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RESUMO

Acacia podalyriaefolia A. Cunn. (Leguminosae-Mimosoideae), também conhecida
como Acacia-mimosa, € uma espécie exotica, originaria da Australia, vastamente
difundida no Sul do Brasil, sendo cultivada como arvore ornamental. Avaliagcbes
fitoquimicas realizadas com as flores desta espécie, demonstraram a presenca de
compostos fendlicos. Utilizando métodos cromatograficos, foram isolados dois
compostos. Eles foram caracterizadas como 5-f-D-galactosil-naringenina e 4-3-D-

galactosil-8-metoxi-1,5-naftoquinona através de espectrometria de UV e RMN

(TH RMN, 13C RMN, COSY, HMQC). Ndo ha dados na literatura para esta
naftoquinona, portanto, trata-se de um novo composto natural isolado. Para a
verificagcao de atividade antibacteriana foram analisados o extrato etandlico bruto e
as fragdes diclorometano e acetato de etila, cujos resultados demonstraram ser a
fracdo acetato de etila a mais ativa, apresentando zonas de inibicdo do
crescimento de Staphylococcus epidermidis (para os discos contendo 1000, 500,
250 e 125 ng) e de Staphylococcus aureus (nos discos com 1000 e 500 ug desta
fracdo). N&o foi observada atividade frente as cepas de Escherichia coli e de
Pseudomonas aeruginosa. O estudo da atividade alelopatica demonstrou que as
fracbes diclorometano e acetato de etila tiveram significativa influéncia na

germinacgao e no crescimento da radicula e do hipocétilo de Lactuca sativa.



ABSTRACT

Acacia podalyriaefolia A. Cunn. (Leguminosae-Mimosoideae), also known as
“Acacia-mimosa’, is an exotic specie from Australia, vastly spread out in the South
of Brazil, where is cultivated as ornamental tree. Phytochemical evaluations carried
through with the flowers of this specie had demonstrated the presence of phenolic
compounds. Using chromatographic methods two compounds were isolated. They

were caracterized as 5-B-D-galactosil-naringenin and 4-p-D-galactosil-8-methoxy-

1,5-naphthoquinone through UV and NMR spectra (TH RMN, 13C RMN, COSY,
HMQC). There was no data in the literature for the naphthoquinone therefore it is a
new compound isolated in nature. For the verification of antibacterial activity the
raw ethanolic extract and the dichloromethane and ethyl acetate fractions had been
analyzed, whose results demonstrated the ethyl acetate fraction to be the most
active, showing growth inhibition zones of Staphylococcus epidermidis (in 1000,
500, 250 and 125 ug discs) and of Staphylococcus aureus (in 1000 and 500 pg
discs of this fraction). It was not observed activity against Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa. The study of the allelopathic activity have demonstrated
that the dichloromethane and ethyl acetate fractions have significative influence in
the germination and in the growth of the radicle and of the hypocotyls from the

Lactuca sativa.



1. INTRODUGCAO

O emprego das plantas no controle de diversas doencgas e pragas talvez seja tao
antigo quanto o proprio aparecimento da humanidade (FRANCA, 2001).

A riqueza da biodiversidade da flora brasileira, associada aos levantamentos
etnobotanicos, etnofarmacologicos, farmacogndsticos e fitoquimicos, permitiram aos
pesquisadores isolar compostos biologicamente ativos a partir de diferentes espécies
vegetais, 0os quais podem se constituir em modelos tanto para a sintese de farmacos
como de outros produtos para aplicagdo agricola ou florestal (GUERRA; NODARI,
2001).

Os organismos vegetais produzem uma variedade de compostos quimicos que
podem ser provenientes do metabolismo primario ou secundario. Do metabolismo
primario resultam os carboidratos, as proteinas e as gorduras, essenciais a todos os
seres vivos e que podem ser utilizados na alimentagao tanto dos seres humanos como
dos outros animais. Através de rotas biossintéticas diversas, os produtos do
metabolismo primario originam os metabdlitos secundarios, como os alcaldides,
flavondides, taninos, cumarinas, quinonas, terpendides, necessarios tanto para a
sobrevivéncia e preservacado destas espécies vegetais, defendendo-as do ataque de
predadores e garantindo sua reprodugdo, como também sido os responsaveis pelas
interagcdes planta-planta, denominadas de alelopatia, podendo interferir na germinagao
e no crescimento de outros vegetais, favorecendo ou prejudicando seu
desenvolvimento (MEDEIROS, 1990; POSER; MENTZ, 2001).

Os metabdlitos secundarios sdo encontrados em determinados grupos de
plantas, em concentragcbes bem mais baixas que os compostos do metabolismo
primario. As atividades biolégicas das substancias ativas extraidas das plantas estao
geralmente relacionadas aos compostos do metabolismo secundario (POSER; MENTZ,
2001).

Compostos quimicos tém sido isolados de uma variedade de espécies vegetais
com potentes atividades farmacoldgicas, dentre as quais destacaremos neste trabalho
a acdo antibacteriana, que tem despertado grande interesse, uma vez que
microorganismos patogénicos vém se apresentando cada vez mais resistentes aos
antibidticos atualmente disponiveis (SINGH; SHUKLA, 1984).



Além das atividades farmacologicas que os metabdlitos secundarios possam
exercer, a presenca de agentes alelopaticos pode provocar influéncias significativas na
produtividade agricola, bem como representar uma alternativa ao uso dos defensivos
agricolas, propiciando maior seguranga, menores efeitos deletérios ao ecossistema e
custos mais reduzidos (CHOU, 1998).

A busca por herbicidas que possam ser extraidos de fontes naturais é
essencialmente importante para as plantas medicinais, uma vez que nao é
recomendado o uso de agrotéxicos sintéticos no cultivo destas, podendo haver
contaminagdo com residuos toxicos, ocasionando problemas para a saude, além de
poder causar redugdo na concentragdo dos principios ativos do vegetal (REIS;
MARIOT, 2001).

O cultivo de espécies pertencentes ao género Acacia € amplamente difundido
no Brasil, principalmente na regido Sul, com aplicagdes diversas, quer seja para a
extragdo de taninos utilizados na industria de curtumes, como também em programas
de reflorestamento, para a recuperacdo de areas degradadas, ou como planta
ornamental (BURKART, 1979).

O género Acacia é reconhecido como fonte de compostos fendlicos (KERBER,
1993; SILVA, 2001; PEITZ, 2003), apresentando uma grande variedade de acgdes
farmacoldgicas e biolégicas (DUROUX et al., 1998). Diante disto, uma avaliagédo
fitoquimica de Acacia podalyriaefolia A. Cunn. foi apresentada neste trabalho.

Considerando que a agado contra microorganismos patogénicos diversos foi
comprovada com diferentes espécies de Acacia (KHAN et al., 1980; CHHABRA; UISO,
1991; PALOMBO; SEMPLE, 2001), um estudo antibacteriano foi realizado com os
extratos das flores de A. podalyriaefolia.

A partir de observagdes de que a ocorréncia de alelopatia era comum no género
Acacia (CASAL et al., 1985; SINGH et al.,, 1992; CHOU et al., 1998), o potencial
alelopatico dos extratos das flores de A. podalyriaefolia foi avaliado neste trabalho.

Sendo assim, a presente pesquisa se justifica ao buscar novas fontes de
compostos que possam ser utilizados no desenvolvimento de produtos com interesse
tanto para a obtencédo de matéria-prima vegetal para a produgao de fitoterapicos, como
na geracao de novos farmacos a partir destas fontes vegetais.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar quimicamente as flores de Acacia podalyriaefolia A. Cunn. e avaliar as

atividades antibacteriana e alelopatica dos seus extratos e fragdes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Revisar a composi¢cdo quimica do género Acacia com énfase em compostos
com nucleo flavonoidico e quinoidico.

Extrair, isolar e identificar compostos majoritarios da fragdo diclorometano das
flores de Acacia podalyriaefolia.

Avaliar a acdo antibacteriana do extrato etandlico bruto e das fragdes
diclorometano e acetato de etila frente as cepas de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Avaliar a acao alelopatica do extrato etandlico bruto e das fragées diclorometano

e acetato de etila na germinagao e crescimento de Lactuca sativa.



3. REVISAO

3.1 COMPOSTOS FENOLICOS

Compostos fendlicos s&o considerados o maior grupo de metabdlitos
secundarios das plantas, apresentando uma variedade de fungdes bioldgicas (EVANS,
1992; DUROUX et al., 1998). Diferentes grupamentos fitoquimicos apresentam nucleo
fendlico, como os taninos, as cumarinas, os acidos fendlicos, os flavondides e as
quinonas, atendo-se a referida revisdo a estes dois ultimos, por serem as classes as

quais pertencem as substancias isoladas neste trabalho.

3.1.1 Flavondides:

Os Flavonoides estdao entre os compostos naturais mais encontrados nos
vegetais, sendo conhecidos mais de 5.000 estruturas diferentes (STRACK, 1997).
Muitos sao coloridos, incluindo as antocianinas que sao amplamente encontradas e séao
0S responsaveis, na maioria das vezes, pela coloragao de pétalas, frutos e das folhas
no outono (LEA; LEEGOOD, 1993).

Flavondides sdo metabdlitos secundarios polifendlicos das plantas e apresentam
um esqueleto de carbonos Cs - C3 - Ce, formando um nucleo fundamental benzo-y-
pirano, também denominado de cromano, ao qual esta ligado um anel aromatico,
formando o 2-fenil-benzo-y-pirano (COSTA, 1986; ROBBERS et al., 1997; CROZIER,
2000). Os trés anéis presentes na composigao dos flavondides, foram convencionados
como A, B e C. A numeracao destes nucleos é realizada com numeros ordinarios,
sendo para o anel B acompanhados de uma linha (') (ZUANAZZI, 2001). O segundo
anel aromatico B pode estar também nas posi¢cdes 3 e 4 (ROBBERS et al., 1997).

A Figura 1 representa o nucleo fundamental dos flavondides e sua numeragao.

Os flavondides podem estar numa forma livre (também denominada de aglicona
ou genina) ou como heterosideos (glicosideos) (ZUANAZZI, 2001). Os flavonoides na
forma heterosidica podem ocorrer como C-glicosideos (glicosideo ligado diretamente a

um carbono) ou O-glicosideos (glicosideo ligado na forma de éter) que correspondem



a maioria destes compostos. Também sdo conhecidos os biflavondides que sao
compostos dimeéricos (EVANS, 1992).

Os flavonodides sao biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides,
originados a partir dos aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina (CROZIER, 2000;
ZUANAZZI, 2001), em uma mistura das vias acetato-chiquimato (MANN, 1999).

FIGURA 1 - FORMULA GERAL DOS FLAVONOIDES E A NUMERAGCAO DOS ANEIS
A B, C

o Y

Acetato ¢ Acido Chiquimico

——eeceee c"—'

Fonte: Adaptado de MANN (1999); ZUANAZZ| (2001).

O controle da biossintese dos flavondides ocorre com a diaminagido do
aminoacido fenilalanina (ou da tirosina em algumas espécies), catalisada pela enzima
fenilalanina amoénia liase (PAL), cuja atividade é determinada pela luminosidade. Ainda
que os flavondides possam ser formados nas raizes, € nas folhas, pétalas e nos frutos
em amadurecimento que sdo os centros da sua biossintese (LEA; LEEGOQOD, 1993).

Os flavondides geralmente sdo armazenados nos vacuolos como derivados
glicosidicos soluveis em agua, exceto alguns derivados polimetoxilados que podem
ocorrer em secregbes lipofilicas (STRACK, 1997). Enquanto os flavondides
heterosidicos sado geralmente soluveis em agua e alcool, mas insoluveis em solventes
organicos, as geninas (agliconas) sao levemente soluveis em agua, mas sao soluveis
em éter. Flavonodides também podem ser dissolvidos em alcalis, formando solugdes

amarelas as quais se tornam incolores quando se adicionam acidos (EVANS, 1992).



Associagdes com glicose, galactose, ramnose, xilose e arabinose sdo mais comumente
observadas nos flavondides glicosidicos. Geralmente a glicosilagéo é feita no C-3 mas,
pode também ser no C-5 e C-7 do anel A. Flavondides glicosilados no anel B, sdo raros
(STRACK, 1997).

Geralmente os flavondides sado encontrados conjugados com glicosideos, mas
também podem apresentar-se como derivados acilados, metilados, sulfatados ou
prenilados (ROBBERS et al., 1997).

Ainda que os flavonodides se encontrem amplamente distribuidos no reino
vegetal (BRUNETON, 1991), sdo mais frequentes nas Angiospermas de grande porte,
como em especies das familias Polygonaceae, Rutaceae, Leguminosae, Umbeliferae e
Compositae podendo ser utilizados como marcadores taxonémicos (EVANS, 1992).

A maioria dos flavondides permanece inalterada durante o tempo de vida da
planta, mas ha evidéncias de que também possa ocorrer renovagdo e degradagao
destes compostos. As reagdes de degradacdo, na maior parte das vezes, envolvem
hidrolise de glicosideos (como as que ocorrem por agao das [-glicosidases),
desmetilacdo, hidratacdo e oxidacdo. Reacgdes de oxidagdo também podem levar a
polimerizagao catalisada por peroxidases. Este processo pode ser observado quando
em um tecido lesionado aparecem compostos poliméricos de coloragdo amarronzada
(STRACK, 1997).

As principais categorias estruturais gerais dos flavondides sao as flavonas, as
flavanonas, os flavondis, os di-hidro-flavondis, as chalconas, as di-hidro-chalconas, as
catequinas, as antocianidinas, as leucoantocianidinas, as isoflavonas, isoflavanonas,
neoflavonas e auronas (STRACK, 1997; MANN, 1999; ZUANAZZI, 2001), que estédo
relacionadas na Figura 2. Nas auronas, o anel heterociclico de seis membros €&
substituido por um anel de cinco membros, enquanto que nas chalconas aparece numa
forma isomeérica de cadeia aberta (ROBBERS et al., 1997).



FIGURA 2 - PRINCIPAIS CATEGORIAS DE FLAVONOIDES

(0]

R = H =Flavona R=H= FlaYarl_ona
R = OH = Flavonol R = OH = Di-hidro-flavonol
(Flavanonol)

0]
0]
J 94 .
[C e
O

Isoflavona Isoflavanona Neoflavona
®
O O ‘ ‘ O ‘ ‘/Ji‘
OH OH OH
Catequina OH

Antocianidina

Leucoantocianidina

Q?H@

(0]

Chalcona Di-hidro-chalcona Aurona

Fonte: Adaptado de STRACK (1997); MANN (1999); ZUANAZZI (2001).

As flavonas e os flavonois sdo largamente distruibuidos na natureza (MANN,

1999). As flavonas sdo em sua maioria glicosideos de derivados fendlicos ou metéxi,



apresentando aumento na coloragdo amarela a medida que aumenta o pH ou os
grupos hidroxila. Isoflavonas s&o abundantes na familia Leguminosae (EVANS, 1992).

As antocianinas apresentam na sua estrutura um cation flavinico (STRACK,
1997), formando o cromodforo antocianidina, conjugado com um ou mais agucares
(LEA; LEEGOOD, 1993), mas que dependendo do pH, pode se apresentar numa
variedade de formas estruturais, representando uma das mais complexas estruturas de
conjugacao nos flavondides (STRACK, 1997).

Uma diversidade de fungdes é atribuida aos flavondides, como a protecdo do
vegetal contra os efeitos da radiagdo ultravioleta (apresentam forte absorgao na regido
do ultravioleta, principalmente entre 265-340 nm), o que é particularmente verificado
com as plantas de maior porte e aquelas de habitat tropical, que geralmente
apresentam abundancia destes compostos (LEA; LEEGOOD, 1993; ZUANAZZI, 2001).

Os flavondides sédo produtos de grande interesse econdémico, estando presentes
em varios pigmentos de flores, frutos e, ocasionalmente, de outras partes do vegetal,
desde raizes e sementes (COSTA, 1986; ZUANAZZI, 2001), que além de contribuirem
para a coloracdo das plantas, importante na atragdo de agentes polinizadores e na
dispersdo das sementes, apresentam propriedades fisioldégicas, como os carotenos,
antocianinas e clorofila (STRACK, 1997). Estes compostos também s&o utilizados na
tanagem do couro, na fermentagdo do cha-da-india, na manufatura do cacau e na
industria de alimentos (ZUANAZZI, 2001).

