. Oprecipitado foi lavado com acetona por 3 vezes, seco a vácuo, pesando-se em

seguidaas mucilagens.

Para a análise da composição das mucilagens, o material foi hidrolisado comHC12Na

100 °C por 5 horas e submetido a cromatografia descendente em papel Whatman 1 CHR. Os

cromatogramas foram desenvolvidos em acetato de etila: ácido acético:piridina:água

(60:15:15:10) durante 40 horas. A revelação foi feita pelo método de Trevelyan, Procter e

Harrison (1950).



4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1- Germinação

As figuras 3 e 4 representam respectivamente, a percentagem de germinação em

função do tempo para Bauhiniaforficata ePíantago major.

Para ambas as espécies, o maior percentual de germinação ocorreu no regime térmico

de 30-20 C. A indução da germinação por temperaturas alternadas não é um fenômeno raro

(Erasmus e van Staden, 1986) e as mudanças de temperaturas aumentam a permeabilidade do

tegumento em sementes que apresentam dormência física, favorescendo a embebição e

consequentemente a germinação (Baskine Baskin, 1988)

As sementes de Bauhinia forficata apresentaram baixa percentagem de germinação,

sendo a máxima obtida ao redor de 50% (figura 3). Lorenzi (1992), relata que sementes desta

espécie apresentam germinação inferior a 30 %, devido ao fato destas apresentarem tegumento

duro e impermeável a água e a gases, indutores dedormência em várias sementes (Verma, 1978).
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Conforme pode ser observado na figura 3, a aplicação de GA3 não foi efetiva.

Entretanto em Píantago ovata, as giberelinas promoveram a germinação em diferentes

temperaturas. O tratamento associado de baixas temperaturas e giberelinas, aumentaram ataxa de

germinação esobrevivência no campo (McNeil eDuran, 1991)

Sementes de Píantago major, não germinaram em temperatura de 20 °C (figura 4).

Todavia em P. ovata, temperaturas inferiores a 20°C provocaram reduções significativas na

germinação, fato este também observado em altas temperaturas (Patel, Sriran eDalal, 1978).

Em temperaturas de 30/20°C, as sementes de P major apresentaram 100% de

germinação, sem haver necessidade de tratamentos prévios (figura 4). Por outro lado, P. ovata

requer tratamentos prévios para aquebra de dormência com giberelinas e KN03 (McNeil, 1989),

compropósito de aumentar a percentagem de germinação.

As sementes de P.major mostraram fotoblastismo positivo, sendo que o mesmo foi

observado por Kendrick e Kronemberg, 1986. Entretanto, sabe-se que sementes de uma mesma

espécie poderão apresentar comportamento diferenciado, em função das condições climáticas a

qual foi submetida a planta matriz (Bewley e Black, 1994).

As sementes de Bauhinia forficata mostraram-se indiferentes à luz. Segundo Foster

(1986), muitas árvores de florestas tropicais que produzem sementes grandes, estas podem ser

insensíveis à luz.



35

4.2 Análise fitoquímica em folhas de Bauhiniaforficata Link

4.2.1 Fracionamento do extrato clorofórmio :metanol 2:1 em coluna de silica gel

Esse fracionamento não apresentou um bom resultado e nem a partição do extrato

metanólico com solventes orgânicos de diferentes polaridades. Atribui-se a esse fato, a alta

polaridade do material eposteriormente as frações foram submetidas aoutros tipos de análises.

4.2.2 Análise e identificação de flavonóides

A cromatografia bidimensional em papel do extrato foliar de plantas de Bauhinia

adultas (6 anos) e jovens (6 meses) apresentaram perfil flavonoídico semelhante (Figuras 5A e

5B). Embora os dois extratos não tenham apresentado variação a nível qualitativo, é possível que

ocorra variações quantitativas no conteúdo de compostos com a idade da planta e que podem ser

determinadas com o uso demetodologias adequadas.



BAW

HAc15%

FIGURA 5A Cromatograma bidimensional dos flavonóides de folhas de plantas adultas de
Bauhiniaforficata Link mancha púrpura escura mancha púrpura clara

BAW

OHAc 15%

FIGURA 5B Cromatograma bidimensional dos flavonóides de folhas de mudas de
Bauhiniaforficata Link

mancha púrpura escura mancha púrpura clara
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Foram obtidas da coluna de PVPP 10 frações, 2 com solvente de Egger e 8 com

metanol 80%. Fazendo CP em pontos dessas frações em ácido acético 15 %, 4delas (6, 7, 9, 10)

apresentaram uma mancha púrpura sob luz UV e ade n° 5apresentou 2 manchas.

