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RESUMO

FONSECA, Maira Christina Marques, M.S., Universidade Federal de Vigosa, agosto
de 2001. Crescimento, composicao do oleo essencid, teores de dleo e de
tanino em Porophyllum ruderale (Jacq.) Cassini. Orientador: Vicente

Wagner Dias Casali. Conselheiros: Luiz Claudio de Almeida Barbosa e Glauco
Vieira Miranda.

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Federal de Vigosa, no

periodo de junho de 2000 a maio de 2001, visando estudar caracteristicas de

crescimento, fenologia e fitoquimica da espécie Porophyllum ruderale (Jacq.)
Cassini. O crescimento foi quantificado pela area foliar, matéria fresca e seca da
parte aérea, numero de nds e altura da planta. Na caracterizagao fenologica
determinou-se o nimero de folhas, o nimero de glandulas foliares e o niimero de
botdes florais. O acompanhamento fitoquimico, visando o dleo essencial e o tanino,
foi feito em duas épocas do ano. No primeiro experimento (junho a outubro de 2000)
realizowse a colheita em tré€s horarios (7, 13 e 18 horas) seguida da andlise
fitoquimica. No segundo experimento (fevereiro a maio de 2001) realizowse a
colheita em cinco épocas, também seguida de analise fitoquimica. As folhas frescas
de cada parcela (horarios e épocas de colheita) foram submetidas a extragdo de 6leo
essencial por meio de destilagdo a vapor em aparelho Clevenger modificado. O 6leo
essencial foi analisado em cromatografo a gas. No periodo de pré-floracao, o
contetido de 6leo essencial das folhas foi maior do que quando comparado com as
outras fases da planta. Nos botdes florais, o teor foi maior na fase de floragao.

O oleo essencial foi composto de mistura complexa de terpenos, de acordo
com os tempos de retengdo e as massas moleculares dos compostos analisados. O
maior teor de tanino foi observado na colheita realizada & 18 horas (primeiro
experimento) e aos 120 dias apds o plantio (segundo experimento). Houve aumento

continuo do teor de tanino com o desenvolvimento das plantas.
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ABSTRACT

FONSECA, Maira Christina Marques, M.S., Universidade Federal de Vigosa, agosto
de 2001. Growth, composition of essential oil, yield of oil and tanin in
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cassini. Adviser: Vicente Wagner Dias Casali.

Committee members: Luiz Claudio de Almeida Barbosa e Glauco Vieira Miranda.

The experiments were conducted in the Federal University of Vigosa, during
the period of June 2000 to May 2001, aiming to study the characteristics of growth,
phenology and phytochemistry of Porophyllum ruderale specie. The growth was
quantified by leaf area, fresh and dried matter of aerial part, number of rode and
height of the plant. During the phenology, characterization of the number of leaves,
leaf glands and flowers buds were determined. The phytochemistry accompaniment,
aiming the essential oil and tannin, was done in two seasons of the year. The first
experiment occurred from July to October 2000 (summer) and the harvest was done
in three times (7 am, 1 pm, and 6 pm) followed by phytochemical analysis. The
second experiment was done from February to May 2001 (winter) and the harvest
occurred in five different ages of the plant, followed by the phytochemical analysis.
The fresh leaves of each harvest (done by pre determinate time and by the age of the
plant) were submitted to essential oil extraction using water vapor distillation by
modified Clevenger equipment. The essential oil was analyzed using gas
chromatography. During the pre flowering period, the essential oil content in the
leaves was higher than in other periods of the plant’s life. In the flower bud, the
higher production was in full flowering age. The essential oil was extracted by
complex moisture of terpenes, according to the time of retention and molecular mass
of the analyzed components. The higher concentration of tannin was observed when
the harvest was done at 6 pm. (for the first experiment) and at 120 days after the
sowing (for the second experiment). The concentration of tannin was continuous

with the development of the plant.



“O Senhor produziu da terra os medicamentos. O homem sensato ndo os desprezara”.

(Eclesiastes)

“Uma erva daninha ¢ qualquer planta cujas virtudes ainda nio foram descobertas...”

(' Guia devocional No Cenaculo)

vi



INTRODUCAO

Acredita-se que a utilizacdo de plantas medicinais seja pratica to antiga quanto
a existéncia do proprio homem (MARTINS et al., 1996).

As propriedades curativas das plantas constituiram durante séculos a base
terapéutica. Em papirus datando de 2000 anos A.C., sdo relatados os usos de plantas
medicinais no Egito. No inicio da Era Cristd, jardins de plantas condimentares e

medicinais foram estabelecidos em varias partes da Europa (BALBAA, 1983).

As plantas sintetizam compostos quimicos a partir de nutrientes, agua e luz.
Muitos destes compostos ou grupos deles podem provocar reacoes nos organismos; sio
os chamados principios biologicamente ativos, podendo ser toxicos ou ndo, dependendo
da dosagem em que tais compostos venham a ser utilizados. Assim, na fitoterapia e na
indtstria farmacéutica, planta medicinal pode ser definida como aquela que contém um
ou mais principios ativos, conferindo-lhe(s) atividade terapéutica (MARTINS et al.,
1996).

Diante da possibilidade de descoberta de novos compostos com atividade
terapéutica ou da busca de formulagdes mais simples, com menor custo e, portanto,
mais acessiveis amaioria da populacdo, a Organizacdo Mundial da Saiude (O.M.S.), em
1978, recomendou a seus paises membros que desenvolvessem pesquisa visando o
estudo da flora medicinal. Atendendo a esse apelo, o Ministério da Satide, no Brasil,
baixou a Portaria ntimero 212 (11/09/81), sobre “Diretrizes e Prioridades em Saude”,
em que se incluiu o estudo multidisciplinar ce plantas medicinais (MING, 1994). Em
1988, a Comissao Interministerial de Planejamento e Coordenaco (CIPLAN) resolveu
implantar a fitoterapia nos servigos de saude publica como pratica oficial da medicina
(SCHEFFER, 1996).

ALMASSY JUNIOR (2000) citou que existem, atualmente, mais de 2000
programas governamentais de ado¢do da fitoterapia no atendimento aos usuarios do
Sistema Unico de Satide (SUS). Dessa maneira, os processos referentes a cadeia
produtiva tornam-se de extrema importancia, pois influenciam diretamente a qualidade
e a quantidade de principios ativos do produto a ser comercializado.

Muitas plantas possuem compostos economicamente importantes, como 06leos,
resinas, taninos, borracha natural, gomas, ceras e tinturas (BALANDRIN et al., 1985).

Estima-se que a producdo brasileira de 6leos essenciais corresponda a 13,15% da



producgdo mundial em toneladas, sendo responsavel pela receita de 45 milhoes de
dolares anuais (VERLET, 1993).

As potencialidades do uso das plantas medicinais podem ser avaliadas com base
no exemplo da China. Este pais mantém 400.000 hectares cultivados com plantas
medicinais, permitindo a existéncia de 800 industrias farmacéuticas nacionais. Elas
empregam 80.000 trabalhadores, produzindo cerca de 2.000 variedades de
medicamentos. Essa cifra se eleva a 220.000 pessoas quando se considera o
envolvimento com plantio, processamento e distribuigdo de ervas medicinais
(ELYSABETSKY, 1986).

Estima-se que das 250.000 espécies de plantas existentes no planeta, 35.000 a
70.000 tém sido utilizadas com proposito medicinal por alguma cultura. O nimero de
espécies nativas do Brasil ¢ de aproximadamente 120.000, sendo recente o
desenvolvimento da fitoquimica moderna brasileira.

Porophyllum ruderale é uma espécie nativa distribuida em todas as regides do
Brasil. Tem sido largamente utilizada na medicina popular, no entanto, poucas espécies
deste género tém sido estudadas quimicamente.

O presente trabalho visou obter informagoes sobre Porophyllum ruderale (Jacq.)
Cassini, planta brasileira pouco estudada, em relagdo ao seu crescimento e aprodugo

de dois dos principios ativos: taninos e terpenos (6leo essencial).



REVISAO DE LITERATURA

Caracteristicas gerais da espécie

Aspectos taxonomicos e morfologicos

A espécie Porophyllum ruderale (Jacq.) Cassini, planta ruderal e aromatica,
pertence afamilia Asteraceae.

Dentre os nomes comuns encontram-se varias sinonimias, quais sejam: couve-
cravinho, erva-fresca, erva-de-veado, amica-brasileira, arica-do-campo, arruda -de-
galinha, cravo-de-urubu e picio-branco.

Considera-se seu lugar de origem a América do Sul, sendo amplamente
distribuida por todas as regides do Brasil (Parand, Santa Catarina, Minas Gerais, Para,
Mato Grosso, Espirito Santo, Bahia e Rio Grande do Sul).

Quanto s caracteristicas boténicas (Figura 1), ¢ anual, herbacea, ereta, com 1,0
a 1,3 m de altura. Caule em geral simples, glabro, esverdeado e levemente reluzente.
Folhas alternas, membranaceas, pecioladas, glabras, oblongo-lanceoladas, de 4pice
obtuso, base levemente atenuada e bordos nitidamente crenados, na face superior verde
clara e na inferior mais palida. Inflorescéncia axilar e terminal formada por capitulos
pedunculados, isolados ou em corimbos. Involucro unisseriado, com bracteas
membranaceas, esverdeadas, glabras e com pontuacoes glandulosas mais escuras. Flores
hermafroditas de corola tubulosa, glabra e branco-esverdeada ou levemente amarelada.
Reproducio por sementes, com ciclo de 100 a 120 dias. Floresce abundantemente nos
meses de maio a setembro.

Plantula com hipocdtilo cilindrico, glabro e pigmentado de antocianina junto ao
colo. Folhas cotiledonares camosas, glabras, lanceoladas, de apice ligeiramente agudo e
base atenuada, na face superior verde-claras e na inferior mais palidas. Epicétilo curto e
verde-brancacento. Folhas definitivas opostas, membranaceas, glabras, lanceoladas, de
apice agudo e base atenuada, na face superior verdes, na inferior mais palidas e de
bordas levemente crenadas na base e integros no apice.

E considerada invasora e sua ocorréncia é bem mais comum em terrenos baldios

do que em areas cultivadas.



Composiciao quimica e usos

Na medicina popular, Porophyllum ruderale ¢ utilizada como cicatrizante e
antiinflamatoria (SILVA et al., 1996), antifingica (DEVINCENZI et al., 1996),
antibacteriana, calmante, combate a hipertensao arterial (chd), tratamento de
leishmaniose, tratamento de edemas e traumatismos (infuso), tratamento de picada de
cobra e de doengas reumaticas (infusdo), assim como de inflamagdes do aparelho
genital (infusdo), dores em geral, machucadura interna causada por batidas
(MARQUESINI, 1996).

As espécies do género Porophyllum sio largamente utilizadas na medicina
popular na América do Sul e Central. No entanto, poucas espécies t€m sido estudadas
quimicamente (HERZ et al., 1979; LOCOCK et al., 1966; WAGNER et al., 1972). O
cha feito do caule de Porophyllum gracile (Benth) ¢ usado como remédio para tratar
resfriado e também auxilia em partos dificeis, fazendo com que a crianca nasga mais
rapido (MOSER, 1970). O cha das raizes da mesma planta ¢ usado para curar dor de
dente e diarréia. Ja Porophyllum lanceolatum ¢ popularmente usada como remédio
eficiente contra hipertensao (infusdo das folhas). O principio ativo assemelha-se a
acetilcolina em relagdo asua estabilidade e solubilidade, porém, evidéncias quimicas
sdo necessarias na identificagdo conclusiva de acetilcolina nas folhas desta espécie
(HORTON & FELIPPE, 1973).

