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RESUMO

Espécies silvestres de Passiflora vém sendo utilizadas pela cultura popular ha muito
tempo, por apresentarem propriedades antioxidantes e medicinais na prevencdo e
tratamento de diversas enfermidades, como ansiedade, diabetes e hipertensdo, entre
outros. As espécies Passiflora tenuifila e Passiflora setacea sao endémicas do Brasil,
ocorrem nos biomas Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica e estudos recentes evidenciam o
potencial dessas espécies na produg¢do de compostos bioativos de interesse. Este trabalho
teve como objetivo quantificar e correlacionar fendlicos totais, flavonoides, clorofilas
totais e acucares soliveis totais com a atividade antioxidante de extratos de sementes,
pericarpos e de folhas de Passiflora tenuifila e Passiflora setacea e também identificar
diferengas no padrao de sintese desses compostos em folhas de plantas de Passiflora
tenuifila crescidas em ambiente natural e em casa de vegetacdo. As andlises demostraram
que os valores de compostos fenolicos totais, flavonoides, clorofilas totais, actcares
soluveis totais e atividade antioxidante variaram entre as duas espécies, assim como nos
diferentes tipos de orgaos (folhas e frutos). Em pericarpos, as maiores concentracdes de
fenodlicos e de flavonoides foram encontradas em P. tenuifila (7,86 mg Eq AG/g MS; 1,26
mg Eq Q/g MS, respectivamente). Em sementes, os maiores teores de compostos
fenolicos totais e flavonoides foram encontrados em P. setacea (57,26 mg Eq AG/g MS;
3,42 mg Eq Q/g MS, respectivamente), valores ligeiramente superiores aos encontrados
em P. tenuifila (37,29 mg Eq AG/g MS; 1,13 mg Eq Q/g MS, respectivamente). Em
folhas, os niveis mais elevados de fenolicos totais e flavonoides foram encontrados na
espécie P. tenuifila (13,72 mg Eq AG/g MS e 19,79 mg Eq Q/ g MS, respectivamente).
Os niveis de acucares soluveis totais foram maiores nos tecidos de pericarpo de P.
tenuifila (164,31 mg/g MS) do que em P. setacea (134,49 mg/g MS). Folhas de plantas
de ambas as espécies, crescidas em casa de vegetacdo, apresentaram maior concentracao
de clorofilas totais (P. tenuifila 28,47 mg/g MS; P. setacea 7,44 mg/g MS). A atividade
antioxidante mensurada através da inibi¢cdo do radical livre DPPH, foi maior em extratos
de sementes de ambas as espécies (em P. setacea 93,63%; em P. tenuifila 87,76%) e em
pericarpo de P. tenuifila (62%). Folhas de plantas de P. tenuifila crescidas em ambiente
natural sintetizaram mais compostos fenoélicos, flavonoides, aglicares soluveis totais e
apresentaram uma maior atividade antioxidante do que as folhas de plantas crescidas em
casa de vegetacdo, apesar dessas plantas de casa de vegetacdo, terem apresentado maior

teor de clorofilas totais. Os resultados obtidos evidenciam o potencial de utilizacdo de



residuos industriais de passifloras, principalmente de sementes de ambas as espécies e de
folhas e pericarpos de P. tenuifila, pela industria farmacéutica ou na produgdo e
enriquecimento de alimentos funcionais, devido aos elevados teores de metabolitos

secundarios e/ou potencial antioxidante.

Palavras-chave: Passiflora, metabodlitos secundarios, fenolicos totais, flavonoides,

atividade antioxidante, folhas, pericarpo, sementes.



ABSTRACT

Wild species of Passiflora have been used by popular culture for a long time, since they
have antioxidant and medical properties in the prevention and treatment of several
diseases, such as anxiety, diabetes and hypertension, among others. The species
Passiflora tenuifila and Passiflora setacea are endemic to Brazil, occurring in the
Cerrado, Caatinga and Mata Atlantica biomes, and recent studies show the potential of
these species in the production of bioactive compounds of interest. The aim of this work
was to quantify and correlate total phenolic, flavonoids, total chlorophylls and total
soluble sugars with the antioxidant activity of seeds, pericarps and leaves extracts of
Passiflora tenuifila and Passiflora setacea as well as to identify differences in the levels
of these compounds in leaves of Passiflora tenuifila plants grown in the natural
environment and in the greenhouse. The results showed the contents of total phenolic
compounds, flavonoids, total chlorophylls, total soluble sugar and antioxidant activity
varied between the two species, as well as in the different organs types (leaves and fruits).
In the fruit pericarp, the highest concentration of phenolics and flavonoids were found in
P. tenuifila (7.86 mg GA Eq/g DW; 1.26 mg Q Eq/g DW, respectively). In seeds, the
highest content of total phenolic compounds and flavonoids were found in P. setacea
(57.26 mg GA Eq/g DW; 3.42 mg Q Eq/g DW, respectively), values higher than those
found in P. tenuifila (37.29 mg GA Eq/g DW; 1.13 mg Q Eq/g DW, respectively). In
leaves, the highest levels of total phenolics and flavonoids were found in P. fenuifila
(13.72 mg GA Eq/g DW; 19.79 mg Q Eq/g DW, respectively). Total soluble sugar levels
were higher in the pericarp tissue of P. tenuifila (164.31 mg/g DW) than in P. setacea
(134,49 mg/g DW). Plant leaves of both species, grown in a greenhouse, had a higher
concentration of total chlorophylls (P. tenuifila 28.47 mg/g DW; P. setacea 7.44 mg/g
DW). The antioxidant activity measured by the DPPH free radical capture, was higher in
seed extracts of both species (in P. setacea 93.63%; P. tenuifila 87.76%), and in the
pericarp of P. tenuifila (62%). Leaves of P. tenuifila plants grown in a natural
environment synthesized more phenolic compounds, flavonoids, total soluble sugars and
had a higher antioxidant activity than the leaves of plants grown in a greenhouse, despite
the fact that these greenhouse plants presented a higher total chlorophyll content. The
results obtained evidenced the potential of using industrial residues of passion fruit,

mainly of seeds of both species and leaves and pericarp of P. tenuifila, by the



pharmaceutical industry or in the production and enrichment of functional foods, due to

the high levels of secondary metabolites and/or antioxidant potential.

Key words: Passiflora, secondary metabolites, total phenolic, flavonoids, antioxidant

activity, leaves, pericarp, seeds.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que a familia Passifloraceae possua aproximadamente 700 espécies
(FEUILLET & MACDOUGAL, 2007). Classificado dentro dessa familia, o género
Passiflora representa o maior e mais importante grupo (SOZO, 2014). S6 no Brasil
existem 145 espécies, onde 83 dessas sdo endémicas (FLORA DO BRASIL, 2017),
tornando o Brasil uma grande fonte de recursos genéticos desse género (PERDOMO,
2016). Espécies silvestre de maracujas sdo fonte de genes que oferecem resisténcia a
patdgenos e doengas que comumente atacam as lavouras de espécies comerciais, sendo
importante seu estudo para programas de melhoramento genético do género (SOZO,
2014). Além disso, o conhecimento dessas espécies silvestres também permite sua
preservacdo, segundo a portaria N° 443, do Ministério do Meio Ambiente (2014),
algumas espécies do género Passiflora encontram-se na lista de espécies da flora
brasileira ameagada de extin¢do, devido a grande destrui¢do dos biomas naturais dessas
espécies, principalmente na Mata Atlantica e no Cerrado (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2014).

No Brasil, a Embrapa Cerrado, através da rede Passitec, desenvolve pesquisas com
passifloras silvestres, com o objetivo de promover o desenvolvimento tecnoldgico do uso
funcional desse género (COSTA et al., 2010; SOZO, 2014). Dentre as espécies
pesquisadas pela rede estdo: a espécie Passiflora setacea, popularmente conhecida como
maracuja do sono, sururuca, ou maracuja de veado (PERDOMO, 2016), que ¢ nativa e
endémica do Brasil e se encontra presente nos biomas Mata Atlantica, Cerrado e
Caatinga, nas regidoes Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil (FLORA DO BRASIL,
2017), e também a espécie Passiflora tenuifila, popularmente conhecida no Brasil como
maracuja alho, ou maracujé de cobra (PERDOMO, 2016), sendo endémica do Brasil e se
encontrando presente nos biomas de Mata Atlantica e Cerrado, nas regides Sul e Sudeste
do Brasil (FLORA DO BRASIL, 2017). Ambas as espécies de Passiflora apresentam
potencial de exploragdo pela industria farmacéutica, na produgdo de medicamentos,
cosméticos e suplementos alimentares (SANTOS ef al., 2005). Entretanto, poucos
autores, como Sozo (2014) e Wolfart (2015), buscaram quantificar metabdlicos

secundarios nesses organismos.

Metabolitos secundarios sdo produzidos nas plantas a partir de moléculas precursoras
originadas pelo metabolismo dos carboidratos, como no processo da glicolise, via das

pentoses fosfato e através do ciclo de Krebs (TAIZ & ZEIGER, 2013). Esses metabolitos



secundarios ndo sdo responsaveis diretos pelo desenvolvimento das plantas, porém
apresentam grande importancia no processo de defesa contra herbivoria, patdgenos e na

protecdo contra raios UV (TAIZ & ZEIGER, 2013).

Os metabolitos secundarios das plantas sdo classificados em compostos nitrogenados,
terpenoides e compostos fendlicos (TAIZ & ZEIGER, 2013). Foco de grandes estudos,
esses compostos naturais das plantas sdo conhecidos por apresentar propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antitumorais ¢ antibacterianas (DHAWAN et al., 2004,

HARBORNE & WILLIAMS, 2000).

O género Passiflora vem demonstrando um grande potencial bioldgico na produgio
de metabdlitos secundarios (DHAWAN et al., 2004), onde pesquisas demonstraram que
esses metabolitos extraidos de folhas das espécies de Passiflora edulis e Passiflora
ligulares possuem propriedades antioxidantes e antibacterianas promissoras (AKANBI

etal.,2011; RAZIA et al., 2014).

Os antioxidantes sdo substancias responsaveis por inibir ou reduzir os danos causados
pela agdo dos radicais livres (BIANCHI & ANTUNES, 1999). Mesmo em concentragdes
muito baixas, as substancias antioxidantes impedem que moléculas de DNA, RNA,
proteinas e lipidios sofram danos causados pelo estresse oxidativo dos radicais livres,
detoxificando os agentes oxidativos antes deles causarem lesdo ou reparando os danos ja

causados (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; REISCHE et al., 2002).

A industria farmacéutica vem demonstrando crescente interesse no estudo de
compostos antioxidantes, pois esses estdo associados a prevencao e tratamento de varias
doengas degenerativas relacionadas ao envelhecimento, como o cancer, doencas
cardiovasculares, artrite reumatica, mal de Alzheimer, Parkinson, entre outras (MELO et

al., 2006).

Os radicais livres sdo produzidos, naturalmente, pelo metabolismo oxidativo dos
organismos aerobios, ou podem se formar devido a fatores extrinsecos, como a exposi¢ao
a poluentes, agentes quimicos ou radiacdes (BIANCHI & ANTUNES, 1999). Essas
moléculas sdo altamente reativas e instdveis, pois possuem elétrons ndo pareados que
tendem a sequestrar elétrons de outra molécula préxima, como DNAs, RNAs, lipidios e
proteinas, ocasionando a perda de funcdo irreversivel dessas moléculas devido a suas

alteracdes de conformacido (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Moléculas antioxidantes podem ser sintetizadas artificialmente ou obtidas através de



fontes naturais. Os compostos antioxidantes naturais sao geralmente extraidos de plantas,
destacando-se os compostos fendlicos e flavonoides (MASTRO-DURAN & BORJA-
PADILLA, 1993; TIVERON et al., 2012).

Compostos fendlicos, amplamente encontrados em espécies de passifloras,

apresentam uma estrutura quimica formada por um anel aromadtico ligado a um radical

QOH

Figura 1. Estrutura base dos compostos fendlicos (Adaptado VERMERRIS &
NICHOLSON, 2009).

hidroxila (Figura 1).

Existem aproximadamente 10.000 compostos quimicos classificados como
compostos fenolicos, dentre eles, os aldeidos, cidos fenolicos e os flavonoides (TAIZ &
ZEIGER, 2013). Os flavonoides sdo formados por dois anéis benzénicos ligados em um
anel pirano (Figura 2) e apenas esse grupo engloba mais de 8.000 moléculas naturais
produzidas pelas plantas, sendo o maior e mais importante grupo dos compostos fendlicos

(TAIZ & ZEIGER, 2013).

O

Figura 2. Estrutura base dos flavonoides (RAHMAN et al., 2006)

Visto que espécies silvestres de passifloras apresentam grande potencial de
producdo de moléculas antioxidantes, podendo ser exploradas pela industria farmacéutica
e alimenticia e que existem poucos trabalhos que visam quantificar e relacionar a
producdo de metabdlitos secundarios com a atividade antioxidante em espécies de
passifloras, este trabalho se torna essencial para o desenvolvimento de conhecimentos
nessa area, contribuindo assim com o conhecimento e preservagdo das espécies P.
tenuifila e P. setacea e ainda desenvolver o uso funcional desses espécies na indistria e

medicina.



2. JUSTIFICATIVA

A industria farmacéutica vem demonstrando um crescente interesse na realizacao de
pesquisas envolvendo os beneficios dos antioxidantes, pois cada vez mais estudos
demonstram a eficiéncia desses compostos na inativagdo de moléculas radicais livres e
consequentemente na prevencdo de intimeras doencas associadas a essas espécies

reativas.

Os radicais livres sdo produzidos naturalmente pelo metabolismo oxidativo dos
organismos aerobios, ou podem se formar devido a fatores extrinsecos, como a exposicao
a poluentes, agentes quimicos ou radiacdes (BIANCHI & ANTUNES, 1999). Os radicais
livres sdo reativos e extremamente instaveis, reagindo com moléculas de DNA, RNA,
proteinas e lipidios, promovendo danos que estdo associados ao envelhecimento e ao
aparecimento de doengas degenerativas como o cancer, doengas cardiovasculares, artrite
reumatica, mal de Alzheimer, Parkinson, entre outras (BIANCHI & ANTUNES, 1999;
FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Radicais livres presentes nos organismos sdo combatidos por antioxidantes
produzidos pelo corpo e principalmente pelos obtidos através de uma dieta balanceada
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; BIANCHI & ANTUNES, 1999). Diversos
estudos tém demonstrado que uma dieta balanceada que promova quantidades dirias de
substancias antioxidantes produzem uma prote¢ao efetiva contra oxida¢des do organismo

(BIANCHI & ANTUNES, 1999; HEIM et al., 2002).

Os antioxidantes inativam os radicais livre antes que esses possam reagir com
moléculas biologicas do organismo, evitando que acontegam as reagdes em cadeia ou
prevenindo a ativagdo do oxigénio em produtos de alta reatividade (RATNAM et al.,

20006).