Compostos flavonoidicos apresentam atuagcdo na atragcdo de insetos para a
polinizagdo; no controle da agdo de hormdnios nos vegetais; como inibidores de
enzimas, agentes alelopaticos e antioxidantes (ZUANAZZI, 2001).

Rutina, que é um flavondide encontrado em muitas plantas, juntamente com o
bioflavondide citrico hesperidina, € chamado vitamina P, ou fator de permeabilidade,
tendo sido utilizada em sangramentos ou fragilidade capilar (ROBBERS et al., 1997).

A interferéncia dos flavonoides no metabolismo do acido aracdénico € um efeito
atribuido para as acgdes antiinflamatéria, antialérgica, antitrombadtica, vasoprotetora,
inibidora da promogéao de tumor e protetora da mucosa gastrica apresentados por este
grupamento quimico (EVANS, 1992).

A silimarina, que é constituida de varias flavonolignanas, que compreendem

principalmente a silibina, acompanhada por isossilibina, desidrossilibina, silidianina e



silicristina, apresenta potencial terapéutico consideravel na protecdo das células
hepaticas intactas ou das que sofreram les&o reversivel, agindo nas membranas
celulares para impedir a entrada de substancias toxicas, além de estimular a sintese de
proteinas, acelerando o processo de regeneracdo e de produgdo de hepatécitos
(ROBBERS et al., 1997).

Os flavondides também podem apresentar agdes antibacteriana, antifungica
(EVANS, 1992; HARBONE, 1999; ZUANAZZI, 2001), antiviral (LEE, 2000; ZUANAZZI,
2001), antiespasmodica e antioxidante (BRUNETON, 1991; EVANS, 1992;
HARBORNE, 1999).

Para drogas com C-glicosilflavondides foram descritas agbdes diuréticas
(BRUNETON, 1991).

Foi relatado para este grupo de compostos atividades antiedematosa,
hipocolesterolemiante e inibidora da aldose-redutase, enzima que desempenha papel
na etiologia da catarata em diabéticos (BRUNETON, 1991).

Representantes do grupo das chalconas demonstraram atividade moluscicida
contra Biomphalaria glabrata, vetor envolvido na transmissdo da esquistossomose
(ADEWUNMI et al., 1987).

Em certas plantas os flavondides podem atuar como moléculas sinalizadoras da
interacdo entre bactérias fixadoras de nitrogénio e certos membros da familia
Leguminosae. Estas plantas exsudariam flavondides que atuariam seletivamente em
bactérias do género Rhizobia, induzindo a nodulagao, através da ativacédo de proteinas
reguladoras (STRACK, 1997).

3.1.2 Quinonas:

As quinonas s&o substancias oxigenadas resultantes da oxidagdo de compostos
aromaticos (BRUNETON, 1991). A presenga de dois grupos carbonilicos, formando um
sistema conjugado com pelo menos duas ligagdes duplas entre carbonos € a principal
caracteristica deste grupo (FALKENBERG, 2001).

As quinonas naturais sdo classificadas em 3 grupos principais: benzoquinona,
naftoquinona e antraquinona (BRUNETON, 1991), cujas estruturas fundamentais estao

apresentadas na Figura 3.
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FIGURA 3 - PRINCIPAIS GRUPOS DAS QUINONAS

o o
o O

p-benzoquinona Antraquinona Naftoquinona

Fonte: Adaptado de BRUNETON (1991); FALKENBERG (2001).

Sao descritas mais de 1.500 estruturas de quinonas, distribuidas em varias
partes dos vegetais. Muitas s&o lipofilicas, apresentando-se alquiladas ou substituidas
por grupos isoprenilados, enquanto outras sao hidroxiladas, com propriedades
fendlicas, livres ou combinadas como glicosideos (HARBORNE et al., 1999;
FALKENBER, 2001).

Uma diversidade de rotas metabdlicas pode estar envolvida na biossintese das
quinonas, permitindo que diferentes organismos possam elabora-las a partir de um
numero reduzido de precursores (BRUNETON, 1991).

As benzoquinonas sao mais comuns nos fungos, sendo raras nos vegetais
superiores. As naftoquinonas podem ser encontradas nas Angiospermas, mas as
antraquinonas sédo as mais frequentes, especialmente em Leguminosae (BRUNETON,
1991; HARBORNE et al., 1999).

Quinonas presentes no lenho de espécies de Leguminosas apresentaram
toxicidade para cupins; antraquinonas foram encontradas em partes da quina
infectadas com fungos patogénicos para esta espécie. Capacidade para inibir a
germinagcdo e/ou o crescimento de outras espécies vegetais nas proximidades
(alelopatia) foi verificada com algumas naftoquinonas (FALKENBERG, 2001).

Propriedades laxantes sdo comuns em vegetais com antraquinonas. Atividades
antibacteriana, antifungica, antiprotozoaria, citotoxica para células tumorais, dentre
outras, foram descritas para as naftoquinonas (DUROUX et al., 1998; FALKENBERG,
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2001; CHWEN et al., 2003). As benzoquinonas podem ser responsaveis por reagdes
alérgicas com prurido e erupgdes na pele (BRUNETON, 1991).

As quinonas sao também utilizadas como corantes, tanto na industria alimenticia
como em cosméticos (FALKENBERG, 2001).

As quinonas podem se interconverter facilmente em hidroquinonas, sendo
consideradas agentes oxidantes suaves. Quando na forma livre, as quinonas sao
praticamente insoluveis em agua, podendo ser extraidas com solventes orgéanicos
usuais. As benzoquinonas e as 1,4-naftoquinonas podem ser extraidas por arraste com
vapor de agua (BRUNETON, 1991).

3.2 ENQUADRAMENTO TAXONOMICO
A Tabela 1 representa o enquadramento taxonédmico de Acacia podalyriaefolia A.
Cunn., segundo os sistemas estabelecidos por ENGLER (JOLY ,1998) e CRONQUIST

(1988).

TABELA 1 - ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DE Acacia podalyriaefolia A.
CUNN., SEGUNDO ENGLER (JOLY, 1998) E CRONQUIST (1988)

CLASSIFICACAO

ENGLER

CRONQUIST

CLASSE Dicotyledonea Magnoliopsida
SUBCLASSE Archichlamydeae Rosidae

ORDEM Rosales Fabales

FAMILIA Leguminosae Mimosaceae
SUBFAMILIA Mimosoideae

GENERO Acacia Acacia

ESPECIE Acacia podalyriaefolia Acacia podalyriaefolia

A. Cunn.

A. Cunn.
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3.2.1 Familia Leguminosae-Mimosoideae:

Leguminosae é uma das maiores familias das dicotiledéneas, compreendendo
aproximadamente 650 géneros e 18.000 espécies (POLHILL; HAVEN, 1981), com
distribuigdo mundial, exceto nas regides Artica e Antartica (MARCHIORI, 1997);
preferencialmente sdo encontradas em regides tropicais e subtropicais (JOLY, 1998).
Podem apresentar-se como grandes arvores nas matas tropicais, bem como arbustos,
subarbustos, ervas anuais ou perenes e trepadeiras. O fruto geralmente é do tipo
legume (JOLY, 1998).

Nos nddulos de suas raizes ha associagao simbidtica com bactérias fixadoras de
nitrogénio (JOLY, 1998).

Segundo ENGLER, citado por JOLY (1998), a familia Leguminosae ¢é dividida
nas subfamilias Mimosoideae, Caesalpinioideae e Faboideae (Papilionideae); enquanto
que para CRONQUIST (1988) o conjunto das subfamilias esta englobado nas familias
Mimosaceae, Caesalpiniaceae e Fabaceae (Papilionaceae).

As espécies das subfamilias Caesalpinioideae e Mimosoideae sdo encontradas
principalmente nas regides tropicais, enquanto que os representantes das Faboideae
estdo em regides temperadas, preferencialmente (BARROSO, 1991).

A subfamilia Mimosoideae encontra-se distribuida nas regides tropicais,
subtropicais e calido-temperadas, com 50 a 60 géneros que englobam
aproximadamente 2.800 espécies, em sua maioria pertencente aos géneros Acacia,
Mimosa e Inga (BARROSO, 1991).

3.2.2 Género Acacia:

Acacia deriva do grego Acis que indica espinhos, uma vez que muitas espécies
deste género apresentam estes apéndices (AUSTRALIAN PLANTS ON-LINE, 1997).

O género Acacia € um dos maiores nas Angiospermas (ENDRESS, 1994),
apresentando mais de 1.200 espécies (BARROSO, 1991; ENDRESS, 1994).
Apresenta-se como arvores, arbustos ou trepadeiras lenhosas, contendo espinhos ou
aculeos, raras vezes inermes na América (BURKART, 1979).
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Espécies deste género sdo encontradas em regides tropicais e subtropicais,
sendo muito abundante em savanas e matas, bem como em matas xerodfitas, na
América tropical, Africa, Asia e Australia, sendo nesta Ultima onde se encontra a
maioria das espécies, manifestando um extraordinario endemismo e proliferacdo
evolutiva de espécies com filodios (BURKART, 1979).

Associagbes benéficas entre espécies de Acacia e formigas sdo observadas
naquelas que apresentam espinhos que contenham medula macia, apresentando
também nectarios extraflorais bem desenvolvidos, foliolos, pinas e raque foliar com
apices modificados em corpusculos de Belt, ricos em substancias proteicas. Formigas
podem penetrar e se alojar nestes espinhos apos alimentar-se do néctar produzido nos
nectarios extraflorais e dos corpusculos de Belt, e, em contrapartida, trazem beneficios
ao afugentarem outros insetos que tentam se alojar nestas plantas, assim como
atacam outras plantas que possam prejudicar o desenvolvimento da Acacia
(BARROSO, 1991).

3.2.3 Acacia podalyriaefolia A.Cunn., Leguminosae - Mimosoideae:

Acacia podalyriaefolia A. Cunn., Leguminosae - Mimosoideae, € também
conhecida como Acacia-mimosa (BURKART, 1979; SCHULTZ,1990). Na Australia,
pais de sua origem, é também conhecida como "Queensland Silver Wattle" (NATIONAL
ACADEMY OF SCIENCES, 1979). Apresenta como sinonimia cientifica Acacia fraseri
Hook; Acacia caleyi A. Cunn. (DAYDON, 1895) e Racosperma podalyriifolium (A. Cunn)
Pedley (DAVIES, 1991; WIERSEMA, 2000). Encontra-se relatada no Index Kewensis
(DAYDON, 1895).

E uma planta exdtica, originaria da Australia, vastamente difundida no sul do
Brasil pelo cultivo como planta ornamental, gragas as suas folhas de coloragao cinza
ou cinza-fosco e suas vistosas inflorescéncias em densos cachos de flores geralmente
amarelas, sendo frequentemente encontrada em pragas, jardins ou em proximidades
de habitagdes (BURKART, 1979). A Figura 4 apresenta o aspecto geral das flores de

Acacia podalyriaefolia A. Cunn.
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Apresenta crescimento rapido, florescendo ja no segundo ano. Geralmente
floresce no inverno. Suas sementes sé&o livres, de facil propagacgéo, o que pode torna-la
invasiva em regides naturais arbustivas (AUSTRALIAN PLANTS ON-LINE, 1997).

FIGURA 4 - ASPECTO GERAL DAS FLORES DE Acacia podalyriaefolia A. CUNN.

Fonte: http://www.dalie.com.au/farm/trees.htm
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3.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE Acacia podalyriaefolia A. CUNN.

Acacia podalyriaefolia geralmente se apresenta como arvore, alcangando no
maximo 5 metros de altura (AUSTRALIAN PLANTS ON-LINE, 1997).

As folhas s&o bipinadas (caracteristica da subfamilia Mimosoideae) (BARROSO,
1991), reduzidas a filédios elipticos, semelhantes as folhas de lamina simples,
cinzento-prateados (SCHULTZ, 1990) ou cinza-fosco, com somente uma nervura
principal mediana, quase central (BURKART, 1979), a filotaxia & alterna, corola regular,
com prefloragédo valvar (BARROSO, 1991). As flores sao hermafroditas (AUSTRALIAN
PLANTS ON-LINE,1997), pequenas, actinomorfas, em geral amarelas (BURKART,
1979) e em grande numero, densamente agrupadas em inflorescéncias esféricas ou
alongadas (ENDRESS, 1994); capitulos florais axilares, globosos, apresentando
estames e filetes de cor amarela (SCHULTZ, 1990), pequenos, em racemos; estes
racemos superam em comprimento as folhas, calice campanulado, corola tubulosa,
pentdmera, estames numerosos, filamentos livres, em sua base com ou sem nectério
carnoso em anel, anteras enxertas pequenas; as vezes com glandula conectival; ovario
supero pluriovulado, estipitado. O fruto € do tipo legume seco, variado, em geral
bivalvo, linear-comprimido, as vezes subcoriaceo grosso, cilindrico ou globoso, ou
moniliforme, raras vezes articulado como lomento; pericarpo pariraceo, ou endurecido,

sementes exalbuminadas de testa dura, com fissura anular (BURKART, 1979).

3.4 APLICACOES E ATIVIDADES BIOLOGICAS DE ESPECIES NO GENERO

Acacia

3.4.1 Aplicagbes e usos gerais de espécies de Acacia:

Diversas espécies deste género sao utilizadas como ornamental (A. farnesiana,
A. nitidifolia, A. mearnsii, A. longifolia, A. bayleyana, A. cyanophylla, A. dealbata e A.
podalyriaefolia); por sua madeira, como lenha, em marcenaria ou para obtengao de
carvao (A. farnesiana, A. velutina, A. nitidifolia e A. polyphylla); em curtumes, devido a

presengca de taninos (A. cyanophylla, A. dealbata, A. mearnsii); para extragdo de
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gomas (A. baileyana, A. dealbata, A. senegal entre outras espécies africanas); pelas
esséncias florais, empregadas em perfumaria (A. farnesiana), na fixacado de dunas (A.
longifolia); na formagdo de cercas vivas, com as espécies aculeadas (A. plumosa);
além de apresentarem flores meliferas (BURKART, 1979; CORREA, 1984).

Os aborigines na Australia utilizam muitas partes de diferentes espécies de
Acacia na alimentacao; as gomas sao coletadas e mascadas ou usadas como adesivo
e a seiva € empregada para fazer uma bebida doce ( AUSTRALIAN PLANTS ON-LINE,
1997).

Tradicionalmente sdo empregadas diferentes espécies de Acacia no tratamento
das mais diversas patologias. Na Somalia utiliza-se a goma de A. tortilis como
medicamento contra a asma, conhecido como Qurac (HAGOS; SAMUELSSON, 1988).
No tratamento de enfermidades do trato respiratorio, diarréias e hemorréidas é utilizada
Acacia nilotica, devido as suas propriedades tonicas, adstringentes e estimulantes
(NABI et al., 1992). No Zimbabue esta planta & utilizada no tratamento de doencgas
sexualmente transmissiveis (KAMBIZI; AFOLAYAN, 2001). Acacia mellifera e A. Kirkii
sdo utilizadas no tratamento do céncer; na amenorréia € empregada A. pentagona; em
crises asmaticas é utilizada A. polycantha; na esquistossomose € empregada a raiz de
A. robusta (CHHABRA et al., 1990). As sementes de A. concinna sao utilizadas para o
tratamento de doencas da pele (SEKINE et al., 1997).

Porém, também foram observados efeitos toxicos com espécies de Acacia como
A. berlandieri e A. rigula, devido a presenca de alcaldides e aminas toxicas, conduzindo
a ataxia locomotora e efeitos sobre a fertilidade de ovelhas e cabras (CLEMENT et al,,
1997; 1998).

