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RESUMO: O género Passiflora € o mais importante da familia Passifloraceae e suas
espécies sdo conhecidas popularmente no Brasil como “Maracujas”. Sua utilizagdo mais
comum ¢ a infusdo das folhas do maracuja na forma de cha, para tratamento como calmante
e suave indutor do sono. Além do uso terapéutico popular, é utilizado também pelas
industrias alimenticias para a fabricacdo de sucos, polpas e derivados. O presente trabalho
teve como objetivo investigar os principais marcadores presentes na folha da Passiflora
alata, que oferecem tratamento alternativos com medicamentos a base de planta, para

ansiedade, nevralgia, ansioliticos e outros.

PALAVRAS-CHAVE: Passiflora alata, maracuja, flavonoides.

Introducgao

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja, e em vista disto € de suma
importancia o desenvolvimento de métodos analiticos e estudos de atividades antioxidantes
e anti-inflamatério do fruto de maracuja, visando sua possivel utilizagdo como alimento
funcional e producao de possiveis farmacos.

Apesar das espécies de maracujas serem bem distribuidas nas regides do Brasil, ha
poucos estudos que as relacionem. Desta forma, o presente trabalho objetivou quantificar
o teor de flavonoides em folha de maracuja contribuindo para o aumento das pesquisas.

Revista Eletronica FACP 26



FH[:F Ano VI—n°12-Outubro de 2017

O género Passiflora

De acordo com o Instituto de Tecnologia de Alimentos (1994) a palavra “maracuja”
possui origem indigena, onde marau-ya significa “fruto de sorver” ou “polpa que se toma de
sorvo”. Abrangendo aproximadamente 400 espécies sendo que 150 a 200 sdo nativas do
Brasil, o género Passiflora é considerado o mais importante da familia Passifloraceae.
(RAMOS, et al., 2007).

As espécies do género Passiflora sédo distribuidas em todo o globo terrestre, sendo
mais desenvolvidas em areas de regides tropicais, além de se adaptarem em areas de
regides subtropicais e temperadas pelo mundo (MELETI, 2000). No Brasil seu maior foco
de desenvolvimento encontra-se no Centro-Oeste, onde 79 das espécies sdo encontradas
(RUGGIERO, 1987).

Por essas espécies serem cultivadas pelos seus frutos comestiveis, principalmente
em forma de sucos e refrescos, as de maior interesse e desenvolvimento comercial no pais
sdo: 0 maracuja-azedo ou amarelo (Passiflora edulis Sims. f. flavicarpa Degener) e
maracuja-doce (Passiflora alata Dryander) (INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS, 1994). Sdo também conhecidas em nosso pais, mas nao na mesma escala:
Passiflora alata (Dryander) Curtis, Passiflora quadrangulares L., Passiflora caerulea L. e
Passiflora caurifolia L. (FREITAS, 1985).

Por possui substancias biologicamente ativas, muitas plantas s&o utilizadas como
fonte para a construcdo de modelos para sinteses de medicamentos, obtendo novos
farmacos. Entretanto para a obtencdo do farmaco, ha dois aspectos importantes que
distinguem os produtos naturais dos sintéticos: a diversidade molecular e a fungao bioldgica.
Segundo Nodari (2000) a diversidade molecular dos produtos naturais € superior a dos
processos de sinteses, apesar dos avangos tecnoldgicos. Por esse fato, os principios ativos
em plantas podem vir a se tornar farmacos em potencial para diferentes moléstias.

Por serem consideradas um farmaco em potencial para fonte de modelos quimicos
de sintese para novas moléculas, devem ser consideradas como um incentivo ao uso de
recurso natural para atividade na forma de fitoterapico, conseguindo desenvolver novas
moléculas, sendo um método eficiente e seguro. Portanto, algumas plantas com conhecido
efeito farmacolégico, assim como as espécies do género Passiflora, se destacam por

possuirem propriedade sedativas, antiespasmodicas e ansioliticas (NODARI, et al., 2000).
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Passiflora alata