Compostos fenolicos comumente encontrados nos alimentos, como frutas e verdura,
sdo potentes antioxidantes, o que vem alavancando a produgao de artigos cientificos nessa
area (BIANCHI & ANTUNES, 1999; HEIM et al., 2002). Dentre os compostos fenolicos,
destaca-se o poder antioxidante dos flavonoides, que ja se mostrou mais efetivo na agao
antioxidativa do que as vitaminas C e E (ALVES et al., 2007), possuindo a capacidade
de inibir a oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade (RAUHA et al., 2000), além de
apresentarem propriedades antimicrobianas, antitumorais e de prevenir o aparecimento

de doencas cardiovasculares (HARBORNE & WILLIAMS, 2000).



Visto que o processamento industrial do maracuja produz até¢ 70% de residuos,
principalmente em relagdo ao pericarpo e a sementes (DURIGAN & YAMANAKA,
1987) e que essas estruturas sdo ricas em 0leos essenciais e em substancias de interesse
farmacologico e industrial (FERRARI, 2004; DHAWAN et al., 2004; CANTERI et al.,
2010), como por exemplo os antioxidantes, estudos envolvendo essas estruturas em
passifloras apresentam bastante relevancia para o desenvolvimento de novas aplicacdes e

produtos.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi o de caracterizar e comparar as sementes, pericarpo e
folhas de Passiflora tenuifila e Passiflora setacea quanto aos teores de acuicares soluveis

totais, clorofilas, fenolicos totais, flavonoides e atividade antioxidante.

3.2 Objetivos especificos

A) Quantificar compostos fenolicos totais, flavonoides, acucares soluveis totais e
clorofilas em extratos de sementes, pericarpo e folhas de Passiflora tenuifila e Passiflora
setacea.

B) Avaliar a atividade antioxidante de extratos de sementes, pericarpo e folhas de
Passiflora tenuifila e Passiflora setacea.

C) Analisar a relacdo entre compostos fendlicos totais e flavonoides com a atividade
antioxidante dos extratos.

D) Quantificar compostos fenolicos totais, flavonoides, acucares soluveis totais e
clorofilas, em folhas de Passiflora tenuifila crescidas em condi¢des naturais e em casa de
vegetagao.

E) Avaliar a atividade antioxidante de extratos de folhas de Passiflora tenuifila
crescidas em condigdes naturais e em casa de vegetacgao.

F) Analisar a relagdo entre as quantidades de acucares soluveis totais e fendlicos
totais, flavonoides e atividade antioxidante em folhas de P. fenuifila crescidas em

diferentes condigdes.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Familia Passifloraceae e género Passiflora

Estimasse que a familia Passifloraceae possua aproximadamente 700 espécies
distribuidas predominantemente em ambientes de clima tropical, sendo o continente
americano o local responsavel por concentrar a maior riqueza de individuos, enquanto
poucas espécies podem ainda ser encontradas no sudeste da China, Nova Zelandia e em
regides tropicais do continente africano (FEUILLET & MACDOUGAL, 2007). A familia
Passifloraceae pertence ao Filo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida e Ordem
Malpighiales. Essa familia engloba 19 géneros, quatro com ocorréncia no Brasil, sendo o

género Passiflora o principal e mais importante economicamente (SOZO, 2014).

O género Passiflora agrupa mais de 525 espécies (ULMER & MACDOUGAL,
2004). A maioria dessas espécies apresentam habitos de lianas e trepadeiras, existindo
poucos exemplares de arvores, arbustos e ervas classificados como Passiflora. No Brasil
existem 144 espécies do género, sendo 83 endémicas (FLORA DO BRASIL, 2017) e pelo
menos 70 com frutos comestiveis (CUNHA et al., 2002), tornando o Brasil um pais
privilegiado em relacdo a biodiversidade e aos recursos genéticos deste género

(PERDOMO, 2016).

O termo ‘’Passiflora’’, presente no nome da familia e do género, ¢ derivado do latim
e tem o significado de ‘flor da paixdo’, sendo uma referéncia a primeira espécie de
Passiflora descoberta pelos jesuitas espanhois no México (KILLIP, 1938). Os primeiros
jesuitas espanhdis na América do Sul identificaram as primeiras espécies de Passiflora
como “’La Flor de las cinco llagas’’ ou “Flor das cinco chagas” devido a uma analogia da
flor de passiflora com as cinco chagas de Jesus Cristo (FOLKARD, 1884). A espécie
Passiflora incarnata foi considerada como a imagem semelhanga da paixdo de Cristo,
pois seus trés estigmas equivalem aos trés pregos, suas cinco anteras representam as cinco
chagas e seu filamento coronal simboliza a coroa de espinhos do momento da crucificagao
de Cristo (HOEHNE, 1937), tornando o fruto conhecido, principalmente em paises da

Europa, como “Passion fruit’’, o fruto da paixao.

Ja no Brasil, as espécies do género Passiflora sdo conhecidas como maracujas, devido
aos tragos culturais indigenas ainda presentes na sociedade brasileira. O nome maracuja

deriva da palavra Tupi ‘’'marakuia’’, que significa ’Alimento dentro da cuia’’ (SOUZA



& MELETTI, 1997), uma alusdo ao formato do fruto.

O maracujazeiro ¢ largamente distribuido pelo Brasil. O seu cultivo prospera em
diferentes condi¢des ambientais e tipos de solos, desde que bem drenados e com pH
levemente acido, apresentando variagdes comportamentais por influéncia de fatores

ambientais (COSTA et al., 2008).

4.2 Importancia econémica e farmacologica das passifloras.

O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor mundial de maracuja. Em 2015 o plantio
desse fruto se estendeu por 51.187 hectares e gerou uma colheita equivalente a 694.539
toneladas e uma receita proxima de 1 bilhdo de reais (IBGE, 2015). Embora exista grande
diversidade de espécies do género Passiflora, apenas trés sdo cultivadas e exploradas
comercialmente no pais, sdo elas: Passiflora edulis, conhecido como maracuja azedo ou
amarelo, Passiflora alata ou maracuja doce e a Passiflora incarnata, que embora nio

possua frutos comestiveis ainda ¢ utilizada pela industria farmacéutica e de cosméticos.

Embora a maior parte do consumo interno do maracuja seja na forma do fruto in
natura, parte da producao ¢ convertida nos mais diversos produtos manufaturados como
sucos, polpas, iogurtes, doces e licores, tendo boa aceitagdo do publico consumidor pelo
agradavel sabor e aroma do fruto (LIMA, 2002). O processamento industrial do maracuja
produz grande quantidade de residuos, principalmente em relagdo a estruturas de
pericarpo e sementes, que representam aproximadamente 70% da massa do fruto

(DURIGAN & YAMANAKA, 1987).

As sementes de maracuja sdo ricas em 6leos essenciais, representando até 25% de sua
composi¢ao (FERRARI, 2004). Esses 6leos possuem odor e sabor agradavel, podendo
ser utilizados pela induastria alimenticia, farmacéutica e de perfumes e cosméticos
(DHAWAN et al., 2004; FERRARI, 2004). Ja o mesocarpo dos frutos € rico em pectina,
muito utilizada pela induastria de alimentos na produ¢do de geleias e doces por ter
propriedades geleificante e estabilizante (CANTERI et al., 2010). O residuo do
processamento industrial do maracuja também pode ser utilizado na alimentagdo animal,
por possuir bom valor nutricional e baixo custo (JUNIOR et al., 2006), além de ja ter
demonstrado um significativo aumento na produgao de leite em rebanhos leiteiros, como

proposto por Paiva (1998).

O maracuja ¢ reconhecido etnofarmacologicamente como um poderoso remédio com



propriedades sedativas, antiansioliticas, vermicidas, anti-helminticas, antimicrobianas,
diuréticas, digestivas, antidiarreicas, antiespasmoédicas e antiasmaticas, sendo utilizado
para o tratamento de enfermidades como insonia, dores cronicas, hipertensao, cefaleia,

pressdo alta, diabetes e para aliviar os sintomas da menopausa (DHAWAN et al., 2004).

O maracuja ¢ utilizado na medicina popular principalmente através da infusao de suas
folhas, onde os beneficios da utilizacao de folhas de Passiflora edulis foram confirmados
para o tratamento de varias enfermidades como a insonia, cefaleia, ansiedade, nervosismo
e 0 alcoolismo (DHAWAN et al., 2004; ZIBADI, 2007). Além disso, segundo Ozarowski
e colaboradores (2013), o extrato de folhas de P. alata inibiu em 72 horas, até 60% da

multiplicacdo de células cancerigenas in vitro.

As trés espécies de Passiflora cultivadas comercialmente no Brasil (P. edulis, P. alata
e P. incarnata) foram regulamentadas pelo Ministério da Satde como sendo espécies de
importancia fitoterapica (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; MINISTERIO DA SAUDE,
2015). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) também aprovou o uso
fitoterapico das trés espécies de maracujd, através da divulgacdo do Formulario de
Fitoterapico da Farmacopeia Brasileira, que regulamenta a prescri¢do de infusdes de

folhas de maracuja como ansiolitico e sedativo suave (BRASIL, 2011).

As propriedades medicinais dos maracujas sdo reconhecidas principalmente devido a
suas altas taxas de producao de compostos fenolicos e flavonoides, que apresentam acao
antioxidante e intimeros beneficios farmacoldgicos como atividade anti-inflamatoria,
antibacteriana, antiviral, antialérgica e vasodilatadora (ZERAIK et al., 2010). E segundo
Akanbi et al. (2011), o potencial antimicrobiano de diferentes extratos de P. edulis
apresentou eficacia na reducdo da contaminacgao de diversos patogenos testados (Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella

paratyphi e Staphylococcus aureus).

4.3 Importancia dos estudos envolvendo espécies de passifloras silvestres.

Com o crescente conhecimento das propriedades nutricionais e farmacologicas dos
maracujas, as espécies silvestres vém ganhando cada vez mais mercado, seja pelo
consumo da fruta in natura ou por seu uso em produtos manufaturados (LIMA, 2002;
WONDRACEK, 2008). Segundo Sozo (2014), os maracujas silvestres sdo uma fonte

importante de genes de resisténcia a pragas e doengas, sendo seu conhecimento



importante para pesquisas em melhoramentos genéticos. Além disso, algumas
caracteristicas de espécies silvestres de maracuja sdo interessantes de serem incorporadas
em espécies comerciais, como por exemplo o fato delas serem naturalmente melhor
adaptadas ao clima do Brasil e de algumas espécies florescerem no inverno, enquanto os
maracujds comerciais apenas florescem em estacdes de dias longos, como o verdo,
enfrentando assim a sazonalidade da produ¢do do fruto (WONDRACEK, 2008). Outras
espécies de passifloras silvestres também apresentam vantagens anatdmicas e
morfoldgicas para aumentar a produtividade das lavouras, como por exemplo, apresentar
o androgin6foro mais curto, com estigmas mais curtos em relagdo a coroa, facilitando a
polinizagdo por insetos, aumentando assim a produtividade por hectare e ainda

diminuindo custos com poliniza¢do manual (PERDOMO, 2016).

O desmatamento e a destruicdo dos biomas brasileiros como a Mata Atlantica e o
Cerrado fizeram com que algumas espécies de passifloras silvestres entrassem
recentemente na Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira Ameagadas de Extingdo
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2014), portanto o estudo dessas espécies pode

ajudar também na preservacdo das mesmas.

4.4 Passiflora setacea

A espécie Passiflora setacea é endémica do Brasil e pode ser encontrada nos biomas
Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica, distribuindo-se pelos estados de Minas Gerais, Rio
de Janeiro e Espirito Santo na regido Sudeste, Alagoas e Bahia pela regido Nordeste e
pelo Distrito Federal, Goids e Mato Grosso na regido Centro-Oeste (FLORA DO
BRASIL, 2017). E uma espécie heliofita, necessitando de total exposigdo ao sol para seu
desenvolvimento apropriado, sendo encontrada principalmente em florestas primarias,
capoeiras e capoeirdes e também em regides de restinga. A Passiflora setacea ¢ uma
espécie de dias curtos, portanto floresce e frutifica quando os dias sdo mais curtos entre

os meses de maio e setembro (CERVI, 1997; JUNQUEIRA et al., 2005).

Descrita no ano de 1828, o nome setacea foi derivado do latim e significa ’Em forma
de setas’’, em analogia ao formato das estipulas da espécie (CERVI, 1997). Seu nome
popular varia de acordo com a regido do Brasil em que se encontra, podendo ser chamado

de maracuja veado, maracujd do sono ou maracuja sururuca (PERDOMO, 2016).

Essa espécie possui flores brancas e frutos comestiveis em formato ovoide, com polpa
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na colorag@o amarelo claro e epicarpo verde amarelado, apresentando aproximadamente
cinco centimetros de comprimento e quatro centimetros de largura (OLIVEIRA &
RUGGIERO, 2005). O fruto da Passiflora setacea possui um grande potencial de
exploragdo comercial, pois apresenta caracteristicas que agradam a necessidade da
industria, como possuir um sabor doce-acidulado suave e agradavel, podendo ser
consumido tanto in natura ou na forma de sucos e doces (OLIVEIRA & RUGGIERO,
2005). Suas propriedades farmacologicas também podem ser exploradas pelas industrias
de cosméticos, suplementos, farmacéutica e na producgdo de fitoterapicos (SANTOS et

al., 2005; JUNIOR et al., 2006).

A Embrapa Cerrados realiza varios estudos com maracujas silvestres e uma das
caracteristicas mais promissoras descoberta na espécie Passiflora setacea é o fato dela
ser resistente a varias pragas e doengas, como viroses e antracnoses (JUNQUEIRA et al.,
2005). Estudos evidenciam a tolerancia das mudas de P. setacea a bacterioses, antracnose
e verrugose, além de serem resistentes a morte prematura causada pelo fungo Fusarium
oxysporum, pelo nematoide fitoparasita Meloidogyne incognita e pela espécie de lagarta
Dione juno juno, conhecida como lagarta preta do maracuja (LARA, 1999; JUNQUEIRA
et al., 2005; PAULA, 2006).

Ap6s intensa pesquisa da Embrapa Cerrados, a Passiflora setacea foi a primeira
espécie de maracuja silvestre a ser registrada no Registro Nacional de Cultivares (RCN
N° 21714) pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, sendo langada

comercialmente em 2013 com o nome “Pérola do cerrado” (SOZO, 2014).