Inumeras atividades biolégicas foram averiguadas com extratos e compostos
isolados de espécies de Acacia. Atividade depressora do Sistema Nervoso Central,
pelo flavondide auriculosideo extraido de Acacia auriculiformes foi observado por
DHAWAN et al. (1980). Flavondides extraidos de Acacia nilotica e A. saligha
apresentaram acao moluscicida contra Biomphalaria pfeifferi e B. alexandrina, que
sdo intermediarios presentes na transmissdo da esquistossomose (AYOUB, 1985; EL-
SAWI, 2001). Extratos de A. catechu (PARK; BOO, 1991) e A. confusa (CHANG et al.,
2001) apresentavam efeitos antioxidantes, devido a presenga de substancias

polifendlicas, como flavondides e taninos. Consideravel agao hipoglicemiante foi obtida
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com extratos etandlicos de A. nilotica e A. farnesiana (WASSEL et al., 1992). Inibigdo
de proteinas quinases foi observado pelos derivados de catequinas obtidas de A.
melanoxylon (POLYA; FOO, 1994). Extratos aquosos de A. nilotica apresentaram
atividades antiinflamatéria, analgésica e antipirética (DAFALLAH; AL-MUSTAFA, 1996).
O extrato acetato de etila de A. catechu demonstrou propriedades hepatoprotetoras
(JAYASEKHAR et al., 1997). Decréscimo na prolifieracdo de células tumorais foi
verificado com os flavonoides extraidos de A. laefa (NASSAR, 1999). Atividade anti-
helmintica foi verificada com A. nilotica (KHAFAGI, 1999).

Diversos trabalhos demonstraram que as ag¢des antibacteriana e alelopatica

eram comuns neste género, as quais foram avaliadas neste trabalho.

3.4.1 Atividade antibacteriana:

Muitos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de avaliar extratos e fragoes
obtidos de uma variedade de espécies vegetais com potencial agdo antimicrobiana,
bem como para isolar e elucidar a estrutura dos compostos envolvidos nesta atividade.

Diversos compostos do metabolismo secundario das plantas apresentam
atividade antimicrobiana, dentre os quais os derivados fendlicos, como os flavondides,
taninos, cumarinas, estdo entre os mais comuns (KHAN et al., 1980; DIGRAK et al.,
1999).

Extratos, fragdes e compostos isolados de varias espécies de Acacia
demonstraram atividade contra uma variedade de microorganismos patogénicos.

Extratos de A. koa demonstraram atividade contra Pseudomonas aeruginosa
(BUSHNELL et al., 1950).

Atividade antibacteriana contra S. aureus e E. coli foram observados por KHAN
e colaboradores (1980), ao avaliarem extratos das cascas de A. mellifera e A.
sieberiana, cujos efeitos foram mais moderados, enquanto que os extratos mais ativos
foram os de A. nilotica e A. robusta.

Extrato metandlico, aquoso e cloroformico dos frutos de A. nilotica e A.
polyacantha foram testados e apresentaram propriedades antibacterianas em graus
variaveis, dependendo do extrato avaliado (ALMAGBOUL et al., 1988).
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Consideravel atividade antibacteriana foi verificada para o extrato metandlico dos
frutos de A. nilotica frente as cepas de Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae
e Escherichia coli (CHHABRA; UISO, 1991). Extratos de A. nilotica estudados por
NABI et al. (1992), AKHTAR et al. (1997) e SATISH et al. (1999) permitiram a
observacao de atividade contra Xanthomonas campestris, que causa cancro bacteriano
na videira. Inibicdo de bactérias gram-positivas e negativas foi verificada também com
extratos de A. nilotica e de A. farnesiana (WASSEL et al, 1992). Extratos aquosos e
etandlicos de A. nilotica também demonstraram atividade contra Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus e Klebsiella spp (CHANDEL et al.,, 1993).
Suspensao aquosa da goma de A. arabica (nilotica) demonstrou agao contra patdégenos
periodontais e suas enzimas, indicando possibilidades de aplicagao clinica (CLARK et
al., 1993; ALMAS, 2001). Devido ao teor de taninos, o extrato das suas folhas
demonstrou efeito antimicrobiano sobre Clostridium perfringens (SOTOHQY et al.,
1995). Com as sementes de A. nilotica foi verificada atividade contra B. subtilis por
BAGCHI et al. (1998). Com os extratos etanolicos da goma, das folhas e dos frutos foi
verificada atividade antibacteriana para germes gram-positivos (AHMAD et al.,1998;
KHAFAGI, 1999). Estudos realizados com plantas tradicionalmente utilizadas no
Zimbabue no tratamento de doencas sexualmente transmissiveis, conduziram a
verificagcdo de largo espectro antibacteriano dos extratos aquoso, metandlico e
acetdnico dos frutos e da raiz de Acacia nilotica, justificando seu uso popular (KAMBIZI;
AFOLAYAN, 2001). Os extratos metandlico, cloroférmico e aquoso dos frutos de A.
nilotica subespécie adansonii apresentaram atividade antibacteriana contra Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, sendo o
efeito mais pronunciado nos extratos metandlico e aquoso (OMER et al, 1998). Extrato
aquoso, etandlico, hexanico e cloroférmico dos frutos de A. nilotica subespécie nilotica
foram testados contra bactérias patogénicas, sendo os extratos aquoso e etandlico os
mais ativos contra cocos gram-positivos e bacilos gram-negativos. Os resultados
indicam valor terapéutico dos extratos de A. nilotica como potencial agente
antimicrobiano (MUSTAFA et al, 1999).

Alta atividade antibacteriana contra as cepas de Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Shigella boydii, Salmonella oranienburg e Stapylococcus aureus foi

observada com o extrato metandlico das cascas de Acacia xanthophloea (CHHABRA;
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UISO, 1991). Inibicdo de cepas de Mycobacterium tuberculosis sensiveis e resistentes
a isoniazida e rifampicina, drogas normalmente utilizadas no tratamento da tuberculose,
foi verificada com o extrato aceténico das cascas desta espécie (LALL; MEYER, 1999).

Extratos de A. angustifolia inibiram o crescimento de cepas de Staphylococcus
aureus, Bacilus subtilis, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans (HOFFMANN et al.,
1993).

Os extratos metandlico e aquoso das cascas de A. sieberiana demonstraram
acéao contra S. epidemidis e B. subtilis (RABE; STADEN, 1997).

Atividade contra Pseudomonas aeruginosa, Bacilus subtilis e Staphylococcus
aureus foi obtida com o extrato etandlico de A. catechu (VALSARAJ et al., 1997,
AHMAD et al., 1998).

Extratos das cascas de A. mollissima (A. mearnsii) apresentaram importante
acao antibacteriana contra Bacillus brevis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Microccus luteus, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium smegmatus e Proteus
vulgaris (DIGRAK et al., 1999).

Estudos realizados por ALASBAHI et al. (1999) com plantas medicinais do
Iémen, demonstraram acgéo antibacteriana de A. harala para Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis.

Extratos metandlicos das raizes e das cascas de A. senegal variedade senegal
inibiram bactérias cariogénicas (KHAN et al, 2000). Utilizando extratos hexanicos e
metandlicos de A. senegal e A. nilotica, ALI et al. (2001) obtiveram inibicao das cepas
de E. coli e de Staphylococcus aureus.

O extrato etandlico das folhas de A. tetragonophylla apresentou atividade contra
Bacillus cereus e de A. kempeana contra Bacillus cereus, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus pyogenes (PALOMBO; SEMPLE, 2001).

Um estudo antimicrobiano realizado por PEITZ (2003) com os extratos das
folhas de A. longifolia, demonstrou que o extrato etandlico bruto e a fracdo acetato de
etila apresentavam atividade contra Staphylococcus aureus, enquanto que ag&o contra

Pseudomonas aeruginosa foi obtida somente com o extrato etandlico bruto.
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3.4.2 Acéo alelopatica:

O termo alelopatia (do grego allelon: mutuo; pathos: prejuizo) foi usado pelo
pesquisador alemao Hans Molisch em 1937 para descrever as interagdes bioquimicas
entre as plantas, incluindo também entre estas e os microorganismos (PUTNAM,;
TANG, 1986; MEDEIROS, 1990). Esta relacionado a capacidade de uma planta
interferir na germinacao de sementes e/ou no crescimento de outras espécies vegetais,
prejudicando ou favorecendo o seu desenvolvimento, por meio de compostos quimicos
(denominados de aleloquimicos) que estas liberam na atmosfera ou no solo
(MEDEIROS, 1990).

Em uma definigho mais ampla, a IAS (International Allelopathy Society)
estabeleceu em 1996 que a alelopatia estaria relacionada aos processos que envolvem
a producdo de metabdlitos secundarios pelas plantas e pelos microorganismos,
influenciando no crescimento e desenvolvimento de sistemas agricolas e biolégicos
(MALHEIROS; PERES, 2001).

Inimeras substancias aleloquimicas foram isoladas e identificadas, tendo sido
avaliados seus efeitos na germinagdo, no crescimento, bem como as alteragdes
metabdlicas produzidas (RIZVI; RIZVI, 1992).

Diferentes grupamentos quimicos (como acidos fendlicos, cumarinas,
terpendides, flavondides, alcaldides, taninos, quinonas complexas) podem ser os
responsaveis pelos efeitos alelopaticos observados nas plantas (EINHELLIG, 1986;
MEDEIRQOS, 1990).

Compostos fendlicos como os acidos benzoéico e cinamico, as cumarinas e 0s
flavondides estdo entre os mais comumente associados com a agao alelopatica
(EINHELLIG, 1986).

Porém, muitas vezes a atividade alelopatica observada ndo se deve a apenas
um composto, mas a um conjunto deles, pois geralmente a concentragdo de cada
metabdlito esta abaixo do minimo necessario para que exergca o efeito isoladamente
(MALHEIROS; PEREZ, 2001).

A atuacao destes aleloquimicos pode se realizar por efeitos primarios nas

funcbes das membranas e interacbes com hormodnios. Interferéncias na nutricdo
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mineral, no balanco hidrico, na fotossintese, na respiracdo e na sintese de proteinas
também podem ser responsaveis pela agao alelopatica (EINHELLING, 1986).

Os aleloquimicos podem ser liberados para o solo por exsudacdo da raiz,
lixiviados das partes aéreas, resultarem da decomposi¢cao dos residuos vegetais por
microorganismos, da volatilizagdo dos compostos de varias partes dos vegetais para o
solo ou para o ar, de forma ativa ou simplesmente lixiviados. A acdo de
microorganismos durante a decomposigao de partes da planta no solo, bem como a
presenca de minhocas ou de insetos, podem provocar transformacdes nos
aleloquimicos, podendo aumentar, diminuir ou anular o seu efeito alelopatico. Em
contrapartida, os aleloquimicos também podem influenciar na atividade destes
decompositores (MEDEIROS, 1990; FERREIRA; AQUILA, 2000).

Os aleloquimicos possuem dois atributos complementares: estimulacédo e
inibicdo, produzindo uma resposta sigmoidal a concentragcdo destas substancias
(MALHEIROS; PERES, 2001).

Desde a década de 60 a presenga de compostos aleloquimicos é reconhecida
como um importante mecanismo ecolégico que pode provocar influéncias significativas
no manejo agricola ou florestal: na dominacdo de certas espécies vegetais; na
sucessao dos plantios e na rotagdo dos cultivos, podendo favorecer ou prejudicar o
desenvolvimento de um determinado produto agricola, afetando na produtividade
(CHOU, 1986; FERREIRA; AQUILA, 2000). A partir da década de 80 ocorreu um
grande aumento nas pesquisas sobre a alelopatia, com inumeras publicagbes sobre
este processo, tendo sido referenciada na maioria dos paises do mundo, além de ser
considerada uma ciéncia prioritaria nos paises desenvolvidos (MALHEIROS; PERES,
2001).

Muitos compostos biologicamente ativos obtidos das plantas ja estdo sendo
usados no controle de ervas daninhas (muitas das quais apresentavam resisténcia a
varias categorias de herbicidas usualmente empregados), de insetos e de
microorganismos patogénicos, podendo constituir-se em uma alternativa ao uso dos
defensivos agricolas, com menores riscos ao meio ambiente, mantendo um melhor
equilibrio do ecossistema (RIZVI; RIZVI, 1992; CHOU, 1998).

A atividade alelopatica foi observada com diversas espécies de Acacia. Grande

potencial alelopatico foi demonstrado para A. dealbata em ensaios realizados por
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CASAL et al. (1985) que observaram forte efeito inibitério dos extratos obtidos das
folhas, flores e do solo coletado debaixo desta planta, na germinacdo e no
comprimento da raiz e do hipocaétilo de Trifolium pratense, T. repens, Phleum pratense
e Lolium perenne. Diante destes resultados, os autores justificaram a grande
capacidade que esta Acacia apresenta em colonizar e a presenga de vegetacao
empobrecida no solo abaixo desta. Pela baixa concentragcdo de compostos fendlicos
nestes extratos, sugere-se que compostos nao-fendlicos estejam envolvidos nesta
atuacdo. Com o intuito de obter mais informacdes sobre a atividade alelopatica desta
planta, CARBALLEIRA e REIGOSA (1999) analisaram os efeitos na germinagcéo de
Lactuca sativa frente as amostras de agua e solo de plantagbes com A. dealbata:
throughfall (dgua que passa através da copa das arvores e cai no solo), stemflow
(amostra de agua que chega ao solo através de substancias gasosas volatilizadas) e
amostras de solo percolados durante um ano. Os resultados indicaram que o efeito
alelopatico era observado quando a planta estava florida, havendo inibicdo na
germinacao de L. sativa (30% de inibicdo pela throughfall, 60% pela stemflow e 75%
pelo solo percolado) e no crescimento da radicula (23%, 33% e 48% , respectivamente,
pelas mesmas amostras).

A observagao de redugao na germinagao e no crescimento de Vigna mungo, V.
radiata, V. sinensis, Cajanus cajan e Glycine max que estiveram crescendo por 30 dias
na parte superior de solo com A. holoserica, esta relacionada com a atividade
alelopatica desta planta (SRINIVASAN et al., 1990).

Bioensaios realizados com os extratos aquosos das folhas de A. ftortilis
confirmaram o retardo no crescimento de Prosopis cineraria observado em plantaces
associadas com esta Acacia (MANJIT et al., 1991). Os efeitos na germinagcédo e no
crescimento das sementes de Pennisetum glaucum frente a diferentes concentracbes
dos extratos aquosos das folhas, inflorescéncias, raiz e amostras de solo ao redor de
A. tortilis foram analisados, confirmando o potencial alelopatico desta espécie
(ANURAG et al, 1996).

Efeitos alelopaticos de A. nilotica ja eram observados em plantagbes agricolas
préoximas destas arvores (SINGH et al., 1992). Taninos presentes nos extratos aquosos
da casca e das folhas de A. nilotica inibiram significantemente a germinagdo das

sementes e o crescimento da radicula e da plumula de varios produtos agricolas
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(tomate, sorgo, algodéo, feijao fradinho, berinjela, pimenta e girassol), sendo que a
inibicdo foi maior com os extratos da casca do que com os das folhas (SWAMINATHAN
et al., 1989). Inibicdo da germinagédo das sementes de Oryza sativa (arroz) e promogao
do crescimento destas foram efeitos verificados com lixiviados das folhas de A. nilotica
(KOUL et al., 1991). Estudos realizados com Pennisetum glaucum e Cyamopsis
tetragonoloba demonstraram inibicdo da germinagdo destas sementes pelos extratos
do solo e da casca desta Acacia (SINGH et al., 1992). Estimulo no crescimento das
sementes de Eucalyptus globulus foi observado em estudos realizados com solos
modificados com as raizes de A. nilotica infestadas com micorrizos, indicando que
estas duas espécies podem ser utilizadas juntas em programas de reflorestamentos
(SHARMA; SAXENA, 1993). Buscando o biocontrole do Pathenium hysterophorus
tolerante aos herbicidas, DHAWAN e colaboradores (1995) obtiveram inibicdo da
germinacao das suas sementes pelo extrato aquoso das folhas de A. nilotica. Extratos
das folhas desta Acacia também afetaram significantemente o crescimento do trigo
(Triticum aestivum) (KAMAL et al,, 1997). Promogdo da germinagdo, aumento no
comprimento das mudas e realce no indice de vigor foram observados com sementes
de sorgo e de arroz, devido aos efeitos alelopaticos dos extratos das folhas de A.
nilotica, nas concentragdes de 5 a 10 % (CHANNAL et al., 2000).

BHEEMAIAH e colaboradores (1992) obtiveram aumento no crescimento de
Ricinus communis, Helianthus annus e Cajanus cajan em plantacbes associadas com
A. albida.