No levantamento de atividade fototoxica em raizes de espécies de Porophyllum,
notou-se forte agdo contra leveduras patogénicas e Candida albicans. Além disso,
contém 0 -tertienil e 5-(3-buten-1-inil)-2,2-bitienil (derivados do enxofie) que sdo letais
a bactérias, leveduras e fungos (TOWERS et al., 1977), além de nematoides
(GOMMERS & GEERLIGS, 1973) em luz ultraviole ta.

Durante o dia a visita de insetos e predadores ¢ mais intensa. Como mecanismo de
defesa, algumas plantas, através da energia solar, t€m alguns metabdlitos secundarios
ativados, os quais se tornam toxicos a estes ‘“visitantes”. A fototoxidade ¢ um
mecanismo de defesa desenvolvido por certas plantas para protegé-las da agdo de
microrganismos e predadores. Este mecanismo ¢ acionado quando alguns metabdlitos

secundarios sdo excitados por altos niveis de energia solar ou artificial (MECKES-

LOZOYA & GASPAR, 1993).



Cinco espécies de Porophyllum foram fitoquimicamente analisadas:

Porophyllum lanceolatum (BOHLMANN & ZDERO, 1979);
Porophyllum riedelii (BOHLMANN et al., 1983);

Porophyllum scoparia (BOHLMANN et al., 1985);

Porophyllum ellipticum (BERNARDINI &POZETTI, 1976; 1978);
Porophyllum ruderale (BOHLMANN et al., 1980).

Na parte aérea de Porophyllum ruderale, estudada no nordeste do Brasil, foram

encontrados compostos tiofénicos com cadeias insaturadas e derivados do timol. A

composi¢ao quimica do 6leo das folhas de Porophyllum ruderale constituiu-se de

limoneno (74,6%) e dodecadienal (21,8%). As plantas foram colhidas em maio de 1992

(inverno) no estagio de floragdo no Cearad (NETO et al., 1994).



Figura 1 - [lustracdo da parte aérea de Porophyllum ruderale




O género Porophyllum (Asteraceae) ¢ caracterizado pela presenga de cavidades
secretoras glandulares translucidas, as quais se localizam longitudinalmente 8 margem
da folha, e prolongando-se ao interior, dispersadas em toda a parte da lamina (MUNZ &
KECK, 1973).

Em estudo prévio foi relatado que tais cavidades glandulares conferem
resisténcia contra a herbivoria por insetos em Porophyllum gracile (Jacq.) Cassini var.
macrocephalum (D.C.) e Porophyllum ruderale Benth (Asteraceae) (GUILLET et al.,
1997). O mesmo estudo confirmou, em condigoes de laboratdrio, que os compostos
volateis emitidos das glandulas foliares das duas espécies exercem atividade repelente
contra adultos de Melanoplus femurrubrum femurrubrum (Orthoptera: Acrididae).
Provavelmente, os monoterpenos que constituem a maior parte dos quimicos emitidos
pelas glandulas secretoras de Porophyllum ruderale sao responsaveis pela atividade
repelente (GUILLET et al., 1997).

Diferentes monoterpenos, sesquiterpenos e tiofenos fototoxicos tém sido
identificados no género Porophyllum (LOZOYA & GASPAR, 1993; DOWNUM et al.,
1985; BOHLMANN et al., 1980; BOHLMANN & ZDERO, 1979; BOLHMANN et al.,
1983; CHAN et al., 1979; DOWNUM & TOWERS, 1983). No trabalho realizado por
GUILLET et al. (1998), sabineno, mirceno e limoneno constituiram 91,8% do 6leo

essencial das folhas de Porophyllum ruderale.



CAPITULO 1

Crescimento e fenologia de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cassini

1. INTRODUCAO

Nas plantas, o crescimento consiste no aumento da matéria seca pela conversao de
substancias inorganicas simples (agua, CO, e elementos minerais) em substancias
organicas.

Segundo BENINCASA (1988), o crescimento da planta resulta de interagdo de
mecanismos fisicos e bioquimicos complexos; e, para avalia-lo o meio mais utilizado
tem sido a andlise de crescimento. A utilizagdo dos pardmetros de crescimento vegetal,
como analise, ¢ considerada o0 método basico para se obter a estimativa da produtividade
primaria dos vegetais.

Sabe-se que o habitat natural determina caracteristicas normais relativas ao
desenvolvimento e producao final da planta, ¢ que quando levada para outro ambiente,
essas caracteristicas podem ser modificadas. Outro ponto interessante € a determinagdo
de variagdes ritmicas estacionais nas fases da planta (PICOLO, 1980), pois formecem
dados importantes no cultivo de espécies pouco utilizadas.

Elementos do clima, como radiacao solar, vento, precipitacdo pluvial € temperatura
tém influéncia decisiva sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas (Linacre,
citado por SOUZA, 1989).

A fenologia ¢ a parte da botanica que estuda varios fendmenos periddicos como a
brotacdo e a floragdo, determinando os momentos em que os organismos diferenciam
seus tecidos visando expressar as modifica¢des fisiologicas que ocorrem sob nfluéncia
de multiplos fatores. Dentre os principais deles, encontram-se os climaticos
(LEDESMA, 1952).

Como a espécie a ser estudada € ruderal, o primeiro passo para cultiva-la seria a
analise de crescimento. No entanto, ndo foi encontrado nenhum dado na literatura
relacionado a este assunto nesta planta. O presente trabalho visou obter informacoes
quanto ao crescimento e a fenologia de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cassini, assim
como observar o seu comportamento em Vigosa — Minas Gerais.

Como planta medic inal, a importancia da analise de crescimento numa determinada
espécie também esté correlacionada a concentracdo de principios ativos, como o 6leo

essencial, os quais podem variar durante o desenvolvimento da planta.



2. MATERIAL E METODOS

A espécie Porophyllum ruderale foi taxonomicamente classificada e incorporada ao
acervo do herbario VIC (Herbario de Vigosa) com o numero de registro 25169.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao, no periodo de fevereiro a maio
de 2001.

As sementes utilizadas foram obtidas de uma tnica planta, coletada na Universidade
Federal de Vicosa. A semeadura foi realizada em bandejas de isopor, no dia 23 de
fevereiro. Realizou-se o transplante das mudas em vasos de 8 litros, contendo 30% de
humus, quando elas tinham aproximadamente 30 dias.

A irrigacao foi feita manualmente, por meio de mangueira, até o umidecimento do
solo.

As plantas foram coletadas em intervalos regulares de 15 dias, a partir de 30 dias
apos o transplante, até completar o ciclo da cultura. Apos cada colheita, elas foram
acondicionadas em sacos de papel ¢ imediatamente transportadas ao laboratério, a fim
de determinar o peso de matéria fresca. A pesagem foi realizada em balanga semi-
analitica.

Na obtenc@o do peso de matéria seca total (g), as folhas foram separadas
manualmente dos caules, sendo essas partes levadas asala com desumidificador, até
peso constante e pesadas em balanga semtanalitica.

Foram coletadas, aleatoriamente, duas plantas e tomaramsse os dados de trés folhas
representativas do apice, meio e base de cada planta, totalizando nove folhas por planta.

A érea foliar (AF) foi obtida com equipamento de medi¢ao “Areameter”, e as medidas
de comprimento (C) e largura (L) de cada folha amostrada, utilizando régua graduada.

A partir destes dados obteve-se o fator de correcdo (F), sendo igual a:

AF
CxL

F =

Este fator fixo de correc@o (F) foi multiplicado ao comprimento (C) e alargura (L)
da quarta folha do quarto nd, de baixo para c ima (C x L x F = AF) de cada planta.
Assim, a area foliar total de uma planta foi determinada pelo produto da area foliar de
cada amostra pelo nimero de folhas (ROBINS & PHAR, 1987).

A determinagdo dos indices fisiologicos de crescimento foi efetuada conforme

recomendacao de BENINCASA (1988).



A altura da plarta foi medida com trena, em cm, da superficie do solo até a parte
mais alta da planta.

Na determinag¢@o do niimero de folhas realizou-se a contagem de todas as folhas
desenvolvidas com mais de 0,5cm de largura.

O numero de nos de cada planta foi contado verticalmente, no ramo principal,
iniciando-se na base do ramo até o apice da planta, onde as folhas se encontravam
desenvolvidas.

Foi realizada a contagem de todos os botdes desenvolvidos, com mais de 1cm de
comprimento.

Os dados foram interpretados por andlises de variancia e regressao. A analise
estatistica foi feita no programa SAEG (Sistema para Analises Estatisticas e Genéticas).

O delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso. O experimento consistiu em
cinco tratamentos (5 épocas de colheita) e trés repetigdes, perfazendo 30 plantas (duas

plantas por parcela).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resumos das analises de variancia dos valores de matéria fresca e seca total da

parte aérea de Porophyllum ruderale encontramse na tabela 1 e os resultados das

caracteristicas de crescimento constam da tabela 2.

O resumo das analises dos dados de area foliar (AF), altura (ALT), nimero de folhas

(NF), ntimero de nés (NN) e numero de botdes florais (NBF) encontra-se na tabela 3.

Foram obtidos os seguintes resultados:

A matéria fresca (g) aumentou progressivamente em funcao do tempo, sendo que a
fase de maior crescimento, ou seja, o0 aumento da matéria fresca concentrou-se entre 75
e 105 dias apos o plantio (Figura 2). De maneira geral, os modelos de crescimento
seguiram tendéncia sigmoidal, em que ocorrem trés fases distintas: uma inicial, quando
o crescimento € lento; outra intermediaria, durante o desenvolvimento dos ramos, em
que o crescimento ¢ acelerado; e a final, quando a planta atinge a dimensao maxima,
floresce e a taxa de crescimento é reduzida (MAGALHAES, 1985).

De acordo com o modelo de regressdo ajustado a variavel matéria seca total (g), os
dados constam do grafico (Figura 3), a partir de 60 dias ap6s o plantio. Houve menor
acumulo de matéria seca no periodo inicial de crescimento (60 dias ap6s o plantio),
podendo-se observar acréscimos significativos a partir de 75 dias apds o plantio, até o
final do ciclo da planta.

Houve aumento progressivo da area foliar (AF) em fung&o do tempo, até as plantas
entrarem no processo de senescéncia e queda das folhas mais velhas (Figura 4). A
determinagdo da érea foliar ¢ fundamental na estimativa do crescimento vegetal,
considerando-se que as folhas sdo as principais responsaveis pela captacdo de energia
solar e pela produgdo de matéria organica, por meio da fotossintese (BENINCASA,
1988).
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Tabela 1 — Resumo das analises de variancia dos valores de matéria fresca total, matéria
seca total da parte aérea e area foliar de Porophyllum ruderale. Vigosa
(MG), no periodo de Fevereiro a Maio de 2001.