4.5 Passiflora tenuifila

A espécie Passiflora tenuifila ¢ endémica do Brasil, sendo encontrada nos biomas
Cerrado e Mata Atlantica e esté distribuida pelos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro
e Sao Paulo pela regido Sudeste e nos estados Parand, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul na regido Sul do pais (FLORA DO BRASIL, 2017). E uma espécie heliéfita e
higrofila, necessitando de plena exposi¢ao ao sol e proximidade de cursos de dgua para
seu desenvolvimento apropriado, podendo ser encontrada em florestas primarias,
capoeiras, capoeirdes e também em regides de floresta de araucéaria (CERVI, 1997). Seu
florescimento ocorre de agosto a outubro e a sua frutificagdo entre os meses de setembro

¢ dezembro (CERVI, 1997).
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O nome fenuifila ¢ derivado do latim e tem origem de duas palavras distintas, sendo
elas “’tenius’’ que significa delgado e “filum’’ significando fio, fazendo uma analogia
aos filamentos capilares da corona da flor dessa espécie (Fios delgados). Seu nome
popular varia de acordo com a regido do Brasil em que se encontra, sendo chamado de

maracuja alho e maracuja de cobra (PERDOMO, 2016).

A espécie Passiflora tenuifila possui frutos comestiveis em formato globoso, com
polpa na coloragio amarelo-alaranjado e epicarpo amarelo, apresentando
aproximadamente 4,5 centimetros de comprimento e 4 centimetros de largura. O seu fruto
possui caracteristicas fisicas favoraveis para a sua aceita¢do pela industria de alimentos,
possuindo bom rendimento de seu suco e baixa acidez, tornando seu sabor agradavel

(BRAGA et al., 2005).

Segundo Braga e colaboradores (2005) a espécie Passiflora tenuifila se mostrou
resistente a bacteriose causada por Xanthomonas axonopodis e a verrugose causada pela

espécie Cladosporium herbarum.

Poucas referéncias sdo encontradas na literatura se tratando de Passiflora tenuifila,

tanto sobre as andlises fitoquimicas quanto sobre aspectos comportamentais e ecologicos.

4.6 Metabolitos secundarios, produtos do metabolismo das plantas.

Mais de 47.000 compostos provenientes do metabolismo secundario das plantas ja
foram descritos pela ciéncia. Enquanto os metabolitos primarios (Proteinas, lipideos,
acucares e acidos nucleicos) sdo encontrados em todas as espécies vegetais e sdo
responsaveis diretos pela manutencdo e crescimento dos organismos, os metabolitos
secundarios sdo restritos a uma espécie ou a espécies relacionadas, tendo funcao
ecoldgica aquém do crescimento da planta, como no controle e protecao contra herbivoria
e infecgdes por microrganismos patdgenos, atracdo de polinizadores pelo odor, cor ou
sabor, e também funcionando como alelopatico e na prote¢do contra raios UV (TAIZ &

ZEIGER, 2013).

Existem trés grandes grupos de metabolitos secundarios: compostos fenolicos,
compostos nitrogenados e terpenos (TAIZ & ZEIGER, 2013). As moléculas precursoras
dos metabolitos secundarios das plantas sdo originadas a partir do metabolismo primario

do carbono, fruto da fotossintese.

12



Desde o inicio das civilizagdes os humanos ja utilizavam plantas muito além da
alimentagdo, sendo utilizadas para adicionar sabores e odores aos alimentos, como fontes
de fragrancias em perfumes e cosméticos, como biocombustiveis e inseticidas e para fins
medicinais e recreativos (SIDDIQUI et al., 2013; CETIN, 2014), muito devido as
diferentes propriedades dos metabdlitos secundarios. A grande diversidade de
metabolitos secundarios permitiu ao homem empregar essas substancias em diferentes
produtos e com as mais distintas finalidades, como por exemplo, o mentol utilizado pela
industria de alimentos, o limoneno utilizado em inseticidas, o latex usado na producao de
borracha, e até¢ o THC da Cannabis (Principio ativo da maconha), todos sendo exemplos
de metabolitos do grupo dos terpenos. Ja a estricnina empregada na produgdo de veneno,
a morfina, cafeina e a nicotina sdo exemplos de metabolitos do grupo dos compostos
nitrogenados alcaloides (TAIZ & ZEIGER, 2013), demonstrando a diversidade de
produtos e principios ativos que se pode obter através da identificacdo e isolamentos de

compostos proveniente do metabolismo secundario das plantas.

O género Passiflora tem o potencial de ser alvo de muitos estudos em relagdo a
exploracdo do uso de seus metabdlitos secundarios, devido a grande diversidade de
espécies e por apresentarem uma gama enorme de moléculas organicas com potencial
biotecnolégico, dentre elas alcaloides, flavonoides, terpenos, glicosideos e fenodis
(DHAWAN et al., 2004). Uma das aplicagdes mais promissoras desse género ¢ a

exploracdo do potencial antioxidante dos metabolitos secundarios.

4.7 Radicais livres

Os radicais livres podem ser atomos ou moléculas organicas e inorganicas que contém
um numero impar de elétrons na Ultima camada eletronica, ou seja, que apresenta um
elétron ndo pareado. Sdo moléculas altamente instaveis, de meia-vida curta e
quimicamente muito reativas, apresentando riscos para a manuten¢do das funcdes
fisioldgicas normais dos organismos (BIANCHI & ANTUNES, 1999; FERREIRA &
MATSUBARA, 1997).

Os radicais livres t€ém poder de danificar a estrutura e funcdo de moléculas organicas
como proteinas, carboidratos, lipidios e DNA, dependendo prioritariamente do local do
sitio de formagao dessas moléculas, que pode ser no citoplasma, mitocondria, ou nas

membranas celulares (ANDERSON, 1996). Esses danos oxidativos estdo diretamente
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relacionados ao surgimento de varias doencas, ao processo de mutagénese e ao

surgimento de diversos tipos de cancer (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) sdo formas bastante comuns
de radicais livres, como indicado na tabela 1, podendo ser formadas naturalmente durante
o processo de transferéncia de elétrons e oxirredu¢do que ocorrem na respiragdo celular,
ou através da exposicdo a fatores exdgenos como ozoOnio, radiagdes ou tabagismo

(BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Simbolo Nome
'0, Oxigénio singlete
07) Radical superéxido
OH Radical hidroxila
NO Oxido Nitrico
ONOO Peroxinitrito
Q Radical semiquinona

Tabela 1. Lista dos tipos de radicais livres mais comuns. (BIANCHI & ANTUNES,
1999).

A ineficiéncia das defesas antioxidantes associada a um excesso de formagado de
espécies reativas de oxigénio e ao baixo consumo de antioxidantes na dieta sdo
causadores de danos e morte celular, sendo chamado de estresse oxidativo (BIANCHI &

ANTUNES, 1999).

4.8 Antioxidantes

Como os radicais livres sdo formados naturalmente endogenamente através do
metabolismo do O, e também através da exposigdo a fatores extrinsecos, as células t€ém
um sistema de defesa proprio que ataca a ag¢do dos radicais livres em duas frentes,
detoxificando os agentes oxidativos, antes deles causarem lesdo ou reparando os danos ja

causados (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

A inibicdo do estresse oxidativo também ocorre principalmente por meio de
antioxidantes obtidos através de uma dieta balanceada, rica principalmente em frutas,

verduras e legumes. Os antioxidantes sdo substancias responsaveis por inibir ou reduzir
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os danos causados pela acdo dos radicais livres (BIANCHI & ANTUNES, 1999). Varios
estudos demonstram que o consumo de antioxidantes em uma dieta rica e balanceada
reduz o risco de doengas degenerativas e cronicas (BIANCHI & ANTUNES, 1999; HEIM
et al., 2002).

Segundo Sies (1993), a definicdo de antioxidante ¢ qualquer substiancia que em
pequena quantidade quando comparada ao substrato oxidavel, € capaz de atrasar ou inibir
a oxidagcdo de maneira eficaz. Podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos e
ndo enzimaticos (Tabela 2) (SIES, 1993). Dentre as substancias antioxidantes existem
aquelas produzidas pelo metabolismo secundéario das plantas como flavonoides, B-
carotenos e acido ascorbico (Vitamina C) (SIES & STAHL, 1995), tornando a busca por
antioxidantes de fontes naturais, uma tendéncia tanto para a indistria alimenticia quanto

para o consumidor final através do consumo do fruto in natura (FERRERES et al., 2007).

Nao Enzimaticos (Exogenos) Enzimaticos (Endogenos)
Flavonoides Superdxido dismutase
a-tocoferol (Vitamina E) Catalase

B-caroteno NADPH-quinona oxidoredutase
Acido ascérbico (Vitamina C) Glutationa peroxidase
Glutationa Enzimas de reparo

Clorofilina

Tabela 2. Alguns dos principais agentes de defesa antioxidante (BIANCHI &
ANTUNES, 1999).

Os antioxidantes podem ser separados em dois grupos, os primarios e os secundarios,
de acordo com a maneira que eles neutralizam os radicais livres (REISCHE et al., 2002).
Os antioxidantes primdarios neutralizam os radicais livres ao doar um atomo de hidrogénio
ou elétrons para a molécula oxidativa, fazendo com que ela se torne estavel (REISCHE
et al., 2002). Um exemplo de antioxidante primario sdo os compostos fenolicos, que em
sua cadeia ciclica possuem grupos doadores de elétrons na posi¢ao orto e para (REISCHE

et al., 2002).

J4 os antioxidantes secundarios possuem diferentes formas de acdo na neutralizacao

dos radicais livres, sendo divididos em 4 grupos, sdo eles:

* Antioxidantes sinergéticos: podem apresentar pouca ou nenhuma acdo antioxidante,
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porém quando se juntam com algum antioxidante primario eles potencializam seus
efeitos (REISCHE et al., 2002).

* Antioxidantes removedores de oxigénio: eles sequestram o oxigénio do meio através
de reagdes quimicas e impedem que ocorra a oxidagdo por essas moléculas
(REISCHE et al., 2002).

* Antioxidantes quelantes: esses antioxidantes retiram do meio ions metalicos, como
ferro e cobre, que atuam como catalizadores da oxidacgdo lipidica (REISCHE et al.,
2002).

* Antioxidantes biologicos: sdo enzimas e peptideos que desativam os radicais livres,

como o exemplo da glutationa e catalase (REISCHE et al., 2002).

Antioxidantes das mais variadas espécies sdo utilizados pela industria alimenticia para
retardar a oxidagdo de seus produtos, atrasando os processos de degradagao, rancificagdo
e descoloragdo e com isso aumentando o tempo de validade dos alimentos (RAMALHO
& JORGE, 2006). No setor de biocombustiveis os antioxidantes sdo utilizados no
processo de neutralizacdo da oxidacdo lipidica, garantindo assim uma estabilidade no
armazenamento do biodiesel (BORSATO, 2012). Na industria farmacéutica e de
cosméticos os antioxidantes sdo aplicados nas formulas dos produtos, para prevenir e
tratar doencas e reduzir os efeitos do envelhecimento (FERREIRA & MATSUBARA,
1997; SIDDIQUI et al., 2013).

Os antioxidantes podem ser sintéticos, sendo muito utilizados pela industria
alimenticia, porém o uso dessas substancias ¢ controlado ou até mesmo proibido em
alguns paises, pois estudos revelam a relagdo dessas substancias sintéticas com doengas,
tornando a busca por antioxidantes naturais ainda mais relevante (SOARES, 2002;

RAMALHO & JORGE, 2006).

4.9 Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sdo metabdlitos secunddrios produzidos por plantas e
amplamente presentes em frutas e vegetais, apresentado aproximadamente 10.000
moléculas ja descritas pela ciéncia. Atuam nas plantas como compostos de defesa contra
a herbivoria e infec¢des de patogenos, sendo mais sintetizados em situagdes de estresse.
Possuem também acdo na protecdo contra raios UV, na atracdo de polinizadores e

dispersores de sementes (TAIZ & ZEIGER, 2013). Essas substancias possuem ao menos
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um anel aromatico ligado a um grupo hidroxila funcional (Figura 3) (TAIZ & ZEIGER,
2013) e sao divididos em compostos fendlicos flavonoides e ndo flavonoides

(DEGASPARI & WASZCZYNSKY]J, 2004).

OH

Figura 3. Estrutura base dos compostos fendlicos (Adaptado VERMERRIS &
NICHOLSON, 2009).

Uma dieta balanceada contendo compostos fendlicos como por exemplo a vitamina
C e carotenoides, esta diretamente relacionada a uma diminuicao de indices de cancer e

doengas cardiovasculares (HEIM et al., 2002).

Os compostos fenolicos das plantas sdo sintetizados através de varias rotas distintas,
o que explica a grande quantidade e diversidade de moléculas desse grupo. Duas rotas
metabolicas principais estdo envolvidas na biossintese dos compostos fenolicos, a via do
acido chiquimico, responsavel pela sintese da maioria dos fendlicos em plantas superiores
e a via do acido malonico, importante fonte de fenolicos para fungos e bactérias, porém

menos relevante no metabolismo das plantas (TAIZ & ZEIGER, 2013).

O fosfoenolpiruvato, proveniente da via glicolitica, e a eritrose-4-fosfato, proveniente
da via das pentoses-fosfato, se combinam para formar o acido chiquimico. Através desse
processo sdo formadas as moléculas precursoras dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano. A rota do acido chiquimico estd presente apenas no
metabolismo de plantas, fungos e bactérias, portanto a obtencao desses trés aminoacidos
essenciais sO pode acorrer através da dieta em individuos do Reino Animal. A maioria
dos compostos fenolicos nas plantas deriva do aminoécido fenilalanina, através da
elimina¢do da molécula de amoénia, por meio da enzima fenilalanina amdnia-liase (PAL),
originando o 4cido cindmico. O 4cido cindmico ¢ entdo hidroxilado para formar
cumarinas, precursores da lignina e o 4cido p-cumaérico, que ¢ convertido em p-cumaroil-
CoA e vai servir de substrato para a producdo de moléculas do grupo dos compostos

fenolicos (TAIZ & ZEIGER, 2013).

17



4.10 Flavonoides

Os flavonoides fazem parte do maior grupo de moléculas inclusas na classificacao de
compostos fendlicos e sdo o maior grupo de moléculas naturais do Reino Vegetal.
Aproximadamente 8.000 flavonoides ja foram identificados e descritos pela ciéncia
(TAIZ & ZEIGER, 2013). Estao presentes em folhas, flores, frutos e sementes de espécies
vegetais, possuindo propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antitumorais e
prevenindo o aparecimento de doencas cardiovasculares (HARBORNE & WILLIAMS,
2000).

Os flavonoides sdao moléculas de baixo peso molecular, que consistem em um
esqueleto difenilpropano (C6-C3-C6) com dois anéis benzénicos ligados a um anel pirano

(Figura 4) e que apresentam grande diversidade estrutural (TAIZ & ZEIGER, 2013).

O

Figura 4. Estrutura base dos flavonoides (RAHMAN et al., 2006).

Os flavonoides estdo associados a protecao contra raios UV, herbivoria, infec¢des de
patogenos, atividade antioxidante e na atracdo de polinizadores e dispersores de sementes
através de pigmentos e odores (HEIM et al., 2002), podendo sua sintese ser influenciada
por fatores bioldgicos, como o Filo, a Ordem e a Familia do vegetal, ou através de
variagdes dentro da propria espécie e, também, por fatores ambientais, como indices de
exposicao a radiagdo solar, pois a sintese dos flavonoides ¢ acelerada pela luz, fazendo
com que uma planta cultivada em uma estufa produza até¢ 5 vezes menos flavonoides do

que uma planta no campo (DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004).

