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RESUMO

O objetivo deste trabathc foi guantificar os Acidos fendlicos em sementes de
Angico-Vermelho {Piptadenia macrocarpa Senth), de Balsamo (Myroxylon balsamum
t.), de Cotieira {JSoannesia princeps Vel.l, de Jacarandé-Cavilina (Dalhergia nigra
Vell.} e de Pinheiro-do-Parand (Araucaria angustifolia Bert.), em fung&o da grande
importancia desses compostos para o ciclo de vida das sementes e pare os
mecanismos bioldgicos das plantas supericres. Através da extragac dos fendis com
etanol 80%, guantificou-se os fendis tolais nas améndoas e nes tlegumentos das
sementes, & partir da utilizagdo de uma equagio gerada pelo ajustamento de uma
curva padric. Os resultados observades demonstraram a existdncia de sensiveis
diferengas entre as quantidades de constituintes fendlicos nas améndoas e nos
tegumentos das sementes das espécies flarestais estudadas, sendo observadog
valores médios variando de ©,00% a 0,495 miligrama de equivalentes catecol. grama’
de pesc seco Rara as améndoas ¢ de 0,036 a 1,826 miligrama de squivalentes
catecol. grama’ de peso seco para o3 tegumentas,
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ABSTRACT

TOTAL PHENOLS QUANTYFICATION IN
FIVE FOREST SPECIES SEEDS

Tha objective of this work was to quantify the phenclics acids in seeds of
Angico-Vermelho (Piptadenss macrocarpa Banth), Bélsamo (Myroxyion balsamum L.},
Cotieira |Joannesia princeps Vell), Jaceranda-Caviuna (Dalbergia nigra Vell) and
Pinheirc-do-Parand (Arauceris angustifolia Bert.), considering the great impertance of
this compounds te vital cycle of seed and to biclogics mechanisms of superior plants.
Across of phenols extracticn with eighty per cent etanol, the total phenols were
quantifies in almonds and in teguments, making use of an equation derived from a
standard curve. The resuits indicates sensitives differents between the quantities of
phenols constituints in almonds and in teguments of analiseds spgcies, with medium
values of 0,009 1o 0.495 catecol equivalent milligram. gram™ of dry weight in
almonds and 0,036 to 1,826 catecol equivalent milligram. gram"‘ of dry weight in
teguments.
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INTRODUGAO

Das inimeras substanctas naturais presentes
nos vegetais, muitas t&ém, por sua agdo,
despertado o interesse e a atengéo de
pesquisadores, que buscam elucidar ou melhor
esclarecer sua real importancia nos processos
biclégicos da planta. Neste contexto,
encontram-se os compastos fendlicos. Esses
compostos constituem, provavelmente, um dos
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mais disseminados e diversificadcs grupoes de
metabslitos secundarios de plantas, sendo a
sua presenga no vegetal, superada apenas
pelos carboidrates (PRIDHAM, 1965},
Entretanto, ainda hoje, muitos aspectos de seu
papel na vida das plantas & motivo de
controvérsias entre os estudiosos do assunto.
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Estudos tem demonstrado que fendis podem
intervir de varias maneiras nos mecanismos
hiologicos do vegetal. HENDERSON e NITSCH
{1962}, mostram que estes constituintes podem
atuar como ativadores ou inibidores do sistema
enzimatico, favarecendo ou nao a atividade da
auxina, influenciando, conseqientemente, o
crescimento. Nessa mesma linha, ZENK e
MULLER (1963), avaliando a agdo de varios
compostos fendlicos sobre o sistema
enzimatico AIA-OXIDASE, constataram efeitos
sinergisticos com os acidos clorogénico,
cafeico, diidrocafeico e sinapico, 0s quais
atuaram para a manutengdo da auxina.