A Passiflora alata (Figura 1) possui folhas simples, glabras e sub-coriaceas de cor
verde clara, suas laminas s&o caracteristica do tipo ovaladas ou oblongas, de 7,0 cm a 20,0
cm de comprimento e 4,0 cm a 15,0 de largura, sua base é arredondada, apice acuminado
e possui sua margem lisa. O peciolo mede geralmente cerca de 2,0 cm a 7,0 cm de
comprimento e € profundamente coniculado na parte superior, apresenta 1 a 2 pares de
nectarios extraflorais e € comum apresentarem gavinhas no peciolo. Suas flores sao
vistosas hermafroditas, pentdmeras, actinomorfas, solitarias nas axilas das folhas,
pergumadas com tamanho em média de 10 a 12 cm de didmetro. Possuem sépalas e
pétalas camosas, avermelhadas internamente. Corola bisseriada, sua série externa é longa,
com filamentos listados de branco e roxo, série interna clara e dentiforme. O fruto é ovoide
a periforme, com até 10 cm de comprimento e 6 cm de largura, ficando amarelo quando
maduro (OLIVEIRA; AKISUE, 1998; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Figura 1: Foto Passiflora alata, mostrando a fruta e flor.
(Useful Tropical Plants, 2016)

A espécie P. alata é distribuida em varias regides, por essa diversificagdo a espécie
€ conhecida por varios nomes, tais como: maracuja-doce, maracutango, maracuja-grande,
maracuja-comprido, maracuja-mamao, maracuja-meldo, maracuja-de-refresco ou,
simplesmente, maracuja. Se diferem do género Passiflora edulis por esta apresentar folhas
trilobada, com margem serrilhada, nervagéo palminérvea e também tricomas tectores na
regido da nervura principal. Pode ser confundida com Passiflora macrocarpa (maracuja-
mel&o) mais € possivel distinguir pela organizagao foliar e floral desta (FREITAS, 1985;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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A espécie Passiflora apresenta nutriente foliares, compostos fendlicos em suas
folhas, porém esses teores de nutrientes variam em fungao da idade ou da posi¢cao da folha
amostrada. Os nutrientes provenientes, segundo Marschner (1995), s&o os nutrientes do
floema, tais como N, o P e o K, tendendo a diminuir com a idade das folhas, apresentando
menores teores nas folhas mais distante da regido apical dos ramos. Porém, existem outros
nutrientes pouco moveis, tais como o Ca, o B e o Mn, normalmente, havendo um efeito
contrario, os teores aumentam com a idades das folhas e apresentam mais teores nas folhas
mais distantes da regiao apical dos ramos.

Segundo Corréa (1984) o uso desse género é a preparagao de farmacos
fitoterapicos, utilizando como sedativos no tratamento de nevralgias, insénias, histeria,
epilepsia e ataques nervosos. O extrato do maracuja também pode ser usado como
componente de flavorizante em bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas e até em sobremesas.
Possuindo sementes doces e acidulas, € apreciada para a fabricacdo de sucos e

refrigerante.

Consideragoes quimicas na planta

Estudos referentes as diversidades das espécies de Passiflora, evidenciam
compostos quimicos presentes, sendo os principais: os alcaloides e flavonoides. Porém,
outras substancias também sdo encontradas, como saponinas, glicosidios cianogénicos,
esteroides, lignanas, acidos graxos, maltol, aminoacidos e taninos (ALONSO, 1998;
REGINATTO, 2000; REGINATTO, et al., 2001).

Desempenhando varios papeis na ecologia das plantas, os flavonoides apresentam:
a protec&o dos vegetais contra radiagao solar ultravioleta e visivel, protecdo contra agentes
patogénicos (virus, fungos, insetos e bactérias), a atragdo de polinizadores, antioxidantes,
controle de acdo hormonal no vegetal, agentes alelopaticos e inibicdo de enzimas. Podem
ser usados também como marcadores taxonémico, pois sdo abundantes em quase todo o
reino vegetal (ZUANAZZI, 2001).