Inibicdo da germinagdo das sementes e na elongagao da radicula e da plumula
de Brassica campestris (mostarda), Cicer arietinum (grama), Oriza sativa (arroz) e
Vigna sinensis (feijao fradinho) foram efeitos obtidos nos ensaios utilizando extratos,
palhagem ou lixiviado das folhas de A. auriculiformis (JADHAV; GAYNAR, 1992;
BORA et al., 1999; JOHN et al., 1999). Inibicdo da germinagado das sementes de trigo
(Triticum aestivum), de arroz (Oriza sativa) e de grama (Cicer arietinum) por RAO e
colaboradores (1994) e de Pathenium hysterophorus por DHAWAN et al. (1995) foram
efeitos obtidos com a aplicagcdo dos extratos aquosos das folhas desta Acacia.
BARMAN e colaboradores (1997) observaram que lixiviados das suas folhas reduziram
a germinacao e o crescimento da plumula e radicula de Callistephus chinensis (aster) e

de Chrysanthemum coronarium (crisantemo). Mistura da parte superior do solo
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associada com folhas e palhagem desta planta estimularam o crescimento das mudas
e da biomassa de Leucaena leucocephala (HOSSAIN et al., 2002).

O crescimento de uma variedade de arbustos foi afetado pelo lixiviado aquoso
dos filddios de A. cyclops que & uma espécie invasiva introduzida na Africa
(RUTHERFORD; POWRIE, 1993).

Lixiviado das sementes de A. mellifera inibiram a germinagdo da pimenta
(Capsicum sp) e do tomate (Lycopersicon sp), demonstrando efeitos alelopaticos desta
espécie (SANKER; RAI, 1993).

N&o houve supressao consideravel da germinagéo das sementes de alface, mas
ocorreu inibicdo de 50% na elongagao da sua raiz perante os extratos frescos de A.
mearnsii. No entanto, houve promogao da elongagao das radiculas de alface com o
residuo obtido de um més de decomposi¢ao de A. mearnsii (KITOU; YOSHIDA, 1993).
Extratos aquosos de residuos de folhas e galhos desta espécie demonstraram efeitos
supressores sobre Conyza sumatrensis, Trifolium spp, Echinochloa utilis e Lactuca
sativa (SCHUMANN et al., 1995). Inibigdo da germinacg&o e do crescimento da radicula
de alface foi também verificado com os extratos aquosos do solo modificados com
folhas de A. mearnsii durante um periodo de incubacgao curto. Porém, com o aumento
da duragao da incubacgao estes efeitos inibitorios desapareciam, havendo elongacao da
radicula (KITOU; YOSHIDA, 1998).

Residuos dos filédios de A. melanoxylon, obtidos apos 1, 7, 15, 30, 180 e 365
dias de decomposicdo no solo, demonstraram efeitos sobre a germinagdo e o
crescimento de Lactuca sativa. Com o material do inicio da decomposicdo foram
verificados fortes efeitos inibitorios, afetando a germinagdo mais na fase inicial do que
na final e com grande interferéncia no crescimento das mudas. Bioensaios com
amostras do solo coletadas debaixo desta Acacia permitiram observar a redugdo da
germinacao de Dactylis glomerata e do crescimento da radicula desta e de Lactuca
sativa. Foram identificados os acidos vanilico e ferulico, o alcool 4-hidroxi-3-
metoxibenzilico e os flavondides quercetina-3-glicosideo, quercitrina, luteolina e
apigenina nesta Acacia, indicando que poderiam estar relacionados a atividade
alelopatica observada (GONZALEZ et al., 1995).

Potencial alelopatico de A. senegal foi verificado com a inibicdo da germinagéo

de sementes de sorgo, milheto e de sésamo e o retardo no desenvolvimento destas
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quando se encontram frente a concentracbes maiores que 5% do extrato aquoso das
folhas de A. senegal (FADL etal., 1997).

Avaliacdo da capacidade alelopatica de A. confusa, que é uma espécie
endémica no Taiwan, e de outras 8 espécies do mesmo género (A. aulacocarpa, A.
auriculiformis, A. cincinnata, A. crassicarpa, A. leptocarpa, A. mangium, A. polystachya
e A. tortilis) foi realizada por CHOU e colaboradores (1998). Extratos aquosos (0,5%,
1%, 2%, 3%, 4% e 5%) das folhas e palhagem das espécies citadas foram testados
usando sementes de alface (Lactuca sativa), alfafa (Medicago sativa) e couve chinesa
(Brassica chinensis), observando-se fitotoxicidade com varios extratos, mesmo
naqueles de concentragdo menor. = Amostras de solo coletadas do local onde se
encontravam as espécies de Acacia, também apresentaram significante fitotoxicidade.
Compostos isolados, como os acidos ferulico, vanilico, galico, cafeico e flavondides,
obtidos das fracbes aquosa e acetato de etila, também deram resultados positivos.
Entretanto, os produtos obtidos das fragdes cloroférmica e hexanica ndo apresentaram
0os mesmos resultados, sugerindo que a fitotoxicidade observada seja devido a
compostos presentes na planta que sdo mais hidrossoluveis.

PEITZ (2003) avaliou o extrato etandlico bruto das folhas, as fracbes hexanica,
cloroférmica e acetato de etila das flores de A. longifolia obtendo inibicdo da
germinacgao e redugao do crescimento da radicula e do hipocétilo de Lactuca sativa, em
graus variaveis, dependendo do extrato ou fragdo. O flavondide naringenina, isolado da
fracao clorofémica das flores, demonstrou também potencial alelopatico, porém com
menor intensidade do que a fragao cloroférmica da qual foi obtido, indicando que a
presenca de outros compostos nesta fracdo poderia estar influenciando na atividade
alelopatica observada (PEITZ, 2003).

3.5 FITOQUIMICA DO GENERO Acacia COM ENFASE EM DERIVADOS DO
NUCLEO FLAVONOIDICO E COMPOSTOS QUINONICOS

A revisao da literatura realizada a partir das Bases de Dados do Biological
Abstracts (1939 a 2002), Chemical Abstracts (1917 a 2002), CAB Abstracts (1972 a
2002) e TREECD (1939 a 2002) demonstrou uma grande variedade de metabdlitos

secundarios no género Acacia.
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Até o momento, nas fontes analisadas, ndo foram encontradas referéncias
quanto a analise de compostos com nucleo flavonoidico e quinoidico em Acacia
podalyriaefolia A. Cunn. Os trabalhos fitoquimicos relatados para esta espécie estao
relacionados a pesquisa de alcaloides (WHITE, 1943; BALLANDRIN et al., 1978) e
analises dos polissacarideos da sua goma (ANDERSON; BELL, 1976; CHURMS et al.,
1977).

3.5.1 Compostos derivados do nucleo flavonoidico:

Compostos flavonoidicos foram os produtos do metabolismo secundario
observados com mais frequéncia em espécies do género Acacia.

Em 1951, MARINI-BETTOLO e FALCO relataram a existéncia de naringerina e
seus hidrolisados em Acacia longifolia, o que foi comprovado com os estudos
realizados com o extrato cloroférmico por KERBER (1993). Da frag&do acetato de etila
das flores foram obtidos naringenina conjuntamente com os heterosideos 5-3-D-
galactosil-naringenina e 5-B-D-glucosil-naringenina (SILVA, 2001) e a aurona 4-O-
galactosil aureusidina (PEITZ, 2003). Das flores foi também isolada a naringenina
(PEITZ, 2003). Catequina e galo-catequina foram obtidos por TINDALE e ROUX
(1969). Foi isolada por ANAM (1997) uma nova flavanona (5,2',5'-tri-hidréxi-6,7-di-
metoxiflavanona) das raizes da mesma espécie.

De A. catechu foram obtidos campferol, quercetina, iso-ramnetina, di-hidro-
campferol (PARIS, 1953; DESHPANDE; PATIL, 1981). Fisetina, quercetagetina e
quercetina foram isoladas do extrato etéreo e acetato de etila do cerne de A. catechu
por HATHWAY e SEAKINS (1957). Catequina foi obtida por AZUINE e BHIDE (1994).
Quercetina-3-O-ramnosideo, quercetina-3-O-galactosideo, quercetina-3-0O-
arabinosideo, 3-metilquercetina e di-hidro-quercetina foram isolados por SHARMA et al.
(1997; 1999).

Estudos realizados em A. cyanophylla por PARIS (1953) permitiram o isolamento
de quercetina 3-O-glicosideo. Utilizando-se desta mesma espécie, do extrato etandlico
das flores IMPERATO (1978) isolou 4,2',4',6'-tetra-hidroxichalcona 4-glicosideo. Dos
extratos cloroférmico, acetato de etila e éter etilico SALEEM e colaboradores (1992 a)

identificaram os flavondides quercitrina e campferol.
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Do pélen de A. dealbata foram obtidos rutina, quercetina, robinetina, miricetina e
naringenina-5-di-glicosideo (TAPPI et al., 1955; SPADA; CAMERONI, 1955; 1956).
Das flores desta mesma espécie foi relatada a presenca de 6'-O-glicosil-naringenina-
chalcona (IMPERATO, 1982 a) e 6'-O-di-glicosil-naringenina-chalcona e uma aurona, o
cernusideo (IMPERATO, 1982 b). Cianidina, delfinidina e epicatequina foram isoladas
desta mesma espécie por KIRILLOVA e KONDZHARIYA (1987).

Anadlises quimicas do extrato das cascas e cerne de A. mollissima (A. mearnsii)
permitiram a obtencdo de uma leuco-robinitinidina monomérica, leuco-fisetina (ROUX;
EVELYN, 1958), fustina e fisetina (ROUX; PAULUS, 1960). DREWES E ROUX (1963)
isolaram também fustina e fisetinidol, além de di-hidrorobinetina (3,3',4',5',7-penta-
hidroxiflavan-4-ona), butina (3',4',7-tri-hidroxiflavan-4-ona), buteina (2',3,4,4'-tetra-
hidroxichalcona), robteina (2',3,4,4',5-penta-hidroxichalcona) e flavondides glicosideos
(miricitrina e quercitrina) do extrato acetato de etila das cascas de A. mearnsii. Os
flavonoides glicosidicos miricitrina (miricetina-3-rhamnosideo) e quercitrina (quercetina-
3-ramnosideo), foram isolados do extrato metandlico das folhas desta planta por
SAAYMAN e ROUX (1965). ZEIUILEMAKER e MACKENZIE (1965) trabalhando com
extratos das folhas obtiveram 4'-O-metill-miricitrina (mearnsitrina). O composto 3-
metoxi-fisetina e as formas isoméricas do biflavonoide leucofisetinidina foram extraidas
do extrato acetato de etila e aquoso do cerne da mesma espécie por DREWES e
ISLEY (1968; 1969). Mearnsitrina foi também detectada nas suas folhas (MACKENZIE,
1967). Do extrato acetato de etila das folhas, MACKENZIE (1969) obteve catequina,
galocatequina, quercitrina, isoquercitrina, miricitrina, mearnsetina, mearnsetrina e
mirecetina-3-glicosideo nesta planta. Analises fitoquimicas com o extrato metanolico do
caule de A. mearmnsii realizadas por CRONJE e colaboradores (1993) conduziram a
obtencao de prorobinetinidinas e proantocianidinas neste material.

Estudos realizados por ROUX e colaboradores (1961) com extratos do cerne e
da casca de diferentes espécies de Acacia (A. mearnsii, A. decurrens, A. dealbata e A.
pycnantha) permitiram o isolamento de (+)7,3',4'-tri-hidroxiflavan-3,4-diol, 3',4',7-tri-
hidroxiflavan-3-ol (fisetinidol), 3,3'.4',7-tetra-hidroxiflavan-4-ona (fustina) e fisetina
nestas plantas. Também foram obtidos (-)robinetinidol, (+)catequina e (+) galocatequina

em A. mearnsii e em A. decurrens, enquanto que em A. dealbata estas catequinas
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estavam junto com (-)epicatequina e (-)epigalocatequina e em A. pycnantha com
(-)epicatequina, (-)epicatequina galato, (-)epigalocatequina e (-)epigalocatequina galato.

De A. intertexta CLARK-LEWIS et al. (1961) obtiveram a leucoantocianidina
teracacidina.

Das flores de A. papova, espécie encontrada no Japao, NAUCHINI (1963) isolou
rutina (quercetina-3-O-rutinosideo). Rutina também foi obtida por BENIMEL (1964),
além da quercetina em espécies de Acacia no Chile.

De diferentes espécies de Acacia foram isolados por CLARKE-LEWIS e NAIR
(1964) derivados flavanicos de 7,8,3'4'-tetra-hidroxiflavanona e 7,8,3'4'-tetra-
hidroxiflavona.

Hiperosideo (3-D-galactosil-quercetina) foi isolado do extrato butandlico das
flores de A. melanoxylon por FALCO e VRIES (1964), enquanto que FOO (1987) isolou
do extrato acetato de etila do cerne os di-hidroflavondis (-)2,3-cis-3'4'7,8-tetra-
hidroxidihidroflavonol, (+)2,3-trans-3'4'7-tri-hidroxi-5-metoxi-di-hidroflavonol, (+)2,3-
trans-3'4'7,8-tetrahidroxidihidroflavonol, conjuntamente com o} 2,3-cis-
leucoantocianidina ou flavan-3,4-diol, auxiliando na elucidacdo da biossintese destes
compostos. Trabalhando com extrato semelhante, o0 mesmo pesquisador obteve
biflavondides dimeros de protocianidina: [4-O-4]-bis(2,3-cis-3,4-trans-3,3',4',7,8,-penta-
hidroxiflavana; o isomérico 2,3-cis-3,4-trans-3,3',4',7,8-penta-hidroxiflavan-[4-O-4]-2,3-
cis-3,4',7,8-penta-hidroxiflavana (FOO, 1989). Luteolina e apigenina foram identificadas
tanto no extrato metandlico da raiz como no das folhas e quercetina-3-glicosideo nas
folnas (GONZALES et al., 1995).

Entre as chalconas foi referenciada a sulfuretina (HARBORNE, 1966) no género
Acacia.

Flavan-3,-4-diol (teracacidina e analogos) foram obtidos do extrato metandlico
da madeira e das cascas de A. auriculiformis (DREWES; ROUX, 1966). Estes
compostos também foram obtidos da fragao butandlica do cerne desta espécie levando
a obtencdo do glicosideo flavénico denominado auriculosideo (7,3',5'-tri-hidroxi-4'-
metoxiflavan-3'-glucosideo) (SAHAI, 1980); do cerne de A. saxatilis utilizando extragéo
com acetona-agua 4:1 (FOURIER et al.,1974) e do extrato acetbnico do cerne de A.
cultriformis (DU PREZZ; ROUX, 1970).
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Quercitrina, astragalina (campferol 3-glicosideo) e miricitrina foram isolados do
extrato etandlico das folhas de A. saligna por EL SISSI e EL SHERBEINY (1967). EL
SHAFAE e EL DOMIATY (1998) obtiveram 7-O-3-D-glicosil-naringenina, naringenina,
6-C-D-glicosil-naringenina, quercetina e quercitrina. Flavondides di-hidrocampferol 8-C-
glicosideos, além de luteolina e seu 7-O-glicosideo e 7-O-rutinosideo, apigenina-7-0-
neo-hesperidoside, quercetrina, rutina, miricetina 3-O-ramnosideo e isoramnetina-3-O-
galactosideo foram obtidos dos extratos das partes aéreas da mesma espécie por EL-
SAWI (2001). Também foram isolados e identificados luteolina e seu 7-O-glicosideo e
7-O-rutinosideo; apigenina-7-neo-hesperidosideo; quercitrina; rutina; miricetina-3-O-
ramnosideo e isoraminosideo-3-0O-galactosideo pelo mesmo autor.

De Acacia obtusifolia e A. maidenii foram obtidas por CLARK-LEWIS e DAINIS
(1967) teracacidina e isoteracacidina. Os mesmos autores isolaram ramnitrina,
quercetina di-glicosideo, quercitrina, quercetina, ramnetina, apigenina, apigenina 7,4'-
di-metil éter e (-)-epicatequina de A. ixiophylla (CLARK-LEWIS; DAINIS, 1968).