Como substancias do metabolismo secundario
das plantas, os fendis podem também constituir
importantes mecanismos de resisténcia, em
certas interagbes planta-patdgeno, pedendo
agir tanto por suas propriedades
antimicrobianas quanto por inativagao do
sistema enzimatico do mesmo, afetando assim
o seu desenvolvimento (GALLI e CARVALHO,
1978). Efeito dos acidos fenélicos podem
também ser observados nos processos
bioldgicos de sementes, como demonstrado
por LODHI (1982) que, testando uma mistura
equimolar de acidos fendlicos, encontrou
supressdo na germinagac de sementes.
EINHELLIG et al. (1982} também
demanstraram os efeitos sinergisticos de fenois
no alongamentae de radicelas, crescimento de
plantulas e germinag¢ao de sementes,
evidenciando que esses fenomenos sofrem,
em diferentes graus, a influéncia desses
constituintes.

Pelo efeito gque os Acidos fendlicos podem
exercer sobre os mecanismos bicldgicos de
plantas superiores, foi objetivo do presente
estudo quantificar esses compostiosem
sementes de cinco espécies florestais.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvelvido no
Laboratério de Andlise de Sementes Florestais,
da Universidade Federal de Vigosa.

Sementes de Angico-Vermelho (Piptadenia
macrocampa Benth), Balsamo {Myroxylon
balsamum L.), Cotieira (Joannesia princeps
Vell.), Jacaranda-Caviuna {Dalbergia nigra
Vell) e Pinheiro-do-Parana (Araucaria
angustifolia Bert.), aparentemente sadias,
foram imersas em agua por um perlodo de doze
horas, tendo, entao, separados, manuaimente,
as améndoas de seus respectivos tegumentos.
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O material obtido foi devidamente identificado e
seco em estufa a temperatura de 60 C, sendo,
fogo apés, pulverizado em moinho de facas
"Tecnal" e armazenado em vidras com tampas
de pressao.

Em seguida, procedeu-se a extragao dos fenois
totais, de acardo com o método descrito por
BRUNE e VAN LELYVELD (1982), comligeiras
modificagdes. Para cada extragae foram
preparadas duas amostras de améndoas e
duas de tegumentos, das sementes de cada
espécie.

EXTRAGAO EM ETANOL 80%

Neste método, ilustrado na Figura 1,
pesaram-se 2,5 gramas de cada amostra, que
foram depositadas em balées de destilagao
contendo, cada um, 25 ml de etancl 80% e
mantidas em refluxe por duas heras apos o
inicio da fervura. Terminado o refluxo, as
amostras foram resfriadas e filtradas, a vacuo,
em papel de filtro Framex 391, com a finalidade
de remover o residuo solido. Em seguida,
procedeu-se a evaporagdo do excesso de
etanol em evaparadar rotatério, modelo Bichi,
a 40 C, sob vacus, reduzindo o volume original
ce extrato para, aproximadamente, 9 ml.

As solugbes cbtidas foram transferidas para
baldes volumeétricos de 100 ml, adicionandec-se
a seguir, a cada balag, 15 mide NaQH (2N). Os
balbes foram fechados, sob nitregénio, com
tampas plasticas e mantidos em agitagao, em
agitador orbital mod. 255-8, per duas horas.
Apds a agitagao, as sclugdes feram acidificadas
(pH= 2.0) com acido cloridrico e fracionadas
com 25 ml de acetato de etila, em funil de
separacao, ficando em repouso por duas horas.
As fragOes organicas foram coletadas e
novamente fracionadas com 25 ml de NaHCOa
5%, em funil de separag2o. Deste tratamento
coletaram-se as fragbes aquosas, sendo,
estas, acidificadas (pH =2,0} com acido
cloridrico e fracionadas com 25 ml de acetato de
etila, em funil de separagdo, ficando em
repouso pof uma hora e trinta minutos. As
fracdes orgénicas foram recolhidas e
evaporadas em evaporador rotatério, a 30°C,
até secagem completa. Os residuos foram
ressuspendidos em 3,0 m{ de etanol e
colocados em frascos de 10 mi, lacrados scb
nitrogénio e armazenados em refrigerador
{(+5C).
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FIGURA 1- Esquema simplificado do método de extragaoc em etanol 80% para
obtengao de compostos fendlicos de sementes.

QUANTIFICAGAO DOS FENOIS TOTAIS
Paraa quéntificagéo dos fendis totais nos
extratos das sementes florestais analisadas,

utilizou-se 0 método de TELES et al. {1982),
modificado.