Quadrado médio
FV GL MF MS AF
Blocos 2 3,765 0,246 2,365
Epoca 4 74,368** 20,767*%* 30,137**
Residuo 8 5,646 0,426 58,851
CV (%) 8,87 12,443 16317

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 2 — Valores médios de matéria fresca total (MFT) e matéria seca total (MST), da
parte aérea e area foliar (AF) de Porophyllum ruderale. Vigosa (MG), no
periodo de Fevereiro a Maio de 2001.

Dias apos o plantio Matéria Fresca Matéria Seca Area Foliar
(g/planta) (g/planta) (dm?/planta)
60 16,0 1,6 90
75 752 109 452
90 101,6 243 58,5
105 140,5 343 75,0
120 134,5 32,8 472
180 7
=) 160 y = 2.016x - 87.859
B 1401 R®=0.8877
o
= 120
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Figura 2 — Estimativa da matéria fresca total de couve -cravinho (Porophyllum
ruderale), em funcdo do tempo. Vigosa, 2001.
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Figura 3 — Estimativa da matéria seca total de couve-cravinho (Porophyllum ruderale),
em fungao do tempo. Vigosa, 2001.
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Figura 4 - Estimativa da 4rea foliar de couve-cravinho (Porophyllum ruderale), em
fun¢do do tempo. Vigosa, 2001.

Com relagdo aaltura da planta, pode-se observar que, no inicio do
desenvolvimento, o crescimento foi lento, ficando mais acentuado no periodo entre 60 e

75 dias ap6s o plantio (Figura 5). A altura aumentou progressivamente em fun¢do do
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tempo até que a planta entrasse no processo de florescimento. O comportamento da
altura e do niimero de nos foi semelhante. Em trabalho realizado com Ocimum,
ECHEVERRY et al. (1990), verificowse que o crescimento em altura das plantas estava
relacionado com o niimero de nos, o que poderia justificar tal semelhanca.

O numero de folhas teve aumento crescente até os 105 dias de idade (periodo de
floragdo), decrescendo a partir dai devido ao processo de senescéncia e queda das folhas
(Figura 6).

A curva de regressao ajustada aos dados de nimero de nés do ramo principal,
nas cinco épocas de colheita, esta ilustrada na figura 7. O nlimero de n6s aumentou em
funcdo do tempo, atingindo cerca de 13 nos por planta aos 120 dias. As curvas de
regressdo ajustadas para altura e nimero de nds apresentaram tendéncias semelhantes,
segundo Lucas e Milbourn, citados por THOME (1985); 0 aumento da estatura das
plantas em maiores densidades decorre do aumento do comprimento dos entrenos, €
também esta relacionado com o niimero de nés (ECHEVERRY, 1990), o que justifica
tal semelhanca.

Os botdes florais foram detectados a partir de 75 dias, aumentando
progressivamente até o final do ciclo da planta. A medida que o ntimero de botdes
florais aumentava, o crescimento da planta em altura se tornava mais lento. Isto ocorre
provavelmente devido adrenagem de fotoassimilados pelos botdes florais. LARCHER
(1986) relatou que quando a planta atinge a maturidade necessaria para florescer, os
surtos de crescimento do corpo vegetativo combinamsse com o ciclo reprodutivo, e, ora
se processam simultaneamente, ora, alternadamente, de acordo com a espécie vegetal.

Tabela 3 — Valores médios de altura, niimero de folhas, niimero de nés e nimero de

botdes florais de Porophyllum ruderale. Vigosa (MG), no periodo de 23 de Margo a
22 de Maio de 2001.

Caracteres Fenologicos

Dias apds o

plantio Altura (cm) Numero de Numero de nos Numero de
folhas botdes florais
60 39,9 61,5 90 00
75 854 213,6 12,6 10,6
90 104,6 256,8 12,0 136,3
105 110,0 3528 12,8 3581
120 1049 313,6 13,0 368,0
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Figura 5 — Estimativa do crescimento em altura de Porophyllum ruderale, em fungdo

do tempo. Vigosa, 2001.
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Figura 6 — Estimativa do nimero de folhas de Porophyllum ruderale, em fungdo do

tempo. Vigosa, 2001.
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Figura 7 — Estimativa do ntimero de nés dem funcdo do tempo. Vigosa, 2001.

4. CONCLUSOES

Nas condi¢des em que foi conduzido o experimento:

- As maiores taxas de crescimento ocorreram no periodo de 60 a 75 dias apos a
emergencia;

- O florescimento da couve-cravinho teve inicio aos 90 dias ap6s o plantio;

- A partir do inicio do florescimento, o crescimento da planta em altura, nimero
de folhas e nimero de nds se tornou mais lento;

- A area foliar decresceu continuamente a partir do inicio do periodo de floragao,

devido ao processo de senescéncia e queda das folhas mais velhas.
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CAPITULO 2
Horario de colheita, rendimento de tanino, éleo essencial e composi¢ao

quimica do o6leo em Porophyllum ruderale.

1. INTRODUCAO
1.1 Metabdlitos Secundarios

Os compostos quimicos no organismo vivo sao sintetizados e degradados por
inlimeras reagdes anabolicas e catabolicas, mediadas por enzimas; esse complexo
sistema de reagdes quimicas constitui 0 metabolismo dos organismos. Todos os
organismos possuem caminhos metabodlicos semelhantes de produc@o de compostos
essenciais a sobrevivéncia, como: agucares, aminoacidos, acidos graxos, nucleotideos e
seus polimeros derivados (polissacarideos, proteinas, lipidios, RNA, DNA, etc). Este
caminho ¢ o primdrio, sendo esses compostos os metabolitos primarios (ANDRADE &
CASALL 1999; TAIZ & ZAIGER, 1998).

Alguns vegetais, microrganismos e, em menor escala animais, possuem o arsenal
metabolico (enzimas, coenzimas e organelas) capaz de produzir, transformar e acumular
inimeras outras substancias. Esse conjunto metabolico tem sido definido como
metabolismo secundario, cujos produtos, embora nao necessariamente essenciais ao
organismo produtor, garantem vantagens na sobrevivéncia e perpetuacao da espécie no
ecossistema (SANTOS, 1999).

Os metabdlitos secundarios sdo expressao da individualidade quimica dos
individuos e diferem, qualitativa e quantitativamente, entre espécies, sendo produzidos
em pequenas quantidades (MARTINS et al., 1996). Podem ser divididos em trés grupos
principais: terpenoides, compostos fendlicos e compostos nitrogenados (TAIZ &
ZEIGER, 1998).

E importante ressaltar que a maioria dos compostos quimicos utilizados na
defesa das plantas sdo terpenodides e compostos fenolicos (tanino) (MEYER &
KARASOV, 1991).

Os terpendides sdo sintetizados a partir do acetil CoA, via rota do 4cido
mevaldnico. Os compostos fenolicos sdo substancias aromaticas formadas via rota do
acido chiquimico. Os compostos nitrogenados, como alcaldides, sdo sintetizados a partir

dos aminoacidos (SANTOS, 1999) (Figura 1).
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O metabolismo do acetil CoA gera o diversificado grupo de metabdlitos
secundarios, os isoprenoides ou terpendides (MANN, 1987), que representam a segunda
classe com maior nimero de constituintes ativos, na qual se encontram os 6leos
essenciais. Os principais terpenodides encontrados nos 6leos essenciais podem ser
divididos em monoterpenos e sesquiterpenos (LOPES, 1997).

As plantas terrestres se adaptaram ao meio e se relacionaram com os herbivoros
por meio de metabolitos secundarios, que podem tanto atrair como repelir insetos
(MANN, 1987). Muitos desses metabolitos sdo responsaveis por qualidades atribuidas
aos vegetais, principalmente atributos medicinais, o que vem sendo referendado em
pesquisas, tornando cada vez maior o interesse em se entender e controlar esses
processos de sintese de metabdlitos secundarios, tanto por parte da comunidade
cientifica quanto por parte da industria (SILVA & CASALI 2000; ANDRADE E
CASALL 1999).
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Figura 1 — Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios. Adaptado de SANTOS

(1999).
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1.2 Tanino

Os taninos fazem parte de uma classe de compostos denominados fendlicos. A
expressao “compostos fendlicos’ abrange numeroso grupo de compostos que possuem
um anel aromatico ligado a um ou mais grupos hidroxilicos junto a varios outros
substituintes, com distribuicdo ampla no reino vegetal (OLIVEIRA, 1988).
Praticamente, todos os compostos fendlicos sdo formados a partir do acido chiquimico,
cuja sintese ocorre com intermediagdo da fenilalanina, da fenilalanina amoénia liase
(PAL) e do 4cido cinamico (HARBORNE, 1989; KAY, 1991).

Os taninos sdo substancias fenolicas soliveis em agua, com possibilidade de
formar complexos insoluveis em agua, com alcal6ides, gelatinas e outras proteinas
(SIMOES et al., 1999). Sdo considerados os compostos secundérios mais importantes
envolvidos na defesa das plantas contra insetos ¢ doengas (SWAIN, 1979).Tais
compostos sao responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e outros produtos
vegetais. A complexacdo entre taninos e proteinas ¢ a base das suas propriedades como
fator de controle de insetos, fungos e bactérias, assim como dos seus principais usos
industriis, como na manufatura do couro.

Nas plantas, os taninos sdo efetivos como repelente de predadores por tornarem
os tecidos menos palataveis, devido aprecipitagdo das proteinas salivares ou a
imobilizagdo de enzimas, impedindo a invasdo dos tecidos do hospedeiro pelo parasita
(BATE-SMITH, 1973).

Nas células vegetais os taninos estao localizados separadamente das proteinas e
enzimas do citoplasma, dissolvidos dentro de vactiolos. Quando herbivoros se
alimentam, os tecidos sdo danificados e os taninos reagem com as proteinas, tornando-
0s menos acessiveis ao suco digestivo dos animais. A sua localizagdo foi possivel por
meio do uso de corantes vitais (ndo destroem as células), como o azul de metileno
(COSTA, 1975; HARBORNE, 1984).

Os taninos sdo classificados, segundo sua estrutura quimica, em dois grupos:
taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Os dois tipos de taninos se distribuem no

reino vegetal seguindo padrdes significativamente diferentes.

a) Taninos Condensados

Os taninos condensados so, principalmente, produtos polimerizados de flavar
3-ol (catequina) e flavan-3,4-diol (leucoantocianidina) ou da mistura desses dois
(CHUNG et al., 1998). Em geral, estdo amplamente distribuidos em plantas lenhosas e
ausentes em plantas herbaceas (POZO, 1997; CHUNG et al., 1998).
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b) Taninos Hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis sdo misturas de compostos simples como acido galico,
pirogalol ou acido eldgico na forma de éteres de aglicares, principalmente glicose
(CHUNG et al., 1998; ZUCKER, 1983). Ocorrem em dicotiledoneas herbaceas e
lenhosas, porém dentro de limites taxondmicos bem definidos (SIMOES et al., 2000).

Os taninos hidrolisaveis sfo divididos em dois tipos: os galotaninos € os
elagitaninos. Ambos os tipos possuem carboidratos, tipicamente glicose; porém com
acido galico, sdo definidos freqiientemente como galotaninos e, quando contém, além de
acido galico, um acido elagico, sdo chamados elagitaninos (ZUCKER, 1983).