Estudos fitoquimicos em 61 espécies de Acacia originadas da Australia,
realizados por TINDALE e ROUX (1969), permitiram a subdivisdo em quatro grupos:
3',4',7-tri-hidroxiflavondides (grupo da molisacacidina); 3'.4',7-tri-hidroxiflavondides e
4' 7-di-hidroxiflavondides (grupo da molisacacidina-guibourtacacidina); 3'4',7,8-tetra-
hidroxiflavonoides (grupo da melacacidina) e 4',7,8-tri-hidroxiflavondides (grupo da
teracacidina), dependendo das variagdes nas hidroxilas fendlicas.

A partir de espécies de Acacia da zona arida da Australia, foram obtidas 3-
metoxiflavonas (amplamente distribuidas nas espécies analisadas), 8-metoxiflavan-3,4-
diols, flavondides metilados incluindo 7,8,4'-tri-hidroxi-3-metoxiflavona, 7,8,3',4'-tetra-
hidroxi-3-metoxiflavona, 7,3',4',-tri-hidroxi-3,8-di-metoxiflavona e 7,3',4',-tri-hidroxi-8-
metoxiflavonol, fisetina, 8-metoxifisetina e 7,8,4'-tri-hidroxiflavonol (CLARKE-LEWIS;
PORTER, 1972).

Acompanhando chalconas, flavanonas, flavondis e analogos di-hidroflavondis,
melacacidina e isomelacacidina, FOURIER et al. (1972), utilizando extragcdo com
acetato de etila e agua 10:100, isolou do cerne de A. nigrescens, 2,3-trans-flavan-3,4-
cis-diol, representante do grupo 3', 4', 7, 8-tetra-hidroxiflavondides. Flavondis metilados

como 3'4'7,8 tetra-hidroxi-3-metoxiflavona; 4'7,8-tri-hidroxi-3,3'-di-metoxiflavona e
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4'7,8-tri-hidroxiflavona foram obtidos por MALAN (1993) do extrato acetdnico do cerne
da mesma planta.

Foi isolado do extrato etandlico das flores de A. farnesiana por ILYAS e
colaboradores (1970) isoramnetidina-3,7-glicoramnosideo. THIEME e KHOGALI (1974)
obtiveram apigenina 6-8-bis-C-p-D-glicopiranosideo do extrato metandlico das folhas e
SAHU et al. (1998) obtiveram diosmetina e farnesina. Do extrato hidroalcoodlico das
vagens, BARAKAT et al. (1999) obtiveram naringenina 7-O-3-(4",6"-di-
galoilglicopiranosideo); miricetina 7-O-B-6"-(galoilglicopiranosideo); quercetina-7-0O--
(6"-galoilglicopiranosideo); naringenina 7-O-p-(6"-galoilglicosideo) e campferol 7-O-3-
(6"-galoilglicosideo).

Analises quimicas de A. myrtifolia permitiram o isolamento da quercetrina (EADE
etal., 1973).

MALAN e ROUX (1975) trabalhando com A. giraffae e A. galpinii isolaram do
cerne, utilizando extragdo com acetona, 2,3-trans-3,4-trans-teracacidina (7,8,4'-tri-
hidroxi-flavan-3,4-diol) e analogos 3-O-metil-, 7,8-di-O-metil- e 7,8,4'-tri-O-metilflavonol.
Também foram obtidos 2,3-cis-3,4-cis-melacacidina (7,8,3',4'-tetra-hidroxiflavan-3,4-
diol); catequina, 2,3-frans-leucofisetinidina (7,3',4'-tri-hidroxiflavan-3,4-diol) e o trans-
leucofisetinidina-catequina. Do extrato metandlico do cerne de A. galpinii, estudos
realizados por MALAN e SIREEPARSAD (1995) e por COETZEE et al. (1998)
conduziram a obtencdo de proteracacidinas diméricas.

Pesquisas realizadas por THIEME e KHOGALI (1975) com o extrato metandlico
de diversas espécies de Acacia (A. cyanophylla, A. farnesiana, A. horrida, A. longifolia,
A. mellifera, A. nilotica, A. polyacantha subespécie campylacantha, A. saligna, A.
senegal, A. seyal var. fistula, A. sieberana e A. tortilis) permitiram o isolamento de
isoquercitrina (quercetina-3-glicosideo); hiperosideo (quercetina-3-galactosideo); além
de quercitrina e rutina; quercetina-3-soforosideo; espiraeina (quercetina-4'-glicosideo);
apigenina-8-C-glicosideo; apigenina-6-C-glicosideo; apigenina-6,8-bis-C-glicosideo;
miricetina-3-galactosideo; miricetina-4’-metil-etér-3-ramnosideo; luteolina-7-glicosideo,
catequina, galocatequina, epicatequina, epigalocatequina, epicatequina-3-galato,
epigalocatequina-3-galato.

Das flores de A. retinoides foi obtida 6-C-glicosil-naringenina (LORENTE et al.,
1982).
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Estudando espécies de Acacia na Argentina, SUARES e colaboradores (1982)
obtiveram miricetina, isoramnetina, apigenina e isovitexina.

Estudos realizados por AYOUB (1985) com o extrato acetato de etila dos frutos e
cascas de A. nilotica subespécies nilotica, tormentosa e adstringens, conduziram a
obtencao de epigalocatequina-7-galato e epigalocatequina-5,7-di-galato. Das cascas de
A. nilotica foram isoladas por KHALID et al. (1989) naringenina, catequina e catequina-
5-galoil-éster.

Flavondides como 2'.4'-di-hidroxichalcona; 4'-hidroxi-2'-metoxichalcona; 2',4'-di-
hidroxi-3'-metoxichalcona; 2'.4' 4-tri-hidroxichalcona; 7-hidroxiflavanona,
isoliquiritigenina, pinocembrina e crisina foram obtidos do extrato cloroférmico dos
exsudatos das folhas e caules de A. neovernicosa por WOLLENWEBER e SEIGLER
(1982).

FERREIRA et al. (1985) obtiveram biflavondides e seus homélogos baseados na
(-)-epicatequina ou (+)-catequina do cerne de A. luederitzii, utilizando extragdo com
acetona-agua (9:1).

Estudos realizados por VOIRIN et al. (1986) com as flores de A. latifolia
permitiram a obtengdo de 3-O-B-D-glicosil-quercetina, 7-O-B-D-glicosilquercetina, 3-O-
B-D-galactosil-quercetina, 3-O-triosil-quercetina, 3-O-B-D-glicosil-miricetina, 3-O-p-D-
galactosil-miricetina e 7-O-a-D-glucosil-taxifolina.

Analises por CLAE dos extratos hidroacetdnicos (acetona-agua) das folhas de
Acacia na Etiopia, realizadas por MUELLER-HARVEY e colaboradores (1987),
permitiram a identificagcdo e quantificagdo de miricetina (A. bussei e A. seyal),
quercetina (A. brevispica, A. bussei, A. drepanolobium, A. nilotica e A. seyal) e
campferol (A. brevispica, A. drepanolobium e A. seyal ).

MALAN E PIENAAR (1987) obtiveram (+)-catequina-3'-galato; (+)-catequina-4'-
galato; (+)-catequina-7'-galato; (+)-catequina-4'-7-digalato e (+)-catequina-3'-7-digalato
do extrato acetbnico das cascas de A. gerrardii.

Fisetinidol foi obtido da goma de A. tortilis (HAGOS; SAMUELSSON, 1988).

Teracacidina foi o componente flavonoidico majoritario obtido por TACHI e
colaboradores (1989) do extrato metandlico da madeira de A. mangium .

Foram isoladas das vagens de A. leucophloea luteolina, uma flavona tetra-

hidroxilada (KHAN et al., 1990). Nas flores foi verificada a presenga de mirecetina,
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quercetina,  3'-hidroxi-7-metoxiisoflavona, apigenina, apigenina 8-C-glicosideo
(VALSAKUMARI; SULOCHANA, 1991), quercetina, quercitrina, campferol e rutina
(RAO et al., 1991).

Das folhas de A. raddiana submetidas a extracdo com etanol-agua (1:3) EL-
MOUSALLAMY et al. (1991) obtiveram 3-O-rutinosil-isoramnetina, 3-O-rutinosil-
quercetina,  3-O-gentibiosil-quercetina,  3-O-galactosil-quercetina,  3-O-glucosil-
galactosil-quercetina e 3-O-galactosil-quercetina.

Ensaios fitoquimicos com os extratos cloroféormico, acetato de etila e éter etilico
das folhas de A. aneura realizados por SALEEM et al. (1992 b) permitiram a
identificacdo de apigenina, ramnetina e fisetina nesta planta.

MALAN e SWATZ (1995) utilizando extragcdo com acetona do cerne de A. karroo,
subespécie montana, isolaram 3,10-di-hidroxi-9-O-(6'"-hidroxi-7'-O-metil-2'-hidroxi-metil-
di-hidrobenzeno furan-3-il)-di-benz-[b,d]-piran-6-ona e seu analogo 10-O-metil; 8-O-
metilepiprosopin-4p-ol; 8-metoxifustina; 7,8,3,4'-tetra-hidroxi-3'-metoxiflavona; 7,3',4'-tri-
hidroxi-di-hidroflavonol; 7,3'.4'-tri-hidroxiflavonol; 7,3',4'-tri-hidroxiflavan-3-ol; 7,8,3'.4'-
tri-hidroxi-di-hidroflavonol; 7,8,3" 4'-tetra-hidroxiflavonol; 7,8,4'-tri-hidroxi-3'-
metoxiflavonol; 7,8,4'-tri-hidroxi-3,3'-di-metoxiflavona; 5,7,3'4'-tetra-hidroxiflavona e 8-
O-metil-7,3',4'-tri-hidroxi-di-hidroflavonol.

Da fragdo hexano/acetato de etila (5:2) do cerne de A. caffra, MALAN (1995)
isolou analogos da teracacidina. Continuando a pesquisa juntamente com outros
autores (MALAN et al., 1997) obtiveram o dimero 7,8,4'-tri-hidroxiflavan-epioritin-4-a-ol.
Trabalhando com a mesma espécie, BENNIE et al.,, (2000; 2001), obtiveram os tri-
flavandides epioritina-(4-p-(R)-3)-epioritina-4-3-ol e epimiquistol-(4-p-(R)-3)-epioritina-4-
B-ol do extrato metandlico do cerne da mesma espécie.

No Egito, NASSAR (1999) isolou das folhas de A. laeta apigenina-C-glicosideo.

Do extrato metandlico das folhas de A. confusa foram obtidos miricetina-3-O-(2"-
O-galoil)-a-ramnopiranosideo-7-metil-éter, miricetina-3-0-(3"-O-galoil)-a-
ramnopiranosideo-7-metil-éter;  miricetina-3-0-(2",3"-di-O-galoil)-a-ramnopiranosideo-
7-metil- éter e miricetina-3-0-(2"-O-galoil)-a-ramnopiranosideo-7-metil-éter (HUEI et al.,
2000; LEE et al., 2000).
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3.5.2 Compostos quindnicos:

Entre as quinonas foi verificado nas fontes analisadas que de A. melanoxylon foi
obtida a benzoquinona denominada de acamelin, junto com a 2,6
dimetoxibenzoquinona, substancias alergénicas que causam dermatites de contato
(HARBORNE et al., 1999).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENGAO DO MATERIAL VEGETAL

As flores de Acacia podalyriaefolia A. Cunn. foram obtidas de um jardim
residencial no Cajuru, no municipio de Curitiba (Parana), entre os meses de Junho a
Agosto de 2002. A classificacdo da espécie foi realizada pelo botanico Gert
Hatschbach do Museu Botanico Municipal de Curitiba. Uma amostra do material se

encontra depositada no herbario do Museu, catalogada e registrada sob o n°. 268.219.

4.2 CONSERVACAO

O material vegetal coletado (flores) foi seco a sombra, a temperatura ambiente,
por uma semana. O material foi entdo acondicionado em sacos de papel, devidamente

fechados, ao abrigo da luz e da umidade.

4.3 PESQUISA DE GRUPOS FITOQUIMICOS NOS EXTRATOS E FRACOES

O estudo fitoquimico das flores de Acacia podalyriaefolia consistiu na pesquisa
de alcaléides, compostos fendlicos, flavondides, cumarinas, tandides, quinonas,
saponinas, esteroides e triterpendides, utilizando as sistematicas descritas em
MOREIRA (1979) e KERBER (1988), com algumas adaptacdes.

Foram submetidas 50 g de flores, previamente secas, a extragao por refluxo
com etanol comercial. O material foi concentrado em evaporador rotatério, sob
pressao reduzida, com aquecimento em banho-maria a temperatura ndo superior a 50
°C, até um volume de aproximadamente 50 mL. Este foi entdo armazenado em
geladeira durante uma noite e no dia seguinte foi centrifugado por 10 minutos a 5.000
rom. O sobrenadante correspondeu ao extrato etandlico bruto (EEB), que foi
particionado inicialmente em funil de separagcdo com hexano (obtendo a fragao
hexanica, FH). Apdés a extragdo com hexano, ao extrato etanodlico bruto foi
acrescentada agua destilada em quantidade suficiente para ter-se um extrato

hidroalcodlico a 20%, que foi entdo particionado com diclorometano em sohxlet



35

modificado (fracdo diclorometano, FDCM), seguido por acetato de etila em funil de
separacao (fracao acetato de etila, FAE).

O extrato etandlico bruto e as suas fracbes foram conduzidos a secura em
evaporador rotatério sob pressao reduzida.

a) Alcaldides: o extrato e as fragdes foram dissolvidos em HCI 1% e filtrados e
sobre estes gotejados os reagentes Mayer, Dragendorff, Bouchardat e Bertrand. A
verificacdo de turvagao ou precipitagao frente a estes reagentes indicaria a presenca
de alcaldides nestas amostras (MOREIRA, 1979).

b) Compostos fendlicos: o extrato e as fragées foram dissolvidos em etanol e
sobre estes foram gotejados os reagentes de deteccdo (cloreto férrico 1%, cloreto
férrico 1% + ferrocianeto de potassio 1% e hidroxido de potassio 3%). O
desenvolvimento de coloragao verde a azul com cloreto férrico ou cloreto férrico mais
ferrocianeto de potassio e/ou o aparecimento e/ou intensificacdo de cor amarelo a
laranja com hidroxido de potassio, indica a presenca de compostos fendlicos
(KERBER, 1988).

c) Flavondides (Teste de Shinoda, reagédo da cianidina): o extrato e as fracdes
foram dissolvidos em etanol e sobre estes foram adicionados 50 mg de magnésio em
po e 0,2 mL de acido cloridrico concentrado. O desenvolvimento de colorag&o laranja
sinalizaria a presenca de flavonas, coloragido violacea a presencga de flavanonas e
coloracao vermelha representaria flavonéis (KERBER, 1988).

d) Cumarinas: em papel de filtro foram feitos trés pontos com cada extrato ou
fragdo, sendo acrescidos a dois pontos uma gota de hidroxido de so6dio 1N e uma
destas manchas foi coberta com papel aluminio. O papel de filtro assim preparado foi
deixado em exposicdo sob luz ultravioleta (ondas longas) por 15 minutos. A
observacao de fluorescéncia azul ou verde-amarelada na mancha alcalinizada e
descoberta indicaria a reag&o positiva (MOREIRA, 1979).

e) Quinonas: ao extrato e fragbes foram adicionados 5 mL de hidroxido de
sodio 3% e 0,5 mL de peréxido de hidrogénio 5%. O material foi acidificado com acido
acético e extraido com 5 mL de tolueno. A fase organica foi separada e sobre esta
foram adicionados 2 mL de hidroxido de potassio 3%. A obtencao de coloragao azul
indicaria a presenca de benzoquinonas, violeta para as naftoquinonas e vermelha
para as antraquinonas (KERBER, 1988).



36

f) Esterdides e triterpendides: amostras do extrato etandlico bruto e das
fragbes hexanica e diclorometano foram dissolvidas com cloroformio. A tubos de
ensaio contendo 0,5 mL das amostras foram adicionados 0,3 mL de anidrido acético e
0,2 mL de acido sulfurico concentrado, lentamente. A obtencido de coloragao azul a
verde sinaliza a provavel presenga de nucleo esteroidal e o desenvolvimento de
coloragao vermelha, résea, purpura ou violacea sinalizaria a provavel presencga de
policiclicos triterpénicos (KERBER, 1988).

g) Tandides: ao extrato e as fragdes foram adicionado 5 mL de cloreto de sédio
2% e 5 mL de gelatina 1%. A presenca de tandides € verificada pela formacéo de
precipitado (KERBER, 1988).

h) Saponinas: em tubo de ensaio (15 x 200 mm) foi adicionada agua
destilada ao extrato e as fragbes, sendo entdo agitados energicamente durante 10
segundos, em movimentos succionais, medindo-se a altura do anel de espuma
formado com a agitagdo e 10 segundos apos a agitacdo. A obtencdo de espuma com
altura superior a 10 mm, persistindo apds o repouso, representaria a presenga desta

categoria de composto no extrato (KERBER, 1988).