Preparo da Curva-Padrao

Para a calibragao da curva-padréo,
preparou-se uma solugio de catecol em agua
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destilada {50 mg / 100ml). Desta solugao,
aliquotas de 15, 30, 45,60, 75,90, 105, 120, 135
e 150u ! foram colocadas em tubos de ensaio,
com a adi¢io de agua destilada até um volume
final, em cada tubo, igual a 150ul,
adicionando-se a seguir 6,0 ml de reagente
Felin-Denis diluida na raz&o de 1.7 {reagente +
agua). Os tubos permaneceram em repouso
por 60 minutos, procedendo-se a leitura da
absorbancia a 725 nm, em espectrofotdmetro
digital "Micronal”, mod. 334221. A calibragao do
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aparelho foi feita utilizando-se agua destilada e
reagente como padrdes de controle.

Com as aliquotas de soluglo catecol e as
correspondentes leituras de absorbancia,
pontos foram plotados e sobre eles ajustadoum
modeio linear que gerou uma equagio utilizada
para quantificar os fendis totais. O modelo
ajustado, foi o seguinte:

A= pO + B1 (X) +& |(modelo 1), onde:

A = Absorbancia {nm);

X = Concentragao de fenois totais por
ensaio {vl. ensaio"); =

e = Erro aleatério.

Determinacio dos Fendis Totais nos
Extratos

Para quantificar os fendis totais, efetuaram-se,
preliminarmente, testes, em cada extrato, a fim
de verificar se as leituras de absorbéncia, das
respectivas concentragdes, estavam dentro
dos limites estabelecidos pela curva-padrao.
Adequado este parametro, trés allquotas de
cada amostra foram colocadas em tubos de
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ensaio (Tabela 1), deixados em repouso por 60
minutos, a partir da adigdo do reagente de
Folin-Denis, procedendo-se, em seguida, a
leitura das absorbancias.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

QUANTIFICAGAO DOS FENOIS TOTAIS
NAS SEMENTES

A equagao para o calculo das concentragdes,
em |.. ensaio™, de fendis totais nos extratos,
resultou do ajustamento do modelo 1. Esta
equagéo, utilizada na elaboragéo do Quadro 1,
foi a seguinte:

[A = -0,02304 + 0,00323 (X)) onde:

A = Absorbancia (nm}; e,
X = Concentragdo de fendis totais por
ensaio {ul. ensaio't).

Os coeficientes de determinagio e de variagiio
foram 99, 80% e 2,67%, respectivamente.

TABELA 1 - Volumes de extrato por amostra de améndoa (A) e de tegumento (T),
das sementes das espécies, florestais utilizadas na determinagio de

fendis totais.

Amostras e Aliq. Volume de Extrato {ui}
Rep. Angico Bélsamo Coftieira Jacaranda- Pinheiro-do-
Vermelho Caviuna Parana
1 600 70 600 600 600
4 2 600 70 600 600 600
3 600 70 600 600 600
A .
1 600 70 600 600 600
2 2 600 70 600 600 600
3 600 70 600 600 600
1 600 40 100 100 40
1 2 600 40 100 100 40
3 600 40 100 100 40
T
1 600 40 100 100 40
2 2 600 40 100 100 40
600 40 100 100 40
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Para o célculo de equivalentes catecol (EC), em
mg. g-1, empregecu-se uma equagio
generalizada da forma apresentada a seguir:

EC = (mg. g ~1) =A. 0,6
a

EC= Equivalentes catecol (mg. g'1);

X = Concentragao de fgnéis totais por
ensaio (vl. ensaio '),

a= Aliguota de extrato consumida por
leitura de absorbancia (v I}; e, 0.6
= Fator derivade do produto entre
a concentracao de qolucéopadréo
catecol {0,5mg. mlI''} e o volume
final de extrato {3,0 ml), pela
quantidade de material utilizado
para extragao (2,5 g).

O Quadre 1 mostra os valores medios de fengis
totais, quantificados nos extratos de améndoa e
de tegumento, das sementes de cada especie
florestal.