Um dos mais importantes exemplos de galotaninos ¢ o 4cido tanico (Chinese
tannin), que contém uma glicose esterificada e oito moléculas de acido galico
(D’MELLO et al., 1991).

Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento
de diversas moléstias organicas, tais como diarréia, hipertensdo arterial, reumatismo,
hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais (azia, ndusea, gastrite e tlcera
gastrica), problemas renais e do sistema urinario e processos inflamatorios em geral
(HASLAM, 1996).

Nas ultimas décadas, varios grupos t€m investigado as atividades farmacologica e
biologica dos taninos. Testes “in vitro”, realizados com extratos ricos em taninos ou
com taninos puros, t€m identificado atividades biologicas dessa classe de substéncias.
Dentre essas atividades podem-se citar:

- acdo bactericida e fungicida (SCALBERT, 1991);

- antiviral (OKUDA et al., 1993);

- moluscida (MARSTON & HOSTEFFMANN, 1985);

- inibigdo de enzimas como glucosil transferases de Streptococcus mutans e S.

sobrinus (HATTORI et al., 1990; OOSHIMA et al., 1993);

- acdo antitumoral (OKUDA et al., 1989).

Acredita-se que as atividades farmacolégicas dos taninos sdo referentes, pelo menos
em parte, a trés caracteristicas gerais comuns (em maior ou menor grau) presentes nos
dois grupos de taninos (condensados ¢ hidrolisaveis). Foi sugerido que os possiveis
modos de acdo dos taninos no tratamento de doengas estdo intimamente ligados a essas
trés propriedades (HASLAM, 1996):

- complexagdo com ions metalicos (Fe, Mn, Vn, Cu, Al, Ca, entre outros);

- atividade antioxidante e seqiiestradora de radicais livres;
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- habilidade de complexar outras moléculas, incluindo macromoléculas tais como
proteinas e polissacarideos (SIMOES et al., 1999).

O modo de ag@o destes compostos envolve, entdo, a precipitagcao das proteinas das
células superficiais das mucosas ¢ dos tecidos descobertos, formando revestimentos
protetores. A sensacdo de secura que deixam na boca advém das proteinas do epitélio
bucal e das glicoproteinas da saliva, que conferem propriedades lubrificantes; portanto,

a sua acgdo se deve areagdo dos grupos fendlicos com grupos amino das proteinas. Esta
reacao explica as suas propriedades hemostaticas, como antidoto no caso de intoxicagao
com alcal6ides (ZHU et al., 1997), e as incompatibilidades que se observam na
preparacdo de medicamentos que contenham alcal6ides e substancias protéicas
(COSTA, 1975).

Os taninos ajudam no processo de cura de feridas, queimaduras e inflamagdes por
meio da formagdo de uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou
polissacarideo) sobre a pele ou mucosa danificada. Debaixo dessa camada, o processo
natural de cura pode, entdo, ocorrer. Processo similar ocorre, provavelmente, em casos
de tlcera gastrica, em que uma camada tanino-proteina complexados protege a mucosa
do estdmago (HASLAM, 1989).

Outros estudos mostraram que os taninos t€m efeitos inibitorios sobre bactérias e
fungos (WAAGE et al., 1984; MARWAN & NAGEL, 1986; SCALBERT, 1991).
Existem trés hipoteses para o mecanismo de acdo antimicrobiana:

- pressuposicao de que os taninos inibem as enzimas de bactérias e fungos e/ou

complexamse com os substratos destas enzimas;

- acdo sobre as membranas celulares dos microrganismos, modificando o seu
metabolismo;

- complexacdo de taninos com ions metalicos, diminuindo, assim, a
disponibilidade de ions essenciais para 0 metabolismo dos microrganismos
(SIMOES et al., 1999).

A produgdo de metabolitos secundarios varia de acordo com a idade das plantas, o
estagio reprodutivo, as rotas metabolicas determinadas pelo efeito de horménios e ciclo
de sintese de substancias influenciadas pelas esta¢des ou horas do dia (BROWN
JUNIOR, 1988). Em relagdo & producio de taninos, biossintetizados pela rota do acetato
ou do chiquimato, ha variagdo de suas concentracoes conforme os 6rgaos (folhas,
cascas, raizes ¢ lenhos), a idade ou a fase do ciclo da planta (COSTA, 1975).

Testes aplicados sobre substancias contidas no lume das glandulas de Porophyllum

lanceolatum mostraram resultado negativo nas proteinas e positivo nos lipidios,
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polissacarideos e taninos. Os taninos mostraram declinio, porém sem desaparecerem,
pois foram observados inclusive em células das glandulas senescentes sob a forma de

depositos granulosos (MONTEIRO, W.R., 1986).

1.3 Extracao de tanino

Quanto aextracdo de taninos, em geral, € inconveniente a analise de tecidos frescos,
tornando-se indispensavel a realizagdo da operagdo de secagem.

Outro ponto importante ¢ a escolha do solvente. A presenga de 4gua em solventes
organicos (metanol, acetona, etc) pode aumentar o rendimento da extragao de
compostos fenolicos. A acetona bloqueia a associac@o tanino-proteina, o que nao ocorre
com o metanol (HAGERMAN, 1988). Porém, a estabilidade dos taninos em meio
acetona: agua ¢ inferior a0 meio metanol : 4gua.

Ap6s o isolamento e purificagao, pode -se obter taninos hidrolisaveis (os quais
podem ser mantidos atemperatura ambiente) ¢ taninos condensados (que devem ser
mantidos em baixa temperatura e sem exposicao a luz).

Geralmente, empregam-se ensaios na quantificacdo de fenois totais, tais como
métodos de Folin-Denis (SEIGLER et al., 1986), Folin-Ciocalteu (GLYPHIS &
PUTTICK, 1988) e Price Butler (PRIE & BUTLER, 1977).

Esses métodos utilizam reagdes de oxi-reducdo (entre o reagente e a hidroxila
fenodlica) gerando complexos coloridos, que sdo quantificados por espectrofotometria.
Para dosar taninos, além da Espectrof otometria (Farmacopéia Brasileira, 1996), sdo
adotados métodos que utilizam a propriedade de precipitar-se com proteinas:

- Gravimetria (OMS, World, 1992);

- Hemoglobina (BATE-SMITH, 1973);

- Albumina bovina sérica (HAGERMAN & BUTLER, 1978).

1.4. Oleo Essencial

A “International Standard Organization”, citada por SIMOES & SPITZER (1999),
considera os Oleos essenciais como constituintes da categoria de principios ativos
produzidos por vegetais, caracterizados por serem separaveis pelo arraste a vapor de
agua e produzidos em estruturas anatomicas ¢ celulares definidas, como cavidades ¢
pélos glandulares. WATERMAN (1993) define os oOleos essenciais como misturas
complexas, contendo freqlientemente mais de 100 compostos. De forma geral, sdo
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Também, podem ser
chamadas de oleos volateis, etéreos ou essenciais. Suas principais caracteristicas sdo a

volatilidade e a baixa massa molar (SIMOES & SPITZER, 1999). Normalmente sio
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sintetizados nas folhas, armazenados em espagos extracelulares, entre a cuticula e a
parede celular, e constituidos basicamente de terpenos.
No caso de Porophyllum ruderale, as cavidades secretoras tém forma alongada,

distribuindo-se, na folha, ao longo das margens, e espalhadas pela 1dmina. Cada

glandula, marginal ou laminar, est4 localizada em &rea intensamente vascularizada
(Figura 2).

Figura 2- Ilustragdo da folha e glandulas de Porophyllum ruderale.

O conteido da glandula em questdo ¢ translucido, na primeira observagdo, apds
extravasamento, seu aroma e sua reagdo positiva ao “sudan V” (FOSTER, 1949) fazem
com que a glandula seja considerada como lipofilica.

Outro aspecto a ser mencionado € que as células glandulares das cavidades e dutos
lipofilicos podem secretar somente terpenos, ou terpenos juntamente com carboidratos e
outras substancias (FAHN, 1979).

Quanto a composicdo quimica do conteido secretado pelas cavidades presentes nas
folhas de P. lanceolatum, o que se sabe, de acordo com os testes histoquimicos
realizados, ¢ que naquele liquido vasado foram detectados lipidios, polissacarideos e
taninos (MONTEIRO, W R., 1986). A produgio dos compostos ¢ intensa até certo

estadio de desenvolvimento da glandula, e depois decresce, tendendo ao
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desaparecimento. Além disso, o odor, que le mbra o de 6leos essenciais ¢ resinas,
desprendido pelo contetido que extravasa do lume da glandula, quando esta ¢ lesada,
indica que os terpenos t€ém ai uma presenca nitida.

Na tribo Tagetae, da qual faz parte o género Porophyllum, ¢ importante a presenca
de estruturas glandulares que contém altas quantidades de 6leos essenciais
RODRIGUEZ & MABRY (1977), pois devido asua volatilidade podem atrair
polinizadores e repelir predadores. Nas plantas de trés espécies do género Porophyllum
sdo muito comuns constituintes volateis, sendo eles, monoterpenos. A maioria dos
monoterpenos sao ciclicos (CROTEAU, 1987), sendo estes subdivididos segundo o
arranjo dos esqueletos carbonicos (CROTEAU & JOHNSON, 1984). Podem ocorrer
modificagdes nas suas estruturas pela adi¢do ou remocao de duplas ligagdes, adi¢do de
oxigénio formando alcoois (- OH), cetonas (=0), aldeidos (-COH) e ésteres (-O-CO-).

A importancia dos 6leos essenciais na sociedade moderna € fato, em razao da sua
ampla utilizagdo em diversas industrias como a farmac€utica, a cosmética e a
alimenticia. Na indtstria farmacéutica, é grande o seu uso como medicamentos
analgésicos, anti-sépticos, sedativos, expectorantes, estimulantes ¢ estomaquicos etc.
(CRAVEIRO et al., 1981; citado por MARTINS, 1996). Na medicina popular, a
preparacgdo de diversas plantas aromaticas, na forma de infusdes, procura extrair e
utilizar os beneficios dessa classe de principios ativos.

Tradicionalmente, os componentes dos 6leos essenciais sdo vistos como produtos
finais e estaticos do metabolismo, mas ha evidéncias de que metabolitos, como os
monoterpenos e sesquiterpenos, possam nao ser simplesmente acumulados, mas podem
ter atividade no metabolismo (LANGENHEIM, 1994).

Quimicamente, a grande maioria dos 6leos volateis ¢ constituida de derivados
fenilpropanoides ou de terpenoides, sendo os ultimos os que predominam (SIMOES;
SPITZER, 1999).

Os terpenos sao formados pela jungdo de unidades isoprénicas, constituidas por

cinco unidades de carbono (figura 3).

cC—C- C\ Fonte: WATERMAN (1993)

Figura 3 — Representacgao esquematica do esqueleto carbonico de uma unidade
isoprénica.