4.4  ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DOS COMPOSTOS

4.4.1 Obtencao do extrato etandlico bruto:

Flores de Acacia podalyriaefolia A. Cunn. (300g, divididas em 2 por¢des de
150 g cada), previamente secas, foram submetidas a extragao por refluxo com etanol
comercial (5 extragbes de 20 minutos em ebulicdo, cada extragdo), para a obtengao
do extrato etandlico. Os 5 extratos etandlicos assim obtidos foram reunidos e
concentrados em evaporador rotatorio, sob pressao reduzida, com aquecimento em
banho-maria a temperatura ndo superior a 50 °C, até um volume de
aproximadamente 300 mL. Este foi entdo armazenado em geladeira durante uma
noite e no dia seguinte foi centrifugado por 10 minutos a 5.000 rpm, sendo o
sobrenadante rotulado como extrato etandlico bruto (EEB). Uma aliquota de 20 mL foi
reservada para a execugao de ensaios de atividade bioldgica e determinagéo do teor

de sodlidos.
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4.4.2 Fracionamento do extrato etandlico bruto:

Além da centrifugagcdo, o desengorduramento foi completado através do
processo de particao liquido-liquido, em funil de separacdo de 2.000 mL com hexano
p.a. (por¢cdes de 100 mL), com agitacdo manual, até que a fragdo hexénica ficasse
incolor.

Ao extrato etandlico desengordurado foi adicionada &agua destilada em
quantidade suficiente para obter-se 500 mL do extrato hidroalcodlico. Este extrato

hidroalcodlico foi particionado com diclorometano (CH2Cl2) p.a. por aproximadamente

30 horas (até que ficasse incolor) em aparelho extrator liquido-liquido (Sohxlet
modificado), no qual o sifdao possui um alargamento de sua base evitando o
sifonamento do extrato e permitindo assim a passagem do solvente mais denso
através da fase hidroalcodlica. A fragdo diclorometano (FDCM) foi concentrada a
secura, em evaporador rotatério sob pressao reduzida, em banho-maria a temperatura
nao superior a 40°C.

A fragéo hidroalcodlica remanescente foi extraida com acetato de etila p.a., em
funil de separagado de 2.000 mL, sob agitagdo manual, até que ficasse incolor. Em
seguida esta fragdo foi também conduzida a secura em evaporador rotatério sob
pressdo reduzida, em banho-maria com temperatura n&o superior a 50°C,
correspondendo a fragc&do acetato de etila (FAE).

O fracionamento do extrato etandlico bruto esta demonstrado na Figura 5.
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FIGURA 5 - FLUXOGRAMA DO FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO

BRUTO

300 g (divididas em 2 extracdes) de flores secas de Acacia podalyriaefolia A. Cunn.
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4.4.3 lIsolamento de compostos da fragao diclorometano:

A fracao diclorometano foi analisada por CCD analitica (cromatofolha silicagel
60 Fogsq4 Merck). Foram testadas as fases moveis CHCI3:MeOH (98:2 e 90:10) e

tolueno:CHCI3:HCOOH (5:4:1 e 2:7:1), demonstrando ser a primeira a mais indicada,

possibilitando a observagcdo de diversas manchas indicativas de grupos croméforos
com intensa absorcdo no UV a 360 nm, com alteragdo ou intensificacdo da
fluorescéncia pela revelagdo com solugdo de hidroxido de sodio concentrada,
sinalizando a provavel presenca de compostos fendlicos nesta fragao.

Da fragao diclorometano obtida, 1 g foi eluida em coluna (30 X 3 cm) contendo
40 g de silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck.

O sistema eluente utilizado iniciou com 100% de hexano tendo cloroférmio
como gradiente de polaridade até 100% de cloroférmio. As mudangas de solvente
foram a 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 50% e 100%, em volumes de 50 mL cada, tendo
sido coletadas 57 fragcbes com aproximadamente 7 mL cada. Continuando com
cloroférmio (100 %) foi utilizado metanol como gradiente nas propor¢des de 2%, 5%,
10%, 15%, 20% e 100%, em volumes de 50 mL cada (exceto para o gradiente a 10%,
no qual foram utilizados 200 mL), tendo sido coletadas mais 64 fragcbes com
aproximadamente 7 mL cada, totalizando 121 fragdes.

A analise destas fracbes por CCD, nos mesmos sistemas utilizados
anteriormente, indicou a presenga de duas substancias principais nas fragdes 79 a 87
(obtidas com gradiente 10% de metanol no cloroformio), as quais foram reunidas (229
mgq) e re-eluidas em coluna (65 X 1,8 cm) com 30 g de silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm)
da Merck.

O sistema eluente foi cloroférmio com metanol como gradiente de polaridade, a
2%, 5%, 10%, 12%, 15%, 20% e 100%.

O monitoramento das fragdes foi realizado com lampada ultravioleta a 360
nm. Para os gradientes a 2 e 5% foram utilizados 100 mL do eluente, passando a 600
mL com o gradiente a 10% e por¢cdes de 100 mL dos gradientes a 12, 15 e 20 e

100%. Foram obtidas 171 fracdes, de aproximadamente 7 mL cada.
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As fragdes coletadas foram analisadas por CCD (cromatofolha silicagel 60 Fog4
Merck), usando como fase moével CHCI3 : MeOH (95:5 e 85:15) , resultando na

reuniao das fragées em grupos:

A: fragdo 12 a 17, B: 36 a 39, C: 40 a 44, D: 45 a 48, E: 49 a 53, F: 54 a 60,
G:61a65,H:66a69,1:70 a 85.

Foi observado material cristalizado nas fragdes A, B, E e G.

As fragbes A e B (obtidas com gradiente a 5%) por apresentarem uma
quantidade muito reduzida de material, ndo despertaram interesse neste momento.

O material cristalizado na fragdo E foi filtrado em funil com filtro de vidro
sinterizado e lavado com cloroféormio gelado, fornecendo 15 mg de um produto
amarelado em grumos (DM1).

O material cristalizado na fracdo G foi também filtrado em funil com filtro de
vidro sinterizado e lavado com cloroférmio gelado, fornecendo 17,5 mg de um produto
amarelo, em forma de agulhas (DM2). Na Figura 6 temos o Fluxograma do

fracionamento da fragao diclorometano.

4.4 .4 |dentificagdo dos compostos isolados da fragdo diclorometano:

4.4.4.1 Composto DM1:

Foram realizadas analises por espectroscopia de 'H RMN, 3C RMN e
experimento de HMQC em aparelho Varian — INOVA 300 e o COSY em equipamento
Brucker — AVANCE 400 para a elucidag¢ao da estrutura do composto DM1.

Foi efetuada a hidrolise deste composto, seguida de CCD comparativa com
amostras auténticas de agucares para identificacdo do acucar detectado na analise
por RMN.

A hidrolise foi realizada com 3 mg do composto DM1 e 20 mL de HCI 10% sob
refluxo por 30 minutos. Apds este periodo a solugdo acida foi concentrada em
evaporador rotatério sob pressdo reduzida, utilizando iso-propanol como fator de
reducdo do ponto de ebuligdo da agua. O material resultante foi dissolvido em piridina
para ser cromatografado. O sistema de CCD utilizado foi cromatofolha silicagel 60

Fogg, fase movel CHCI;:MeOH (50:50), amostras auténticas de glicose, galactose,
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ramnose, xilose, arabinose, rafinose e trehalose e o agente cromogénico foi

anisaldeido/H,SO,4 com aquecimento.

FIGURA 6 — FLUXOGRAMA DO FRACIONAMENTO DA FRACAO CH,Cl, (FDCM)

Fracado diclorometano (FDCM)
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4.4.4.2. Composto DM2:

Foi preparada uma solugdo metandlica do composto DM2 com 1 mg/100 mL
para a realizacdo da analise de espectrometria no ultravioleta, utilizando os reativos
diagnosticos (NaOMe, NaOAc, NaOAc/H3;BOs, AICI;, AICI3/HCI) segundo MABRY
(1970). Os espectros foram registrados em espectrofotdmetro Shimadzu UV 1601, no
intervalo entre 200 e 360 nm.

Com o restante do material foi efetuada espectroscopia de 'H RMN em
aparelho Varian — INOVA 300 e hidrélise para identificagdo do agucar detectado pelo
espectro de RMN.

A hidrdlise e analise do composto DM2 foi realizada da mesma forma que para
o composto DM1 em relagdo a por¢cao osidica, porém também foi realizada CCD

comparativa da genina com a naringenina.
4.5 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Para a avaliacido da atividade antibacteriana foram utilizados o extrato etandlico
bruto e as fragdes diclorometano e acetato de etila das flores de Acacia podalyriaefolia
A. Cunn.

A metodologia empregada (difusdo em disco) foi adaptada de BAUER e
colaboradores (1966), utilizando agar Mueller-Hinton e verificando zonas de inibi¢ao
do crescimento para Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 1228), Escherichia coli (ATCC 11229) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), perante os discos de papel impregnados com as amostras do extrato
etandlico bruto e as fragdes diclorometano e acetato de etila, nas concentracbes de
1000, 500, 250 e 125 pg/disco.

Os ensaios foram processados em camara de fluxo laminar, em condi¢des

totalmente assépticas.
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4.5.1 Preparo do material:

Antes da realizacdo dos ensaios, o material que seria utilizado (incluindo

vidrarias, pingas e os discos) foi esterilizado em autoclave a 120°C por 15 minutos.

4.5.2 Preparo das amostras:

O extrato etandlico bruto e as fracdes diclorometano e acetato de etila foram
conduzidas a secura em evaporador rotatério sob pressdo reduzida e diluicoes
adequadas com metanol foram efetuadas e adicionadas aos discos de papel filtro
esterilizado a fim de se obter as concentragbes desejadas de 1000, 500, 250 e 125
ug/disco de cada uma destas amostras testadas. As amostras foram entao

esterilizadas utilizando membranas filtrantes (Millex ®), com poro de 0,22 um.

4.5.3 Preparo dos discos:

Foram utilizados discos de papel de 6 mm de didmetro adquiridos da
Neoprov®,0s quais foram colocados em placa de Petri estéril, devidamente
identificada, e a seguir acrescidos de 20 uL de cada uma das amostras. Também
foram impregnados discos com os solventes das amostras, utilizados como controle.

Os discos foram deixados sob fluxo laminar até a completa secagem.

454 Meio de cultura:

Utilizou-se como meio de cultura nos ensaios o agar Mueller-Hinton  (Neoprov

®), disposto em placas de Petri de 15 cm de didmetro.

4.5.5 Preparo do indculo:

As cepas bacterianas empregadas foram Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 1228), Escherichia coli (ATCC 11229) e
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Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), adquiridas da Neoprov® em discos
liofilizados.

Segundo recomendagdes do fabricante (Neoprov ®), na reconstituicao destas
cepas foi utilizado um disco liofilizado de cada microorganismo, os quais foram
colocados em meio TSB e incubados em estufa a 35°C por uma noite
(aproximadamente 15 horas). No dia seguinte, verificado o desenvolvimento
microbiano uniforme, houve o repique em meio agar Mueller-Hinton, com auxilio de
alca estéril e, entdo, incubado a 35°C por 24 horas, para que na realizagdo dos
ensaios 0s microorganismos estivessem na fase logaritmica de crescimento.

Para o preparo dos in6culos foram retiradas colénias isoladas de cada um dos
microorganismos, com auxilio de algca e em camara de fluxo laminar, as quais foram
suspendidas com 10 mL de solugao salina estéril, em tubos de ensaio. Colbénias das
cepas foram acrescentadas até adequar-se a turbidez das suspensdes bacterianas
com a apresentada pelo tubo numero 5 da escala Mac Farland (0,5 mL de BaCl; a
1% e 9,5 mL de H,SO,4 a 1%), correspondente a 1,5 x 1092 microorganismos/mL (BIER,
1990).

456 Teste de atividade antibacteriana:

A partir dos inéculos preparados, em camara de fluxo laminar, mergulhou-se um
Swab estéril na suspensao bacteriana, retirando-se o excesso de liquido ao se pressionar
o Swab contra as paredes internas do tubo de ensaio e, em seguida, este foi esfregado
em varias diregdes na placa de Petri com o meio agar Mueller-Hinton até a cobertura de
toda a placa. Este procedimento foi realizado para cada uma das suspensdes
bacterianas.

Cada uma das placas assim preparadas recebeu 6 discos de papel: um disco
com cada material nas concentragbes averiguadas (1000, 500, 250 e 125 pug), um
disco com cloranfenicol 30ug (Neoprov ®) e um disco com o solvente da fragao .

Os testes foram realizados em ftriplicata para cada um dos microorganismos e
as placas foram incubadas a 35°C durante 24 horas. Apds este periodo, as placas

foram verificadas e os resultados registrados.
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457 Controles:

Como controles dos ensaios foram realizadas avaliacbes da esterilidade do
meio, dos discos (contendo ou ndo as amostras e os solventes), auséncia da inibigao
do crescimento bacteriano pelos solventes das amostras e discos de cloranfenicol 30

ug (controle positivo).

4.6 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

Para avaliagdo da atividade alelopatica foram utilizados o extrato etandlico
bruto e as fracdes diclorometano e acetato de etila, obtidos das flores de Acacia
podalyriaefolia A. Cunn..

A metodologia utilizada foi a de verificagdo de ocorréncia de efeitos inibitérios
ou estimulantes na germinagao e no crescimento de Lactuca sativa (alface), frente ao
extrato e fragbes avaliadas, adaptado de MALHEIROS e PERES (2001).

4.6.1 Preparo das amostras:

As sementes utilizadas na avaliagdo da germinacao e do crescimento foram de
Lactuca sativa, classe fiscalizada, cultivar Baba. Esta espécie foi escolhida como
amostra nos bio-testes por ser amplamente citada na literatura e apresentar
caracteristicas apropriadas: maior sensibilidade aos efeitos alelopaticos das plantas,
ser facilmente encontrada, requerer pequeno periodo para a germinagdo e para o
crescimento, nao precisar de foto-periodo, possuir umidade e temperatura de
germinagao e crescimento bem definidas, a radicula da plantula apresentar um eixo
unico o que facilita a leitura do crescimento, além do tamanho da semente ser
considerado mais uniforme (CARBALLEIRA; REIGOSA, 1999; FERREIRA; AQUILA,
2000).

O extrato etandlico bruto e as fracdes diclorometano e acetato de etila foram
diluidos de forma a obter solu¢ées com 0,025, 0,050, 0,100, 0,200 e 0,400 mg em 5
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mL de metanol. As amostras foram preparadas em duplicata para as avaliagbes de

germinagao e de crescimento das sementes de Lactuca sativa.

4.6.2 Preparo do material:

As caixas Gerbox utilizadas nos ensaios foram previamente lavadas, passadas em
solugéo de hipoclorito diluida e enxaguadas com agua.

Dentro das caixas Gerbox foram colocadas folhas de papel Whatman numero 6, as
quais foram embebidas com 5 mL de cada amostra previamente preparada, de forma
que os papéis de filtro dentro das caixas Gerbox contivessem 0,025, 0,050, 0,100,
0,200 e 0,400 mg de cada extrativo. Estas caixas Gerbox foram deixadas em estufa a
40°C por 24 horas para a evaporacgao total dos solventes e, apds este periodo, foram
adicionados 3 mL de agua destilada e distribuidas 40 sementes de L. sativa em cada
uma, em 4 repeticdbes consecutivas de 10 sementes. Este material foi utilizado nos
testes de germinagao e de crescimento. Foram também realizados ensaios controle,
nas mesmas condigdes de ambiente que para os experimentos, utilizando-se apenas

agua e sementes.

4.6.3 Teste da germinacgao:

Neste teste foi avaliado o efeito do extrato etandlico bruto e suas fragdes sobre
a germinacgao das sementes.