Percebe-se, pelos valores apresentados no
Quadro 1, que o teor de fendis totais nas
améndoas foi, de maneira geral, inferior
aqueles quantificados nos respectivos
tegumentos. Observa-se, também, que as
améndoas da Cotieira {(Joannesia princeps
Vell.) e do Pinheiro-do-Paranéa (Araucaria
angustifolia Bert.)} apresentaram valores

considerados quimicamente insignificantes,
merecendo confirmaglo pela efetuagéc de
novas leituras, empregando-se niveis mais
elevados de material (BRUNE, 1990). As
améndoas das sementes de Angico-Vermelho
(Piptadenia macrocarpa), de Balsamo
{Myroxylon balsamum) e de Jacaranda-
Caviuna (Dalbergia nigra) apresentaram
elevados teores de fendis totais, sendo os
maiores valores observados nas améndoas de
Jacaranda-Cavitina e os menores nas
améndoas de Balsamo.

As analises dos tegumentos das sementes, das
espécies florestais estudadas, demanstraram
que os teores mais elevados de fendis sdo
observados nos extratos de Jacaranda-
Cavilna, de Cotieira e de Pinheiro-do-Parana,
sendo os maiores tecores correspondentes ao
extrato da ultima espécie. No tegumento das
sementes de Angico-Vermelho foram
detectadas concentragbes médias de fendis
totais e, no tegumento das sementes de
Balsamo, as menores concentragdes. O
Balsamo apresentou uma peculiaridade,
quando foram comparadas as concentracoes
de fendis totais nas suas améndoas com os
respectivos tequmentos: ambas as regides da
semente apresentaram o mesmo teor de fendis,
sendo esta, no presente estudo, uma
caracteristica exclusiva desta espécie florestal.

QUADRGO 1 - Valores médios de fendis totais, com os correspondentes desvios
padrdes e coeficientes de variacdo (CV), obserados na améndoa e no
tegumento das sementes das cinco espécies florestais

Espécies Florestais

Fendis Totais *

Nome Vulgar

Nome Cientifico Améndoa Tegumento

Angico-Vermelho Piptadenia macrocarpa 0,054 + 0,001 0325+0014
CV =185% CV=425%

Balsamo Myroxylon balsamum 0,036 + 0,001 0,036 + 0,001
CV = 2,85% Cv=277%

Cotieira Joannesia princeps 0,016 + 0,002 1,090 + 0.011
CV=12,50% CV =1,00%

Jacaranda-Cavilina Dalbergia nigra 0,495 + 0,006 1,342 + 0,010
CV=121% CV=074%

Pinheiro-do-Parana Araucaria angustifolia 0,009 + 0,001 1,826 + 0,007
CV=1111% CV=0,38%

TEm miligrama de equivalentes calecol por grama de peso seco.
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Outra inferdncia que pode ser feita, ao serem
comparadas as concentragbes de fendis nas
améndoas e nos tegumentos das sementes
florestais & a seguinte: as sementes do
Pinheiro-do-Parana e da Cotieira apresentam,
em suas améndoas, nivéis insignificantes de
constituintes fendlicos, quando comparados
aos valores observados nos seus respeclivos
tegumentos. Nas sementes das demais
espécies estudadas, nao foram percebidas
diferencas acentuadas entre as concentragbes
de fenéis totais na améndoa e no tegumento.

Considerando-se a semente como um todo, as
espécies que apresentaram as maiores
concentracbes de compostos fendlicos foram o
Jacaranda-Caviuna e o Pinheiro-do-Parana.
Nas sementes do Angico-Vermelho e da
Cotieira também foram observados teores
expressivos de fendis totais, sendo aqueles
verificados no Angico-Vermelho mais
significativos. A semente de Balsamo, ao
contrario das demais, apresentou baixos teores
de constituintes fendlicos.

CONSIDERACOES FINAIS

Ao se tratar de sementes florestais, em fungfo
daimportancia dos constituintes fendlicos e das
influéncias que 0s mesmos exercem sobre os
processos bioldgicos dos vegetais, é
importante que estes sejam devidamente
identificados, através de métodos qualitativos
apropriados. Apos isolados, recomenda-se a
realizagio de estudos que resultem na
comprovagao das significativas interferéncias
destes compostos sobre o ciclo de vida da
semente.
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