Os terpendides ou isoprendides s3o biossintetizados a partir do isopentilpirofosfato
(IPP) (Figura 4), que é o precursor universal destes compostos (KLEING, 1989). O IPP
¢ produzido a partir do &cido mevaldnico, componente que did nome a uma das trés rotas
mais importantes do metabolismo secundario das plantas (WATERMAN, 1993). O 3.3
dimetilalilpirofosfato (DMAPP) ¢ formado a partir do IPP; estas duas moléculas podem
se combinar e produzir o geranilpirofosfato (GPP), que ¢ o primeiro monoterpeno
produzido; com a adigdo ao GPP de uma molécula de IPP ou DMAPP, produz-se o
famesilpirofosfato (FPP), considerado sesquiterpeno (WATERMAN, 1993; CROTEAU
& JOHNSON, 1984). O GPP e FPP, apos varias reagdes, originardo os demais mono e

sesquiterpenos respectivamente.
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Fonte: Martins (1996), adaptado de Waterman (1993).

Figura 4 — Biossintese dos terpendides.

Os sesquiterpenos originados da rota biossintética do dcido mevalonico, da qual
também se originam os monoterpenos. Deve -se ressaltar que sdo conhecidas mais de
3000 estruturas sesquiterpénicas e cerca de 1000 monoterpénicas (WATERMAN,
1993).

A grande diversidade de sesquiterpenos decorre do maior nimero de carbonos

presentes nesses compostos, 0 que permite maior variacdo estrutural e estereoquimica
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(MARTINS, 1996). Os sesquiterpenos ocorrem com freqiiéncia nos 6leos essenciais e
sdo menos volateis que os monoterpenos.

Os diterpenos, formados por 20 carbonos, originam-se do geranilgeranil pirofosfato
(GGPF) (BANTHORDE & CHARLWOOD, 1980). Sao constituintes minoritarios nos
6leos essenciais (WATERMAN, 1993). E incomum a presenga dos diterpenos em
extragdes por arraste a vapor, em virtude de sua baixa pressao de vapor. Sdo geralmente
viscosos ou solidos € com alta massa molecular (GUENTER & ALTHAUSEN, 1975).

Outra importancia do 6leo essencial ¢ que a distingdo de genotipos pode ser feita
pela andlise de 6leo essencial, em que se identificam “‘quimi6tipos”, que sao
constituidos de populagdes de plantas da mesma espécie, mas que apresentam distingao
quanto as espécies quimicas que produzem (HAY & SVOBODA, 1993).

A biossintese dos monoterpenos nas plantas esta associada a presenca de estruturas
secretoras especiais, como células produtoras de resinas e 6leos ou epiderme glandular,
que compartimentalizam todos os componentes toxicos provenientes da atividade

metabolica das células.

1.5 Extracao de 6leo essencial

Vérias técnicas podem ser empregadas na extragdo de 6leos essenciais, como a
hidrodestilac@o, destilacdo por arraste a vapor de 4gua, extracdo com solventes
organicos ou com CO; liquido. Deve -se ressaltar que no ultimo processo héa 6timo
resultado, mas com o inconveniente de ser extremamente caro (LOPES, 1997).

O processo mais utilizado nas extragdes € o arraste a vapor de 4gua, com bom
rendimento, facilidade de execugdo e custo baixo (MANCINI, 1984; MARTINS, 1996;
LOPES, 1997).

O método de extrac@o deve ser escolhido de acordo com as caracteristicas de
cada espécie (CRESPO et al., 1991). CHARLES & SIMON (1990) avaliaram trés
métodos de extragdo de oleo: extragao por solvente, arraste a vapor e hidrodestilagao,

utilizando duas espécies aromaticas, Ocimum kilimandscharicume O.

micranthum . Eles verificaram que a quantidade cbtida por arraste a vapor foi maior em

comparagdo com os outros métodos.
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O tempo de destilac@o pode alterar tanto o rendimento do 6leo essencial quanto a
sua composi¢ao, conforme citado por MANCINI (1984). Durante o processo de
destilacdo, a agua, o pH e a temperatura podem provocar a hidrélise de ésteres,
rearranjos, isomerizagdes e oxidacdes (SIMOES & SPITZER, 1999), o que pode
explicar a razao e a composi¢ao dos produtos obtidos por arraste a vapor d’agua
diferirem da mistura dos constituintes inicialmente presentes nos 6rgdos secretores do
vegetal (SCHUMAUS & KUBECZA, 1985).

A fragilidade dos constituintes dos 6leos volateis ¢ a propriedade que pode
explicar porque a composi¢ao dos produtos por arraste a vapor d’agua difere da mistura
dos constituintes inicialmente presentes nos 6rgaos secretores do vegetal
(SCHUMAUS; KUBECZKA, 1985).

A utilizagdo de amostras recém-colhidas pode ser indispensavel na deteccao de
alguns componentes especificos. Seu emprego traz a vantagem de evitar a presenca de
substancis oriundas do metabolismo de senescéncia do vegetal (FALKENBERG et al.,
1999). No entanto, a amostra deve ser processada imediatamente, ou conservada até a

analise a baixas temperaturas.

1.6 Fatores que influenciam a producéo e variabilidade dos dleos

Emrazio da crescente valorizagdo desses metabdlitos secundarios, as pesquisas tém
visado maximizar a quantidade de 6leo essencial produzido por planta, em varias
espécies, sem perder a sua qualidade, ou seja, mantendo a concentracdo ideal de seus
constituintes quimicos de interesse (GONCALVES, 2000).

O estudo da influéncia dos fatores que levam as variagdes na produgdo de
metabolitos secundarios de interesse ¢ preocupacdo constante em trabalhos realizados
com plantas medicinais, pois com os conhecimentos ge rados, pode-se maximizar a
produgdo dos farmacos, melhorando a qualidade das drogas sem, no entanto, acarretar
custos adicionais ao processo produtivo (CASTRO, 1997).

O fato de os 6leos essenciais serem produtos de metabolismo secundario das
plantas pode implicar grandes variacoes em termos de quantidade e composicdo, de
acordo com fatores como: parte da planta, horario e época de colheita, ataque de
patogenos e/ou pragas, etc. As rotas do metabolismo secundario sdo produtos da
resposta genética especifica dos organismos, mas talvez sejam ativados durante
determinado estagio de crescimento e desenvolvimento, ou durante periodos de estresse
causado por limitagdo nutricional ou ataque de microrganismos e insetos (MANN,

1987). Assim, a regulagdo do metabolismo secundario depende da base genética da
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planta em responder estimulos internos ou externos e da existéncia desses estimulos no
momento apropriado (ANDRADE & CASALI 1999). O teor de 6leo essencial e,
portanto, as propriedades terapé€uticas podem ter alteracd es decorrentes de diversos
fatores como: método de secagem, tratamento pos-colheita, época do ano, horério de
colheita e local de cultivo (SILVA & CASALI 2000).

Embora todos os 6rgdos da planta possam acumular 6leos, sua composicao pode
variar segundo a localizacdo, sendo também influenciada pela idade da planta, época e
horario de colheita, condi¢des climaticas e sistemas de cultivo. Portanto, o
monitoramento dos principios ativos e o estudo dos fatores envolvidos na variagao
destes compostos sdo fundame ntais nas recomendagdes de manejo do ambiente fisico e
bidtico, otimizando a producao destes compostos quimicos desejaveis (CASTELLANI,
1997).

Os fatores ambientais podem ser divididos em bioticos e abidticos, considerando-se
que determinada populagdo esta, a0 mesmo tempo, sempre interagindo com o ambiente,
recebendo influéncia e influenciando o meio (CASTELLANI, 1997).

Os fatores bidticos estao relacionados com as interagoes planta-microrganismos,
planta-planta e planta-herbivoros, e constituem respostas dos mecanismos que variam
de acordo com suas relagdes ecologicas locais e imediatas, resultando em situagdes que
podem alterar os processos internos de sintese de metabolitos (ANDRADE & CASALL
1999).

Entre os diversos fatores abioticos, encontramse pressoes de variagdes climaticas
ou edaficas. Os fatores ambientais, além de alterarem a concentragdo dos principios
ativos, podem inclusive modificar as propriedades medicinais da planta
(GONCALVES, 2000). A adaptacdo a condi¢des climaticas pode se processar por
mecanismos de defesa, como componentes quimicos, que podem ser utilizados pela
humanidade como medicinais (ANDRADE & CASALLI 1999). Segundo SWAIN,
citado por CROTEAU & JOHNSON (1984) estas substancias so sintetizadas em
resposta & necessidades ecoldgicas e de desenvolvimento da planta. Assim ha
compostos que atuam como fitoalexinas (contra fungos e bactérias), na atragdo de
polinizadores, como repelentes e como inibidores da alimentac@o de animais (DEANS
& WATERMAN, 1993; FAHN, 1979, CROTEAU & JOHNSON, 1984).

A ¢época de colheita deve ser determinada visando ndo s6 o volume da massa verde
colhida, mas também o teor minimo de principios ativos, sem o qual a matéria-prima
nao tem valor na produgdo de fitoterapicos (AMARAL et al., 1999). O ponto de colheita

pode variar de acordo com as partes da planta, o estadio de desenvolvimento, a época do
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ano e a hora do dia. O momento da colheita pode alterar a concentragdo e a composicao
do 6leo essencial (MATOS, 1996).
A variagdo diurna no contetildo do 6leo essencial pode ocorrer nao s6 em fungdo de

perdas por volatilizacdo, como também pelo catabolismo dos seus componentes.

Segundo LOPES et al. (1997), na espécie Polygonum punctatum o nivel de

monoterpenos alcangou seu pico & 6 ¢ & 21 horas.

Em Strobilanthes callosus, o teor de estragol passa por grande variagdo, de
acordo com o estadio de desenvolvimento, sendo nulo apds a floragdo; e o teor de 24%
do estragol, presente no dleo essencial, ocorre antes da floracdo, o que altera
substancialmente o aroma da referida espécie (WEYERSTAHL et al., 1992). Nas
plantas de Ocimum basilicum, colhidas em plena floragdo, houve maior contetdo de
oleo essencial (BONNARDEAUX, 1992). Houve variagdes significativas no teor de
oleos essenciais e de seus constituintes durante o dia, sendo que o eugenol nao foi
detectado em um dos horarios de coleta realizados.

O horério de colheita genericamente recomendado na maioria das plantas medicinais
¢ o periodo da manha ou o final da tarde, pois fornece 6leo mais aromatico do que
quando efetuado nos hordrios mais quentes do dia (HERTWING, 1986). No caso de
Porophyllum ruderale, nio foi encontrado na bibliografia consultada nenhuma

pesquisa sobre o melhor horario de colheita.
BAETA et al. (1996) constataram em quatro espécies de Lamiaceae (Mentha

villosa, Ocimum americanum, Rosmarinus officinalis e Coleus barbatus),
variagdo no teor de fenois totais das folhas em trés épocas, mesmo mantendo o horario

de colheita.

1.7 Analise qualitativa do 6leo

A separacdo e a identificagdo do dleo essencial requerem técnicas e instrumentos
apropriados (COLINS, 1997).

Os componentes que normalmente formam os 6leos essenciais oferecem
algumas dificuldades de separacao e de identificagdo, devido a existéncia de diversos
compostos isoméricos ¢ da instabilidade de certos terpenos (RUDLOLEFF, 1974).