Em espécies de Passiflora, os flavonoides C-Glicosideos sdo utilizados como
marcadores de controle de qualidade em fitoterapicos. Os principais flavonoides C-
Glicosideos estdo presentes em passifloras no formato de isoorientina, isovitexina,
orientina e vitexina, sendo amplamente identificados e quantificados em estudos com P.

alata, P. edulis ¢ P. incarnata (PEREIRA et al. 2005).
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4.11 Clorofilas

As moléculas de clorofilas sdo os pigmentos mais abundantes em individuos do Reino
Vegetal, estando sempre presentes nos cloroplastos das folhas e de outros tecidos vegetais
(STREIT et al., 2005). Durante o processo da fotossintese, a energia dos raios solares ¢
primariamente absorvida por pigmentos fotossintéticos, como os [-carotenos e as
clorofilas @ e b, presentes nos cloroplastos das plantas. Enquanto a clorofila a ¢
responsavel por realizar a fase fotoquimica da fotossintese, os B-carotenos e a molécula
de clorofila b sdo chamados de pigmentos acessorios, pois apenas auxiliam a clorofila a
no processo fotossintético, transferindo a energia solar absorvida para centros de reagao

na membrana dos tilacoides (STREIT et al., 2005).

As clorofilas sdo moléculas do grupo das porfirinas, apresentando uma estrutura
anelar complexa cercando um 4atomo de magnésio, além de uma cauda hidrofobica de
hidrocarbonetos (TAIZ & ZEIGER, 2013). A tnica diferenca entre as clorofilas a e b é
que enquanto a clorofila a apresenta um grupo metil (-CH3) na posi¢cao C-3 do anel de
porfirina, a clorofila b substitui o grupo metil por um grupo aldeido (-CHO) na mesma

posicao (Figura 5) (STREIT et al., 2005).

Clorofila«

HaC

Figura 5. Diferenca estrutural entre as moléculas de clorofila a e b (adaptado TAIZ &

ZEIGER, 2013).
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As clorofilas a e b absorvem as faixas azul e vermelha do espectro de luz visivel. Os
fotons provenientes da luz excitam os elétrons das clorofilas, que através da cadeia
transportadora de elétrons nos cloroplastos, irdo transformar a energia luminosa em
energia quimica, na forma de ATP e NADPH, que posteriormente vao ser utilizados na
redugdo do CO? para formar as moléculas de glicose (STREIT et al., 2005; TAIZ &
ZEIGER, 2013).

O teor de clorofila em determinado tecido ¢ diretamente proporcional a quantidade de
energia absorvida na fotossintese para a assimilagao do carbono (CIGANDA et al., 2008).
No processo de amadurecimento dos frutos, as células vegetais sofrem alteragdes
bioquimicas e estruturais, apresentando diminui¢ao dos cloroplastos e da quantidade de

clorofilas a e b (SOZO, 2014).

As clorofilas apresentam grande importancia comercial, podendo ser utilizadas como
pigmentos e também como antioxidantes, sendo utilizadas na conservagao de alimentos
e na producdo de medicamentos (STREIT et al., 2005). Estudos sugerem que as
moléculas de clorofila apresentam potencial de inibicdo da peroxidagdo lipidica
(SAKATA et al, 1990), além de funcdo antimutagénica (CHERNORMORSKY et al.,
1999).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

5.1.1 Frutos

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados frutos maduros das espécies de
Passiflora setacea e Passiflora tenuifila, produzidos pelas plantas cultivadas pela
Embrapa Cerrados Unidade de Planaltina, localizada no municipio de Brasilia na latitude
15°35” 30" S, longitude 47° 42° 30>’ O e altitude de 1007 metros. Os frutos foram

coletados e enviados para anélise em agosto de 2016.

Os frutos de Passiflora setacea e Passiflora tenuifila foram higienizados com agua e
detergente neutro e mantidos sobre a bancada. Apds duas semanas os mesmos foram
cortados com o auxilio de uma tesoura, separando-se o pericarpo. As sementes entao

foram separadas dos arilos em agua corrente e com o auxilio de uma peneira.

Para as analises foram utilizadas todas as camadas de pericarpo do fruto de P. setacea
(epicarpo, mesocarpo e endocarpo), enquanto que para P. fenuifila as extragdes foram

feitas apenas com o epicarpo e parte do mesocarpo, conforme indicado na figura 6.

Os pericarpos e sementes das duas espécies de passifloras foram entdo armazenadas

em nitrogénio liquido, por 20 dias, até o periodo das analises.

21



Figura 6: Morfologia de frutos de P. setacea (A) e P. tenuifila (B). As setas indicam as
camadas de tecidos do pericarpo (epicarpo + mesocarpo + endocarpo) de ambas as

espécies.
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5.1.2. Folhas

As folhas de Passiflora setacea foram coletadas de plantas cultivadas na casa de
vegetacdo do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina,
localizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas. As folhas de Passiflora tenuifila foram
coletadas de plantas cultivadas na mesma casa de vegetagao que as folhas de P. setacea
foram cultivadas e de plantas crescidas em condi¢des naturais, no Horto Medicinal do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina, portanto, de dois
locais distintos para comparacdo durante as andlises de padrdo de produgdo de

metabolicos primarios, secundarios e de atividade antioxidante.

Todas as amostras de folhas foram coletadas no mesmo periodo no més de setembro
de 2016 e imediatamente armazenadas em nitrogénio liquido, por 20 dias, até o periodo

de analises.

5.2 Métodos

5.2.1 Quantificacido dos metabdlitos primarios

5.2.1.1 Clorofilas totais

A dosagem da clorofila total dos extratos seguiu a metodologia descrita por Hiscox
& Israelstam (1979), com modificagcdes. Macerou-se 50 mg de massa fresca das amostras
em nitrogénio liquido e em seguida foi adicionado 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO).
Os extratos foram transferidos para tubos falcon e mantidos tampados, em estufa a 50 °C,
por 6 horas. Os extratos foram centrifugados a 4.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante
foi coletado para leitura em espectrofotdmetro UV-visivel, no comprimento de onda de
645 e 663 nm. A quantificacdo das clorofilas foi feita utilizando-se a féormula de Arnon

(1949) e os resultados foram expressos em mg de clorofila por grama de massa seca.
mg.mL'l de clorofila a = 0,0127.Dgg3z — 0,00269.D¢as

mg.mL'l de clorofilab = 0,0229.[)645 — 0,00468.D663

5.2.1.2 Extracio e quantificacdo de acucares totais

A metodologia de extra¢do dos agucares soliveis das amostras foi proposta por
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Shannon (1968 apud Wolfart 2015), com modifica¢des. Foram maceradas em nitrogénio
liquido 100 mg da massa fresca de cada amostra, apds a maceracao adicionou-se 2 mL de
uma solucdo MCW (Metanol, Cloroférmio e agua), na propor¢do de 12:5:3 v/v. Os
extratos foram centrifugados a 4.000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente,
coletou-se o sobrenadante e o residuo passou novamente pela extragdo com 2 mL da
solucdo de MCW e foi mais uma vez centrifugado a 4.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi coletado e adicionado ao sobrenadante da primeira extragao, totalizando
assim 4 mL. Para diluicdo utilizou-se 400 ul do extrato em MCW em 9,6 ml de de MCW.
4 mL do extrato bruto diluido foi adicionado a 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de 4gua e
a solucdo foi centrifugada novamente. A fase superior (fase aquosa) de cada extrato foi
entdo coletada para a quantificagdo dos agucares soliveis totais, seguindo a metodologia
aplicada por Umbreit & Burris (1964 apud Wolfart, 2015). Para cada 1 mL do extrato de
acucares soluveis foi adicionado 2 mL do reagente antrona a 0,2% (200 mg de antrona
em 100 mL de 4cido sulftrico), a solugdo foi entdo agitada em vortex e aquecida a 100°C,
em banho-maria, por 3 minutos. Apos resfriamento em temperatura ambiente, a solugao
foi lida em espectrofotdometro no comprimento de onda de 630 nm, replicado 5 vezes para
cada amostra. A quantidade de agucares soliveis totais foi determinada através de uma
curva padrdo de glucose (10 a 200 ug.mL), obtendo-se a equagdo de reta y = 0,0143X +
0,0808; R? = 0,9969. Os resultados para agucares soluveis totais foram expressos em mg

de glucose por grama de massa seca.

5.2.2 Quantificacio dos metabdlitos secundarios.

5.2.2.1 Fenolicos totais

A quantificacdo de compostos fendlicos totais das amostras foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Schiavon et al. (2012), com modificagdes. Foram
maceradas em nitrogénio liquido 100 mg da massa fresca de cada amostra e
posteriormente adicionou-se 10 mL de metanol 80% para realizar a extracdo dos
compostos fenolicos, em repouso por 1 hora ao abrigo da luz. Apos a extracao os extratos
foram centrifugados a 4.000 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente de 25°C. O
sobrenadante foi entdo coletado e armazenado em um freezer -20°C até o momento da

reacgdo. O sobrenadante foi diluido em uma relagdo de 1:10 em metanol 80%. 2475 ul de
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uma solucdo de 2% Na,CO; e 225 ul do reagente Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich)
foram adicionados ao tubo contendo 300 ul do extrato fendlico diluido, que foi entdo
agitado em um vortex. A reagdo foi entdo encubada no escuro por 1 hora em temperatura
ambiente de 25°C e ap6s esse periodo foi realizado a leitura em um espectrofotdmetro
UV-visivel, em uma absorbancia de 750 nm, em quintuplicata. Como branco foi utilizado
300 ul de metanol 80% no lugar da amostra de extrato fenolico. Para quantificar os
compostos fenolicos totais das amostras foi utilizada uma curva padrao de acido galico
(Sigma-Aldrich) nas concentragdes de 5 a 200 ug/mL™" obtendo-se a equacio da reta y =
0,0102X + 0,054; R*= 0,9904. Os resultados para compostos fendlicos foram expressos

em mg de 4cido gélico por grama de massa seca.

5.2.2.2 Flavonoides totais

Para quantificar os flavonoides totais das amostras foi utilizada a metodologia descrita
por Zacarias et al. (2007). Foram maceradas em nitrogénio liquido 100 mg da massa
fresca de cada amostra e posteriormente adicionou-se 10 mL de metanol 80% para
realizar a extracdo dos flavonoides das amostras. Os recipientes foram mantidos em
repouso por 1 hora ao abrigo da luz e apds esse periodo os extratos foram centrifugados
a 4.000 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente de 25°C e o sobrenadante foi
coletado e armazenado em um freezer -20°C até o momento da reagcdo. Em um tudo de
ensaio foi adicionado 500 ul de cloreto de aluminio (AlICl;3) 2% em metanol, 500 ul do
extrato e 2,5 mL de etanol P.A.. O tubo foi agitado manualmente e permaneceu em
repouso ao abrigo da luz por 1 hora. A reagdo foi entdo medida em um espectrofotometro
UV-vis sob o comprimento de onda de 420 nm, em quintuplicata. Como branco foi
utilizado 500 wl de metanol 80% no lugar do extrato. Para quantificar os flavonoides
totais das amostras foi feito uma curva padrdo de quercetina nas concentracdes de 25 a
150 Mg/mL'1 obtendo-se a equacdo da reta y = 0,0112X + 0,0378; R?*= 0,9969. Os
resultados para flavonoides foram expressos em mg de quercetina por grama de massa

s€ca.
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5.2.3. Determinacio da atividade antioxidante

5.2.3.1. Atividade antioxidante DPPH

Para quantificar a capacidade antioxidante das amostras, foi aplicado o método de
redu¢do do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil - DPPH (Sigma — Aldrich), através da
metodologia usada por Kim et al. (2002), com modificagdes. Para esse experimento
foram utilizados os mesmos extratos brutos obtidos no experimento de quantificagdo de
flavonoides totais, que foi mantido em freezer -80°C até a realizagdo dos testes. Foi
preparada uma solu¢do metanoélica padrao de DPPH dissolvendo-se 7,9 mg de DPPH em
2,5 mL de metanol PA. Desta solu¢do padrdo foram coletados 500 uL que posteriormente
foi diluido em 49,5 mL de metanol 80%, em um balao volumétrico. A solu¢do metandlica
de DPPH foi ajustada até apresentar um valor absoluto de absorbancia entre 0,500 e 0,600
nm, ao ser medido em espectrofotometro UV-visivel, sob o comprimento de onda de 530
nm. Para proceder a reagdo da atividade antioxidante, 100 uL do extrato bruto das
amostras foi diluido em 2,9 mL da solucdo metanolica de DPPH. Ap6s 30 minutos de
repouso, em temperatura ambiente e sob o abrigo da luz, as amostras foram lidas em um
espectrofotometro UV-visivel no comprimento de onda de 530 nm. Todas as amostras
foram lidas em quintuplicata. A inativagdo do radical livre DPPH foi referente a
concentragdo de 333 ug/ml de extrato e foi calculada em porcentagem, utilizando-se a

equacao a seguir:

DPPH (%) = 100 X (

AO—Al)
A0

Onde o valor de A; corresponde a absorbancia da amostra metanélica contendo o
extrato e Ao ¢ correspondente a absorbancia da solu¢cdo de DPPH sem extrato, ambas sob

o comprimento de onda de 530 nm.

5.2.4. Analise estatistica

Todos os experimentos foram montados de acordo com o delineamento estatistico
completamente casualizado. Os resultados foram analisados estatisticamente através da

analise de variancia (ANOVA) simples ou fatorial, com separacdo de médias pelo teste
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de Tukey, com nivel de probabilidade de 95%. O teste t de Student, também ao nivel de
95% de probabilidade, foi utilizado para a separacdo das médias, nos casos em que apenas
dois tratamentos foram comparados. Foram, também, realizadas as andlises de correlacao
linear simples (para o célculo do coeficiente de correlacdo linear simples r), ao nivel de
5% de probabilidade, e as analises de regressao linear e ndo linear simples (para a
determinagdo das equacdes das linhas de tendéncia e dos valores de coeficiente de
determinagio R?). As andlises estatisticas foram realizadas com os programas de

estatistica do EXCEL (Microsoft) e STATISTICA 7.0 (StatSoft. Inc).
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6. RESULTADOS

6.1 Analises de fendlicos totais, flavonoides, atividade antioxidante, acucares
soluveis totais e clorofilas em extratos de sementes, pericarpo e folhas de P. tenuifila

e P. setacea

6.1.1 Fenolicos totais, flavonoides e atividade antioxidante

Na Tabela 3 estdo representados os valores obtidos para fendlicos totais, flavonoides
e porcentagem de inibicdo do DPPH pelos extratos de sementes, pericarpo e de folhas de

P. tenuifila e P. setacea.

Tabela 3. Teores de fenodlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante em extratos de

sementes, pericarpo e folhas de P. tenuifila e P. setacea.

