ISABELA CRISTINA GOMES HONORIO

CRESCIMENTO, DESENVOLVIMENTO E TEOR DE FLAVONOIDES
EM CALENDULA (Calendula officinalis L.)

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pos Graduacdo em Fitotecnia, para
obtencdo do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS-BRASIL
2013



Ficha catalogréafica preparada pela Secao de Catalogacéo e
Classificacdo da Biblioteca Central da UFV

T
Hondrio, Isabela Cristina Gomes, 1988-

H774c Crescimento, desenvolvimento e teor de flavonoides em

2013 caléndula (Calendula officinalis L.) / Isabela Cristina Gomes

Hondrio. — Vicosa, MG, 2013.
ix, 33f. 1 il.; 29cm.

Orientador: Vicente Wagner Dias Casali
Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: f. 27-33

1. Plantas medicinais. 2. Metabolitos. 3. Epoca de colheita.
4. Flores - Cultivo - Aspectos econdmicos. 5. Caléndula.
I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Fitotecnia. Programa de Pés-Graduagéo em Fitotecnia.
I1. Titulo.

CDD 22. ed. 633.88399




ISABELA CRISTINA GOMES HONORIO

CRESCIMENTO, DESENVOLVIMENTO E TEOR DE FLAVONOIDES
EM CALENDULA (Calendula officinalis L.)

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de P0s Graduacdo em Fitotecnia, para
obtencéo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 28 de Fevereiro de 2013

Jodo Paulo Viana Leite Paulo Roberto Cecon

M&fm?m&@m

Filipe Pereira Giardini Bonfim

\;\ w/ D QM&L*_

Vicente Wagner Dias Casali

(Orientador)



Aos meus pais Heloisa, Jo&o e padrasto
Walter, meu irmdo Rodrigo, pelo amor

apoio e incentivo.

Dedico

Aos familiares e amigos da UFMG e UFV.

Ofereco

“Para ser exitoso no necessitas hacer cosas extraordinarias, solo haz cosas
ordindrias extraordinariamente bien.”

Autor desconocido



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vicosa e ao Programa de P6s-graduacdo em
Producdo Vegetal do Departamento de Fitotecnia (DFT), pela oportunidade de

realizar o mestrado;

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

(CNPq), pela concessao da bolsa;

Ao professor Vicente Wagner Dias Casali, pela confianca, pelos conselhos

e pela orientacéo;

Aos professores Jodo Paulo Viana Leite, Filipe Pereira Giardini Bonfim e
Ernane Ronie Martins, pela atencéo e ajuda dada na execucéo do trabalho;

Ao professor Paulo Roberto Cecon, pela ajuda na execucdo das analises

estatisticas;

As meninas do laboratério de Homeopatia, Adalgisa, Adriana, Ina e

Steliane pelos momentos especiais de convivéncia durante todo o mestrado;

Aos amigos Adalvan, Christiane e Fernanda pelos 6timos momentos

passados juntos;

Ao Sebastian Giraldo Montoya, pela ajuda em todas as etapas do trabalho,

pela companhia e amizade incondicional,

Enfim, a todos que de alguma forma colaboraram para que eu chegasse até

aqui. Muito obrigada!



BIOGRAFIA

Isabela Cristina Gomes Hondrio, filha de Jodo Batista Hondrio e Heloisa
Helena Gomes, nasceu em 24 de marco de 1988 em Belo Horizonte, Minas

Gerais.

Ingressou, em 2006, no curso de Agronomia da Universidade Federal de
Minas Gerais, graduando-se Engenheira Agronoma em janeiro de 2011. Em
marco de 2011, iniciou o mestrado em Producéo Vegetal pelo Programa de Pds-
graduacdo em Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, submetendo-se a

defesa da dissertacdo em 28 de fevereiro de 2013.



SUMARIO

RESUMO ..ttt e e e e e a e e e e e e s e e e e e e e e e aaas Vi
AB ST R A CT L. e e e e e e aaaaaaa viii
1. INTRODUGAO ...ttt san e 1
2. MATERIAL E METODOS. ...ttt ettt 11
2.0, AS SEBIMENLES ...ttt 11
2.2. Escolha dos tratamentos ..........oovveiiieriieiiee e 11
2.3. Semeadura e plantio das MuUdas ...........cccoveeiiieriienieie e 12
2.4. ConAdUGAO dO EXPEIMENTO ......eeiuiieiiiieiie ettt 13
2.5, VAITAVEIS. ..ottt 15
2.6. Teor de FIavonoides TOLAIS .......c.eeivieriieiiiieiiiesiice e 15
3. RESULTADOS E DISCUSSAOD........ocouiiriiiiieieineensieisieiesessssssssseneens 18
4. CONCLUSAOD .....coutiiiiititititi ettt 27
9. BIBLIOGRAFIA .t 27



RESUMO

HONORIO, lIsabela Cristina Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2013. Crescimento, desenvolvimento e teor de flavonoides em
caléndula (Calendula officinalis L.). Orientador: Vicente Wagner Dias Casali.

Os usos de plantas medicinais estdo aumentando vertiginosamente entre a
populacdo brasileira. As pesquisas envolvendo essas plantas também estdo
crescendo, no entanto, a maioria das informac6es disponiveis atualmente ainda
ndo atende ao minimo necessario que garanta a eficacia e seguranca dessa terapia.
Os compostos farmaco-ativos estudado no trabalho, os flavonoides, de maneira
geral, estdo localizados na parte aérea das plantas. Sdo pigmentos naturais
presentes nos vegetais e protegem o organismo do dano por agentes oxidantes. O
organismo humano ndo é capaz de produzir flavonoides, tendo, portanto, que
obté-lo através da alimentacdo ou em forma de suplementos. A caléndula
(Calendula officinalis L.) possui em sua composi¢do, grande quantidade de
flavonoides, sendo a flor a parte mais utilizada com fins ornamentais, cosméticos
e medicinais. O extrato de caléndula pode ser utilizado na producdo de cremes
hidratantes e na medicina, como cicatrizante, antisseptica, sudorifica, analgésica,
colagoga, anti-inflamatoria, antiviral e vasodilatadora. A época de colheita, fator
importante no cultivo de plantas medicinais, ainda € incerta. O objetivo dessa
pesquisa foi avaliar a melhor época de colheita de capitulos florais de caléndula
visando maior produtividade de flores e maior teor total de flavonoides. O
experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Departamento de Fitotecnia
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa, MG. O delineamento utilizado
foi o inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e cinco repeticées. Os
tratamentos foram as épocas de colheita: zero, trés, seis, nove e doze dias apds a
antese (DAA). Foram avaliadas a altura da planta (mm), o didmetro do caule
(mm), o numero de folhas e o teor total de flavonoides (% - p/p). Foi realizada a
curva de crescimento da caléndula e seu comportamento quanto a altura, diametro
e numero de folhas ao longo do tempo de avaliacdo. A época de colheita
influenciou positivamente no teor total de flavonoides e na produtividade média

dos capitulos florais, sendo que aos trés DAA foi encontrado maior teor de
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flavonoides. A resposta foi heterogénea entre as épocas de colheita (0, 3, 6, 9 e 12
dias apds a antese) quanto a produtividade media das flores e o acimulo de
flavonoides. Aos trés dias apds a antese obteve-se a maior produtividade de
flavonoides, portanto aconselha-se que a colheita das inflorescéncias seja feita a
cada trés dias.
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ABSTRACT

HONORIO, lIsabela Cristina Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February 2013. Growth, development and tenor of flavonoids in calendula
(Calendula officinalis L.). Adviser: Vicente Wagner Dias Casali.