A cromatografia gasosa ¢ um dos métodos de separagdo e quantificagdo de
substancias componentes dos 6leos essenciais. Apesar do seu alto poder de
diferenciagdo, ¢ um método simples. Como os 6leos sdo suficientemente volateis, a

amostra ¢ somente solubilizada em solventes, antes de ser injetada no cromatografo. A



identificagdo dos compostos individuais pode ser realizada por meio da comparagdo do
tempo de retengdo relativo aamostra com padrdes (SIMOES & SPITZER, 1999). Ainda
na identificacdo utiliza-se a cromatografia gasosa acoplada aespectrometria de massa
(CG/EM), sendo esse 0 método mais indicado (WATERMAN, 1993). O espectrometro
de massas € o equipamento que bombardeia compostos com feixes de elétrons e registra
quantitativamente o resultado na forma de fragmentos idnicos positivos, sendo este
registro grafico denominado espectro de massas (SILVERSTEIN et al., 1981). O
espectro de massas geralmente indica a massa molecular e o padrdo de fragmentacdo. A
massa molecular informa a classe da substancia. O padrao de fragmentagdo pode ser
comparado com aqueles constantes do banco de dados de espectros de massas, que,
normalmente, é instalado no computador (SIMOES & SPITZER, 1999).

A identificagdo dos compostos individuais pode ser realizada por meio da
comparagdo do tempo de retenc@o relativo aamostra com padrdes, com vistas a ser mais
independente das variagdes do tempo de retengdo, em condigdes diferentes da medida;
foi introduzido o indice de Kovats, que relaciona o tempo de retengdo dos compostos ao
tempo de retengiio de uma série de hidrocarbonetos homélogos (SIMOES & SPITZER,
1999).

Realizou-se este trabalho com o objetivo de caracterizar a espécie Porophyllum

ruderale quanto a composigio de dleo extraido das folhas e botdes florais, quando
existentes; e quanto ao rendimento de 6leo e de tanino, em trés horarios (experimento 1)
e cinco épocas de colheita (experimento 2), visando encontrar o melhor horario e

diferenciar as épocas de colheita quanto a producao destas classes de compostos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtengao das plantas para as extracdes:

a)

b)

Primeiro experimento: a semeadura de Porophyllum ruderale foi realizada
em junho de 2000. As sementes foram obtidas de uma tnica planta, coletada
no campus da Universidade Federal de Vicosa. Utilizowse uma bandeja de
isopor composta por 128 células, em cada célula foram colocadas trés
sementes. O substrato utilizado foi terra. As mudas foram transplantadas em
Agosto de 2000, no Viveiro de Plantas Ormamentais da UFV, no
espacamento de 0,4 m entre linhas e plantas, totalizando 84 plantas. Na
adubagio, foi utilizado 0,5 L de hiumus por cova. As irrigacoes foram
realizadas quando necessario, além de capinas manuais periodicas quando a
presenca de invasoras tornava-se excessiva.

Segundo experimento: a semeadura foi realizada em Fevereiro de 2001, com
sementes obtidas da mesma planta-méae do primeiro experimento. Utilizowse
novamente o substrato de terra em bandeja de isopor composta por 128
células, em cada célula foram colocadas trés sementes. As mudas foram
transplantadas em Abril de 2001 nos vasos de 8 L, contendo terra e 30% de
hiimus, totalizando 40 plantas.

2.2 Coleta e preparo das amostras:

a)

b)

Primeiro experimento: realizou-se a coleta no periodo de floragao, quando
haviam botdes floras bem formados, & 7, 13 ¢ 18 horas. Na coleta, cortou-
se na base do caule, pouco acima do solo, as plantas que compunham cada
parcela, levando-as em seguida ao laboratdrio e procedendo a extragao de
6leo essencial, conforme descrito no item 2.3. Uma amostra das plantas foi
submetida a secagem, em sala com desumidificador, e depois triturada antes
da analise de tanino.

Segundo experimento: foram realizadas colheitas em cinco €pocas, no
intervalo quinzenal, iniciando a primeira coleta 30 dias ap6s o transplante.
Na coleta, cortaram-se na base do caule duas plantas por parcela, as quais
foram levadas em seguida ao laboratdrio visando aextracao de dleo
essencial. Uma amostra foi submetida a secagem, em sala com
desumidificador, e, depois de triturada, submetida aanalise de tanino. As
coletas foram realizadas & 7 horas da manha, conforme recomendado por

MARTINS et al. (1996).

32



2.3 Extracao do o6leo essencial

Na extracdo do 6leo essencial das folhas e botdes florais de Porophyllum
ruderale foi utilizado o apareho “Clevenger” modificado, adaptado a um baldo de
fundo redondo com capacidade de 1000 ml (SKRUBIS, 1982; MING et al., 1996).

O baldo de fundo redondo foi carregado com no maximo 100g da planta e 500
ml de agua destilada, em cada extragdo, iniciando-se o processo de hidrodestilagdo. O
tempo de extragdo foi 60 minutos.

Obtido o hidrolato (mistura de 4gua + dleo), procedewse aextragdo com
solvente organico pentano (3 x 30 ml), em funil de separagio agitado vigorosamente por
cerca de 10 segundos, repetindo-se a operacao cinco vezes. O 6leo solubilizou-se na
fase organica e descartou-se a fase aquosa. A fragdo organica obtida foi tratada com
sulfato de magnésio anidro para retirar a 4gua presente. Apos alguns minutos em
repouso, a solucao foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo a 40° C, até
reducdo expressiva do volume do solvente, de onde foi transferida para um frasco com
tampa rosqueada, devidamente tarado.

Apbs evaporagdo completa do solvente, o frasco foi pesado novamente,
calculando-se assim o rendimento de 6leo. Determinada a massa de 6leo obtida,
calculou-se a quantidade de 6leo em mg/100g de folha ou de botdo floral.

As amostras foram mantidas em geladeira até o momento da analise
cromatografica.

Posteriormente, procedeu-se aanalise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa para identificac@o dos constituintes do dleo essencial de

Porophyllum ruderale.

2.4. Extrac¢ao de tanino

O método adotado na determinagdo de tanino foi o preconizado pela AOAC
(Association of Official Analitical Chemists). Esse método se fundamentou na redugio
do acido fosfomolibidico — fosfotungistico pelos taninos em meio basico, produzindo
coloragdo azul-forte, que ¢ medida espectrofotometricamente no comprimento de onda
760 nm.

As analises foram realizadas no Laboratdrio de Nutricdo Mineral do Departamento
de Fitotecnia da UFV.

a) Extragdo de tanino (fendis totais): Na extracdo de tanino tomou-se 100 mg da

planta desidratada e triturada, submetendo a trés extragdes consecutivas com
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metanol (3 ml) a quente (aproximadamente a 62°C), sendo cada extragdo com
duragdo de 10 minutos. Os extratos resultantes foram pipetados e filtrados em
algodao, no baldo volumétrico, € o volume foi completado para 10 ml com
metanol.

b) Preparo da curva-padrdo: No preparo da curva-padrdo, foram adicionados em
tubos de ensaio: solugdo padrio de acido tanico (0; 0,2; 0,4; 1,6; 0,8 ¢ 1,0 ml),
7,5 ml de agua destilada, 0,5 ml do reagente Folin-Denis ¢ 1,0 ml de solucao
saturada de Na>CO3, diluindo-se a 10 ml com agua. Misturou-se bem e foi
determinada a absorvancia, depois de 30 minutos, em 760 nm, obtendo-se a
curva-padrdo com a absorvancia em fungdo de mg de acido tanico/ 100ml. A
concentragao da solugdo de acido tanico ¢ o modo de preparo dos reagentes
encontram-se no apéndice.

c) Leituraem espectrofotdmetro: As leituras das amostras foram feitas em
espectrofotometro de duplo feixe Hitachi U — 2000. Na preparacdo da amostra
destinada aleitura de absorvancia, pipetou-se 0,1 ml do extrato em tubo de
ensaio, ao qual foram adicionados 7,5 ml de agua destilada, 0,5 ml do reagente
Folin-Denis e 1 ml de solucgo saturada de carbonato de sodio, sendo completado
o volume de 10 ml com agua destilada. Apos adi¢do dos reagentes, esperou-se
30 minutos para leitura de absorvancia em 760 nm. Determinada, de acordo com
a curva-padrio, a concentracdo das amostras em mg de acido tanico/100ml, estas
foram convertidas em percentagem de tanino por 100 mg de amostra de planta

desidratada.

2.5 Analise Qualitativa do éleo essencial

A andlise qualitativa do 6leo foi realizada por cromatografia gasosa, utilizando o
aparelho Shimadzu GC-17 A.

Utilizowse a coluna cromatografica do tipo capilar SBP5 de silica fundida, com 30
m de comprimento, didmetro interno de 0,25 mm e filme de 0,25 mm. Utilizou-se
nitrogénio como gas carreador, na vazao de 1 ml/minuto.

As temperaturas foram 220°C no injetor ¢ 240°C no detector FID. A programagao
da temperatura da coluna durante as analises foi 60°C a 240°C, sendo acrescentados
3°C por minuto.

Utilizowse diclorometano como solvente das amostras que foram diluidas a 21500

ppm imediatamente antes da injecdo, de modo a evitar volatilizacdo excessiva do
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solvente, o que alteraria a concentracdo das amostras, dificultando a comparagio dos
cromatogramas obtidos. Injetou-se 1 YL de amostra.

Ap6s andlise dos cromatogramas, tomou-se amostra representativa, ou seja, que
continha o maior mimero de picos de constituintes do 6leo essencial, visando a
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) (ZECHINI
D’AULERIO et al., 1995).

Os espectros obtidos na CG-EM foram comparados com os existentes no banco de

dados do equipamento, procedendo-se aidentificagdo de alguns compostos da amostra.

2.6 Analise estatistica

Na interpretacdo dos dados de produgao de 6leo essencial e tanino realizaram-se
analises de variancia e regressao. A analise estatistica foi feita utilizando o programa

SAEG (Sistema para Analises Estatisticas e Genéticas).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento de oleo essencial

Verificou-se que o teor de 6leo essencial nas plantas foi influenciado
significativamente pelo horario e época de colheita, ocorrendo maior teor no periodo de
florac@o e nos horarios de 7 e 13 horas. De acordo com o modelo de regressao ajustado
para dleo essencial total, os dados, a partir de 60 dias apds o plantio, constam da figura
5. Nas tabelas 1 e 2 témr-se as médias dos contetdos de 6leo.

Quando se considerou a matéria fresca, ndo houve diferenga significativa entre a
colheita pela manha (7 horas) e aquela realizada no inicio da tarde (13 horas). No
entanto, a diferenca foi significativa quando a primeira colheita (7 horas) foi comparada
com aquela do fim da tarde (18 horas). Até o inicio da tarde, ndo foram detectadas
diferengas significativas entre os valores dos teores de 6leo na matéria fresca,
possivelmente porque as taxas de perda de turgescéncia (redugao de umidade) e de o6leo
por volatilizacdo, se equilibram. Entre a manha e o inicio da tarde permanece o
equilibrio entre estas taxas, pois ndo ocorrem diferencas significativas entre os
contetidos de dleo na matéria fresca. O desequilibrio nestas taxas foi detectado quando
se considerou o inicio da manha (7 horas) ¢ o final da tarde (18 horas), pois houve
redugdo significativa no contedo de 6leo na matéria fresca, ou seja, a perda de
turgescéncia € proporcionalmente inferior a perda de 6leo por volatilizacdo. Esta
variac8o durante o dia (teor de umidade maior de manh) se deu em fungdo do
desbalango entre a transpiracao e a absor¢ao de agua. Caso nao houvesse perda de 6leo
por wlatilizagdo durante o dia, ndo deveria haver variacao entre os horarios de colheita
para matéria fresca, resultado que concorda com o observado por MARTINS (1996); e,
vem confirmar a recomendagdo de alguns autores de que as plantas ricas em 6leo
essencial devem ser colhidas preferencialmente no periodo da manha, pois o periodo de
exposi¢do ao sol pode provocar perda quantitativa importante deste principio ativo do
vegetal (MARTINS, 1996).