Além do seu papel na fisiologia das plantas, os flavonoides sdo importantes na dieta
humana, por apresentarem atividades antibacteriana, antiviral, anti-inflamatéria, antialérgica
e vasodilatadora. (HOLLMAN; KATAN, 1996). Pelos flavonoides apresentarem atividade
oxidantes, devido as suas propriedades, eles atuam como agentes redutores, doadores de
hidrogénio, neutralizadores do oxigénio singlete e por quelar ions metalicos, protegendo

assim os tecidos dos radicais livres e da peroxidacdo lipidica. Sendo assim, esta é
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direcionada ao radical hidroxil (OH) e o &nion superoxido (O%), que se envolvidas na
iniciacdo de peroxidagao lipidica sdo altamente reativas. Além disso, os flavonoides tém
propriedades estabilizadores de membranas, onde pode afetar alguns processos do
metabolismo intermediario (ZHINSHEN, et al., 1999).

Nas plantas, os flavonoides apresentam variedade de formas estruturais, todas
contendo 15 atomos de carbono em seu nucleo basico arranjados na distribuicdo Cs-C3-Ce,
isso significa que, sdo dois anéis aromaticos ligados por 3 carbonos unitarios que podem
ou nao formar um terceiro anel, ligado a varios substituintes (Figura 2) (HAVSTEEN, 1983).

Os flavonoides sao classificados em 10 classes de composto, conforme seu processo
de formacao: flavonais, flavonas, glicoflavonas, antocianinas, proantocianidinas, fiflavonilas,

chalconas, auronas, flavononas e isoflavonas (HARBORNE, et al., 1975).

OR;

OR; O

Figura 2. Estrutural geral dos flavonoides.

Os flavonoides de origem natural apresentam-se frequentemente oxigenados e com
grande numero de agucares conjugados. Essa forma conjugada, conhecida como
glicosideo, € formada pela ligagcdo de um ou mais agucares ao grupo de hidroxilas por
ligacao hemiaceral, que pode ser facilmente interrompida por hidrélise acida. Outra forma
conjugada de acucares € por meio de ligacdo de agucar-genina entre carbonos C-1
(anomérico) do agucar e um ou dois carbonos do anel A do flavonoide (C-glicosideo).
Quando o flavonoide é encontrado sem o agucar, é chamado de aglicona ou genina, sendo
denominado como forma livre (ZUANAZZI, 2001).

Os flavonoides encontrados no género Passiflora séo do tipo C-glicosideo, onde os
agucares estao ligados diretamente ao nucleo aromatico pela ligagdo de carbono-carbono.
Esses agucares sao encontrados apenas nas posi¢cdes 6 e 8 do nucleo do flavonoide,

Revista Eletronica FACP 30



HFH[:F Ano VI—n°12-Outubro de 2017

apresentando pouca diversificagdo, nos quais o principal € a glicose (HARBORNE, et al.,
1975).

No género de Passiflora alata é relatada a ocorréncia de vitexina, isovitexina,
orientina, 2”-O-xilosil-vitexina, 2”-O-ramnosil-vitexina, 2”-O-ramnosil-orientina e isoorientina,
cuja as estruturas estdo apresentadas na Figura 3. (ULUBELEN, et al, 1982,
DERMARDEROSIAN & BEUFLER, 2002).

OH

Composto R, R, R,
(L) vitexina glicose H H
1S0VIteXina H glicose H
orientina glicose H OH
27-0O-xilosil-vitexina glicose(l—2)xilose H H
27 -0-ramnosil-vitexina glicose({1—2)ramnose H H
27 -O-ramnosil-escoparnna glicose{1—2ramnose H O-CH,
27 -(-ramnosil-orientina glicose{1—2)ramnose H OH
1s00rienting H glicose OH

Figura 3. Estrutura dos flavonoides descritos para Passiflora alata.

Oga et al. (1984) relata que encontrou os flavonoides orientina, isoorientina, vitexina,
isovitexina e rutina através de CCD (cromatografia em camada delgada). Freitas (1985)
realizou estudos dos flavonoides glicosideo em varios espécie de Passiflora, sendo elas, P.
incarnata, P. edulis, P. alata e P. quadrangulares e através de CCD verificou a presencga de
quatro flavonoides principais nestas espécies, como: vitexina, isovitexina, orientina e
isoorientina. Zucolotto (2005) relatou a presenca de flavonoides C-glicosideos no pericarpo,
mesocarpo e na casca dos frutos maduros da espécie Passiflora edulis, realizada pela
analise de CCD.