The uses of medicinal plants are increasing dramatically among the Brazilian
population. Researches involving these plants are also growing, however, most of
the information currently available does not meet the minimum required to ensure
the efficacy and safety of this therapy. The pharmaco-active compounds studied at
this work, flavonoids, in general, are located in the shoots. Are natural pigments
present in plants and protect the body from damage by oxidizing agents. The
human body is unable to produce flavonoids, and therefore they get it through diet
or as supplements. Calendula (Calendula officinalis L.) has in its composition,
large amount of flavonoids, the flower being the most used with ornamental
purposes, cosmetic and medicinal. The extract of calendula may be used in the
production of moisturizing creams and medicine, such as wound healing,
antiseptic, sudorific, analgesic, bile duct, anti-inflammatory, antiviral and
vasodilator. The harvest season, an important factor in the cultivation of medicinal
plants is still uncertain. The aim of this work was to evaluate the best harvest time
of marigold flowers seeking greater productivity and higher total content of
flavonoids. The experiment was conducted in the greenhouse of the Fitotecnia
Department, Federal University of Vicosa (UFV), Vicosa, MG. The experimental
design was completely randomized with five treatments and five replications. The
treatments were the harvest period: zero, three, six, nine, and twelve days after
anthesis (DAA). The height of the plant (mm), stem diameter (mm), number of
leaves and total flavonoid content (% - w / w). We performed growth curve of
calendula and their behavior in relation to height, diameter and number of leaves
over time assessment. The harvest season positively influenced the total content of
flavonoids and the average productivity of flowers, and the three DAA was found
higher content of flavonoids. The response was heterogeneous among harvest
times (0, 3, 6, 9 and 12 days after anthesis) and the average productivity of the

flowers and the accumulation of flavonoids. Three days after anthesis obtained the
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highest yield of flavonoids, so it is advisable to harvest inflorescence is made

every three days.



1. INTRODUCAO

Desde o principio das civilizagbes, 0s vegetais tém sido utilizados ndo s6
como fonte alimenticia, mas também com fins medicinais. As mais diversas
enfermidades tém sido tratadas com chés (infusdo, decocto, macerados), sucos,
tinturas, banhos, cataplasmas e unguentos, preparados a partir das plantas
(Almeida, 1993). Estudos arqueoldgicos tém mostrado por meio da analise de
polens e de outros indicadores que os humanos das cavernas ja utilizavam plantas

medicinais (Rodrigues-das-Dadres; Casali, 2007).

O uso de plantas com fins medicinais é pratica difundida principalmente
entre os antigos povos da China, Egito, Asia e Roma. Com base em
conhecimentos da época foram classificadas numerosas espécies vegetais, com a
respectiva indicacdo do uso medicinal. Posteriormente, os Gregos instituiram o
emprego racional das plantas na pratica médica, sendo seguidos pelos clinicos da
Europa Ocidental (Volpato, 2005).

Hipdcrates (460-377 a. C), denominado o “Pai da Medicina”, reuniu em
sua obra “Corpus Hipocratium” a sintese dos conhecimentos médicos de seu
tempo, indicando por enfermidade o remédio vegetal e o tratamento adequado. No
inicio da Era Cristd, Dioscorides abordou no seu tratado, “De Materia Medica”,
aproximadamente 500 drogas de origem vegetal, descrevendo 0 emprego
terapéutico de muitas delas (Martins et al., 2004). No processo de evolucéo, a arte
de curar recebeu poderoso impulso dos alquimistas. Neste contexto destaca-se
Paracelso, que lancou as bases da medicina natural e foi um dos principais

responsaveis pelo avanco da terapéutica (Martins et al., 2004).

A historia revela que na arte da cura foi praticado o empirismo, e as
descobertas foram por tentativas, com erros e acertos. Desse modo, o ser humano
primitivo iniciou a identificacdo dos vegetais que satisfazem a suas necessidades
mais urgentes como dores abdominais, intoxicacdes, indisposicGes, buscando
instintivamente correlacionar o ambiente ao periodo de colheita (Rodrigues-das-

Doéres; Casali, 2007). Quanto a utilizacdo, plantas medicinais brasileiras no



tratamento de doencas, houve principalmente, influéncia indigena, africana e

européia (Martins et al., 2004).

O conhecimento classico de grupos sociais e de suas comunidades que
usam as plantas é essencial na descoberta dos compostos e moléculas ativas,
capazes de exercer alguma acdo de cura. Dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) mostram que cerca de 80% da populagdo mundial faz uso de algum tipo de
erva na busca de alivio de algum sintoma desagradavel. Desse total, pelo menos
30% foi por indicacdo médica (Martins et al., 2004). A OMS divulgou, no inicio
da década de 1990, que 65 a 80% da populacdo, nos paises em desenvolvimento,
dependiam das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados
basicos de salde (Volpato, 2005). No conhecimento tradicional sobre
biodiversidade estd este importante recurso, visando novos produtos
farmacéuticos de combate a doencas que assolam a populacdo mundial (WHO,
2003).

A opcéao de conduzir pesquisas a partir da indicagdo de plantas utilizadas
por comunidades diminui o tempo de obtencdo de uma nova droga, ja que 0S
pesquisadores dispdem, antes mesmo de iniciarem os estudos cientificos, da

indicacdo de qual atividade bioldgica poderia ocorrer.

Até a década de 50, os medicamentos utilizados eram quase que
exclusivamente de origem vegetal. Depois, aos poucos foram substituidos por
medicamentos contendo substancias ativas purificadas de plantas e
microrganismos (antibidticos) ou derivados sintéticos. Em consequéncia desta
pratica, poucas plantas medicinais foram estudadas, sendo que a maioria das
informacGes atualmente disponiveis ainda ndo atende ao minimo exigido de modo

a garantir a eficacia e seguranca deste tipo de terapia (Simdes et al., 1999).

Embora a medicina moderna seja considerada desenvolvida na maioria dos
paises, a OMS reconhece que nos paises em desenvolvimento grande parte da
populacdo depende da medicina tradicional na atencdo primaria, tendo em vista
que 80% das pessoas utilizam plantas diretamente ou preparac6es vegetais (Brasil,
2006).



E importante definir e esclarecer o que seja salde. Segundo a OMS ¢é o
estado de completo bem-estar fisico, mental e social e ndo apenas auséncia de
doenca. O uso de plantas medicinais como prética alternativa pode contribuir na
salde dos individuos, mas deve ser parte do sistema integral que torne a pessoa

realmente saudavel e ndo simplesmente “sem doenga”.

Tem havido grande avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos e
farmacoldgicos de plantas medicinais que visam conhecer novos compostos com
propriedades terapéuticas. Nas plantas o metabolismo é extremamente variavel,

devido as condicBes gerais a que sdo submetidas (Corréa Junior, 2004).

O Brasil, pela grande extensdo territorial, possui caracteristicas
edafoclimaticas peculiares em cada regido, as quais podem interferir no
desenvolvimento das espécies nativas ou introduzidas, mesmo que as condicdes
sejam semelhantes ao local de origem de cada espécie. Assim, o cultivo de plantas
medicinais, em areas especificas, deve estar dentro dos padrdes agrondmicos
demandados pela espécie a ser explorada, visando melhorar a produtividade e a
qualidade da matéria prima produzida, de forma a garantir a qualidade fitoquimica

e farmacologica.