Após CP em faixa destas frações (onde algumas se desdobraram), e purificação por

coluna de Sephadex LH - 20 foram obtidos flavonóides apenas das frações 5.2 e 7.3. Os dados de

Rfem ácido acético 15% e BAW estão na tabela 1.

TABELA 1- Dados de cromatografia em papel de flavonóides obtidos do extrato foliar de mudas

de Bauhiniaforficata Link.

Rf(xlOO) Coloração

Fração BAW OHAc 15% UV/NH3

5.2 40 78

7.3 60 60

rutina 56 55

P/A

P/A

P/A

Após hidrólise e co-cromatografia com padrões, ambos os glicosídeos apresentaram

osaçúcares glicose, xilose e ramnose e uma mesma aglicona.

Pelos resultados da hidrólise poderia se inferir que se tratam de mesmo glicosídeo,

porém os valores de Rf da tabela acima levam a sugerir que 5.2 seja um triglicosídeo, devido ao

alto valor de Rf (78) em ácido acético e em BAW menor que o da rutina (um diglicosídeo).

A fração 7.3 apresenta valores mais próximos ao da rutina sugerindo que se trata de

um diglicosídeo de ramnose e glicose. A presença de um terceiro açúcar pode ser explicada por
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contaminação com o triglicosídeo, pois muitas vezes, a separação de glicosídios diferentes da

mesma aglicona é dificultada pela impossibilidade de separação dos açúcares quando se utiliza

técnicas básicas de isolamento de flavonóides. Nestes casos, a separação é possível fazendo

cromatografia em fase gasosa ou cromatografia de alto desempenho (Harbome e Mabry, 1982;

Niemann e Brederode, 1978).

Com relação às agliconas, estas apresentaram Rfdiferentes dos padrões e sob luz UV

mostraram coloração amarela, indicando ser flavonol., com Rf maior que o da quercetina,

característico de canferol no sistema de solvente utilizado.

Os espectros de UV de flavonóis apresentam na banda I, valores diferentes para

agliconas (350 - 385nm) eglicosídeos (330 -360nm). Os valores apresentados pelos glicosídeos e

aglicona isolados de B. forficata correspondem ao de canferol (Markham, 1982), confirmando os

dados cromatográficos.

Os dados espectrais de UV dos glicosídeos e da aglicona em Me OH e KOH são

apresentados na tabela 2 e nas figuras 6A, 6B e 6C. Os flavonóides de Bauhinia forficata são

apresentados na figura 7.

1. Canferol-3-0-(gli-xil-ram): R= (gli-xil-ram)*

2. Canferol-3-CKgH-ram): R= (gli-ram) * A seqüência dos açúcares não foi determinada

FIGURA 7 - Estruturas dos flavonóides de B. forficata Link
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TABELA 2 Dados de espectrometria de UV de flavonóides de Bauhinia forficata Link (X^, nm)

Fração composto MeOH MeOH/KOH

glicosídeo 5.2 Canferol-3-0 (glicose- 347,50 396,50

ramnose-xilose) 297,50 324,50

266,00 274,00

glicosídeo 7.3 Canferol-3-0(glicose- 349,00 395,50

ramnose-xilose 297,00 325,00

265,50 273,50

Aglicona 7.3 Canferol 365,00 322,00 417,00

299,00 233,00

266,00 278,00

* Markham, 1982.

Canferol * (padrão) 367,00 416,00

322,00e 294(ombros) 316,00

266,00 278,00
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FIGURA6 Espectro de absorção no UV de flavonóides foliares de
Bauhiniaforficata Link

: solução metanólica - (MeOH)
solução metanólica contendo KOH- (MeOH/KOH)
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fração 5.2
6k - glicosídeo da fração 7.3 6B - aglicona da fração 7.3 6C - glicosídeo da

6A e 6C são glicosídeos de canferol
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A presença de 3 manchas no cromatograma bidimensional indica a ocorrência de 3

flavonóides distintos, sendo um diglicosídeo e2triglicosídeos. Oprocedimento para oisolamento

não possibilitou a separação dos triglicosídeos, provavelmente pela quantidade muito pequena

apresentada por um deles.