O material preparado e os controles foram colocados no germinador
Mangelsdorf (Biomatic) com limites de temperatura entre 20,5 e 23°C.

Na verificagcdo da germinagado, as sementes foram contabilizadas e retiradas
aquelas que germinaram. Este procedimento foi realizado diariamente, sempre no
mesmo horario, durante 6 dias, dentro de camara de fluxo laminar para impedir
contaminagdo com microorganismos. Os resultados obtidos foram comparados com

aqueles apresentados pelo controle.
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4.6.4 Teste do crescimento:

Neste teste foi avaliado o efeito que o extrato etandlico bruto e suas fragoes
apresentaram sobre o crescimento da radicula e do cauliculo (hipocétilo) da plantula.

Os materiais foram processados de modo similar ao do teste da germinagéo,
sendo que somente apds o 6° dia de incubacdo € que as amostras foram analisadas e
os resultados comparados com os obtidos para o controle. Foram avaliados os
comprimentos da radicula (que origina a raiz) e o do hipocétilo (que origina o caule),

utilizando papel milimetrado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEOR DE SOLIDOS NO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E NAS FRACOES

Do particionamento do extrato etandlico bruto (EEB) resultaram as fragbes
hexénica, diclorometano e acetato de etila.
A Tabela 2 relaciona o teor de sélidos do extrato etandlico bruto e das fragoes

obtidas das flores de Acacia podalyriaefolia A. Cunn.

TABELA 2 — TEOR DE SOLIDOS NA PARTICAO DO EXTRATO ETANOLICO
BRUTO DAS FLORES DE Acacia podalyriaefolia A. CUNN.

Rendimento (%) em relagao a

Extrato/fragao Massa obtida (g) massa das flores secas (300 g)
Extrato etandlico bruto 51,54 17,18

Fracao hexanica 0,90 0,30
Fracao diclorometano 7,20 2,40
Fracao acetato de etila 22,20 7,40

52 PESQUISA DE GRUPAMENTOS FITOQUIMICOS NOS EXTRATOS E
FRACOES

Os resultados para a pesquisa de grupamentos fitoquimicos estdo apresentados

na Tabela 3.
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TABELA 3 — RESULTADOS DA ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO
ETANOLICO BRUTO E DAS FRACOES HEXANICA,
DICLOROMETANO E ACETATO DE ETILA, OBTIDAS DAS
FLORES DE Acacia podalyriaefolia A. CUNN.

GRUPO FITOQUIMICO EEB? FH® FDCM°® FAE®
Alcaldides negativo negativo negativo negativo
Compostos fendlicos positivo negativo positivo positivo
Flavondides positivo negativo positivo positivo
Cumarinas negativo negativo negativo negativo
Quinonas negativo negativo negativo negativo
Esterdides negativo positivo negativo negativo
Triterpendides negativo positivo negativo negativo
Saponinas negativo negativo negativo negativo
Taninos negativo negativo negativo negativo

3 Extrato Etandlico Bruto; Fracao Hexanica; ° Fragédo Diclorometano; d Fracao Acetato de Etila.

5.3 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DA FRAGAO
DICLOROMETANO

5.3.1 Identificagao do composto DM1:

O composto DM1 foi submetido a espectroscopia de 'H RMN (Figura 8), "*C
RMN (Figura 9), COSY (Figura 10) e HMQC (Figura 11).

A analise do espectro de '"H RMN indica a presenca de acucar evidenciado pelo
sinal a 5,68 ppm (1H, d, J = 8,06 Hz, H1'), os dois sinais a 3,85 ppm (1H, dd, J
12,58 e 1,23 Hz, H6B) e 3,69 ppm (1H, dd, J = 12,58; 4,52 Hz, H6a) e o

congestionamento na regido entre 3,40 e 3,52 ppm. Também fica evidenciada a

presenca de um grupamento metoxila através do singlete com integragdo para 3
hidrogénios a 3,87 ppm. A hidrdlise da substancia seguida por CCD comparativa com
amostras auténticas de diferentes acucares identificou a porcéo osidica da substancia
como sendo a galactose. A presenga de sinais de carbono quaternario a 6 166,55 e
166, 58 ppm no espectro de 3C RMN indicou a presenca de duas carbonilas. Na
substancia estudada a galactose e a metoxila ja identificadas somam 7 carbonos. O
espectro de ®C RMN contabiliza um total de 17 carbonos o que indica uma estrutura
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anelar central de 10 carbonos, possivelmente derivada do naftaleno. Os sinais na
regido aromatica do espectro de 'H RMN a 7,00 ppm e a 8,04 ppm tém integracéo
para dois hidrogénios cada. A constante de acoplamento de 9,03 Hz para ambos os
sinais indicam acoplamento em orto. As duas carbonilas, os quatro hidrogénios
aromaticos, os substituintes metoxila e galactosila e os dez carbonos encontrados
para a estrutura anelar central da substancia indicam tratar-se de uma naftoquinona
metoxilada e galactosilada.

Uma estrutura 1,2 naftoquinona é descartada pela presencga de sinais idénticos
para dois hidrogénios aromaticos e dois carbonos correspondentes, duas vezes
(sinais a 7,00 e 8,04 ppm conectados com os sinais a 114,86 e 133,11 ppm — HMQC,
respectivamente); uma estrutura 1,4 naftoquinona, embora pudesse possuir os sinais
de hidrogénio aromatico, idénticos dois a dois, acompanhados dos respectivos
carbonos, possivelmente ndo possuiria acoplamentos idénticos. A presenga de COSY
entre os sinais de prétons aromaticos é determinante na elucidagao da estrutura como
1,5 naftoquinona, a mais simétrica possivel.

Desta forma, os dados de 'H RMN, *C RMN, COSY, HMQC e a hidrdlise
seguida de CCD comparativa com amostras auténticas de agucares nos permitem
propor a substancia 4-p-D-galactosil-8-metdxi-1,5-naftoquinona (Figura 7) para o
composto DM1. Nao foram encontrados dados na literatura para este composto,

tratando-se, portanto de substancia inédita.

FIGURA 7 — ESTRUTURA QUIMICA DE 4-B-D-GALACTOSIL-8-METOXI-1,5-
NAFTOQUINONA

1
H,C-O O
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A Tabela 4 apresenta os dados espectrais de '"H RMN e "*C RMN para o
composto DM1.

TABELA 4 - DADOS ESPECTRAIS DE 'H RMN E ™*C RMN DO COMPOSTO DMA1

Posicio 'H RMN (5 ppm) J (Hz) >C RMN (5 ppm)
1 166,55 ou 166,58
2 8,04 d 9,03 133,11
3 7,00 d 9,03 114,86
4 134,74
5 166,55 ou 165,58
6 8,04 d 9,03 133,11
7 7,00 d 9,03 114,86
8 130,80
9 122,83
10 129,63
11 3,87 (3H) s 56,58
1" 5,68 d 8,06 96,04
2' 3,40-3,52 m 74,04
3 3,40-3,52 m 78,07
4' 3,40-3,52 m 71,04
5' 3,40-3,52 m 78,85

6'a 3,69 dd 12,58; 4,52 62,29

6'p 3,85 dd 12,58; 1,23 62,29
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FIGURA 8 - ESPECTRO DE 'H RMN DO COMPOSTO DM1 EM METANOL

(300MHz)
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FIGURA 9 - ESPECTRO DE *C RMN DO COMPOSTO DM1 EM METANOL
(75 MHz)
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FIGURA 10- ESPECTRO DE COSY DO COMPOSTO DM1 EM METANOL (400MHz)
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FIGURA 11 - ESPECTRO DE HMQC DO COMPOSTO DM1
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5.3.2 |dentificagdo do composto DM2 :

A observagao de um maximo de absorbancia a 283 nm com um ombro a 320
nm no espectro de UV da solugdo metandlica indica a presenca de flavondide do tipo
flavanona.

O deslocamento batocrémico de 42 nm observado pela adicdo de metdxido de
sddio a solugdo metandlica indica a presenca de hidroxila livre na posi¢ao 7. Isto se

confirma pelo deslocamento batocrémico de 42 nm na banda Il, provocado pela
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adicdo de acetato de sodio a solucdo metandlica. Com a adi¢cao de acido borico a
solucdo contendo acetato de sddio foi verificado que o espectro retornou a posi¢cao
original, caracterizando a auséncia de grupamentos orto-di-hidroxi e/ou hidroxilas
livres no C5. A adicdo de cloreto de aluminio a solugdo metandlica ndo provocou
deslocamento do espectro, confirmando a auséncia de grupamentos orto-di-hidrdxi ou
hidroxila livre em C5 (MABRY, 1970).

A Figura 12 apresenta os espectros de UV em MeOH e com adigdo de NaOMe
para o composto DM2. Os espectros obtidos com a adicdo de NaOAc a solugao

metanolica do DM2 e ap6s acrescentar o H3BO3 estdo demonstrados na Figura 13. A
Figura 14 apresenta os espectros obtidos com a adigéo de AICl3 a solugdo metandlica
do DM2 e com o acréscimo de HCI.

A Tabela 5 descreve os maximos de absorbancia visualizados para a solugao

metandlica do composto DM2 e para os reativos diagnésticos, segundo MABRY
(1970).

TABELA 5 — PRINCIPAIS COMPRIMENTOS DE ONDA (1) NO ESPECTRO DE UV
PARA O COMPOSTO DM2

Reagente A nm (log g)

MeOH 225 (4,35), 283 (4,11), 320 (3,78)
NaOMe 249 (4,02), 325 (4,31)

AICI3 226 (4,36), 283 (4,15), 320 (3,83)
AICI3 / HCI 226 (4,34), 283 (4,11), 320 (3,81)
NaOAc 252 (4,02), 325 (4,31)

NaOAc / H3BO3 283 (4,15), 321 (3,88)




FIGURA 12 — ESPECTRO DE UV DO
COMPOSTO DM2 COM
MeOH; NaOMe
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FIGURA 13 — ESPECTRO DE UV DO
COMPOSTO DM2 COM
NaOAc: NaOAc/H-BO-
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FIGURA 14 — ESPECTRO DE UV DO COMPOSTO DM2 COM AICl3; AICI3/HCI
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A presenca de uma flavanona indicada pelo espectro de UV é confirmada pelos
sinais a 5,29 ppm (1H, dd, J = 2,7 Hz, 3a; 12,7 Hz, 3B; H2a); 2,96 ppm (1H, dd, J =
12,7 Hz, 2a; 17,3 Hz, 3a; H3B) e 2,66 ppm (1H, dd, J = 12,7 Hz, 2a; 17,3 Hz, 3p;
H3a).

SILVERSTEIN e colaboradores (1991) afirmam que a constante de
acoplamento J = 12,7 Hz, verificada entre o H2a e 0 H3, corresponde um angulo de
diedro de 180° e ao J = 2,7 Hz, observada entre o H2a e o H3a, corresponde um
angulo de diedro de 55°, de acordo com a correlagdo de Karplus. Estas correlagoes
associadas ao uso de modelos moleculares permitem indicar que o anel aromatico
mono-substituido esta em posig¢ao B em relagdo ao plano do nucleo y-pirona.

Os sinais a 6,45 ppm (1 H, d, J = 2,1 Hz, H8) e 6,10 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz,
H6) indicam acoplamento em meta no anel A (H6/H8), com as posi¢cdes 5 e 7
substituidas, em conformidade com o dado de UV que demonstra hidroxila em C7
livre, porem o UV nao indica a presencga de hidroxila livre em C5, através da auséncia
de deslocamento pela adigao de cloreto de aluminio. Os sinais a 4,75 ppm (1H, d, J =
7,3 Hz, H1"); 3,94 ppm (1H, d, J = 11,9 Hz, H6"B); 3,72 ppm (1H, dd, J = 5,0; 11,9 Hz,
H6"a) e o congestionamento na regido entre 3,4 e 3,6 ppm indicam a presencga de
agucar, que pode estar ligado ao C5 do anel A.

Os sinais a 7,28 ppm (2H, dd, J = 8,75 Hz; 1,9 Hz, H2', 6") e 6,79 ppm (2H, dd,
J =8,75 Hz; 1,1 Hz, H3', ') indicam para substituicdo no anel B.

Considerando os dados dos espectros de UV, de '"H RMN e a hidrdlise, do
composto DM2 propde-se que o mesmo seja a 5-B-D-galactosil-naringenina (Figura
15), apresentando ponto de fusdo de 172-173°C. A presenga deste composto ainda
nao havia sido mencionada em Acacia podalyriaefolia A. Cunn, mas sua presenga ja

fora relatada nas flores de Acacia longifolia (SILVA, 2001).
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FIGURA 15 - ESTRUTURA QUIMICA DE 5-B-D-GALACTOSIL-NARINGENINA

Gal-O O

A Tabela 6 apresenta os dados espectrais e na Figura 16 encontra-se

relacionado o espectro de "H RMN do composto DM2.

TABELA 6 - DADOS ESPECTRAIS DE "H RMN DO COMPOSTO DM2

Posicao 3 (ppm) J (Hz) [H acoplado-n°]
20 5,29 dd 2,70 [3a], 12,70 [3p]
3a 2,66 dd 2,70 [H2], 17,30 [3B]
3p 2,96 dd 12,70 [H2], 17,30 [30]
6 6,10d 2,10
8 6,45d 2,10
2' 7,28 dd 8,75 [H3’], 1,90 [HE']
3' 6,79 dd 8,75[H27], 1,10 [H5]
5' 6,79 dd 8,75 [H6’], 1,10 [H3']
6' 7,28 dd 8,75 [H5'], 1,90 [HE’]
1" 4,75d 7,30
2’ 3,40-3,60 m
37 3,40-3,60 m
4” 3,40-3,60 m
5” 3,40-3,60 m
6"a 3,72 dd 11,90 [6"B], 5,0

6"B 3,94 d 11,90[64]
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FIGURA 16 - ESPECTRO DE 'H RMN DO COMPOSTO DM2 EM METANOL
(300 MHz)

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 ppm

5.4 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Apds a incubacdo em estufa por 24 horas a 35°C as placas inoculadas e os
controles foram avaliados.

A sensibilidade dos microorganismos contra o cloranfenicol (controle positivo)
esta descrita na Tabela 7. O cloranfenicol foi escolhido como controle positivo devido
a sua disponibilidade no laboratorio além de trés das cepas testadas apresentarem-se
sensiveis a este antimicrobiano (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
e Escherichia coli) e uma cepa demonstrar sensibilidade intermediaria (Pseudomas
aeruginosa), de acordo com os parametros estabelecidos por BIER (1990).

Foram observadas zonas de inibigdo para as cepas gram-positivas de S.
epidermidis e S. aureus em graus variaveis dependendo da concentragéo e do extrato
ou fragado avaliados, conforme pode ser averiguado nas Tabela 7 e nas Figuras 18, 19
e 20. Nas concentragdes averiguadas, ndao houve inibicdo para as cepas gram-
negativas de E. coli e P. aeruginosa.

Para o extrato etandlico bruto (EEB) foram verificadas zonas de inibicdo para S.
epidermidis nas concentragcdes de 1000 pg/disco (21 mm) e de 500 pg/disco (15mm).

Para S. aureus houve inibigdo de crescimento (9 mm) com 1000 ng/disco.
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Empregando discos de 1000 pug com a fragdo diclorometano (FDCM) foi
observada zona de inibicdo de 10 mm para S. epidermidis. Porém, para S. aureus nao
foi verificada inibicao de crescimento nas concentracdes avaliadas.

Com a fragao acetato de etila (FAE) foram observadas zonas de inibigdo de
crescimento para S. epidermidis em todas as concentragdes avaliadas (24, 20, 16 e 7
mm com 1000, 500 250 e 125 pg/disco respectivamente) e para S. aureus nas

concentragdes de 1000 (13 mm) e 500 (11 mm) pg/disco.