O primeiro aspecto a ser observado na producdo de plantas medicinais
com qualidade, além do cultivo de modo natural, sem agroquimicos €, sem

duvida, o plantio e a colheita no momento correto.

Nas espécies medicinais, hd alta variabilidade quanto a producéo de
substancias com atividade terapéutica. O momento ideal de colheita pode variar
de acordo com o 6rgao da planta, estadio de desenvolvimento, a época do ano e
hora do dia (Martins et al., 2004). A colheita deve ser realizada quando as plantas
estiverem com a melhor qualidade possivel. A determinacdo do momento ideal de
colheita depende de trés elementos inter-relacionados. O estadio de maior
producdo de biomassa, 0 estagio de maior biossintese de compostos bio-ativos e
por fim, a variacdo sazonal no teor dos principios ativos ao longo das fases de

desenvolvimento da planta (Corréa Junior ; Scheffer, 2009).

Tarnai et al. (1994) determinaram a variabilidade do teor de polifenois em

diversos tecidos da planta Prunus avium. Varia¢fes no contetdo fendlico em



partes distintas de Taraxacum officinale foram observadas por Willians et al.
(1996). Segundo Hasler e Meier (1993), o contetdo de flavonoides e de terpenos
em Ginkgo biloba é variavel em intervalos quinzenais de colheita. Court et al.
(1993), estudando épocas de colheita de Mentha piperita detectaram diferengas
por época quanto a producdo e contelldo do 6leo essencial. As concentragdes de
mentol, neomentol e metil acetato aumentaram com o desenvolvimento da planta,
enquanto que a mentona e a isomentona tiveram maiores concentragdes em
plantas imaturas e o mentofurano e pulegona estiveram mais presentes no

florescimento.

A distribuicdo de substancias ativas nas plantas pode ser relativamente
irregular. Alguns grupos de substancias estdo localizados preferencialmente em
partes especificas da planta. Os flavonoides, de maneira geral, estdo mais
concentrados na parte aérea da planta. Segundo Vila et al. (1997), a Aristolochia
elegans possui 58 constituintes no dleo, sendo que 80% estdo nas folhas e talos e
0 restante esté na raiz. Dois cultivares de Chrysanthemum parthenium (Aureum e
Schneeball) tém esterois em todos o0s 0Orgdos, mas com teores variaveis
(Whkomirski; Dubielecka, 1996).

A colheita das plantas em determinado ponto tem como objetivo 0 maximo
teor do farmaco-ativo. No entanto, na maioria das vezes, nada impede que as
plantas sejam colhidas antes ou depois do estadio ideal, visando uso imediato. O
maior problema sera a reducao do valor terapéutico da amostra e em alguns casos,
h& predominancia de compostos toxicos. No entanto, esse procedimento é muito

utilizado em cultivos caseiros (Martins et al., 2004).

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos pelo vegetal e tem funcdes
bem especificas dentro da planta. Na maioria das vezes sdo sintetizadas pelo
metabolismo secundario, tendo, portanto, funcdo ligada a ecoatividade da planta,

ou seja, a relacdo da planta com o ambiente que a envolve (Martins et al., 2004).

O metabolismo secundario € diferenciado basicamente do metabolismo
primario (aminoacidos, nucleotideos, acucares e lipideos) pela auséncia de reacdes
e produtos comuns, sendo especificos de determinadas espécies. Os metabdlitos
secundarios, na maioria das vezes, ndo sao vitais ao metabolismo das plantas, sao

a expressdo da individualidade quimica, diferem entre espécies, qualitativamente e
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quantitativamente e séo produzidos em pequenas quantidades. Estdo presentes na
planta durante todo o ciclo ou s&o produzidas mediante estimulos especificos. A
regulacdo do metabolismo secundario depende da base genética da planta, da
capacidade de responder a estimulos internos ou externos e da presenca desses
estimulos no momento apropriado (Martins et al., 2004). Estdo envolvidos em
processos nao essenciais a vida vegetal, mas garantem vantagens na
sobrevivéncia, perpetuacdo e diferenciacdo de espécies, além de atuar na defesa
contra herbivoros e microrganismos, protecéo contra raios ultravioleta, atracdo de
animais polinizadores, acdo alelopéatica e resposta ao estresse devido ao ataque
microbiano (Martins et al., 2004).

Recentemente foi publicado no Diério Oficial da Unido - Secéo 1, n° 46 de
10 de margo de 2010, a lista de 71 plantas medicinais de interesse no Sistema
Unico de Satde (SUS) no Brasil, sendo a caléndula uma delas. E de extrema
importancia conhecer especificidades da colheita e da qualidade dessas flores,
alem do método que mais produza os flavonoides, uma vez que sdo escassas na

literatura informacdes a esse respeito.

Portanto, antes do inicio de algum cultivo em escala comercial, é
necessario conhecer o comportamento da espécie com relacéo a época de colheita,
aos efeitos climéticos da regido de plantio, os tratos culturais e os fatores bioticos

que sdo responsaveis pelo desenvolvimento da espécie.

Entre os constituintes quimicos potencialmente ativos da caléndula
(Calendula officinalis L.), sdo citados o 6leo essencial, saponinas, flavonoides,
carotenoides, mucilagens, resinas e principio amargo. Os flavonoides tém funcéo
importante na atividade metabdlica das flores de caléndula, representados na
grande maioria pelos compostos rutina e quercetina, também usados como
marcadores da qualidade da matéria prima (Bilia et al., 2002; Rodrigues et al.,
2004).

Os flavonoides sdo pigmentos naturais dos vegetais e que protegem o
organismo do dano produzido por agentes oxidantes, como os raios ultravioleta, a
poluicdo ambiental e substancias quimicas dos alimentos. O organismo humano
ndo produz essas substéncias protetoras e por isso deve obté-las através da

alimentacdo ou em forma de suplementos. Os flavonoides estdo amplamente
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distribuidos em plantas e frutos, e representam componentes substanciais ndo

energéticos da dieta humana (Martinez-Flérez et al., 2002).

Eles foram descobertos por Szent-Gyorgy, que em 1930 isolou da casca de
limdo, a citrina, que regula a permeabilidade dos capilares. Eles primeiramente
foram denominados vitamina P (pela caracteristica de permeabilidade) e também
vitamina C (porque foi comprovado que alguns flavonoides tinham propriedades
similares a vitamina C). Contudo, o fato deles serem considerados vitaminas ndo
foi confirmado, e ambas as denominagdes foram abandonadas aproximadamente
em 1950 (Martinez-Florez et al., 2002).

Esse metabdlito secundario constitui a maior classe de compostos
fendlicos vegetais. O esqueleto de carbono dos flavonoides contém 15 carbonos
organizados em dois anéis aromaticos, ligados pela cadeia de trés carbonos (Taiz;
Zeiger, 2004). Esta estrutura é resultante de duas rotas biossintéticas separadas: a
rota do acido chiquimico e a rota do acido malonico (Figura 1).

N
A partir da rota do
> acido chiquimico via
) fenilalanina
A partir da rota do
acido malénico
J
\ A cadeia de trés

carbonos

Figura 1: Estrutura do ndcleo fundamental dos flavonoides. Fonte: Taiz;
Zeiger, 2004.