A variacgo diurna no conteudo do 6leo essencial pode ocorrer ndo s6 em fungdo
de perdas por volatilizagdo, como também pelo catabolismo dos seus componentes

(ADAMS & HAGERMAN, 1977).

O oleo essencial de Porophyllum ruderale localiza-se em estruturas
glandulares superficiais (MONTEIRO, 1986), sendo estas fragilizadas pelo ambiente
que favoreceria sua volatilizagdo. Tal fato pode estar relacionado ao menor teor de 6leo

encontrado nas plantas colhidas & 18 horas. O dleo pode ter sido volatilizado durante o
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dia, em decorréncia do aumento da temperatura (MARTINS, 1996) e també m
catabolizado pela planta.

Tabela 1 — Valores médios do teor de dleo (mg/100 g) em Porophyllum ruderale, no
primeiro experimento conduzido no periodo de Junho a Outubro de 2000.

, Horarios
Orgao
Manha Meio-dia Tarde
(7 horas) (13 horas) (18 horas)
Folhas + Botoes 174 A 170 A 10,1 B

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste

de Tukey.

Tabela 2 - Valores médios do teor de 6leo (mg/100 g) em Porophyllum ruderale, no
segundo experimento conduzido no periodo de Fevereiro a Maio de 2001.

Epocas
Orgio
I I m v A%
(60 dias) (75 dias) (90 dias) (105 dias) (120 dias)
Folhas 13,8 75 23,1 10,6A 12,5A
Botdes _ _ _ 45,1A 23,0B
Total 13,8CD 7,5D 23,1BC 55.8A 35,6B

As médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade

pelo teste de Tukey.

Quando foi considerada a produgao total de 6leo (folha e botao floral),
ocorreram diferencas significativas entre as épocas de colheita. Ocorrendo 0 mesmo
entre as partes colhidas nas épocas IV (105 dias) e V (120 dias).

Verificou-se que nas plantas colhidas na época IV (105 dias), periodo de
floragao, houve maior teor de 6leo do que nas colhidas em outras épocas. Resultado que
concorda com o obtido por CORREA JUNIOR (1991), em trabalho realizado com
Melissa e Mentha; ressaltando que existem recomendagdes sobre a colheita das
plantas com finalidade de extragdo dos seus dleos essenciais em épocas proximas ou na
propria floragdo, pois € a época em que as plantas produzem maior quantidade de

principios ativos.
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Verificou-se também que na época IV (floragdo) foi maior o teor de 6leo nos
botdes florais do que nas folhas, nas quais o teor de 6leo diminuiu quando comparado
com a época anterior. A existéncia de diferenca no rendimento do 6leo entre as partes da
planta e a época de coleta pode ser indicativo de que na época de plena floracao, as
plantas realoquem parte do 6leo essencial existente para as sumidades floridas, o que
estaria dentro das expectativas, uma vez que, ao se comportar dessa forma, a planta
anual, como ¢é o caso de Porophyllum ruderale, estaria favorecendo sua perpetuagio;
levando em considerac@o que entre as fungdes dos dleos essenciais destaca-se a
protegdo contra herbivoros e a atracdo de insetos polinizadores (TAIZ & ZEIGER,

1991), fatos desejaveis que ocorram nos 6rgaos reprodutivos.

Teor de 6leo essencial total

60
|
y = -6.2384x° + 55.38x° -133.44x + 99.073 "

50 .
. R? = 0.9587 / \
30 / |
. d
N e

N

60 75 90 105 120

Teor de 6leo (mg/100g

Dias apds o plantio

Figura 5 — Estimativa de 6leo essencial total de couve -cravinho (Porophyllum ruderale),
no segundo experimento, no periodo de 23 de Margo a 22 de Maio de 2001,
em Vigosa — MG.

3.2 Rendimento de tanino (%)

Na figura 6, tem-se 0 modelo de regressdo ajustado para rendimento de tanino, a
partir de 60 dias apos o plantio.

Aos 120 dias de idade constatou-se maior teor de tanino (plena floragao),

resultado em concordancia can o encontrado por SA (1992), o qual observou maior

concentragdo de tanino em Bacharis myriocephala, no periodo de plena floragio,

concluindo que a quantidade de compostos quimicos produzidos esta relacionada com
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os periodos de vida do vegetal, havendo maior producio na época da floragdo, quando o
metabolismo torna-se mais intenso. O aumento do teor de tanino ao longo do
desenvolvimento da planta tem sido encontrado em muitas espécies de plantas perenes.
PEREIRA et al. (1996) estudaram tanino em Maytenus aquifolium,
classificando o teor de tanino em: alto (4,4%), médio (3,4%) e baixo (2,5%), utilizando
o método de analise espectrofotométrico da AOAC. Comparando os resultados deste
trabalho com os encontrados por PEREIRA et al. (1996), os rendimentos de taninos
podem ser considerados baixos nas épocas I (60 dias), IT (75 dias) e III (90 dias), e
médios nas épocas IV (105 dias) e V (120 dias), no periodo de Margo a Maio de 2001,
realizando-se a colheita & 7 horas da manha. Quanto aos teores de tanino analisados no
més de Outubro de 2000, em trés horarios de colheita, podem ser classificados como
médios na colheita realizada & 7 horas e altos nas colheitas realizadas & 13 e & 18

horas.

3.5 7

25 7

y = 0.0241x + 0.6522
R? = 0.9539

Teor (%)
N

1.5 1

0.5 1

60 75 90 105 120

Dias apo6s o plantio

Figura 6 — Estimativa do rendimento de tanino em Porophyllum ruderale no segundo
experimento, no periodo de 23 de Margo a 22 de Maio de 2001, em Vigosa —
MG.

Pela analise das tabelas 3 (experimento 1) e 4 (experimento 2), verificam-se o

horério e a época em que as folhas produziram mais tanino.
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Tabela 3 — Valores médios do teor de tanino (%) em Porophyllum ruderale,no primeiro
experimento conduzido no periodo de Junho a Outubro de 2000.

L Horarios
Orgao

7 horas 13 horas 18 horas
Folhas 41B 5,1 AB 58 A

Valores médios acompanhados de mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade

pelo teste de Tukey.

Verificou-se que na colheita das 18 horas o rendimento de tanino foi maior do

que na das 7 horas.

Tabela 4 - Valores médios do teor de tanino (%) em Porophyllum ruderale, no segundo
experimento conduzido no periodo de Fevereiro a Maio de 2001.

Epocas

Orgao I Il I v \Y4
(60 dias) (75 dias) (90 dias) (105 dias) (120 dias)

Folhas 20B 22B 3,1 AB 33A 36 A

Valores médios acompanhados de mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si, a 5%

de probabilidade pelo teste de Tukey.

O maior teor de tanino, dentro do periodo estudado, foi obtido aos 120 dias, na

fase de plena floragao.

3.3 Analise qualitativa do dleo

De acordo com o trabalho de PATITUCCI et al. (1995), ao utilizar coluna
cromatografica e condigdes de operacdo especificas, € possivel a separacao de
compostos terpénicos que possam existir num extrato vegetal, agrupando-os em classes,
conforme o tempo de retengdo de mono, sesqui, di ¢ triterpenos presentes no extrato. A
injecdo de padrdes mono-funcionalizados dessas classes de terpenos permitiu a
determinagdo dos tempos de retenco para cada classe, que foram: monoterpenos — 4 a
12 minutos; sesquiterpenos — 12 a 19 minutos; diterpenos 19 a 27 minutos; e triterpenos

27 a 42 minutos.
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Utilizando a mesma metodologia, pode -se notar que o dleo essencial de
Porophyllum ruderale contém mistura complexa, constituida basicamente por
monoterpenos (Figuras 7 e 8).

Na Figura 7, encontramse os cromatogramas de 6le o essencial colhido de
Porophyllum ruderale, no inicio da floragdo, no més de Outubro de 2000, & 7, 13 e 18
horas. Pela analise dos espectros obtidos pela CG-EM, e comparagao com os existentes
no banco de dados do equipamento, puderam ser identificados os compostos
encontrados na tabela 5.

Nao se observou diferenca entre os cromatogramas dos trés horarios de colheita,
podendo-se inferir que o dleo essencial originado de plantas coletadas na época de plena

floragdo, extraido de folhas + botdes florais, nd o variou quanto asua composicao.
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Tabela 5 — Compostos identificados no 6leo essencial das folhas e botdes florais de
Porophyllum ruderale, colhidos & 7, 13 e 18 horas em Outubro de 2000.

Pico Composto TR 7 horas 13 horas 18 horas
(min) ,
Area (%)
1 NI 8,99 4,00 _ 3,80
2 Acido 5 12,96 3 3 1,96
cianopentandico*®
3 Decanal 21,35 B B 1,59
4 p-toli-propeno™ 21,57 5,03 3,38 245
5 Sabinocetona* 21,77 26,47 31,75 28,41
6 terpin -4-of* 2239 3,09 2,27 1,69
7 Cuminaldeido* 2437 6,26 7,40 8,12
8 decan- 1-of* 25,58 B _ 2,28
9 Cuminol* 26,70 743 9,54 5,75
10 trans-caran-2-ol* 28,04 2,70 585 4,73
11 NI 28,83 4,11 4,57 5,94
12 Felandral* 30,24 1,92 2,13 3,20
13 NI 3091 1,58 3,29 2,15
14 NI 33,67 3.94 6,03 6,23
15 NI 34,03 _ _ 1,91
16 NI 35,82 3,90 6,09 4,56
17 NI 36,11 _ _ 3,63
18 NI 3833 2,82 4,06 321
19 NI 40,06 7,11 2,81 5,71
20 NI 40,38 4,73 2,89 2,70
NI = Nao-identificado Ausente TR = Tempo de Retencdo

* compostos identificados na espécie pela I* vez



Figura 7 — Cromatogramas de 6leo essencial extraido das folhas e botdes florais de
Porophyllum ruderale, cultivado em Vigosa — MG, em Julho de 2000,
colhidos & 7 (A), 13 (B) e 18 horas (C).
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Na Figura 8, encontram-se os cromatogramas de 6leo essencial das folhas de
Porophyllum ruderale colhido nos meses de Margo a Maio de 2001, & 7 horas, cujos
compostos identificados encontrantse na tabela 6.

Na Figura 9, encontram-se os cromatogramas de 6leo essencial dos botdes florais
de Porophyllum ruderale colhido nos meses de Marco a Maio de 2001, & 7 horas, cujos
compostos identificados encontramse na tabela 7.