Dhawan et al. (2001) considera que os flavonoides € o maior grupo constituintes ja

pesquisado no género Passiflora.
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Obtencao de Extratos

Os materiais utilizados para os estudos das analises experimentais sdo compostos

pelas folhas da Passiflora alata.

1.

Extracédo de P. alata (A)

Folhas secas (500 g) foram moidas e padronizadas pela passagem em um
sistema composto por trés tamises com aberturas de 1400 ym, 850 ym e 250 ym
respectivamente. Na sequéncia utilizando a metodologia adaptada da
Pharmacopeia Helvética VII (1987), 40% do material vegetal que passou através
do tamis com abertura 250 um, foi misturado ao p6é que passou pelas aberturas
anteriores. A droga foi umedecida com o liquido extrator (alcool de cereais 97°GL.:
duas partes de alcool para uma parte de agua destilada, obtendo-se teor alcodlico
de 64,7%), passadas através do tamis com abertura 1400 ym e deixada em
repouso por duas horas. Utilizando um funil de separagao, o material vegetal foi
empacotado, colocando previamente um pequeno pedacéo de algodao no funil
com o objetivo de uma pré-filtracédo e o solvente foi distribuido uniformemente
sobre a planta moida e padronizada deixando um excesso de dois centimetros
acima do nivel da droga. Durante 12 horas o solvente ficou em contato com o
material vegetal. Apds, iniciou-se a percolagéo coletando-se 1 mL de extrato por

minuto.

Extracdo de P. Alata (A1)

Ap0s elaborado o extrato hidroalcodlico de acordo com a metodologia adaptada
da Pharmacopeia Helvética VIl (1987) e armazenado em refrigerador a 8°C, por
3 dias, o precipitado (20g) foi diluido em 200 mL de metanol:agua (2:1) e
extraido trés vezes em funil de separagao, com pordes de 100 mL com os
solventes: hexano, diclorometado e acetato de etila. O liquido restante foi
denominado fragdo aquosa que foi concentrado até secura. Em cada uma
dessas extragdes foi aguardado o tempo suficiente até obter a nitida
visualizagéo das linhas de separagao das duas fases. As fases organicas de
cada extracao, foram reunidas e também concentradas até a secura em

evaporador rotatorio.
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3. Extrato de P. alata (B)

Para obtencgéo dos extratos das folhas sob refluxo, foram utilizados 0,400 g da
planta, seca e padronizadas. Colocada em baldo de fundo redondo de 50 mL,
acrescentado 25 mL de etanol 40% e aquecido em banho-maria, sob fluxo por
15 minutos. Apos, a mistura foi filtrada por algodao para baldo volumétrico de 50
mL. O residuo da droga e o algodao foram lavados em baldo de fundo redondo
com 10 mL de etanol 40% e aquecido a fervura sob fluxo por 10 minutos.
Filtrado novamente a mistura por algodéao, lavado o residuo e o algodao e mais
10 mL de solvente em baldao de 50 mL e aquecido em banho-maria sob fluxo por
mais 10 minutos. Apés o resfriamento em temperatura ambiente, o extrato foi
filtrado para o baldo volumétrico completando o volume com etanol 40%.

Na pesquisa foram investigados os metabdlitos flavonoides: vitexina e rutina,
presente em diferentes partes da planta Passiflora alata.

Para a investigacdo de flavonoides presentes na parte da folha do maracuja, os
extratos foram realizados com fase mével de combinac&o de Acetato de etila:Acetona:Acido
Acético:Agua (6:2:1:1 v/viviv) (BIRK, et al., 2005).

A Figura 4 representa o contato da cromatoplaca ja aplicadas com as amostras e
padrdao em contato com a fase mével, em uma camara fechada para que haja em todo seu

espaco uma saturacao de fase mével.
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Figura 4. Eluicao da fase movel na cromatoplaca

A detecgao das manchas dos flavonoides nas cromatoplaca foi realizada mediante
observagao sob luz ultravioleta (365 nm) e apds a nebulizagdo do agente Cromogénico,
reagente natural A — Difenilboriloxietilamina em 1% de metanol, a placa foi deixada em
bancada (Figura 2) para a secagem a temperatura ambiente (WAGNER; BLADT, 1996).
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Figura 5. Placa seca em temperatura ambiente com amostra.