Esses compostos contém em sua estrutura quimica variavel nimero de
grupos hidroxilas fendlico e excelentes propriedades de quelacdo de ferro e outros
metais de transicdo, que conferem grande capacidade antioxidante (Taiz; Zeiger,
2004).



Os flavonoides séo classificados em grupos, pelo grau de oxidacdo da
cadeia de trés carbonos: as antocianinas, as flavonas, os flavonois e as
isoflavonas. O esqueleto de carbono dos flavonoides pode ter varios substituintes.
Os grupos hidroxila estdo normalmente nas posi¢cGes quatro, cinco e sete, mas
também podem ser encontrados em outras posi¢cdes. Os acglcares sdao também
muito comuns e de fato, a maioria dos flavonoides ocorre naturalmente, como

glicosideos (Taiz; Zeiger, 2004).

Enquanto os grupos hidroxila e aglcares aumentam a solubilidade dos
flavonoides em &gua, outros substituintes, tais como éteres metilicos ou unidades
isopentilas modificadas tornam os flavonoides lipofilicos. Os tipos de flavonoides
(Figura 2) desempenham funcdes diversas nos vegetais, incluindo pigmentacéo e
defesas (Taiz;Zeiger, 2004).
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Figura 2: Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides. Fonte:
Marco et al., 2008.

As propriedades antirradicais livres sdo fundamentadas principalmente
pelos radicais hidroxila e superoxido, que sdo altamente reativos e estdo
envolvidos no inicio da cadeia de peroxidacdo lipidica, sendo capazes de
modificar a sintese de eicosanoides (com respostas anti-prostanoide e anti-
inflamatdria), de prevenir a agregacao de plaquetas (efeitos antitromboticos) e de

proteger as lipoproteinas de baixa densidade da oxidacéo.

A idade e o estadio de desenvolvimento da planta podem influenciar ndo
apenas na quantidade de metabdlitos secundarios produzidos, mas na proporcao
relativa destes compostos. Ha variacdes sazonais no conteldo de praticamente

todas as classes de metabdlitos secundarios como 6leos essenciais, lactonas



sesquiterpénicas, acidos fenolicos, flavonoides, cumarinas, saponinas, alcaloides,
taninos, graxas epicuticulares, iridoides, glucosinolatos e glicosideos cianogénicos
(Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

Silva et al. (2003) avaliaram a relacdo entre o estadio de desenvolvimento
e o teor de 6leo essencial de Ocimum basilicum. Foram realizadas colheitas aos
cinco e aos dez meses apés o plantio. Os autores afirmam que a maior

produtividade foi na colheita realizada aos dez meses ap0s o plantio.

A caléndula, pertencente a classe Equisetopsida, ordem Asterales, esta
inserida na familia das Asteraceae, sendo que o género Calendula tem o nome
derivado da palavra latina Calendae, que significa “primeiro dia de cada més”.
Neste género com 29 espécies (Mobot, 2010) esta incluida a Calendula officinalis
L. A planta é herbacea e amplamente cultivada em varios paises com fins
ornamentais, cosméticos e medicinais (Ramos et al., 1998). No Brasil é popular e
conhecida como malmequer e maravilha-dos-jardins. Tem como origem a regiao
do mar Mediterraneo (Silva Junior, 2006; Lorenzi; Matos, 2008), e atualmente é
considerada planta cosmopolita, ou seja, cultivada em varias partes da Terra,

inclusive o Brasil (Bertoni et al., 2006).

A planta é anual, varia de 30 a 60 cm de altura, com raizes fasciculadas,
ligeiramente amareladas e cilindricas; caule anguloso, curto e s6lido, ereto ou
prostrado, pubescente; as folhas séo ligeiramente denteadas, alternas, lanceoladas,
com pelos glandulares em ambas as faces, com 10 a 20 cm de comprimento e 1 a
4 cm de largura; bracteas involucrais com 7 a 15 cm de comprimento, revestidas
de longos pelos glandulares (PDR, 2000; WHO, 2002; Lorenzi; Matos, 2008).

As flores sdo dispostas em capitulos de 3 a 7 cm, envolvidas pelo
involucro de duas séries de bracteas. As flores da periferia estdo em formas
liguladas, pistiladas de 1,5 a 3,0 cm de comprimento e 0,5 a 0,7 cm de largura. As
corolas variam de amarelo-claro a alaranjado, com limbo tridentado, possuindo de
4 a 5 nervuras (Farmacopéia Brasileira, 2002). Possui odor caracteristico, de fraco
a forte, com sabor amargo e aromatico (PDR, 2000; WHO, 2002).

A caléndula é utilizada com fins cosméticos em cremes hidratantes,

produtos de pré e pos-exposicdo solar, pela quantidade de saponinas que a planta



possui e porque as gomas e mucilagens tém grande capacidade umectante (Nardi
et al., 1991). Possui acdo cicatrizante e antisséptica, é sudorifica, analgésica,
colagoga, anti-inflamatdria, antiviral, anti-emética, vasodilatadora e tonificante da
pele (Martins et al., 2004). De acordo com Pagnano et al. (2008), a tintura de
caléndula a 5% influencia positivamente na geracdo de novas células envolvidas
no processo cicatricial, os fibroblastos, propiciando resposta mais satisfatdria na
cicatrizagdo que o0s outros tratamentos aplicados sobre feridas cutaneas

experimentais em coelho.

Alguns constituintes quimicos da caléndula também estdo associados a
atividade tumoral (Elias et al., 1990). Jimenez-Medina et al. (2006) relataram que
0 extrato de caléndula ativado por raios laser (LACE) inibe o crescimento in vitro
de varias linhagens de células tumorais, além disso, possui atividade antitumoral
in vivo em ratos sem pélos. O extrato de caléndula induz a formagéo de vasos
sanguineos, resultado importante no processo de granulacdo (PDR, 2000; Schulz
et al., 2002). Resultados de Kalvatchev et al. (1997) indicam que o extrato

organico das flores possui interessante atividade anti-HIV.

A andlise de crescimento, segundo Magalhdes (1986), descreve as
condicdes morfofisiologicas da planta nos intervalos de tempo, permitindo
acompanhar a dinamica da produtividade, avaliada por meio de indices
fisiologicos e bioquimicos. A andlise de crescimento possibilita conhecer
fendmenos ecoldgicos do crescimento, como a adaptabilidade das espécies em
ecossistemas diversos, efeitos de competicdo, diferencas genotipicas da
capacidade produtiva e influéncia das praticas agronémicas sobre o crescimento.
A determinacdo da area foliar € importante, pois as folhas sdo as responsaveis pela

captacdo de energia solar e producao de matéria organica, através da fotossintese.

Desenvolvimento e crescimento das plantas sdo processos independentes,
que podem ocorrer simultaneamente ou ndo (Wilhelm; McMaster, 1995).
Desenvolvimento refere-se a diferenciacdo celular, iniciacdo e aparecimento de
Orgaos, e se estende até a senescéncia da cultura, enquanto que crescimento € o
aumento irreversivel de grandezas fisicas como massa, area, altura, diametro e
volume (Hodges, 1991; Wilhelm; McMaster, 1995). Como exemplo de variaveis

de desenvolvimento, tem-se a velocidade de emissdao de folhas, que, ao ser



integrada no tempo, fornece o nimero de folhas acumuladas na haste principal, a
qual é uma excelente medida de desenvolvimento vegetal (Streck, 2002).