Observou-se diferenca entre os cromatogramas referentes & cinco épocas de
colheita. A partir dos 90 dias apds a emergéncia (DAE), o teor de monoterpenos
(compostos 1 a 7) aumentou significativamente nas folhas e botdes florais de
Porophyllum ruderale. No 6leo essencial extraido aos 120 DAE percebe-se também o
aumento dos compostos 14, 15, 16 ¢ 17. Sendo o composto 15 alqueno e os compostos
14, 15 e 17 provavelmente sesquiterpenos, de acordo com o trabalho de PATITUCCI et
al. (1995). Nas épocas III (90 dias), IV (105 dias) e V (120 dias) o constituinte
majoritario foi 3-felandreno.



Tabela 6 — Compostos identific12ados no 6leo essencial das folhas de Porophyllum
ruderale, colhidas 2 7 horas, aos 60, 75, 90, 105 e 120 dias apos a
emergéncia, em Maio de 2001.

Pico Composto TR (min) Area (%)
60 75 90 105 120

1 O-pineno 12,137 _ _ 6,00 6,24 7,92
2 [3-pineno* 12,900 _ _ 3,60 2,49 321
3 o-felandreno* 13,814 _ _ 2,09 _ B
4 B-felandreno* 14,136 _ _ 3592 43,69 5647
5 (2)- B-ocimeno* 14,802 _ . 2,26 5,17 6,67
6 Terpinen4-ol* 21,383 B B B 046 044
7 Sabinacetona* 21,809 B B 9,12 2,87 1,22
8 Acetato de fendrila* 23,494 B B 2,99 0,92 0,38
9 Cuminaldeido* 24419 _ _ 2,78 _ _
10 Decan-1-of* 25,628 _ 19,18 3,20 0,38 _
11 Cuminol* 26,748 _ _ 3,13 _ _
12 S-metil-undec- 1-eno* 28,084 _ B 2,88 _ _
13 NI 28,879 _ _ 3,09 _ _
14 NI 30,310 _ _ 2,62 3,08 0,99
15 Alqueno 33,713 _ 10,14 428 9,19 332
16 NI 35,629 _ _ 2,36 _ _
17 NI 35,862 18,76 1534 424 9,77 3,12
18 NI 35,901 _ _ 244 _ _
19 NI 38354 _ _ 3,50 1,58 0,91
20 Hexadec-1-eno* 39971 6,73 B B B B
21 Hexadecano* 40,281 B B 1,16 _ _
22 Longipinenoepdxido™* 40,406 _ _ 2,82 0,44 0,31
23 Benzoato de benzila* 47,228 4,11 _ _ _ _
24 Octadec-1-eno* 47,810 7,98 B B B B
25 . . . . . . .
26 . . . . . . .
27 Heptadecanal 54919 6,07 B _ _ _
28 Octadecanal* 58,950 14,04 547 _ _
29 Alqueno 61,500 3,04 _ _ _
30 Alqueno 70,307 18,08 _ _ _

NI = Nao-identificado Ausente TR = Tempo de Retengdo

* Ftalato (contaminante) * compostos identificados na espécie pela 1" vez
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Figura 8 — Cromatogramas de 6leo essencial extraido das folhas de Porophyllum
ruderale, cultivado em Vigosa — MG, em Fevereiro de 2001, colhidas & 7
horas, aos 60 (A), 75 (B), 90 (C), 105 (D) e 120 (E) dias apo6s o plantio.
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Tabela 7 — Compostos identificados no 6leo essencial dos botoes florais de
Porophyllum ruderale, colhidos as 7 horas, aos 105 e 120 dias apos a
emergéncia, em Maio de 2001.

. . Area (%)
Pico Composto TR (min)
105 120
1 O-pineno 12,137 12,41 6,27
2 [3-pineno* 12,900 3,78 1,58
3 o-felandreno* 13,814 0,12 0,06
4 [-felandreno* 14,136 62,01 44,56
5 (2)- B-ocimeno* 14,802 7,99 9,55
6 Terpinen-4-ol* 21,383 1,04 1,63
7 Sabinacetona* 21,809 0,49 1,08
8 Acetato de fendrila* 23,494 0,37 0,87
9 Cuminaldeido™* 24419 _ 0,06
10 Decan-1-of* 25,628 0,31 1,09
11 Cuminol* 26,748 _ _
12 5-metil-undec- 1-eno* 28,084 _ _
13 NI 28,879 _ _
14 NI 30,310 0,33 344
15 Alqueno 33,713 0,79 9,31
16 NI 35,629 _ _
17 NI 35,862 0,79 9,69
18 NI 35,901 _ _
19 NI 38354 _ _
20 Hexadec-1-eno* 39971 _ _
21 Hexadecano* 40,281 _ _
22 Longipinenoepoxido* 40,406 0,07 0,30
23 Benzoato de benzila* 47228 B B
24 Octadec-1-eno* 47,810 _ _
25 . . . .
26 . . . .
27 Heptadecanal 54919 _ _
28 Octadecanal* 58,950 _ _
29 Alqueno 61,500 _ _
30 Alqueno 70,307 _ _
NI = Nao identificado Ausente TR = Tempo de Retengao

* Ftalato (contaminante) * compostos identificados na espécie pela I* vez



Figura 9 — Cromatogramas de 6leo essencial extraido dos botdes florais de Porophyllum
ruderale, cultivado em Vigosa — MG, em Fevereiro de 2001, colhidos as 7
horas, aos 105 (A) e 120 (B) dias apo6s o plantio.
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4. CONCLUSOES

4.1 Oleo

- O melhor horario de colheita é o inicio da manha ou o inicio da tarde;

- Ha grande perda de dleo a partir das 13 horas;

- O teor de dleo essencial total (folhas e botdes florais) foi maior no periodo entre
105 a 120 dias apds o plantio;

- As inflorescéncias proporcionam maior contetido de dleo essencial do que as
folhas;

- O dleo essencial constitui-se de mistura complexa, formada principalmente por
compostos monoterpénicos;

- De junho a outubro, o componente majoritario do 6leo essencial foi a
sabinocetona;

- De fevereiro a maio, o componente majoritario do 6leo essencial, no periodo de

90 a 120 dias apds o plantio, foi o [-felandreno.

4.2 Tanino

- O melhor horario de colheita € o final da tarde;
- O teor de tanino € maior no estadio reprodutivo em plena floragdo, aos 120 dias

apos o plantio.
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APENDICE

1 — Modo de preparo dos reagentes utilizados na analise do rendimento de tanino em

Porophyllum rurerale:

a)

b)

Folin-Denis: foram adicionados em 75 ml de agua, 10g de tungstato de sédio,
2g de acido fosfomolibidico e 5 ml de acido fosforico. A mistura foi
refluxada por duas horas, e, apos resfriamento a temperatura ambiente,

completowse o volume para 100 ml;

Solucao saturada de carbonato de sodio: adicionaramr-se 35 g de Na,COs
anidro em 100 ml de 4gua destilada, dissolvido a 70-80°C. Deixou-se resfriar
por toda a noite e, entdo, a solugdo saturada com cristais de Na,CO3.10 H,O
foi filtrada;

Solucdo padrao de acido tanico: foram dissolvidos 25 mg de acido tanico em
250 ml de agua destilada. Em cada determinagdo da curva-padrio preparou-

se solugdo-padrio de 4cido tanico fresca.
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2 - Clima

O clima de Vigosa, segundo a classificagdo de Kppen, ¢ do tipo Cwa, com umidade
relativa média do ar de 80%, temperatura média anual de 21°C e precipitacdo anual
média de 1341m.

As caracteristicas do clima nestes periodos se encontram na tabela abaixo:

Tabela 1 - Caracteristicas do clima de Vigosa no periodo de Junho a Outubro de 2000 ¢

Fevereiro a Maio de 2001.
Temperatura (°C) UR IM
PT ET
Més  Miima Média  Méxima (mm) oz (mm) - (horas)

Junho 10,620 16,179 24,790 0,480 87,200 2,727 8,107
Julho 11,363 15,669 22,653 0,453 86,967 2,503 5426
Agosto 11,387 17,612 25,597 0,637 84,608 4,071 6,590
Setembro 15,503 18,941 24393 2,763 87,583 2,753 4,367
Outubro 17,050 22,432 29810 2,223 73,567 4,390 6,229
Fevereiro 19,518 10,389 32425 1,664 73,866 4,275 8,175
Marcgo 18,226 9,666 30,106 4,748 80419 3,155 7,297
Abril 16,950 9,362 29,860 1,120 77,650 3,197 8,610
Maio 14933 20,567 25,553 1,600 76,667 4,600 11,200

PT — Precipitagdo Total, UR — Umidade Relativa, ET — Evaporaggo Total, IM— Insolagdo Média.

3 - Solo

O solo do primeiro experimento foi analisado no Departamento de Solos da
Universidade Federal de Vigosa. Os resultados do sob do final do experimento estio

apresentados no quadro abaixo.

Quadro 1 - Analise quimica do solo

pH p K Na Ca'™ Mg Al H+ Al
0 mg/dm’ cmoly/dm’
75 37,6 209 - 6,46 0,78 0,00 0,00

PeK — extrator Melich 1;

Ca, Mg e Al — extrator KCI 1 mol/L;

H + AL — extrator acetato de calcio 0,5 mol/L. — pH 7,0.

Anélise realizada pelo laboratério de Analises Quimicas do Solo, do Departamento de Solos

da UFV.
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4 — Analises de variancia
Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia das variaveis: altura (ALT), nimero de
folhas (NF) e nimero de nés (NN) em Porophyllum ruderale, no periodo

de 23 de Marco a 22 de Maio de 2001.

FV GL Quadrados médios
ALT NF NN
Blocos 3,875 0,398 4,047
Epocas 4 190,321** 27,742%* 11,811%*
Residuo 8 13,242 1378,674 0,704
CV (%) 4087 15,49 7,052

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 3 — Resumo da analise de variancia do conteuido de dleo essencial em
Porophyllum ruderale, no primeiro experimento realizado de Junho a

Outubro de 2000.
FV GL Quadrados médios
Horarios 2 98,286*
Blocos 6 36,936
Residuo 12 18,508
CV% 35,0

* significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 4 — Resumo da analise de variancia do conteudo de 6leo essencial em
Porophyllum ruderale, no segundo experimento realizado ¢ Fevereiro a

Maio de 2001.
FV GL Quadrados médios
Epocas 4 1104,825%*
Blocos 2 17,668
Residuo 8 21910
CV% 17,218

** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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Tabela 5 — Resumo da analise de varidncia dos dados de tanino em relagdo aos horarios
de colheita (primeiro experimento), no ensaio realizado em Porophyllum
ruderale, no periodo de Junho a Outubro de 2000.

FV GL Quadrado médio
Blocos 6 1,087
Horario de colheita 2 5,108%*
Residuo 12 0,652

CV% 16,065

** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 6 - Resumo da analise de varidncia dos dados de tanino em relagdo as épocas de
colheita (segundo experimento) no ensaio realizado em Porophyllum
ruderale, no periodo de Fevereiro a Maio de 2001.

FV GL Quadrado médio
Blocos 2 0,066
Epocas de colheita 4 1,025%
Residuo 8 0,252

CV% 17,819

* significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
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