Espécie Orgio Fenolicos totais Flavonoides % de inibic¢do do
(mg Eq AG/g MS)* | (mg Eq Q/g MS)* | DPPH (% DPPH)

P. tenuifila | Semente | 37,29+ 247b 1,13+£0,02d 87,76 £ 0,57 b
Pericarpo | 7,86 £ 0,32 d 1,26 £ 0,03 d 62,22+ 1,59 ¢
Folha 13,72+ 0,82 ¢ 19,79 £ 0,50 a 16,98 + 2,06 d

P. setacea | Semente | 57,26 £2,55 a 3,42+ 0,06 ¢ 93,62 + 0,08 a
Pericarpo | 1,07+0,19 ¢ 0,30+ 0,01 e 11,23 £ 1,34 ¢
Folha 7,50+0,55d 446+ 0,16 b 15,63 +0,71d

*Valores sdo médias + desvio padrio de 5 repeti¢des (n=5), para fenolicos e flavonoides
e 4 repetigdes (n=4) para atividade antioxidante. Letras diferentes, na coluna, indicam

diferenga estatistica significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).

Verifica-se que os maiores teores de fenolicos totais foram encontrados em sementes
de P. tenuifila e P. setacea (37,29 mg Eq AG/g MS; 57,26 mg Eq AG/g MS,
respectivamente), sendo que a concentragdo encontrada em sementes de P. sefacea foi
significativamente superior em relagdo a P. fenuifila (Figura 7A). Os menores valores
foram mensurados nos tecidos de pericarpo de ambas as espécies (7,86 mg Eq AG/g MS;
1,07 mg Eq AG/g MS, respectivamente), sendo o valor obtido no pericarpo de P. tenuifila
foi muito superior ao encontrado no pericarpo de P. setacea. Em folhas, a maior
concentragdo de fendlicos totais foi detectada na espécie P. tenuifila (13,72 mg Eq AG/g
MS), enquanto que a concentracdo em folhas de P. setacea (7,50 mg Eq AG/g MS) ndo
diferiu significativamente em relagdo ao valor encontrado em extrato de pericarpo de P.

tenuifila.
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Figura 7. Teores de fenolicos totais (A) e flavonoides (B) de extratos de sementes,
pericarpo e folhas de P. fenuifila (Pt) e P. setacea (Ps). Valores sdo médias + desvio
padrao de 5 repeticdes (n=5). Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste

de Tukey (p<0,05).

Os extratos de folhas de plantas de P. fenuifila crescidas em casa de vegetagdo
apresentaram maior concentracdo de flavonoides (19,79 mg Eq Q/g MS) em relagdo as
folhas de plantas de P. setacea, crescidas nas mesmas condicdes (4,46 mg Eq Q/g MS)
(Figura 7B) e esses valores foram muito superiores aos encontrados em extratos de
pericarpo e de sementes de ambas as espécies. Verifica-se que sementes e o pericarpo de

P. tenuifila ndo apresentaram diferengas significativas na concentracdo de flavonoides
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(1,13 mg Eq Q/g MS; 1,26 mg Eq Q/g MS, respectivamente). Assim como para fenolicos,
o extrato de pericarpo de P. setacea apresentou o menor valor para flavonoides totais

(0,30 mg Eq Q/g MS).

A maior porcentagem de inibicdo do DPPH ocorreu em extratos de sementes de P.
setacea (93,62%), sendo superior a porcentagem observada em sementes de P. fenuifila
(87,76%) (Figura 8). Esses valores de inibicdo do DPPH, significativamente maiores em
relacdo aos outros extratos, foram obtidos pelos mesmos extratos que apresentaram os
maiores valores para fendlicos totais. J4 em extratos de pericarpo, P. tenuifila apresentou
menor porcentagem de reducdo do DPPH (62,22%) em relacdo as sementes, mas esse
valor foi maior do que o encontrado no extrato de pericarpo de P. setacea (11,23%).
Folhas de ambas as espécies ndo apresentaram diferenca significativa no nivel de reducgao

do DPPH (16,98% P. tenuifila; 15,63% P. setacea).
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Figura 8. Atividade antioxidante de extratos de sementes, pericarpo e folhas de P.
tenuifila (Pt) e P. setacea (Ps). Valores sdo médias + desvio padrao de 5 repeti¢des (n=5).

Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).

6.1.2 Razao entre os teores de flavonoides e fendlicos totais

O célculo da razdo entre os metabolicos secundarios flavonoides e fendlicos totais
foram realizados com o objetivo de verificar se as razdes se mantiveram constantes ou se
apresentaram variagdes entre os extratos de sementes, pericarpos e folhas, ja que

flavonoides sdo uma classe de compostos fenolicos.
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Os resultados da Figura 9 indicam que os menores valores para a razdo entre
flavonoides e fendlicos totais foi encontrada nos tecidos de sementes de ambas as
espécies, ndo havendo diferencga significativa entre elas, o que indica que a propor¢ao de
flavonoides em relagdo aos fendlicos totais foi a menor quando comparado com pericarpo
e folha. Pericarpos de P. tenuifila e P. setacea também apresentaram um baixo valor para
a razdo de flavonoides e fendlicos totais, na qual o pericarpo de P. tenuifila ndo
apresentou diferenga significativa quando comparada com os valores da razdo em

sementes de ambas as espécies.

Os maiores valores para a razdo foram encontrados nos tecidos de folhas, em que em
P. setacea a proporcdo de flavonoides em relagdo aos compostos fenolicos totais
correspondeu a 59,5% de todos os compostos fenolicos encontrados nas andlises,

enquanto que em P. fenuifila esse valor chegou a 144%.

Esses resultados indicam que os niveis de biossintese de flavonoides, em relagdo aos
fenolicos totais, nos diferentes 6rgaos das plantas variaram, possivelmente de acordo com

a fun¢do que desempenham.
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Figura 9. Valores de razdes entre os teores de flavonoides e fendlicos totais de extratos
de sementes, pericarpo e folhas de P. tenuifila (Pt) e P. setacea (Ps). Valores sao médias
+ desvio padrao de 5 repetigdes (n=5). Letras diferentes indicam diferenca significativa

pelo teste de Tukey (p<0,05).

A quantificacdo dos flavonoides nos extratos de passifloras foi determinada utilizando

o reagente complexante AICI;. Este reagente forma um complexo estavel com as
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hidroxilas e carbonilas dos flavonoides (Figura 10), gerando um deslocamento
batocromico das bandas de absorbancia do espectro de UV-Vis (ZUANAZZI &
MONTANHA, 2003).

Figura 10. Complexacdo das hidroxilas e carbonila do flavonoide pelo AICl; (MAGINA,
2008).

Em alguns casos, como o apresentado pelas folhas de P. fenuifila, a propor¢do de
flavonoides pode ser maior que o valor total de compostos fenolicos do tecido devido a
presenga de outros componentes no extrato que podem complexar com o AlCls, ou
também moléculas que apresentam grande niimeros de hidroxilas em sua estrutura

formando assim muitas regides de complexacao, gerando um resultado falso positivo.

6.1.3 Acucares soluveis totais e clorofilas

Os resultados da Tabela 4 expressam os niveis de acticares soluveis totais e clorofilas

encontrados em extratos de sementes, pericarpos e folhas de P. tenuifila e P. setacea.

Tabela 4. Teores de aglicares soluveis totais e clorofilas (a+b) em extratos de sementes,

pericarpo e folhas de P. tenuifila e P. setacea.

Espécie Orgio Acucares soluveis totais Clorofilas (a+b)
(mg/g MS)* (mg/g MS)*

P. tenuifila Semente 32,08 £2,81 ¢ 0,12 +0,002 d
Pericarpo 164,31 £17,34 a 0,08 £0,003 f
Folha 66,43 + 3,66 d 28,47 +0,012 a

P. setacea Semente 31,66 2,18 ¢ 0,09+0,00 e
Pericarpo 134,49 + 10,67 b 0,23 +£0,002 ¢
Folha 96,46 +6,47 ¢ 7,44 +0,06b

*Valores sdo médias + desvio padrio de 4 repeti¢des (n=4), para agucares soliveis totais

e de e repetigdes (n=4), para clorofilas (a+b). Letras diferentes, na coluna, indicam
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diferenga estatistica significativa, entre os o6rgdos das diferentes espécies, pelo teste de

Tukey (p<0,05).

Observa-se que o extrato de pericarpo de P. fenuifila apresentou maior teor de
acucares soluveis totais (164,31 mg/g MS) em relagdo a P. setacea (134,49 mg/g MS)
(Figura 11). Esses valores foram significativamente maiores do que as concentragdes
apresentadas pelas folhas e sementes de ambas as espécies, sementes essas que
apresentaram as menores concentragdes de agucares soluveis totais entre os extratos
(32,08 mg/g MS P. tenuifila; 31,66 mg/g MS P. setacea), ndo havendo diferencas

estatisticas significativas entre eles.
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Figura 11. Teores de agucares soluveis totais de extratos de sementes, pericarpo e folhas
de P. tenuifila (Pt) e P. setacea (Ps). Valores sdo médias = desvio padrao de 4 repeti¢des

(n=4). Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).

O extrato de pericarpo de P. tenuifila apresentou o menor teor de clorofila em relagao
a todos os demais extratos (0,08 mg/g MS), enquanto que no extrato de pericarpo de P.
setacea foi detectado valor quase trés vezes maior (0,23 mg/g MS) (Figura 12A). Esse
valor foi superior aos encontrados em extratos de sementes de ambas as espécies (0,12

mg/g MS em P. tenuifila; 0,09 mg/g MS em P. setacea).

O maior teor de clorofilas a+b ocorreu em extratos de folhas de plantas de P. fenuifila
crescidas em casa de vegetacdo (28,47 mg/g MS), enquanto que folhas de P. setacea,

crescidas nas mesmas condigdes apresentaram menor teor de clorofilas (7,44 mg/g MS)

(Figura 12B).
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Figura 12. Teores de clorofilas (a+b) de extratos de sementes e pericarpos (A) e de folhas
(B) de P. tenuifila (Pt) e P. setacea (Ps). Valores sdo médias + desvio padrao de 5
repeticdes (n=5). Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(p<0,05) (A) e pelo teste t de Student (p<0,05) (B).

6.1.4 Analises de correlagcao linear entre os diferentes parametros analisados

para P. tenuifila e P. setacea.

Para verificar se, de um modo geral, nas espécies P. tenuifila e P. setacea os teores

de fenolicos totais e flavonoides se correlacionaram com a atividade antioxidante foram
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calculados os coeficientes de correlagdo linear simples, expressos na Tabela 5, utilizando-

se os resultados obtidos para as sementes, pericarpos e folhas.

Os resultados indicam que, para P. setacea, a correlacdo linear entre fenolicos totais
e atividade antioxidante foi alta (r = 0,998*) e moderada para P. tenuifila (r = 0,643). J&
em relagdo aos flavonoides, a correlagdo linear com a atividade antioxidante se mostrou

baixa para P. setacea (r = 0,321) e alta, porém negativa para P. tenuifila (r=-0,936).

Tabela 5. Valores de coeficientes de correlagdo linear simples entre diferentes parametros

analisados em extratos de sementes, pericarpo e folhas de P. fenuifila e P. setacea.

Parametros P. tenuifila P. setacea
AA x fenodlicos totais 0,643 0,998*
AA x flavonoides -0,936 0,321
Fenolicos totais x flavonoides -0,3337 0,3749

AA= atividade antioxidante; *significante ao nivel de 5%.

6.2 Analise de fendlicos totais, flavonoides, atividade antioxidante, acucares
soluveis totais e clorofilas em folhas de plantas crescidas em casa de vegetacio e em

condicdes naturais

6.2.1 Fenolicos totais, flavonoides e atividade antioxidante

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores de concentragdes de fendlicos totais,
flavonoides e atividade antioxidante de extratos de folhas de plantas de P. tenuifila

crescidas em casa de vegetacdo e em condi¢des naturais.

Tabela 6. Teores de fenolicos totais e flavonoides em extratos de folhas de plantas de P.

tenuifila crescidas em casa de vegetacao e em condi¢des naturais.

Condicao de Fenolicos totais Flavonoides Atividade antioxidante
cultivo (mg Eq AG/g MS)* | (mg Eq Q/g MS)* | (% DPPH)

Casa vegetacdo 13,72+ 0,82 b 19,79 £0,50 b 16,98 +£2,06 b
Condig¢des naturais | 49,12 + 3,78 a 35,46 £ 0,70 a 78,06 3,94 a

*Valores sdo médias + desvio padrio de 5 repeti¢des (n=5), para fenolicos e flavonoides
e 4 repeticdes (n=4), para atividade antioxidante. Letras diferentes, na coluna, indicam
diferenga estatistica significativa, entre as diferentes condi¢des de cultivo, pelo teste de t

de Student (p<0,05).
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O maior valor encontrado para fendlicos totais foi observado em extratos de folhas de
plantas P. tenuifila crescidas em condigdes naturais (49,12 mg Eq AG/g MS), enquanto
que as folhas de plantas crescidas em casa de vegetacdo apresentaram um valor
aproximadamente quatro vezes menor (13,72 mg Eq AG/g MS) (Figura 13A). O resultado
encontrado para flavonoides foi um pouco menos discrepante, porém as folhas de P.
tenuifila crescidas em condigdes naturais ainda apresentaram a maior concentragao desses
compostos (35,46 mg Eq Q/g MS), enquanto que as folhas da casa de vegetacdo
obtiveram (19,79 mg Eq Q/g MS) (Figura 13B).

A atividade antioxidante, medida através da redu¢do do DPPH, foi mais de quatro
vezes maior nos extratos de folhas de P. tenuifila crescidas em condigdes naturais
(78,06%), quando comparada com a de extratos de folhas das plantas crescidas em casa

de vegetacdo (16,98%) (Figura 14).
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Figura 13. Teores de fendlicos totais (A) e flavonoides (B) de extratos de folhas de
plantas de P. tenuifila crescidas em casa de vegetacdo (Casa Veg) e condi¢des naturais
(Cond Nat). Valores sao médias = desvio padrao de 5 repeticdes (n=5). Letras diferentes

indicam diferenca significativa pelo teste de t de Student (p<0,05).
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Figura 14. Atividade antioxidante de extratos de folhas de plantas de P. tenuifila
crescidas em casa de vegetacdo (Casa Veg) e condicdes naturais (Cond Nat). Valores sdo
médias = desvio padrdo de 4 repeticdes (n=4). Letras diferentes indicam diferenca

significativa pelo teste de t de Student (p<0,05).

6.2.2 Acucares soluveis totais e clorofilas

Os teores de acucares soluveis totais e clorofilas quantificados nos extratos de folhas

de plantas de P. tenuifila crescidas em casa de vegetacdo sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Teores de aglicares soluveis totais e clorofilas (a+b) em extratos de sementes,

pericarpo e folhas de plantas de P. tenuifila crescidas em casa de vegetacdo e em

condi¢des naturais.