Variacbes temporais e espaciais no conteddo total, bem como as
proporcdes relativas de metabolitos secundarios em plantas ocorrem em varios
niveis (sazonais e diérias; interplanta, inter e intraespecifica) e, apesar do controle
genético, na expressdo pode haver modificacBes resultantes da interagcdo de
processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos. Os metabolitos
secundarios representam a interface quimica entre as plantas e o ambiente
circundante, significando que a sintese é frequentemente afetada por condigcdes
ambientais (Gobbo Neto; Lopes, 2007).

Vérios fatores influenciam a qualidade da planta e a producdo de
metabolitos secundarios na colheita. A época em que a planta é coletada é de
grande importancia, visto que a quantidade e a natureza dos constituintes ativos
sdo variaveis. Assim, a epoca propicia significa quantidade maxima de
metabolitos secundarios, além de qualidade da parte coletada. A colheita de
plantas medicinais e aromaticas tem particularidades diferenciando das outras
culturas, pois objetiva conciliar a maxima producao de biomassa com 0 maior teor
do composto ativo da espécie. Martins et al. (2004) enfatizaram o empirismo
quanto a determinacdo do momento adequado de colheita de plantas medicinais e
aromaticas, enquanto que Von Hertwig (1991) recomenda, nas espécies de alto
valor comercial, a coleta de amostras espacadas no tempo e a realizacdo de
analises que identifiguem o maior teor de principios ativos ou 0 momento propicio

da coleta.

A época ideal de colheita de espécies medicinais produtoras de flores é
bastante variavel. S&o colhidos botGes florais, ainda fechados, como em Arnica
Montana Hook.; semiabertos, como em malva (Malva sylvestris L.), e até flores
completamente abertas, como em Chamomilla recutita (L.) Rauschert, (Mattos,
1996). Portanto, deve ser levado em conta os teores de compostos farmaco nas

estruturas reprodutivas de cada espécie.

Pela variabilidade de substdncias que a caléndula possui, € importante
estabelecer procedimentos corretos em relagdo ao cultivo, priorizando a produgéo

de grande quantidade de droga vegetal com niveis satisfatérios dos compostos
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ativos, de modo que possa ser utilizada pelos Programas de Fitoterapia com

seguranga e eficacia.

As plantas estdo adaptadas a uma enorme variagdo na incidéncia luminosa.
H& crescente preocupacdo com os efeitos do aumento de radiacdo ultravioleta
(UVB, 280-320 nm), decorrente da deplecdo da camada de ozdnio. Ha correlacao
positiva bem estabelecida entre intensidade de radiacdo solar e a producdo de
metabdlitos secundarios. Os flavonoides propiciam protecdo contra a foto-
destruicdo ao absorver ou dissipar a energia solar, dificultando assim a
danificacdo dos tecidos mais internos pela radiacdo UVB (Gobbo - Neto; Lopes,
2006).

Diante do contexto e considerando poucos 0s estudos sobre o melhor
momento para a realizacdo da colheita da caléndula visando a qualidade e teor
total de flavonoides além de conhecer a epoca de maior produtividade dos
capitulos florais da espécie, realizou-se esse trabalho, para que a coleta da espécie

seja feita de forma eficiente e viavel.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. As sementes

Sementes de caléndula comerciais foram adquiridas livres de defensivo
(sementes nuas), da marca Isla, cultivar bonina dobrada sortida, lote: 28442;

origem: Franca; porcentagem de germinacdo 75% e pureza 99,1%.

2.2. Escolha dos tratamentos

Os tratamentos foram escolhidos de acordo com a abertura do botéo floral
da caléndula e da longevidade dos capitulos. A medida que as inflorescéncias

comegavam a se abrir, cada capitulo foi marcado com fita colorida diferenciada
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das demais no momento da colheita. Foi devidamente documentado o dia de
abertura e da colheita de cada inflorescéncia.

2.3. Semeadura e plantio das mudas

A semeadura foi feita em julho de 2011, em bandeja de isopor com 128
células (40 cm® por célula), usando substrato comercial Tropstrato HA
Hortalicas®, sendo realizada a 1,0 cm de profundidade com a distribuicdo de duas
sementes de caléndula por célula. Decorridos dez dias foi realizado o desbaste,
deixando uma planta por célula. As caracteristicas do substrato comercial
utilizado constam da Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas do substrato comercial Tropstrato HA Hortalicas®
fornecida no site da empresa fabricante.

1 - . . " pH CE (MS/cm)
Umidade* CI;,/A Dégss;dsaeg: g:?g'g;?ga Proporgéo agua: Proporcéo
(% plp) D /S) Kg/m® Kg/m® substrato agua:substrato
1,5:1 5:1** 1,5:1 5:1**
60 130 200 500 5,8(+)0,3 | 58()0,3 | 1,5(+)0,3 | 0,5(%)0,3

ICRA= Capacidade de retengdo de &gua. * De acordo com a metodologia da IN 17/2007 do MAPA, **
Proporcéo de agua destilada adicionada por volume de substrato na determinacdo do pH e Condutividade
Elétrica (CE). Natureza fisica: Sélido (sem especificacdo granulométrica).

Fonte: http://www.vidaverde.agr.br/produtos.htm

Um més apos a semeadura, as mudas foram transplantadas aos vasos com
capacidade de nove litros da mistura, sendo colocadas duas mudas por vaso. Foi
realizada a mistura de solo (terra pura), esterco bovino curtido e areia. As analises

do solo puro e da mistura de solo constam da Tabela 2.

Tabela 2 - Analise do solo puro e substrato formulado (solo + esterco bovino
curtido + areia, na proporcdo de 3: 2: 1) utilizado no cultivo de caléndula em
Vicosa, MG, realizada no Laboratério de Fisica do Solo do Departamento de
Solos da Universidade Federal de Vicosa.

Tipos de solo pH P K Cca® Mg AP H+Al SB CTC() V m MO
mg dm? cmolcdm™ %----- dag kg

Solo (terra pura) 465 21 22 043 013 088 89 0,62 15 6,5 58,7 232
Substrato 6,81 120,2 1027 157 081 O 42 501 501 544 0 5,02

formulado (3:2:1)




2.4. Conducéo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vicosa, no municipio de Vigosa, na Zona
da Mata Mineira, com classificacdo climatica, segundo Koppen (1948) tipo
“Cwa” e coordenadas geograficas 42° 52°W e 42° 50°’W de longitude e 20° 44’S e
20° 47°S de latitude, Brasil, no periodo de julho a dezembro de 2011. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos e cinco
repeticdes. Cada unidade experimental constituiu-se de um vaso, totalizando 25

unidades experimentais. Os tratamentos foram:

1
2
3
4
5

0 dias ap6s a antese (DAA);

3 dias apos a antese;

6 dias apos a antese;

9 dias ap0s a antese;

12 dias apds a antese.

Quando as plantas completaram uma semana de plantio foram iniciadas as
avaliacGes semanais. Apos um més do transplantio as plantas iniciaram a floracao,

e também a marcacéo das flores.

Os capitulos foram colhidos diariamente desde o inicio da floragéo, logo
apos a abertura da inflorescéncia, com o tempo seco, no periodo da manha,

durante trés meses, assim como recomendado por Pinto e Bertolucci (2002).