No gênero Bauhinia, a quercetina possivelmente ocorre com alta freqüência, tendo

sido relatada em Bauhinia reticulata, B. tomentosa, B. thonningii e B. holophylla (Salatino,

1976). Entretanto canferol, um flavonol bastante comum, foi encontrado em Bauhinia. variegata

( Gupta, Vidyapati e Chauan, 1984), B. vahlii (Kumar, David e Krupadanam, 1990), B. manca

(Achenbach, Stocher eConstenla, 1988) eagora em B. forficata.

A presença de canferol-3-O-ramnosídeo em frações de Zizyphus rugosa apresentou

efeitos hipoghcemiantes em ratos (Khosa, Pandey e Singh, 1983), assim a presença desses

glicosídeos de canferol em folhas de B. forficata pode estar relacionada a sua atividade

antidiabética. Este gênero parece apresentar uma dicotomia de flavonóis, com espécies

apresentando quercetina e outro grupo canferol.

4.2.3 Alcalóides

Não foi detectada a presença de alcalóides no extrato, embora, Costa (1942) tenha

relatado apresença de um alcalóide que não foi possível identificar.

Yousif, Iskander e Eisa (1983), investigaram os componentes alcaloídicos de algumas

plantas, detectando que apresença ou ausência de alcalóides em uma mesma planta, apresentava
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variações de acordo com a metodologia de extração e o revelador utilizado. Assim, pode ser

necessária a utilização deoutra metodologia para confirmação.

4.2.4 Taninos

O extrato das folhas de B. forficata não apresentou taninos, porém em folhas de

B.holophilla os taninos condensados estavam presentes (Salatino, 1976); nesta espécie é provável

que os taninos não estejam correlacionados com a ação antidiabética como sugerido por Costa

(1975). A maioria dos taninos encontrados em folhas são considerados compostos de defesa,

principalmente a herbivoria (Turner, 1995), porém há outras formas de defesa que são

desempenhadas poroutros compostos..

4.3 Análise fitoquímica em folhas dePíantago major

4.3.1 Análise e identificação de flavonóides

A cromatografia bidimensional em papel do extrato foliar de Píantago major

apresentou perfil semelhante nos fotoperíodos de 8horas e natural. No fotoperíodo de 16 horas,

apesar de apresentar 2 manchas os Rf foram distintos . Isto pode ser devido a dificuldade de

desenvolver a cromatografia, do mesmo modo que as anteriores, primeiro em BAW e depois em

ácido acéticol5 %. Neste caso, só foi possível fazendo o inverso, porque o extrato não saía da

origem, quando se utilizou BAW como primeiro sistema de solventes (figura 8A, 8B e 8C).
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A biossíntese de flavonóides está sujeita ao fotocontrole, porém o controle da luz é

efetivo em determinadas regiões do espectro como UV-B, que estimula as enzimas desta rota

biossintética (Kendricks e Kronemberg, 1986)
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FIGURA 8 Cromatogramas bidimensionais de flavonóides foliares de Píantago major L
oriundos de três tratamentos fotoperiódicos. A- fotoperíodo natural B- 8 horas
C-16 horas
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Do fracionamento em coluna obteve-se 11 frações da coluna de PVPP. A clorofila foi

retirada com Egger na fração 1eo restante em metanol 80% em frações de 100 ml.

A cromatografia em pontos mostrou que as frações de 4 a 11 apresentaram manchas

correspondentes a flavonóides. Após cromatografia em faixas muitas frações foram reunidas,

resultando em 4.1, 4.2, 5.1, 5.2, 8.3,9.2, 9.3, 9.4. Estas frações foram purificadas em Sephadex

LH - 20, apresentando as frações 4.1.1, 4.1.2, 4.2, 5.1, 5.2, 8.3, 9.2, 9.3,e 9.4; cujos Rfconstam

na tabela 3. As frações que apresentaram quantidades suficientes para prosseguir aanálise foram

8.3 e 9.4. A tabela 4 mostra os valores do espectro de UV dos glicosídeos de 8.3 e 9.4. Os valores

da Banda I correspondem aos de uma flavona, que apresenta caracteristicamente comprimento de

onda entre 310 - 350nm..

TABELA 3 Dados de cromatografia em papel de flavonóides obtidos do extrato foliar de

Píantago majorL.