Condigao de cultivo Agucares soluveis totais Clorofilas (a+b)
(mg/g MS)" (mg/g MS)"

Casa vegetacdo 66,43 £3,66 b 28,47 £0,013 a

Condi¢des naturais 251,75+ 6,47 a 25,55+0,02b

*Valores sdo médias + desvio padrio de 5 repeti¢des (n=5), para clorofilas e 4 repetigdes
(n=4), para agucares soluveis totais. Letras diferentes, na coluna, indicam diferenga
estatistica significativa, entre as diferentes condi¢des de cultivo, pelo teste de t de Student
(p<0,05).

Folhas de plantas de P. tenuifila crescidas em condi¢des naturais apresentaram o

maior valor para actcares soliveis totais (251,75 mg/g MS), sendo que esse valor foi
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aproximadamente quatro vezes maior do que o obtido em folhas crescidas em casa de

vegetagdo (66,43 mg/g MS) (Figura 15A).

Ja pra clorofilas totais, os valores foram estatisticamente semelhantes, porém as folhas
produzidas em casa de vegetacdo apresentaram um maior valor para clorofilas (28,47
mg/g MS) do que as folhas de P. tenuifila crescidas em ambiente natural (25,55 mg/g
MS) (Figura 15B).
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Figura 15. Teores de acucares soluveis totais (A) e clorofilas (B) de extratos de folhas de
plantas de P. tenuifila crescidas em casa de vegetacdo (Casa Veg) e condi¢des naturais
(Cond Nat). Valores sdo médias + desvio padrdo de 5 repeti¢des (n=5) para clorofilas e 4
repeticdes (n=4), para agucares soluveis totais. Letras diferentes indicam diferenca

significativa pelo teste de t de Student (p<0,05).
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7. DISCUSSAO

7.1 Fenolicos totais

Os valores de fenodlicos totais encontrados em extratos de sementes de ambas as
espécies foram considerados elevados quando comparados com outros tecidos do
presente estudo, ou até mesmo com outros estudos envolvendo sementes de passifloras,
como o proposto por Vieira (2013), que utilizando uma metodologia similar para a
quantificagdo de fenolicos totais, com o uso do reagente Folin-Ciocalteu, porém seguindo
uma curva padrdo de catequina, obteve valores de fenolicos totais em sementes de P.
tenuifila inferiores ao do presente estudo (12,81 mg Eq CA/g MS) e valor similar, porém
também inferior, em sementes de P. setacea (50,18 mg CA/g MS). Ainda no mesmo
estudo, foram encontrados valores baixos de concentracdo de fendlicos totais em
sementes das espécies P. edulis e P. alata (2,74 mg Eq CA/g MS; 2,06 mg Eq CA/g MS,
respectivamente), evidenciando o potencial de produ¢do de compostos fenolicos de

sementes de P. tenuifila e P. setacea.

Embora as metodologias de andlises quantitativas de fenolicos totais apresentem
adaptacdes, os valores obtidos para fendlicos totais nas espécies de P. tenuifila e P.
setacea no presente estudo e no estudo realizado por Vieira (2013) apresentaram
similaridades e seguiram a mesma tendéncia, com P. setacea, apresentando maior
concentragdo de compostos fenodlicos do que P. tenuifila. Porém, os resultados para
fenolicos totais em P. alata , nos estudos propostos por Madoglio (2011) e Vieira (2013),
diferiram bastante, podendo ser explicados pelo fato dos maracujés utilizados por
Madoglio (2011) terem sido cultivados no estado de Santa Catarina, enquanto que os
frutos utilizados por Vieira (2013), assim como no presente estudo, terem sido colhidos
no Distrito Federal, onde diferentes fatores ambientais, principalmente a temperatura, e

fatores genéticos podem ter influenciado a produ¢do de compostos fendlicos.

Saravanan & Parimelazhagan (2013), utilizando metodologia similar a do presente
trabalho, obtiveram o valor de 115,70 mg Eq AG/g ES, em sementes de P. subpeltata,
através de uma extracdo metanodlica, porém quando a extracdo foi feita com acetona os
valores observados para as mesmas amostras foram quase o dobro (340,70 mg Eq AG/g
ES), indicando que os solventes utilizados para a extracdo dos compostos fenolicos

influenciam o resultado final da quantificagdo desses metabolitos em amostras vegetais.
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Segundo o estudo realizado por Soong & Barlow (2004), também utilizando o
reagente Folin-Ciocalteu e através de uma extracdo etandlica das sementes de tamarindo
(Tamarindus indica), abacate (Persea americana) e jaca (Artocarpus heterophyllus),
obtiveram os seguintes resultados para fenolicos totais: 94,50 mg Eq AG/g MS; 88,20 mg
Eq AG/g MS; 27,70 mg Eq AG/g MS, respectivamente. Esse estudo demonstra que os
niveis de compostos fendlicos encontrados em sementes de P. setacea e P. tenuifila foram
intermediarios e indicam que as sementes dessas espécies podem, também, ser fontes
alternativas de fenolicos, e serem utilizadas no enriquecimento de alimentos funcionais,
como sucos e farinhas, uma vez comprovada a correlagdo positiva entre estes compostos

e a atividade antioxidante.

As concentragdes de fendlicos encontradas em extratos de pericarpo de P. tenuifila
foram superiores aos obtidos por Vieira (2013), que através de uma extracdo metanolica,
encontrou na estrutura de pericarpo de P. tenuifila o valor de 5,09 mg Eq CA/g MS ¢ 2,09
mg Eq CA/g MS no pericarpo de P. setacea. O mesmo estudo ainda quantificou fenolicos
totais em pericarpos de mais duas espécies de Passiflora (Passiflora edulis e Passiflora
alata) e obteve valores entre 4,34 ¢ 3,66 mg Eq CA/g MS para as variedades de P. edulis
e 2,54 mg EC/g MS na espécie de P. alata. Ja Contreras-Calderon e colaboradores (2010),
utilizando extracdo metandlica e uma metodologia similar ao presente estudo para
quantificar fendlicos totais, obteve 2,46 mg Eq AG/g MF para pericarpo de P. mollissima
e 2,88 mg Eq AG/g MF para pericarpo de P. tarminiana, valores aproximadamente trés
vezes menores do que os observados em P. tenuifila, enquanto que Cazarin et al. (2014),
através de uma extragdo metandlica em pericarpo de P. edulis obteve o valor de 2,30 mg

Eq AG/g MS.

Apesar de extratos de folhas de plantas de P. tenuifila crescidas em casa de vegetacao,
apresentarem niveis de fenolicos totais, que foram aproximadamente o dobro de P.
setacea, esses sdo considerados medianos, quando comparados a outras espécies de
passifloras. O fato desses valores terem sido cerca de trés vezes menores do que os
detectados em sementes de P. fenuifila e aproximadamente oito vezes menores do que o
detectado em sementes de P. setacea, indica diferencgas entre as espécies quanto ao
metabolismo de acumulo dessa classe de compostos nas folhas e sementes. A
concentragdo quase quatro vezes superior de fenolicos totais apresentadas pelas folhas de
Passiflora tenuifila, obtidas de plantas crescidas em condigdes naturais, pode ser

explicado pela exposicdo a maior intensidade luminosa. Ghasemzadeh ef al. (2010)
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estudando os efeitos de diferentes intensidades luminosas na produgao de fenolicos em
folhas de gengibre (Zingiber officinale), observou um aumento gradual no teor de
flavonoides, quando as plantas foram expostas a niveis de intensidade luminosa de 310 a
790 umol m™s™, em que uma das variedades da espécie apresentou aumento de 27,43 mg
Eq AG/g MS para 33,00 mg Eq AG/g MS, enquanto a outra aumentou de 31,73 mg Eq
AG/g MS para 39,06 mg Eq AG/g MS. Resultado similar foi obtido por Karimi e
colaboradores (2013), que relataram o aumento da concentracdo de fendlicos em folhas
de Labisia pumila, proporcionalmente ao aumento da intensidade luminosa a que as

plantas eram expostas.

Pineli et al. (2014) estudando cinco espécies de passifloras, obtiveram, através de
extratos hidroalcoolicos de folhas, o valor de 18,82 mg Eq AG/g MS em P. tenuifila,
22,17 mg Eq AG/g MS em P. setacea, 13, 72 mg Eq AG/g MS para P. alata, 46,05 mg
Eq AG/g MS em P. nitida e valores entre 10,72 a 14,68 mg Eq AG/g MS em variedades
de P. edulis, enquanto que, através de uma extracdo etanolica, Sesan et al. (2016)
obtiveram valores de 15,46 mg Eq AG/g MS para fendlicos totais, em folhas de P.
caerulea, valores inferiores aos detectados em folhas de plantas de P. fenuifila crescidas
em condicdes naturais e, no caso de P. nitida, similares aos encontrados para as folhas de
P. tenuifila produzidas na casa de vegetacdo. Valores inferiores de fenolicos totais
também foram encontrados por Ramaiya e colaboradores (2014), que ao estudarem a
composi¢ao de fendlicos totais em folhas de trés espécies de passifloras, obtiveram em
extragdes metanodlicas o valor de 23,70 mg Eq AG/g MS para P. edulis, 21,70 mg Eq
AG/g MS para P. quadrangularis e 33,20 mg Eq AG/g MS para P. maliformis.

Estudando outras espécies de plantas, Kuti & Konuro (2004) obtiveram 2,90 mg Eq
acido clorogénico/g MS, através da extragdo metandlica de folhas de espinafre
(Cnidoscolus aconitifolius). J4 Al-Rimawi et al. (2014) estudando a quantidade de
fenolicos em folhas de oliveiras coletadas em diferentes estagdes do ano obteve através
de extracdes aquosas o valor de 47,52 mg Eq AG/ g MS durante o verdo e 26,14 mg Eq
AG/ g MS durante o inverno, concluindo que as variagcdes das condigdes abidticas entre

as estacOes influenciam na quantidade total de fenolicos.

No presente estudo, os maiores valores mensurados para fenolicos totais foram
encontrados nos extratos de folhas de plantas de P. fenuifila, crescidas em condigdes
naturais e nas sementes de ambas as espécies, em que poderiam desempenhar o alto

potencial antioxidante e antimicrobiano caracteristicos dessas substancias. Segundo Taiz
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& Zeiger (2013), os metabdlitos secundarios oferecem defesa contra radiacdes UV,
infecgdes de fungos e bactérias, além de apresentarem propriedades antioxidantes, o que
reforcaria a defesa das folhas e das sementes, no momento da dispersdo. Podem, portanto,
atuar, assegurando a germinagao e o estabelecimento das plantulas, que, uma vez no solo,
estdo expostas a grandes quantidades e diversidade de microrganismos, que podem
degradar as substancias de reserva das sementes, causando a deterioracdo, impedindo a

germinag¢do e reduzindo o vigor das plantulas.

O fato de, no presente estudo, os teores médios de fenolicos totais observados nas
folhas das plantas de ambas as espécies de passifloras, crescidas em casa de vegetagdo,
terem sido menores do que os citados por Pineli et al. (2014), Sesan et al. (2016) e
Ramaiya et al. (2014), pode ter sido devido, ndo apenas a exposi¢do a uma intensidade
luminosa menor mas também a menor interacdo com pragas e patdogenos, que pode fazer
com que as plantas crescidas em casa de vegetagdo, talvez ndo sintetizem tantos
compostos fenodlicos como as plantas crescidas em ambiente natural. A maioria dos
compostos fenolicos produzidos pelas plantas sdo derivados da molécula de fenilalanina,
através da eliminagdo de uma molécula de amonia, formando assim o acido cinamico,
reacdo essa que ¢ catalisada pela molécula de fenilalanina amdnia-liase (PAL). A
atividade da enzima PAL ¢ aumentada pela agdo de fatores ambientais como a intensidade
luminosa, baixos niveis de nutrientes ou infecgdes por organismos patogenos (TAIZ &
ZEIGER, 2013), fatores esses que estiveram presentes em condi¢des naturais, mas que,
certamente foram amenizados no ambiente da casa de vegetacdo. No entanto, o
crescimento das plantas nessa condi¢cdo protegida poderia garantir uma produgdo de
biomassa consistente, para um possivel aproveitamento da parte aérea como fontes de
compostos de interesse, dai a necessidade de otimizagdo do crescimento das plantas em

condigdes controladas.

7.2 Flavonoides

Poucos estudos quantificaram flavonoides em sementes de Passiflora. O presente
estudo detectou valores baixos para flavonoides em extratos de sementes de P. fenuifila

e P. setacea, quando comparados com os extratos de folhas.

Grandes variagdes entre as quantidades de flavonoides foram observadas em sementes

de diferentes espécies. Tabasum et al. (2016) realizaram por sete dias uma extracao
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metanolica, em sementes de Abrus precatorius e obtiveram 73,33 mg RU/g ES. Ja
Rahman e colaboradores (2016), obtiveram o valor de 47,38 mg Eq Q/g de ES, quando
quantificaram o contetdo de flavonoides, em sementes de Swietenia mahagoni,
utilizando para a extragdo o solvente de acetato de etila, porém no mesmo estudo,
utilizando benzina como solvente o resultado para flavonoides foi inferior (33,34 mg Eq
Q/g de ES). Gurnani et al. (2016), utilizando uma curva padrao de rutina, obtiveram 12,84
mg RU/g ES de flavonoides totais, através de uma extra¢do feita com n-hexano, no
entanto, quando o solvente foi cloroférmio o valor decaiu para apenas 4,64 mg RU/g ES,
demonstrando que o tipo de solvente utilizado durante a extracdes das substancias

influenciam no valor obtido durante as analises.

Fatores tais como o nivel de exposi¢do das sementes a radiacdo solar e a carga
genética, podem influir no nivel de flavonoides apresentados pelas sementes. Por
exemplo, os frutos de Abrus precatorius e de Swietenia mahagoni, utilizados nos estudos
de quantificagdo de flavonoides descritos anteriormente e que apresentaram altas
concentragdes desses compostos, eram frutos secos (legume e capsula respectivamente)
que, quando maduros se abrem, expondo a semente diretamente a radiacdo solar, podendo
induzir o metabolismo desses tecidos a priorizar a producdo de flavonoides para sua

autodefesa.

Os tecidos de pericarpo também apresentaram os menores teores de flavonoides. No
presente estudo o pericarpo de P. setacea apresentou valor mais de quatro vezes inferior
ao apresentado pelo pericarpo de P. tenuifila, o que indica um maior potencial de
aproveitamento de residuos de pericarpos de P. fenuifila. Simirgiotis et al. (2013),
estudando flavonoides em pericarpos de P. tripartita, obtiveram valor 1,8 vezes maior de
flavonoides em pericarpos do que na polpa e suco da mesma espécie (1,40 versus 0,77
mg Eq Q/g MS), evidenciando a qualidade nutricional de residuos de pericarpos de
passifloras. Zeraik (2010), estudando extratos metandlicos de pericarpos de P. edulis
encontrou 1,23 mg Eq IS/g MS. Ainda no mesmo estudo foi concluido que a infec¢ao
causada por virus em espécies de Passiflora edulis causaram a diminui¢do da quantidade

total de flavonoides concentrado nos pericarpos dos frutos.