A umidade do substrato nos vasos foi mantida, permanentemente, proxima
a capacidade de campo por meio de irrigacbes. Os indices de radiacdo e
temperatura da cidade de Vicosa no periodo de condugdo do experimento contam

nas Figuras 1 e 2:
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Figura 1-Temperatura média no periodo entre 01 de Agosto de 2011 a 01

de Dezembro de 2011 em Vigosa-MG. Fonte: INMET
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Figura 2 - Radiacdo média no periodo entre 01 de Agosto de 2011 a 01 de

Dezembro de 2011 em Vicosa-MG. Fonte: INMET

O controle de plantas espontaneas foi manual e periddico visando reduzir

0s impactos que possivelmente poderiam causar as plantas, pois 0 menor contato

do solo com a parte aérea das plantas minimiza a contaminacdo microbioldgica

(Martins et al., 2004), proporcionando melhor qualidade sanitaria dos capitulos

colhidos.

No cultivo de caléndula o ataque de pulgbes é muito comum e foi

realizado o controle manual, ou seja, a retirada manual dos pulgbes. Além disso,

foi feita a aplicacdo do preparado homeopatico Staphysagria 6CH, que de acordo
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com Brunini e Arenales (1993), aumenta a resisténcia das plantas ao pulgdo e
ocasiona melhor condicdo geral. Além disso, esse preparado homeopatico pode
ser recomendado nos disturbios fisiolégicos das plantas. N&o foi possivel a
retirada completa dos pulgbes, no entanto, as plantas de caléndula conseguiram
conviver bem com a populagdo desses insetos sem danos maiores, Vvisto que a
producdo de compostos farmaco-ativos das plantas medicinais tem como
destacada funcéo, a protegéo contra ataque de pragas.

2.5. Variaveis

As avaliagfes semanais e finais foram feitas com o objetivo de
acompanhar o crescimento das plantas de acordo com as fases de

desenvolvimento.

As variaveis foram: numero de folhas, diametro do caule (mm) e altura das
plantas (mm), medidas com paquimetro digital marca Starrett 727, area foliar
(cm?) (AF), peso das inflorescéncias frescas (g) (PFFL), peso das inflorescencias
secas (g) (PSFL), peso do caule fresco (g) (PFC), peso do caule seco (g) (PSC),
peso das folhas frescas (g) (PFF), peso das folhas secas (g) (PSF) e teor de
flavonoides totais (%) (TTF). A massa do caule seco e das folhas foi obtida por
meio de secagem em estufa de circulacédo forcada de ar a 75°C, até peso constante.
A massa das inflorescéncias secas foi avaliada ap0s a secagem em estufa de
circulacdo forcada de ar a 40°C. A érea foliar foi estimada por meio do medidor
LI-Cor (modelo LI-3000). Os dados obtidos foram submetidos a analise de

regressdo utilizando o programa estatistico SAEG.

2.6.Teor de Flavonoides Totais

A extracdo dos flavonoides foi realizada no Laboratério de Biodiversidade
do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Vigosa no periodo de
janeiro de 2012.
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Apds secagem e pesagem, as inflorescéncias foram submetidas a
manipulacdo e separadas de acordo com o que a Farmacopéia Brasileira 42 Ed.
(Farmacopéia Brasileira, 2002) preconiza como droga de Calendula officinalis:
“A droga vegetal consiste de flores liguladas inteiras ou trituradas, acompanhadas
de escassas flores tubulosas, separadas do receptaculo e das brécteas involucrais,
secas”. Depois da separagdo, foi moida em moinho de facas, obtendo a droga

vegetal pulverizada com granulometria menor ou igual a 0,8 mm.

O teor de flavonoides foi determinado conforme a monografia de
caléndula descrita na farmacopéia brasileira (Farmacopéia Brasileira, 2002), com
algumas modificacbes. Todo o procedimento foi realizado em triplicata,
totalizando assim 75 amostras.

Foram pesados 0,4 g da droga pulverizada (flores de caléndula moidas) e
colocadas em um baldo de fundo achatado de 500 mL. Foi acrescentado 1 mL da
solugéo aquosa de hexametilenotetramina a 0,5% (p/v), 20 mL de acetonae 2 mL
de é&cido cloridrico. Essa mistura foi aquecida sob refluxo por 30 minutos. A
amostra foi filtrada em algodéo, em baldo volumétrico de 100 mL, e o residuo da
droga retornado juntamente com o algoddo ao mesmo baldo de fundo achatado,
adicionando mais 20 mL de acetona e levado em refluxo por mais 10 minutos.
Esse procedimento foi repetido duas vezes. Apds o resfriamento a solucdo foi
filtrada no mesmo baldo volumétrico de 100 mL. Apds essa primeira extracdo, o
volume do baldo foi completado com acetona. Assim, foi obtido o extrato

cetdnico de caléndula.

A segunda etapa para a obtencdo do extrato flavonico foi feita em funil de
separacdo, tratando 20 mL do extrato aceténico com 20 mL de agua e em seguida,
foram extraidos 15 mL de acetato de etila (por particdo), repetindo esse
procedimento trés vezes, com porcbes de 10 mL de acetato de etila.
Posteriormente, a fracdo em acetato de etila foi lavada com duas por¢oes de agua
destilada, transferindo essa nova solucdo do acetato de etila ao baldo volumétrico
de 50 mL, e o volume completado com acetato de etila (solu¢do-mée, SM). Com

essa nova etapa foi obtido o extrato flavénico da caléndula.

Na ultima etapa de extracdo, foram pipetados 10 mL da solucdo flavonica

de caléndula juntamente com 1 mL do reagente de cloreto de aluminio (foi
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dissolvido 1g de cloreto de aluminio com solugdo metanolica de acido acético a

5% -v/v- em baldo volumétrico de 50 mL e completado o volume.

Na leitura em espectrofotdmetro o controle foi preparado diluindo 10 mL
do extrato flavonico em 25 mL em baldo volumétrico com solu¢do metandlica de
acido acético a 5% (v/v). Apds 30 minutos, foi medida a absorvancia da solucéo a
425 nm, em cubeta de 1 cm, utilizando o controle no ajuste do zero.

A porcentagem de flavonoides foi calculada de acordo com a seguinte

formula;

A X 62.500
500 X m X (100 — PD)

TTF (%;p/p) =

Onde:
A= absorvancia medida;
m= massa da droga (Q);
PD= perda por dessecacéo (%; p/p).

A perda por dessecacdo foi realizada em secagem direta em estufa a
105°C. Foi pesado 2g da amostra da caléndula moida em placas de petri
previamente pesadas e taradas e aquecidas em estufa de circulacdo forcada a
105°C por quatro horas, em seguida foi pesada a amostra que foi levada

novamente em estufa até peso constante.
O calculo de perda por dessecacdo foi feito por meio da seguinte formula:

D_100><N
P

Onde:

N= gramas de umidade (perda de massa em g);

P= gramas da amostra.

O resultado é expresso em porcentagem (p/p) de flavonoides calculados

como hiperosideo (Ca1H20012).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Algumas variaveis foram avaliadas somente ao final do experimento, pois
seriam avaliacGes destrutivas das plantas. Foi realizada a estatistica descritiva dos
dados observados (Tabela 3).