Rf(x 100)

Frações BAW OHAc 15%

4.1.1*

4.1.2*

4.2# 70e78 50

5.1# 61e77 39e49

5.2 62 41

8.3 63 41

9.2*
.^^

9.3 60 35

9.4 60 23

Não foram detectados após cromatografia em papel
# apresentaram 2 manchas após purificação emcoluna de Sephadex LH20
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OsespectrosemA1C13eA1C13/HCl(Figura9B)mostramquehouveaformaçãode

complexocomA1C13,oqualfoiliberadopeloHCl,indicandoapresençadedi-ortohidroxilasno

anelB,tratando-seportantodederivadoluteolina.AausênciadeumaterceirabandaemKOHdas

frações8.3e9.4apóshidrólise,levouàconclusãodequeaposição7noanelAnãoestavalivre

(Figura9).

TABELA4DadosespectraisdeUVddeflavonóidesdoextratofoliardePíantagomajor(Jim)

Frações

X

MeOHMeOH/KOHAICI3AICI3/HCI

8.3#345,50380,50^__

271,00303,50_

257,00266,50,

8.4*346,50391,50421,50338,50362,00299,00

270,50271,50301,50(TH)277,00

256,00275,00263,00(ombro)

9.4#342,00387,50_

367,00302,50

253,00257,50

9.4*337,00338,50413,50396,50(IA)

283,00(ombro)283,00302,00351,00(IB)

267,00267,00273,00299,50(III)

273,50

#Glicosídios

*Apósaprimeirahidrólise



242 294 346 398 450

B

242 294 346 398 450

FIGURA 9 Espectros de absorção no UV de flavonóides foliares de Píantago major L
(fração 8.3)
A - MeOH ^ ^ MeOH/KOH
B- A1C13 - , A1C1WHC1
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Harbome e Williams (1975), descrevem para Píantago uma flavona com ácido

glicurônico na posição 7 (escutelarina). Segundo Harbome (1967), glicosídios de flavonas com o

açúcar ligado na posição 7 são mais resistentes àhidrólise ácida do que os glicosídios de flavonóis.

Apigenina 7-O-glucuronide éexcepcionalmente resistente esó éhidrolisada completamente após 4

horas em 1N HCl - EtOH (1:1) a 100 °C .

Procedendo -se uma CP em OHAc 15% das possíveis agliconas, verificou-se que a

hidrólise não havia se efetuado, pois as mesmas apresentaram os mesmos Rf dos glicosídeos.

Desta maneira, procedeu-se uma segunda hidrólise das mesmas frações com HCl 2N a 100 °C

por 2 horas. Na cromatografia em papel com ácido acético 15% elas ficaram na origem,

apresentando coloração púrpura sob luz UV, indicativo de flavona (aglicona).

Na cromatografia dos açúcares oriundos da primeira hidrólise, obteve-se glicose para a

fração 8.3. No cromatograma dos açúcares obtidos da segunda hidrólise, observou - se 2 pontos

característicos de ácido glicurônico hidrolisado para ambas as frações.

Portanto, sugere-se que os flavonóides são glicosídeos de luteolina baseados em

glicose e ácido glicurônico . Pelos valores de Rf, sugere-se que ocorra em Píantago major ,

diglicosídeos e monoglicosídeos de luteolina, sendo provavelmente luteolina 7-O-glucuronídeo e

luteolina- 7-O-glucuronil-glicosídeo (figura 10).

1. Luteolina-7-O-glucuronídeo: R= ácidoglucurônico
2. Luteolina-7-O-glucuronilglicosídio: R=ácido glucurônico-glicose.

FIGURA 10 Estruturas de flavonóides de Píantago major (fração 8.3)
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Encontra-se em andamento a repetição desta análise, com extrato oriundo de maior

quantidade de material seco para confirmar os dados obtidosutilizando-se de técnicasadicionais.

Um fato que ressalta a interrelação entre metabolismo primário e secundário é a

ocorrência de glicosídeos com ácidos urônicos, pois a espécie analisada apresenta mucilagens nas

folhas, sítio deacúmulo deflavonóides, com presença deácido glicurônico.

Flavonóides compostos pela aglicona encontrada nesta espécie podem inibir certos

estágios inflamatórios e até artrite crônica (Pathak, Pathak e Singla, 1991), sendo, um bom

indicativo de que osflavonóides podem ser os principais princípios ativos em Píantago major.

4.3.2 Análise de mucilagens

O rendimento das mucilagens de plantas mantidas em fotoperíodos de 8 horas, 16

horas e natural foram 0,666 g, 1,204 e 0,322 respectivamente.