Sousa e colaboradores (2014) obtiveram valores entre 0,40 e 0,79 mg Eq IS/g MS,
enquanto Marques e colaboradores (2015) obtiveram variagdes entre 0,16 a 0,90 mg Eq
IS/g MS, para flavonoides em extratos de pericarpo de P. edulis, valores muito inferiores

aos observados no pericarpo de P. tenuifila, apesar de terem utilizado técnicas de extracao
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diferentes das realizadas no presente estudo. Apesar dos extratos de pericarpo terem
apresentado baixas concentracdes de flavonoides, quando comparado as sementes e
folhas, o pericarpo de P. tenuifila demonstrou apresentar maior potencial de
aproveitamento para enriquecimento nutricional, por apresentar maior quantidade de

fenolicos totais do que o pericarpo de P. setacea.

A alta concentracdo de flavonoides totais mensurados nos extratos de folhas de
plantas de P. tenuifila, crescidas em casa de vegetagao, cerca de dezenove vezes superior
aos teores mensurados em sementes € pericarpo € aproximadamente cinco vezes maior
que o valor encontrado em folhas de P. sefacea, indicam o maior potencial das folhas de
P. tenuifila como fontes dessa classe de compostos. Além disso, o fato dos flavonoides
em folhas de plantas de P. fenuifila crescidas em condi¢des naturais terem sido quase o
dobro da concentragdo detectada nas folhas da casa de vegetacdo, indica a influéncia da
intensidade luminosa no processo de biossintese e a importancia da otimizagdo desse
pardmetro para aumentar a produgdo. Karimi et al. (2013) estudando o impacto de
diferentes intensidades luminosas na producdo de flavonoides em folhas de trés
variedades de Lobisia pumila, observaram que os valores cresciam da intensidade
luminosa de 310 umol m™s™ (2,51 mg RU/g MS; 2,82 mg RU/g MS:; 2,43 mg RU/g MS)
para, respectivamente, 2,73 mg RU/g MS, 2,94 mg RU/g MS e 2,54 mg RU/g MS, quando

expostas a intensidade luminosa de 630 wmol m™s™.

Pineli et al. (2014), analisando os teores de flavonoides em extratos hidroalcodlicos
de folhas de diferentes espécies de passifloras obtiveram valores de flavonoides na ordem
de 2,93 mg Eq Q/g MS para P. tenuifila e 3,08 mg Eq Q/g MS em P. setacea, valores
menores do que os detectados no presente trabalho, para P. tenuifila e P. setacea, mesmo
quando comparados aos teores observados nas folhas de plantas crescidas em casa de
vegetacdo. Também detectaram 3,07 mg Eq Q/g MS em P. nitida, 2,93 mg Eq Q/g MS
em P. alata e valores entre 2,28 e 2,61 mg Eq Q/g MS, em diferentes variedades de P.
edulis. Ja Sesan et al. (2016) obtiveram, através de extragdo etandlica, valor de 12,82 mg
Eq Q/g MS estudando flavonoides em folhas de P. caerulea, valor aproximadamente trés
vezes menor do que o verificado em folhas de plantas de P. tenuifila crescidas em
condigdes naturais. Nos trabalhos citados na literatura foram observados valores muito
distintos para flavonoides totais em folhas de diferentes espécies de passifloras, de acordo

com os tipos de solventes utilizados durante a extragdo, portanto, € pertinente a realizacao
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de um estudo posterior para relacionar a variagdo na quantificagdo desse composto com

os diferentes métodos de extracao utilizados.

No presente estudo as folhas de P. fenuifila crescidas em condi¢des naturais foram as
melhores fontes de flavonoides do que as sementes e pericarpos, mesmo quando
produzidas em casa de vegetagdo, superando os teores de varias outras espécies de
passifloras estudadas até o presente momento. Os flavonoides sdo reconhecidos como
substancias que atuam na protecdo contra raios UV-B em células vegetais, absorvendo
comprimentos de onda curtos (280-320 nm), portanto além de fatores genéticos, fatores
ambientais também podem influenciar a quantidade de flavonoides produzida por
determinado tecido vegetal (TAIZ & ZEIGER, 2013), desse modo, a presenca de maior
quantidade de flavonoides nas folhas, quando comparado com o pericarpo dos frutos e
com sementes, pode significar uma espécie de protecao da propria planta contra os efeitos
nocivos da radiagdo ultravioleta proveniente do sol. J4 as sementes das espécies P.
tenuifila e P. setacea ndo sofreram exposicdo a radia¢do solar direta, por estarem
protegidas no interior do fruto, o que poderia explicar, parcialmente, as baixas

quantidades de flavonoides encontrados.

O fato das folhas crescidas em ambiente natural apresentarem maior teor de
flavonoides ja era esperado além da maior exposi¢do ao sol, ja que as moléculas de
flavonoides possuem propriedades antimicrobianas e que também inibem ataques por
herbivoria (TAIZ & ZEIGER, 2013), portanto as plantas submetidas a um ambiente
controlado, como uma casa de vegetagao, estiveram expostas a menos patdgenos e pragas
do que aquelas crescidas em ambiente natural, o que pode explicar a menor concentragao

de flavonoides em folhas da casa de vegetagao.

7.3 Clorofila total

Os baixos valores encontrados para clorofila total em sementes de P. tenuifila e P.
setacea podem ter sido devidos ao estdgio de desenvolvimento das mesmas, no interior
dos frutos maduros, pois segundo Sozo (2014), a clorofila presente nas sementes dessas
duas espécies ¢ apenas um resquicio da clorofila presente na pega floral que se
desenvolveu e veio a formar o fruto maduro. Cenkowski e colaboradores (1989)
avaliaram a quantidade total de clorofila em sementes de Brassica campestris, em varios

periodos de tempo, apds a colheita dessas sementes e observaram que os valores totais
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para clorofila decairam, com o decorrer do tempo, sendo o nivel de reducio igualmente
proporcional ao nivel de desidratacdo do tecido. Portanto, quanto mais tempo se passar
entre a retirada da semente dos frutos e a realizacdo da extracdo de clorofilas, menor

devera ser o valor final desse composto, presente nas analises.

Em outro estudo realizado por Cenkowski & Jayas (1993), com sementes de canola
(Brassica napus), foram obtidos valores para clorofila total entre 0,49 e 0,36 mg/ g MS,
no periodo de até dois dias apds a colheita das sementes, porém apds 90 dias de
estocagem, os valores encontrados para clorofila nas mesmas sementes decairam para
0,07 mg/ g MS. Como as sementes utilizadas no presente estudo, com as espécies de
passifloras, foram retiradas do fruto e armazenadas em nitrogénio liquido até a realizagdo
das analises, pode ser que o valor final para clorofilas tenha sido menor do que quando
as sementes se encontravam no fruto fresco. Futuros estudos deverdo ser realizados com

frutos frescos para elucidar essa questao.

O fato dos extratos de pericarpos maduros de P. setacea terem apresentado valor de
clorofila total, quase trés vezes maior do que a concentracdo presente em P. tenuifila
indica uma diferenca entre as espécies durante o processo de maturacio dos frutos, pois
em P. tenuifila a alteracdo da colora¢do do fruto de verde para amarelo ¢ marcante.
Existem poucos estudos que quantificam clorofilas totais em pericarpos de passifloras,
porém segundo Sozo (2014), os valores para clorofila total decaem em frutos de P.
tenuifila e P. setacea, de acordo com o nivel de maturacio dos frutos, fendmeno também
descrito por Maranhao (2010), que observou a diminui¢do significativa dos niveis de

clorofila durante o amadurecimento de frutos de acerola (Malpighia emarginata).

Pelayo e colaboradores (2014) estudaram a quantidade de clorofila total em diversas
variedades de magas e concluiram que a coloragdo externa do fruto esta relacionada, entre
outros, com a quantidade total de clorofilas presentes. No estudo em questdo, variedades
de macas com o epicarpo em tom amarelo apresentaram valores de clorofilas totais entre
0,024 a 0,090 mg/g MS, enquanto as de tons vermelhos apresentaram concentracdo maior
entre 0,043 a 0,27 mg/g MS e as com epicarpo verde apresentaram a maior concentracao

de clorofilas variando entre 0,16 a 1,36 mg/g MS.

O valor quase quatro vezes maior de clorofila total detectado em extratos de folhas de
P. tenuifila em relacdo a P. setacea, em plantas crescidas nas mesmas condi¢des, em casa
de vegetacdo, indica diferencas entre essas as espécies quanto aos mecanismos de

adaptagdo a ambientes com menor intensidade luminosa. Cavalcante e colaboradores
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(2011) detectaram valores de clorofila total entre 1,47 e 1,66 mg/g MS, em folhas de P.

edulis, valores menores do que os obtidos nas espécies estudadas no presente trabalho.

O valor, ligeiramente superior, obtido para clorofila total em folhas de plantas de P.
tenuifila crescidas em casa de vegetacdo em relacdo as crescidas em condi¢des naturais,
pode ter sido devido a menor intensidade luminosa incidente no interior da casa de
vegetacdo. Dessa forma, Zanella e colaboradores (2006) estudando mudas de P. edulis
obtiveram valores de 6,30 mg/g MS, para plantas com 0% de sombreamento e um valor
significantemente maior, de 8,97 mg/g MS, para plantas submetidas a 80% de
sombreamento. Resultado similar, também foi obtido por Freitas (2010) que, ao
quantificar clorofila total em folhas de P. alata observou um aumento gradual de clorofila
de acordo com o grau de sombreamento das plantas. Souza et al. (2011) submeteram
plantas de Mikania laevigata a diferentes filtros solares e obtiveram menor concentragao
de clorofila total em plantas expostas a pleno sol (2,29 mg/g MF) do que nas plantas
submetidas a filtros solares azuis (5,02 mg/g MF) e vermelhos (3,32 mg/g MF).
Lichtenthaler & Buschmann (2001) obtiveram 6,29 mg/g MS, em folhas expostas ao sol
de Fagus sylvatica e 12,01 mg/g MS, em folhas expostas a sombra. Ja4 na espécie
Carpinus betulus a diferenga foi ainda maior, 8,15 mg/g MS, em folhas expostas ao sol e

19,05 mg/g MS, em folhas mantidas na sombra.

Portanto, ¢ bem descrito na literatura que folhas de sombra ou submetidas ao
sombreamento sofrem alteracdes morfofisiologicas para se adaptar ao déficit de luz.
Segundo Taiz & Zeiger (2013), folhas de sombra apresentam mais clorofila por centro de
reacdo, maior razdo clorofila b/clorofila a e geralmente sdo folhas mais finas do que
aquelas expostas a pleno sol. Entretanto, a maior concentragdo clorofila, nas plantas de
P. tenuifila, ndo resultou em maior fotossintese e maior producdo de esqueletos de
carbono, que poderiam ser alocados para a biossintese de compostos fenolicos e
flavonoides. Porém, as altas concentracdes de clorofila em folhas de plantas crescidas em
casa de vegetacdo pode ser um importante parametro a ser explorado quando se considera
as propriedades das clorofilas para o possivel aproveitamento da biomassa de folhas em

alimentos funcionais.

Estudos revelam também que, os niveis de nutrientes no solo podem influenciar a
quantidade total de clorofila em folhas de espécies de passifloras. Freitas (2010) observou
que os niveis de nitrogénio do solo apresentaram alta correlacdo positiva com os teores

totais de clorofila, fato também constatado por Freire et al. (2013), que observaram um
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aumento nos teores de clorofila de 1,41 mg/g MF para 1,78 mg/g MF, quando as mudas
de P. edulis foram tratadas com biofertilizante bovino. Portanto, a otimizagdo da
producgdo de clorofila pelas folhas pode requerer a manipulagdo de diferentes tipos de

substratos, para o crescimento das plantas.

7.4 Acucares soluveis totais

Os teores mais baixos de agucares soluveis totais em sementes de P. tenuifila e P.
setacea, em relagcdo aos apresentados pelos pericarpos dos frutos e folhas, podem ser
explicados pelo fato de que a maior quantidade de carboidratos armazenados pelas
sementes deve estar em forma de amido, que apenas serd hidrolisado para liberar os
acucares soluveis totais, apds a hidratagdo das mesmas, no processo germinativo. Porém,
as concentragdes de acucares soluveis totais nessas sementes foram superiores as
observadas em varios estudos realizados, ndo apenas com passifloras, mas também com
outras espécies de outros géneros, o que ¢ uma indicacdo da ocorréncia de atividades
metabolicas que levam a produgdo de agucares solveis totais, mesmo nao tendo sido

colocadas para germinar.

Existem poucos estudos que quantificaram agucares soluveis totais em espécies de
passifloras, porém Vieira (2013), através de uma metodologia utilizando cromatografia
liquida, obteve 3,80 mg/g MS de acucares solveis totais em P. tenuifila e 0,79 mg/g MS
em P. setacea, valores muito abaixo dos obtidos no presente estudo com as mesmas
espécies, demonstrando que o tipo de metodologia adotado na quantificagdo de acticares
soluveis totais pode influenciar no valor final desse metabdlito. Valores inferiores de
acucares soluveis totais em sementes de outras espécies, também foram observados por
Cruz (2011), que obteve 21,90 mg/g MS de agticares soliveis totais em seu estudo de
caracterizacdo da semente do fruto de atemoia, fruto hibrido derivado do cruzamento de
fruta-do-conde (4dnnona squamosa) com cherimoia (Annona cherimola), enquanto que
Mantovani (2013) obteve pouco mais de 5 mg/g MS de agucares soluveis totais em

sementes de Ipé-Amarelo (Tabebuia chrysotricha).

A presenc¢a das maiores concentragdes de agucares soluveis totais nos pericarpos de
P. tenuifila e P. setacea é decorrente do processo de maturagao dos frutos, resultante da
degradacdo do amido. Essas concentragdes também foram superiores as observada nos

poucos estudos em que esses compostos foram quantificados, como o conduzido por Cruz
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(2011), com o pericarpo de atemoia, que obteve 129,20 mg/g MS de aglicares soluveis
totais. J4 Damiani et al. (2011) obtiveram, valores menores ainda, de 84,5 mg/g MF no
pericarpo de aragé (Psidium guineensis). Como os niveis de acucares soluveis totais nos
frutos podem variar com o estdgio de maturagdo, como demonstrado por Sinclair (1972),
que constatou que os niveis desses compostos aumentaram no ultimo estagio de
maturacdo do fruto da toranja (Citrus paradisi), obtendo valor de 374,20 mg/g MS, ¢
possivel que, os altos niveis detectados nos pericarpos de ambas as espécies de passifloras

estudadas estejam relacionados com o fato dos frutos utilizados serem frutos maduros.