TABELA 7 — RESULTADOS DO TESTE DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

61

Amostra Microorganismo

Amostra testada Concentragao/disco S. aureus S. epidermidis E. coli P. aeruginosa
(ng) ATCC 6538 ATCC 1228 ATCC 11229 ATCC 27853

EEBD 1000 9 21 0 0

500 0 15 0 0

250 0 0 0 0

125 0 0 0 0

FDCMC 1000 0 10 0 0

500 0 0 0 0

250 0 0 0 0

125 0 0 0 0

FAE® 1000 13 24 0 0

500 11 20 0 0

250 16 0 0

125 7 0 0

CLO® 30 33 40 32 17

a zona de inibicdo do crescimento microbiano em mm; P extrato etandlico bruto; € fracéo diclorometano;
d fracdo acetato de etila; € cloranfenicol (controle positivo)
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FIGURA 17 — CONTROLE DE ESTERILIDADE DO MATERIAL UTILIZADO NO
TESTE DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA.

Nota: Na placa com o meio agar Miueller-Hinton foram
adicionados discos impregnados com o solvente (1), somente o
disco (2), extrato etandlico bruto (3), fragdo diclorometano (4),
fracao acetato de etila (5) e cloranfenicol 30 ng (6).

A esterilidade do meio, dos discos, do extrato e das fracbes avaliadas foi
comprovada pela auséncia de desenvolvimento microbiano apds incubagao por 24

horas a 35°C (Figura 17).
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FIGURA 18 — PLACAS INOCULADAS COM Staphylococcus aureus CONTENDO
DISCOS IMPREGNADOS COM A FRACAO DICLOROMETANO (1),
COM O EXTRATO ETANOLICO BRUTO (2) E COM A FRACAO
ACETATO DE ETILA (3)

Nota: Em sentido horario: discos com o solvente, as
amostras nas concentragoes de 125, 250, 500 e 1000
ug e, ao centro, cloranfenicol 30 pg.
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FIGURA 19 — PLACAS INOCULADAS COM Staphylococcus epidermidis CONTENDO
DISCOS IMPREGNADOS COM A FRACAO DICLOROMETANO (1),
COM O EXTRATO ETANOLICO BRUTO (2) E COM A FRACAO

ACETATO DE ETILA (3)

Nota: Em sentido horario: discos com o solvente, as
amostras nas concentragbes de 125, 250, 500 e 1000

ug e, ao centro, cloranfenicol 30 pg.
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FIGURA 20 — PLACAS INOCULADAS COM Escherichia coli (1) e Pseudomonas
aeruginosa (2), NAO APRESENTANDO ZONAS DE INIBICAO DO
CRESCIMENTO.

Nota: Em sentido horario: discos com o solvente, as
amostras nas concentragdes de 125, 250, 500 e
1000 pg e, ao centro, cloranfenicol 30 pg.

As cepas bacterianas que se apresentaram sensiveis aos extrativos testados
tem como similaridade o fato de serem gram-positivas.

A fracdo acetato de etila foi a mais ativa, possuindo em sua composi¢cao
quimica maijoritaria substancias fendlicas do tipo flavondides, para os quais tem sido
relatada atividade antibacteriana (EVANS, 1992; HARBORNE, 1999; ZUANAZZI,
2001), como ja foi verificado em extratos alcodlicos de Acacia nilotica, nos quais
compostos flavonoidicos foram considerados responsaveis pela agdo antimicrobiana
observada (KHAN et al., 1980).
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5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

5.5.1 Teste de germinagao:

Este ensaio objetivou a verificagdo da interferéncia do extrato etandlico bruto e
das fracdes diclorometano e acetato de etila, nas quantidades de 0,025, 0,050, 0,100,
0,200 e 0,400 mg/caixa, na germinagdo das sementes de Lactuca sativa (alface)
variedade Baba.

Quando as sementes foram submetidas ao teste de germinagdo com os
respectivos extratos e fragbes observou-se predominéncia de germinagdo ja nas
primeiras 24 horas de incubagdo, enquanto que 85% das sementes do controle
germinaram com 48 horas de incubacéo.

A Figura 21 apresenta a caixa Gerbox com o controle, no 6° dia de germinagao,
contendo as plantulas que se desenvolveram a partir das 40 sementes de Lactuca

sativa.

FIGURA 21 — CAIXAS GERBOX CONTENDO AS 40 SEMENTES DE Lactuca sativa,
NO 6° DIA DE GERMINACAO (CONTROLE).
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FIGURA 22 — AVALIACAO DA,GERMINAQAO DE Lactuca sativa FRENTE AO
EXTRATO ETANOLICO BRUTO, OBTIDO DAS FLORES DE Acacia

podalyriaefolia
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Através do grafico exposto na Figura 22, pode-se afirmar que houve um
aceleramento da germinacg&o nas primeiras 24 horas de incubagdo em substrato com
o extrato etandlico bruto, resultando na germinagédo de 70-92% das sementes dentro
das caixas Gerbox com os substratos nas concentracbes avaliadas, diferindo do
controle quando somente 10% das sementes germinaram nas primeiras 24 horas.
Consecutivamente, n&do houve formagdo de foliolos nas sementes que germinaram
com este substrato, portanto este ensaio de germinagdo gerou exemplares sem
capacidade de auto-sustentabilidade.

FIGURA 23 — AVALIACAO DA GERMINACAO DE Lactuca sativa FRENTE A FRACAO
DICLOROMETANO, OBTIDA DAS FLORES DE Acacia podalyriaefolia
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Analisando os dados apresentados na Figura 23, verifica-se que houve
aceleramento da germinacg&o nas primeiras 24 horas de incubagdo em substrato com
a fragao diclorometano, resultando na germinagao de 80 a 92% das sementes dentro
das caixas Gerbox contendo as quantidades dos substratos avaliados, enquanto que
neste periodo somente 10% das sementes do controle germinaram. As sementes
germinadas neste substrato também n&o apresentaram foliolos, portanto sendo estas

incapazes de realizar a fotossintese quando acabam os nutrientes na semente.

FIGURA 24 - AVALIAQAO DA GERMINACAO DE Lactuca sativa FRENTE A
FRACAO ACETATO DE ETILA, OBTIDA DAS FLORES DE Acacia

podalyriaefolia
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Na Figura 24, observa-se um aceleramento da germinagédo nas primeiras 24
horas de incubacido naquelas sementes submetidas a substrato com a fragao acetato
de etila, resultando na germinacdo de 67 a 89% das sementes dentro das caixas
Gerbox contendo as quantidades de substrato avaliadas, diferindo do controle quando
somente 10% das sementes germinaram nas primeiras 24 horas. Também nao houve
desenvolvimento de foliolos nas sementes germinadas com este substrato,
inviabilizando a sobrevida da plantula.

Considerando que as sementes sdo elementos de reproducao e de reserva e a
germinacao sendo entendida como a capacidade da semente produzir uma plantula,
que possa originar uma planta normal (MIGUEL, 2000), o estimulo verificado na
germinagao de Lactuca sativa podera impossibilitar o seu pleno desenvolvimento,

devido a auséncia de foliolos nas plantulas observadas. Nao havendo foliolos a
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plantula ndo podera realizar a fotossintese, portanto ela ndo tem condigbes de se

manter apds o consumo dos nutrientes na semente.

5.5.2 Teste do crescimento:

Este ensaio objetivou a verificagdo do crescimento da radicula e do hipocatilo
(cauliculo) de Lactuca sativa quando submetida ao extrato etandlico bruto e as
fracdes diclorometano e acetato de etila, nas respectivas quantidades de 0,025,
0,050, 0,100, 0,200 e 0,400 mg/caixa. Os resultados obtidos para o controle (agua)
foram apresentados nos graficos em 100%. Os valores obtidos para as amostras
foram relacionados a estes controles, permitindo a obtencéo do crescimento radicular
e caulicular em porcentagem.

Os referidos dados foram submetidos a analise de varidncia e ao teste 't" de
Student para se detectar diferencas entre as amostras e avaliar as diferengas, em

nivel de 5% de significancia com relagéo ao controle.

FIGURA 25 — AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca sativa FRENTE AO
EXTRATO ETANOLICO BRUTO DAS FLORES DE Acacia
podalyriaefolia, COMPARADA AO CONTROLE (100%).
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O pequeno estimulo no crescimento da radicula e do hipocétilo verificado com
o extrato etandlico bruto (Figura 25), ndo foi considerado estatisticamente
significativo. No entanto, ndo foi observada a presenca de foliolos nas pléntulas em
substrato etandlico bruto, demonstrando que estas ndo possuem capacidade de

completar seu ciclo de desenvolvimento por ndo conseguirem efetuar a fotossintese.
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Considerando que no extrato etanolico bruto existem diversos grupamentos
quimicos, como pdde ser averiguado na pesquisa fitoquimica, observou-se a
existéncia de substancias com capacidade de estimulagdo do crescimento, podendo
se propor interesse no uso deste extrato ou de substancias isoladas em pesquisas
com cultura de células.

FIGURA 26 — AVALI~AQAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca sativa FRENTE A
FRACAO DICLOROMETANO DAS FLORES DE Acacia
podalyriaefolia, COMPARADA AO CONTROLE (100%).
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Para a fragao diclorometano (Figura 26), houve consideravel efeito alelopatico,
apresentando inibicdo do crescimento radicular e estimulo caulicular. As quantidades
de 0,400 e 0,025 mg/caixa (inibicdo de 50% e de 45%, respectivamente)
apresentaram o mesmo efeito no crescimento da radicula, diferenciando-se dos
resultados obtidos com 0,200 e 0,050 mg/caixa (28% e 18% de inibigdo). Com 0,100
mg/mL ndo houve diferenga significativa em relagdo ao crescimento radicular do
controle, indicando possivelmente que nesta concentragéo haja um equilibrio entre as
substéancias indutoras e inibidoras do crescimento. No crescimento do hipocétilo foi
verificado estimulo de 18% com 0,400 mg desta fragdo. Com as demais fragbes os
efeitos obtidos no crescimento caulicular ndo foram significativamente diferentes dos
obtidos com o controle.

Com 0,025 e 0,400 mg da fragao diclorometano pode-se observar que houve
influéncias significativas no ciclo de desenvolvimento da radicula, inviabilizando o

desenvolvimento da plantula.



71

Associado aos efeitos observados no crescimento radicular e caulicular, houve
auséncia de foliolos nas sementes desenvolvidas em substrato com a fragcéo
diclorometano, salientando a caracterizagcao de efetivo potencial alelopatico desta

fracao.

FIGURA 27 — AVALINAQAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca sativa FRENTE A
FRACAO ACETATO DE ETILA DAS FLORES DE Acacia
podalyriaefolia, COMPARADA AO CONTROLE (100%).
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Na Figura 27 observa-se que houve significativa resposta biolégica com 0,200
mg da fragcdo acetato de etila, apresentando inibicdo do crescimento da radicula
(34%) e do hipocdtilo (23%). Para as demais concentragdes ndo houve alteragcéo
significativa em relagdo ao controle. No entanto, ndo houve desenvolvimento de
foliolos com as plantulas que cresceram neste substrato, reforcando o potencial
alelopatico desta fracao.

Analisando os resultados obtidos nos testes de germinagao e de crescimento
para as sementes de Lactuca sativa, variedade Baba, pode-se afirmar que o extrato
etandlico bruto e as fragdes diclorometano e acetato de etila apresentaram influéncias
na germinagao e no desenvolvimento da plantula, quando comparados ao controle.

As fragbes diclorometano e acetato de etila apresentaram efeitos significativos
no crescimento da radicula e do hipocodtilo.

Plantulas anormais, com necrose da radicula, foram observadas nos ensaios
com as fragdes acetato de etila e diclorometano. Estes dados sugerem a presenga de
aleloquimicos nestas amostras, pois conforme afirmam FERREIRA e AQUILA (2000),

a presenca de substancias alelopaticas pode induzir este efeito. Aliado a isto,
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observou-se discrepancias no crescimento da radicula e do hipocétilo que também
poderiam conduzir a obtencdo de plantulas anormais as quais provavelmente nao
conseguiriam completar o seu ciclo de desenvolvimento. Ainda, a inibicdo do
crescimento radicular pode ocasionar a diminuicido de absorcao de nutrientes pela raiz,
acarretando problemas para o desenvolvimento e a sobrevivéncia da plantula.
Concomitantemente, a auséncia de desenvolvimento de foliolos nas plantulas que
cresceram nos substratos avaliados, reforca o potencial alelopatico das fracdes em
estudo.

A atividade biologica testada com o extrato etanodlico bruto foi discreta em
relacdo ao efeito observado nas fragdes diclorometano e acetato de etila,
possivelmente devido a grande diluicdo de seus componentes antes do fracionamento
(a fracao diclorometano correspondeu a 13,97% e a fragdo acetato de etila a 43,03 %
do extrato etandlico bruto). Contudo, o leve estimulo de crescimento com o extrato
etandlico bruto representa um atributo complementar referente a concentracao
diferenciada dos aleloquimicos presentes na referida fragao.

Os resultados obtidos nos testes de germinagado e do crescimento sugerem a
presenca de aleloquimicos nas flores de Acacia podalyriaefolia, conforme ja havia sido
observado com diversas espécies pertencentes a este género, havendo efeito
alelopatico significativo para 0,200 mg/caixa da fragdo acetato de etila e para 0,025 e
0,400 mg/caixa da fragdo diclorometano, onde se evidenciou elevada atividade
bioldgica, possivelmente devido a presengca de compostos fendlicos e flavondides,
detectados no "screening" fitoquimico. Este efeito caracterizado para substancias
fendlicas e flavonoidicas foram evidenciados também nos extratos de Acacia
melanoxylon (GONZALES et al., 1995), de Acacia confusa (CHOU et al., 1998) e de
Acacia nilotica (SWAMINATHAN et al., 1989).

Os resultados até aqui obtidos estimulam a continuacdo deste trabalho para
avaliar as fragdes diclorometano e acetato de etila e os compostos fendlicos isolados
destas, quanto ao seu potencial alelopatico sobre outras espécies vegetais, com
aplicacao direta na obtencdo de matéria-prima vegetal para a produgdo de
fitoterapicos, isenta de residuos de herbicidas e agrotoxicos de origem sintética. Tal
aplicacao justifica-se a medida que vem atender as recomendagdes para o controle de

qualidade de drogas na industria de fitoterapicos, que requer material isento de
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contaminantes microbianos e bioldgicos, metais pesados e agrotoxicos, de acordo com
a Farmacopéia Brasileira e as recomendag¢des da Organizagdo Mundial de Saude
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1993; BRASIL, 1995; 2000).
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6. CONCLUSAO

Referenciando os objetivos inicialmente propostos que visavam contribuigdes ao
estudo fitoquimico e avaliacdo das atividades antibacteriana e alelopatica das flores de
Acacia podalyriaefolia A. Cunn, algumas consideragcdes podem ser feitas.

Nos estudos fitoquimicos, foram isoladas e identificadas a flavanona 5-B-D-
galactosil-naringenina, ja isolada de Acacia longifolia por SILVA (2001), porém sem
referéncias de isolamento em Acacia podalyriaefolia e a quinona 4-3-D-galactosil-8-
metoxi-1,5-naftoquinona, para a qual ainda n&o havia sido encontrado relato de
isolamento.

A analise da atividade antibacteriana demonstrou que o extrato etandlico bruto
(1000 e 500 nug/disco) e as fragdes diclorometano (1000 ug/disco) e acetato de etila
(1000, 500, 250 e 125 nug/disco) inibiram o crescimento de Staphylococcus epidermidis.
Para Staphylococcus aureus foram observadas zonas de inibigdo do crescimento com
o extrato etandlico bruto (1000 pg/disco) e a fragao acetato de etila (1000 e 500
ug/disco). Para estas cepas gram-positivas foi observado que a fragao acetato de etila
demonstrou-se mais ativa. Nao foi observada agao sobre as cepas gram-negativas de
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, nas concentragcbes averiguadas.
Atividade antibacteriana tem sido objeto de estudo no género Acacia tendo sido
verificada também em diversas outras espécies deste género (item 3.4.1 da revisao).

Potencial alelopatico foi observado com frequéncia no género Acacia (item 3.4.2
da revisdo). As fragbes diclorometano e acetato de etila da espécie avaliada
demonstraram significativo potencial alelopatico, afetando a germinacdo e o
crescimento radicular e caulicular de Lactuca sativa, bem como conduziram a auséncia
de formacao de foliolos nestas plantulas, o que as impossibilitaria de completar seu
ciclo de desenvolvimento quando findarem os nutrientes da semente.

Considerando os resultados obtidos, podemos afirmar que os objetivos
propostos para este trabalho foram atingidos.
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