No fotoperíodo de 8 horas não foi observado florescimento, processo que mobiliza

grande quantidade deproteínas e açúcares, assim, no fotoperíodo natural e de 16 horas houve um

gasto de energia maior devido a produção de inflorescência. Por outro lado, a exposição a luz em

um intervalo de tempo maior possibilitou um aumento na taxa de produção de metabólitos via

fotossíntese.

No fotoperíodo natural, o conteúdeo de açúcares foi menor devido a floração, no

entanto no fotoperíodo de 16 horas possibilitou um conteúdo maior de açúcares nas mucilagens,

apesar dos gastos com a floração. Nacondição de 8 horas o acúmulo deaçúcares pode ser devido

ao fato das plantas permanecerem em estado vegetativo. Dudai et ai (1992), relata que o efeito de
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um determinado fator ambiental pode ser indireto, por alterar a fase de desenvolvimento da planta

de vegetativa para reprodutiva.

Oestudo de efeitos de fatores ambientais está constantemente sujeito a interações; no

entanto, o aumento na área foliar bem como o aumento no número de folhas constituem respostas

tipicamente fotoperiódicas (Hedley eHarvey, 1975; Alvarenga, 1987).

Floração e tuberização são processos mais estudados com relação ao fotoperíodo.

Pouco se conhece sobre o efeito do fotoperíodo nos níveis de compostos secundários e

mucilagens. Apenas alguns trabalhos relatam sobre oefeito da variação sazonal e fotoperíodo no

conteúdo de óleos essenciais (Delitala et ai, 1983; Cabo, Crespo e Jimenez, 1987; Pitarevic,

Blazevic e Kustrak, 1984).

A temperatura e a luz têm profundo efeito sobre a composição e conteúdo de óleos

essenciais, entretanto não éclaro se oefeito da luz é fotoperiódico ou via fotossíntese (Burbotte e

Loomis, 1967). Em Origanum syriacum, foi observado que além do efeito fotossintético, há

também o efeito fotoperiódico atuando sobre o conteúdo de óleos essenciais, observado após

complementação do comprimento do dia com luz incandecente de baixa irradiância (Dudai et ai,

1992).

A produção de mucilagens, que são compostos oriundos do metabolismo primário,

pode estar intimamente ligada a produção de açúcares pelas vias fotossíntéticas, porém não se

descarta a hipótese de que o acúmulo possa sofrer efeito adicional do fotoperíodo, por se ter

observado maior quantidade de mucilagens no fotoperíodo de 16 horas.

A análise qualitativa da mucilagem das folhas de Píantago major, mantidas em

condições de fotoperíodo natural apresentou como açúcares constitutivos o ácido glicurônico,
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galactose e arabinose. Quanto a composição de açúcares as mucilagens de folhas de Píantago

diferem geralmente das de sementes, onde as mesmas se apresentam em maior quantidade. Em

sementes, Tomoda et ai (1987), apresentou os monômeros da estrutura da mucilagem de

Píantago asiática composta de xilopiranose, arabinofuranose, ácido glicopiranosil urônico e ácido

galactopiranosil urônico.

Tendo em vista, que a população utiliza sempre a folha de Píantago e não as

sementes, provavelmente essas mucilagens, com ação antiinflamatória e antidiabética (Tomoda, et

ai, 1987) devem ocorrer nas folhas. O prosseguimento do estudo é fundamental para caracterizar e

identificar aestrutura do polissacarídeo em questão.



5 CONCLUSÕES

a) As sementes de Bauhiniaforficata Link apresentaram maior percentagem de germinação sob
temperaturas alternadas de 30- 20° C e semostraram indiferentes a luz

b) As sementes de Pkmtago major L.mostraram fotoblastismo positivo e maior percentagem de
germinação emtemperaturas alternadas de30- 20°C.

c) No extrato foliar de Bauhinia forficata Link foi detectada a presença de flavonóides
identificados como canferol 3-0- (gli-xil-rham) e canferol 3-0- (gli-ram). Não foi detectada a
presença de taninos e alcalóides.

d) O extrato foliar de Píantago major L apresentou os flavonóides possivelmente identificados
como luteolina 7 -0-( ác. glic- gli) e luteolina 7 -O- ácido glicurônico. As folhas de P. major
cultivadas sob fotoperíodo de 16 horas apresentaram maior teor de mucilagem, cujos açúcares
constitutivos são ácido glicurônico, galactose e arabinose.
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