O fato dos extratos de folhas de plantas de P. setacea, crescidas em casa de vegetagao,
apresentarem o maior teor de agucares soluveis totais, valor aproximadamente 30% maior
do que o observado em folhas de P. tenuifila indica diferencas entre essas espécies quanto
ao metabolismo primario. Porém, essa diferenca ndo reverteu em maior producio de
metabolitos secundarios e atividade antioxidante. Ao contrario, as folhas de P. tenuifila,
que apresentaram os menores niveis de aglicares soliveis totais, produziram maiores
niveis de fendlicos totais e flavonoides, o que ¢ uma demonstragdo de que, mesmo com
niveis menores de acucares soluveis totais, foi priorizada, nessa espécie, a maior alocagio

de atomos de carbono para a biossintese de fendlicos totais e flavonoides nas folhas.

A concentracdo de aglcares soluveis totais, aproximadamente quatro vezes maior,
detectada em folhas de plantas de P. tenuifila crescidas em ambiente natural, em relacao
as folhas coletadas de plantas da casa de vegetacdo, ¢ decorréncia da maior fotossintese
realizada em condigdes naturais e pode responder pela maior produgdo de metabolitos
secundarios e atividade antioxidante observadas no presente trabalho. Liu et al. (2011)
estudando os impactos do sombreamento e do enriquecimento da intensidade luminosa
em folhas de soja (Glycine max), ndo encontraram diferenca significativa na concentracao
de agucares soluveis totais em folhas que foram submetidas a maior intensidade luminosa,
quando comparadas aquelas crescidas em condi¢des naturais. J4 quando comparado com
folhas submetidas ao sombreamento, os valores obtidos nas folhas crescidas em ambiente
natural foram de 20% a 31% maiores, indicando que a intensidade luminosa tem papel
fundamental na fotossintese e, consequentemente, na produgdo de aglicares nos tecidos

da planta.

Segundo Taiz & Zeiger (2013), existe uma relacdo entre a intensidade luminosa e as
taxas de assimilacdo de CO, em agticares nas plantas. No escuro essa taxa € negativa e de

acordo com o aumento da intensidade luminosa esse valor vai aumentando até um ponto
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6timo, onde a assimila¢do de CO, ¢ maxima. As folhas crescidas em casa de vegetacao
estavam sob uma condi¢do de baixa luminosidade, por ndo haver incidéncia direta de
raios solares, o que acarretou uma menor assimilagdo de CO; e, consequentemente,
menos agucares soliveis totais disponiveis para o metabolismo primario e, portanto,
menos atomos de carbono alocados para a biossintese das moléculas do metabolismo
secundario. J4 as folhas de P. tenuifila crescidas em condig¢des naturais realizaram uma
fotossintese 6tima, que elevou as concentracdes de agucares soluveis totais e o acimulo

de maiores concentragdes de fenolicos totais, flavonoides ¢ atividade antioxidante.

Além da intensidade luminosa, Luo & Huang (2010) observaram que a concentracao
de acucares soluveis totais em folhas de outras espécies, como a mandioca (Manihot
esculenta) variou, também, de acordo com a época do ano, obtendo valores entre 30 e
120 mg/g MS, em diferentes meses do ano e esses autores afirmam que a concentragao
desse metabdlito primario nas folhas ndo depende apenas da intensidade luminosa e da
taxa de fotossintese, mas também da taxa de transporte de solutos, que acontece entre as
folhas e as estruturas de reservas ou frutos da planta. No caso, as plantas de P. tenuifila,
estudadas no presente trabalho e mantidas em casa de vegetagdo, estavam produzindo
consideravel quantidade de frutos, no momento da coleta das folhas para a analise,
enquanto que as plantas de P. sefacea, mantidas na mesma condi¢do, estavam em estado
vegetativo. Esse fato poderia explicar a menor concentracdo de agucares soluveis totais
nas folhas de P. fenuifila, em que, a taxa de transporte de acucares das folhas para os
frutos e sementes, com certeza estava intensificada em relagdo as plantas de P. setacea,

devido a alta demanda metabolica.

Os niveis de acucares soluveis totais, além de influenciarem a produ¢do de moléculas
do metabolismo secundario das plantas, podem determinar o nivel de crescimento das
mesmas, como demonstrado por Ahmad et al. (2008), que observaram que, espécies de
plantas, que acumulam maiores concentragdes de actcares soliveis totais em suas folhas,
apresentam proporcionalmente uma maior taxa de crescimento. J& Zielinski e
colaboradores (2010), estudando a concentragao de agucares soluveis totais em diferentes
variedades de cana-de-acucar (Saccharum spp.) obtiveram valores entre 20 e 45 mg/g MF
em folhas e concluiram que as variagdes genotipicas, dentro da mesma espécie, permitem
que as mesmas apresentem maior capacidade fotossintética e/ou melhores adaptagdes ao

meio, influenciando a produgdo de acucares nas folhas da planta.
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7.5. Atividade antioxidante dos extratos avaliada através da inibicio do DPPH

A alta atividade antioxidante das sementes de P. tenuifila e P. setacea analisadas no
presente estudo, também foi demonstrada por Sozo (2014), porém com valor
consideravelmente menor para Passiflora setacea, o que pode ter sido devido a variagdes
entre os lotes de sementes analisadas. Esses valores, entretanto, foram considerados altos
quando comparados a outras espécies de plantas, como observado por Luzia & Jorge
(2010), em extratos metanolicos de sementes de limdo galego (Citrus limon), que
apresentaram inibicao de 70,58% do radical DPPH, valor muito parecido com o obtido
por Gill et al. (2009) estudando sementes de melancia (Citrullus lanatus). Ja, extragdes
metanolicas, realizadas por Benites et al. (2015) em sementes de fruta-do-conde (Annona
coriacea) e cortica amarela (Annona sylvatica), apresentaram inibicdo baixa do DPPH
(31,53%; 16,70%, respectivamente). Awika e colaboradores (2003) estudaram a
correlacdo entre a quantidade total de fenolicos em relacdo a atividade antioxidante do
farelo das sementes de sorgo (Sorghum bicolor) e obtiveram uma correlagdo linear alta

de r = 0,96 entre fenolicos totais e atividade antioxidante através da inibicdo do DPPH.

O extrato de pericarpo de P. fenuifila apresentou maior potencial antioxidante do que
o extrato de pericarpo de P. setacea. O valor observado para P. tenuifila foi alto, também
quando comparado com os valores detectados em pericarpos de P. edulis, como
demonstrado por Zeraik (2010). Esse autor, utilizando um extrato metandlico do
pericarpo de P. edulis na concentracdo de 1 mg/ml, obteve uma inibigdo de 9,10% de
DPPH, enquanto que, Cazarin e colaboradores (2014), também realizando uma extragdo
metandlica do pericarpo de P. edulis, obtiveram inibi¢ao de 32,5% do DPPH. No mesmo
estudo, através de uma extragdo aquosa, o resultado foi superior, inibindo 46,35% do

radical DPPH.

Apesar dos niveis de inibicdo do DPPH de extratos de folhas de plantas de P. tenuifila
e de P. setacea, crescidas em casa de vegetacao, terem sido estatisticamente semelhantes,
as folhas de P. tenuifila apresentaram aproximadamente, o dobro da concentragdo de
compostos fendlicos e quase cinco vezes mais flavonoides, quando comparadas com as
folhas de P. setacea, o que indica que a atividade antioxidante ndo foi diretamente
proporcional as altas concentracdes dessas classes de metabdlitos secundarios, talvez por
ndo estarem sendo produzidas, nessas condi¢des de cultivo, moléculas antioxidantes
eficientes. J4, em condigdes naturais, as folhas de P. tenuifila produziram concentragdes

de compostos fenodlicos, aproximadamente quatro vezes superiores e concentragdes de
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flavonoides, quase o dobro dos valores observados nas folhas das plantas crescidas em
casa de vegetacao, o que pode indicar a sintese de diferentes moléculas antioxidantes mais

eficientes, podendo explicar assim a maior atividade antioxidante do extrato.

A alta porcentagem de reducdo do DPPH detectada nos extratos de folhas de P.
tenuifila crescidas em condigdes naturais foi superior aos valores obtidos para folhas de
P. edulis, como demonstrado por Sunitha & Devaki (2009) que, utilizando um extrato
metanolico de folhas dessa espécie, na concentragdo de 500 ug/ml obteve inibicao de
35,01% do radical DPPH. No entanto, utilizando a mesma concentracdo de 500 ug/ml,
porém com um extrato etandlico, Martins et al. (2015) obtiveram inibicdo de DPPH de
aproximadamente 55%, enquanto que Osma e colaboradores (2013), obtiveram valor
superior a 85%. Ambos os estudos foram conduzidos com folhas de P. edulis, o que
também demonstra a influéncia do tipo de solvente utilizado na extrag@o, no potencial de

inibicdo do DPPH.

Valores muitos distintos de atividade antioxidante, avaliada através da redugao radical
DPPH em folhas de espécies de passifloras, sdo relatados na literatura, no entanto, na
grande maioria dos estudos, os elevados valores de inibicdo do DPPH estdo sempre
altamente correlacionados com a presenca de compostos fendlicos. Rudnicki (2005)
também encontrou alta correlacdo entre atividade antioxidante e fendlicos totais (r =
0,997 para P. alata e r = 0,996 para P. edulis), resultado similar ao obtido para P. setacea,
mas nao para P. tenuifila (r= 0,643). Portanto, ¢ possivel supor que a baixa atividade
antioxidante dos extratos de folhas de P. tenuifila e P. setacea, crescidas em casa de
vegetacdo, poderia ser explicada pelas baixas concentragdes de compostos fenolicos
detectadas em ambas as espécies, em relacdo as sementes. Em muitos estudos os valores
de fendlicos em folhas de espécies de passifloras foram superiores ao encontrados em
sementes, porém o valor de atividade antioxidante das folhas sempre foi inferior, levando
a crer também que a atividade antioxidante poderia estar relacionada, ndo apenas a

quantidade, mas sim aos tipos de moléculas de compostos fendlicos acumulados.

No presente estudo, as sementes de P. tenuifila e P. setacea apresentaram as maiores
capacidades de reducdo do DPPH em relacdo as folhas e pericarpos, apesar de
apresentarem concentragdes de flavonoides inferiores as encontradas nas folhas de
plantas crescidas em casa de vegetacdo. E no caso de P. tenuifila a capacidade de redugdo
do DPPH das sementes foi superior a das folhas de plantas crescidas em condicdes

naturais (p < 0,01), mesmo apresentando concentragdes mais baixas de compostos
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fenolicos e, em especial de flavonoides. Esses resultados, além de indicarem o potencial
das sementes como fontes de antioxidantes e para produgdo de medicamentos ou
enriquecimento alimentar, indicam também que a atividade antioxidante, nas sementes,
ndo dependeu de altas concentragdes de flavonoides presentes. J4, o fato do pericarpo de
P. tenuifila ter apresentado alta porcentagem de redu¢do do DPPH, valor seis vezes maior
do que em P. setacea, poderia ser explicado pelo maior teor de fenolicos, que foi sete

vezes maior do que em P. sefacea.

Um outro fato interessante que parece indicar o baixo nivel de envolvimento dos
flavonoides na atividade antioxidante foram as porcentagens baixas de redugdo do DPPH
por extratos de folhas das plantas crescidas em casa de vegetacdo, apesar da alta
concentragdo de flavonoides, em especial nas folhas de P. fenuifila, ficando bastante
evidente pelas andlises de correlacdo linear entre atividade antioxidante e concentragdes
de flavonoides em P. tenuifila e P. setacea, que apresentaram valor negativo (r = -0,936)

e positivo, mas baixo (r = 0,321), respectivamente.

A alta atividade antioxidante do pericarpo de P. fenuifila pode estar associada a
presenga de outros compostos ndo analisados nesse estudo, que ndo os compostos
fenolicos, como por exemplo, a quantidade de acido ascorbico presente nos tecidos, que
poderia estar desempenhando um papel protetor antioxidante. Portanto, ¢ possivel que a
atividade antioxidante poderia ser devida a outros grupos de compostos, que ndo os
fenolicos e flavonoides, ou a presenca de tipos de moléculas de compostos fenolicos e
flavonoides especificas, estando atrelada ndo apenas a quantidade de compostos
fendlicos, mas também ao tipo e a eficiéncia no mecanismo antioxidativo. E possivel,
portanto, que os tipos de fendlicos totais e flavonoides acumulados pelas sementes e pelo
pericarpo de P. tenuifila sejam diferentes, de forma que mesmo tendo teores de
flavonoides menores do que as folhas, as sementes e o pericarpo poderiam ter tipos de
moléculas mais eficientes como antioxidantes. O mesmo poderia estar acontecendo com

as sementes de P. setacea em relagdo as folhas.

Apenas analises mais detalhadas dos tipos de moléculas presentes nos extratos dos
diferentes materiais vegetais e dos outros possiveis mecanismos antioxidativos
enzimaticos envolvidos poderiam elucidar a natureza dos altos valores de reducao do
DPPH, nos casos em que ndo estiveram relacionados com os maiores valores

quantitativos de fenolicos totais e flavonoides.
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8. CONCLUSOES

* As espécies de passifloras estudadas apresentaram diferengas nos teores de
compostos fendlicos, flavonoides, acticares soluveis, clorofilas e atividade antioxidante.

* Os niveis mais elevados de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
foram encontrados em sementes de ambas as espécies e em folhas de P. tenuifila crescidas
em condicdes naturais.

* As sementes de P. setacea foram melhores fontes de compostos fenolicos,
flavonoides e de atividade antioxidante em relacao a sementes de P. tenuifila.

* O pericarpo de P. tenuifila foi uma melhor fonte de compostos fendlicos,
flavonoides e atividade antioxidante, em relagcdo ao pericarpo de P. setacea.

* As folhas de P. tenuifila crescidas em casa de vegetacdo foram melhores fontes
de flavonoides do que as folhas de P. sefacea crescidas nas mesmas condigdes.

* As folhas de P. tenuifila crescidas em condi¢des naturais foram as melhores fontes
de flavonoides.

* Pericarpos de P. tenuifila e P. setacea apresentaram os maiores niveis de agucares
soluveis totais em relagdo as outras estruturas analisadas.

* A quantidade de clorofilas totais em folhas crescidas em casa de vegetagdo foi
maior do que naquelas crescidas em ambiente natural.

* A atividade antioxidante das passifloras mostrou-se altamente relacionada com a
presenga de compostos fendlicos.

* Asespécies de passifloras estudadas sdo excelentes fontes de compostos bioativos
antioxidantes, apresentando grande potencial de exploragdo dos rejeitos industriais, como
os pericarpos e as sementes, pela industria farmacéutica ou através da producdo de

alimentos funcionais.
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