Tabela 3 — Estatistica Descritiva dos Dados Observados:

Variavel Média Desvio CV(%) Valor minimo Valor Maximo
AF (cm?) 4466,7 1322,9 29,6 2059,5 7201,2
PFF (g) 184,7 74,1 40,1 52,3 378,7

PSF (9) 28,2 5,2 18,5 16,6 42,0

PFC (g) 187,0 38,1 20,4 110,4 258,1
PSC (9) 35,8 9,5 26,5 12,4 53,9
PFFL (g) 127,1 54,5 42,8 35,7 233,3
PSFL (g) 19,8 4,7 23,7 10,8 30,3

AF= Area Foliar; PFF= Peso da Folha Fresca; PSF= Peso da Folha Seca; PFC= Peso do Caule
Fresco; PSC= Peso do Caule Seco; PFFL=Peso da Inflorescéncia Fresca; PSFL= Peso da
Inflorescéncia Seca.

Pode-se observar o comportamento geral das plantas através dessas
variaveis. Em relacdo ao peso das folhas e caule secos, observou-se que houve
acumulo de biomassa ao longo do periodo avaliado, porém a planta é constituida
de grande quantidade de agua. A éarea foliar demonstra grande area
fotossinteticamente ativa que a planta possui, sendo que o solo pode ter
influenciado positivamente no aumento do niumero de folhas e consequentente na

area foliar, além da disponibilidade de agua.

Bertolino et al. (2001), utilizando trés tipos de diasporos (alado, navicular
e orbicular alado) verificaram que as plantas de caléndula provenientes de
diasporos alados foram as mais altas (25,87 cm) e de maior area foliar (715 cm?),

aos 75 dias apos o transplantio.

A planta de caléndula cresceu exponencialmente ao longo do tempo
(Figura 3), sendo que a altura alcangou 0 maximo (aproximadamente 37,0 cm) aos
53 dias apds o transplantio e depois houve estabilidade de crescimento. De acordo
com Gomes et al. (2006) as alturas das plantas de caléndula aumentaram
linearmente no periodo em estudo. A altura maxima média aos 120 dias ap0s o
transplantio foi 34,02 cm. Os resultados foram coerentes com Vieira et al. (1999),

que constataram alturas médias de 29,9 a 39,9 cm em plantas de caléndula
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submetidas & adubacdo com foésforo e cama-de-aviario, no entanto,foi observado o
crescimento linear no periodo de estudo de 90 dias de ciclo; e com Moreira (2002)
que encontrou variagoes de 28,82 a 39,24 cm em plantas submetidas a cinco doses
de nitrogénio e fésforo. O valor observado no presente trabalho e dos autores
citados, séo coerentes com aqueles obtidos por Sigedar et al. (1991) e citados por
Martins et al. (1994), de que as plantas de caléndula podem alcancar até 45 cm de

altura.

Altura da planta de Caléndula

500 1 A 383,4324
Y = Somoen
—(x-38,3954 ]

[ 7,015
400 1+e

R?=0,98

300 A

200 A

Altura (mm)

100 -

0 7 14 21 28 35 42 49 656 63 70 77 84 91

Dias Apods o Transplantio

Figura 3- Altura da planta (mm) de caléndula (Calendula officinalis L.) durante o

periodo de crescimento.

O inicio da floracdo coincidiu com o periodo de crescimento
(aproximadamente 15 dias ap0s o transplantio) e favoreceu o crescimento das
plantas em altura, devido a emissdo de grande nimero de inflorescéncias, que séo
caracteristicas da espécie (Ferri, 1986). Pelo fato das plantas de caléndula
continuarem crescendo mesmo apos o inicio da floracdo, indica que nessa espécie,
a fase vegetativa e reprodutiva podem ocorrer simultaneamente. Fato semelhante
foi observado por Bertolino et al. (2001), em plantas de camomila (Matricaria

chamomilla) e por Castellani (1997), em Tropaeolum majus L.

Em relacdo ao didmetro do caule, foi observado o maior diametro com 60

dias apo6s o transplantio, medindo 20,0 cm. De acordo com a Figura 4, o didmetro
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do caule continuou aumentando ao longo do tempo, e aos 60 dias apOs o
transplantio ainda ndo atingiu o maximo. Seria necessdrio mais tempo de
observacio até detectar o maior didmetro. E importante relacionar o didmetro do
caule com o crescimento da planta, pois este deve aumentar ao longo do
crescimento do vegetal. O crescimento radial do caule € necessario como
sustentacdo forte da parte aérea. Em alguns casos hd o acimulo de reservas nos
caules, e a translocacdo de fotoassimilados deve ocorrer de forma constante
visando a manutencgdo das atividades vitais da planta. Através do caule as plantas
absorvem &gua e nutrientes provenientes do solo e assim, continuam o

crescimento.

Diametro do caule de Caléndula
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Figura 4- Diametro do caule (mm) de caléndula (Calendula officinalis L.) durante

0 periodo de crescimento.

O numero de folhas da caléndula aumentou exponencialmente (Figura 5) e
teve desempenho semelhante ao didmetro do caule, sendo que aproximadamente
aos 44 dias houve estabilidade no aumento das folhas. As folhas sdo um
importante fator da producdo e determina o uso da &gua pelas plantas. Essa

varidvel é de extrema importancia visto que estd intimamente ligada com a
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atividade fotossintética. Durante o desenvolvimento das plantas, a atividade
fotossintética por area foliar aumenta com a idade da folha, até a sua expanséo
maxima, decrescendo apos, até a sua senescéncia (Pimentel; Rossielo, 1995). Se
no vegetal ndo ha sinais de senescéncia e estando o solo na capacidade de campo,
o fornecimento de nitrogénio as folhas ocorrerd normalmente, aumentando assim
a taxa fotossintética da planta e consequentemente o crescimento. Berman e Pal
(1994) observaram que o maior nimero de folhas por planta em caléndula foi
146,10, com a utilizacdo de 40 g m? de nitrogénio mineral, o que nio foi
observado no presente trabalho, ja que ndo houve aplicacdo de nitrogénio no solo,

e apenas a adubacéo organica.
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Figura 5- NUmero de folhas de caléndula (Calendula officinalis L.) durante o

periodo de crescimento.

N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos em relacdo ao peso
das inflorescéncias secas, no entanto, o peso de inflorescéncia fresca diferiu
estatisticamente entre os tratamentos. A média do peso dos capitulos florais secos
foi mantida aproximadamente igual entre os tratamentos o que pode demonstrar
menor acréscimo de massa durante o periodo de crescimento da inflorescéncia
(Figura 6B).

A produtividade de capitulos de caléndula em gramas por planta consta da

figura 6. A maior produtividade de inflorescéncias ocorreu aos zero dias apos a
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antese (DAA), ou seja, logo ap6s a antese, implicando em diminuigdo
consideravel da perda de caracteristicas importantes dessas flores. Este fato sugere
também que ao longo do tempo a produtividade diminui, pois h& grande perda de
partes ou total das flores, consequéncia do inicio do processo de senescéncia das
flores, provocando perdas gradativas nas caracteristicas qualitativas, como cor,
aparéncia e integridade (Figura 6A). Na ultima época de colheita (12 DAA) foi
evidente a queda das flores liguladas e o envelhecimento generalizado da flor,

iniciando assim, o processo de formacdo das sementes.
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Figura 6- Peso (g) dos capitulos florais frescos (A) e secos (B) de caléndula

(Calendula officinalis L.) em cinco épocas de colheita.