BEERE B O

A andlise cromatografica por CCD de extrato de Passiflora alata obtidos, permitiu a
observagéao de varias substancias de flavonoides presentes, as estudadas nesta pesquisa
foi observada nos resultados, vitexina e rutina. As Figuras 6 e 7 apresenta o perfil de

flavonoides, considerando suas polaridades e coloragdes apos a revelagao.
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Figura 6. Cromatografia em camada delgada dos extratos brutos da espécie

Passiflora alata.

A:extrato A; B: extrato B; A1: extrato A seco; B1: extrato B seco.
FE: silica; FM: Acetato de Etila:Acetona:Acido Acético:Agua (6:2:1:1, VIV/IVIv);
Detecgao: Reagente Natural / UV 365 nm.
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Figura 7. Cromatografia em camada delgada dos extratos brutos da espécie

Passiflora alata.

A B Al Bl \% R Branco

A:extrato A; B: extrato B; A1: extrato A seco; B1: extrato B seco.
FE: silica; FM: Acetato de Etila:Acetona:Acido Acético:Agua (6:2:1:1, VIiV/IV/V);
Deteccao: Reagente Natural / UV 365 nm.

Através do perfil cromatografico obtido notamos que a presencga de vitexina e rutina
em nossas extragdes. Esses flavonoides quantificados pela placa de CCD sé&o pertencentes
ao grupo de flavonas que possuem propriedades antioxidantes que sdo compostos capazes
de retardar ou inibir a oxidagao de lepideos, acidos nucléicos ou outras moléculas.

As coloragbes mais fortes apresentadas nas Figura 3 e 4 sdo dos extratos A1 e B«
que foram submetidas a secura, essa visualizagao € visa por apresentarem maiores teores
de principios ativos contidos na Passiflora alata.

Os teores de rutina e vitexina variam em funcao da posicdo ou idade das folhas,
sendo maiores nas folhas mais jovens ou na regiao apical dos ramos.

Também é possivel notar a presenga de 2”-O-ramnosil-vitexina (circulo vermelho) no
extrato aquoso das folhas, flavonoide C-glicosideo ja descrito para esta espécie
(MADOGLIO, 2011; OGA et. al., 1984)

A observacado da presenca de 2”’-O-ramnosil-vitexina na andlise da pesquisa foi
concluida pela tese de Doutorado de Geison Modesti Costa, no qual foi base de estudo

nesta iniciagao cientifica.
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Conclusoées

Com o resultado obtido fizemos comparagbes com os testes de cromatografia de
camada delgada de varios autores mencionados na bibliografia deste trabalho. Assim,
concluimos que os flavonoides C-glicosideos estdo presentes no extrato e sdo presentes
também em varias espécies de Passiflora, tais como: P. tripartita var. molissima e P.
bogotensis.

Foi possivel identificar a presenga dos seguintes flavonoides nas folhas: rutina,
vitexina, isorientina, isovitexina e 2”-O-ramnosideo.

A fluorescéncia de cor azul presente na placa indicam a presenca de acidos
carboxilicos fendlicos (por exemplo, o acido caféico).

A técnica de CCD mostrou varias vantagens como: desenvolvimento rapido do
método, facilidade de visualizagdo pds-cromatografia, habilidade, técnica econémica, com
baixo consumo de solventes e residuos gerados, pontos importantes para a maior
valorizagao e exploracao desta técnica no desenvolvimento.

Entretanto ha alguns ressaltos que devem ser avaliados, tais como: as amostras
estavam mais diluidas do que o esperado, por isso a pouca visualizacdo das cores
presentes na cromatoplaca, também ressaltamos a importancia da fotografia, pois nao
conseguimos aproveitar toda a coloragao presente pessoalmente ao olhar a placa. Ao
decorrer do projeto, houve varias pausas para analisar, verificar e procura de novo processo
a ser aplicado nas extracdes das amostras, novo método e novas obtencdes de extratos e

ajuda de grandes profissionais na area.
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