Com base nos resultados das inflorescéncias, a caléndula € considerada
espécie de ciclo curto e deve ser colhida no tempo exato, ou seja, logo apés a
abertura da flor, evitando perdas que poderiam afetar a qualidade da matéria

prima. A aplicacdo de praticas de pos-colheita aumentaria o periodo de
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conservacdo das propriedades organolépticas dessas flores. Os objetivos das
praticas de pos-colheita sdo a manutencdo da qualidade, aumento da durabilidade
e reducdo de perdas das inflorescéncias apds a colheita. Os principais
procedimentos pos-colheita das flores sdo resfriamento, limpeza, hidratagdo,
classificagdo e embalagem (Loges et al.,, 2005). No entanto, em plantas
medicinais, as praticas de pds-colheita sdo mais simples, em caléndula seria
resumida a secagem das flores. A secagem tem como objetivo impedir a
deterioracdo por meio da reducdo do teor de &gua da matéria prima, atuando
negativamente na acdo das enzimas, pela desidratacdo (Martins et al., 2004) e
pode ser feita natural ou artificialmente.

De acordo com Pedroni et al. (2002), a duragdo da flor é o balanco entre o
tempo que fica exposta aos polinizadores, o custo de sua produc¢do e manutencao e
o risco de ser parasitada. Flores de curta duracdo devem ocorrer em plantas onde é
alta a probabilidade de serem visitadas no mesmo dia e ficarem rapidamente
saturadas com polen suficiente de modo a produzir muitas sementes (Primack,
1985).

Moreira et al. (2005), verificaram que a massa dos capitulos florais secos
de caléndula variou em funcdo das doses de P, sendo a méaxima (4,70 g vaso™)
obtida com o uso de 271,7 mg vaso " de P. J4 a massa dos capitulos florais secos
variou com funcdo das doses de N, sendo a maxima (0,52 g vaso™) obtida sob

dose de 199,2 mg vaso™ de N.

O maior teor total de flavonoides na caléndula foi constatado aos 3,04 dias
apos a antese, totalizando aproximadamente 0,70% de flavonoides totais (Figura
7), calculados como hiperosideo (C21H20012). De acordo com a monografia da
caléndula, descrita na farmacopéia brasileira (Farmacopéia Brasileira, 2002) a
droga vegetal da caléndula consiste de flores liguladas inteiras ou trituradas,
juntamente de escassas flores tubulosas, separadas do receptaculo e das bracteas
involucrais, secas. N&o deve conter menos de 0,4% de flavonoides totais,
calculados como hiperosideo (Cz1H20012) em relagdo a amostra dessecada.
Portanto, no presente trabalho todas as amostras de caléndula produzidas atendem

o limite preconizado pela farmacopéia.
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Teor Total de Flavonoides em flores de caléndula
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Figura 7- Teor total de flavonoides em capitulos florais de caléndula (Calendula

officinalis L.) em cinco épocas de colheita.

Houve comportamento quadratico na curva de flavonoides, 0 que permite
inferir que logo quando as flores abriram ndo estavam na capacidade maxima de
producdo. Na proxima data foi possivel observar maior producéo de flavonoides
pela planta. Isso pode ser explicado pela grande atividade biossintética dos tecidos
mais jovens, aumentando assim a producdo de varios compostos, dentre eles 0s
flavonoides. Todavia, com o inicio da senescéncia das flores, diminuiu
gradativamente o acumulo de flavonoides. Mesmo assim, na ultima data de
avaliacdo (aos 12 dias apds a antese) ainda foram constatadas quantidades
suficientes de flavonoides (aproximadamente 0,53%) na forma de hiperosideos

possibilitando a caléndula ser classificada como droga vegetal.

Bartolo et al. (2009) estudando laminas de irrigacdo em caléndula
submetidas ao estresse hidrico, observaram que a variagdo na disponibilidade
hidrica testada no experimento ndo foi suficiente em promover o
redirecionamento de carbono fixado fotossinteticamente da sintese de metabdlitos
primarios, tais como celulose, lipideos e proteinas, até a sintese de metabolitos

secundarios, como os flavonoides.
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Em relacdo aos flavonoides da caléndula, estdo na faixa de 0,88 e 0,33%
de flavonoides totais em flores liguladas e receptéculos respectivamente (Hadson,
1985). Segundo Masterova (1991), os flavonoides glicosidicos sdo os principais

constituintes com efeito anti-inflamatério da caléndula.

A época de colheita de folhas de Tournefortia paniculata Cham promoveu
variagdes nos teores médios de flavonoides, demonstrando que a producgdo destes
constituintes pode estar restrita a algum estagio especifico do desenvolvimento da
planta ou a determinadas condicfes ecoldgicas ou ambientais (Moraes et al.,
2007).

Leite et al. (2005), em cultivo com vérias doses de adubo organico,
observaram a producdo de 0,52% de flavonoides com 60 t ha™, no entanto
ressaltaram que acima desta propor¢do pode aumentar a ocorréncia de ataque de
pulgdes e outros artropodes a cultura. Resultado este que se comparado ao
presente trabalho, mostra que com grande quantidade de adubo organico o teor de
flavonoides fica préximo do menor teor encontrado. Aradjo et al. (2009)
utilizaram cobertura morta associada a niveis crescentes de adubacdo organica e
obtiveram valores de 0,70% de flavonoides com 59 t ha™ de composto organico.
Utilizando adubacdo quimica associada a cobertura morta Borella et al. (2011)
observaram a producdo maxima de 0,79% de teor total de flavonoides e 0,70%
utilizando adubacgdo organica associada a cobertura morta. O TTF quando esses
autores avaliaram seus tratamentos estiveram dentro daquele intervalo encontrado

neste trabalho.

Na maioria dos trabalhos encontrados relacionados com o teor de
flavonoides foi aplicado algum tipo de tratamento visando o aumento da producéo
desse metabolito. No entanto, no presente trabalho isso ndo ocorreu, isto é, para a
caléndula os tratamentos se referiam apenas a época de colheita dos capitulos
florais, e mesmo assim altos indices de teor total de flavonoides foram
encontrados, o que demonstra que nem sempre é necessaria a aplicacdo de grandes
quantidades de adubacdo organica na producdo de flavonoides. Apenas com boa
conducdo e corretos tratos culturais é possivel produzir grandes quantidades de
metabolitos secundarios em plantas medicinais e assim serem classificadas como

drogas vegetais.
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Segundo Andrade et al. (1999) ha algumas recomendagdes quanto a
determinacdo do ponto ideal de colheita, as quais podem variar devido a
caracteristicas particulares de cada espécie. Assim, se a parte colhida séo as flores,
0 ponto ideal de colheita serd no inicio da floragao.

Portanto, com base nos resultados a melhor época de colheita de capitulos
florais de caléndula visando a producao de flavonoides é trés dias apds a antese.
Objetivando maior produtividade de capitulos, tdo logo ocorra a abertura dos
botdes florais a colheita deve ser realizada. A melhor época de colheita dependera
da finalidade.

4. CONCLUSAO

Como as inflorescéncias de caléndula sdo amplamente requisitadas pela
industria farmacéutica, foi estabelecida uma melhor época para a colheita dessas
inflorescéncias para que as mesmas possuam alto teor de flavonoides. Quando a
area de cultivo é muito extensa é inviavel a realizacdo de coletas diarias das
inflorescéncias da caléndula. Diante dos resultados, a melhor indicacdo de época
de colheita é a cada trés dias, sendo que assim ha garantia para o produtor de que
nesse periodo de colheita havera flores com méxima produtividade e teor total de

flavonoides.
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