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CAPITULO 1
Introducdo geral

1. A historia dos aromas e plantas medicinais

Desde os tempos mais remotos 0 homem faz uscad@aplmedicinais para o tratamento e
combate a enfermidades. Lietava (1992) sugere queesenca de flores em sepulturas de
Neandertais (60.000 a.C) é devida ndo somentet@a de sepultamento mas sim, ao potencial
terapéutico dessas plantas. A analise dos poleestificou espécies de interesse medicinal como
Ephedra altissimacom acédo estimulante no sistema nervoso ceidlilea sp. Com atividade
antiinflamatoria eCentaurea solstitiali€om acdo antiséptica. A pratica do uso de plgpdaa o
tratamento de enfermidades também € utilizada @elmsais, os chimpazés por exemplo, comem
as folhas inteiras d&spilia spp, Asteraceae, para combater vermes intesttahgatica € chamada

hoje de zoofarmacognosia (Newton & Nishida 199@efket al. 2005, Raman & Kandula 2008).

No Egito, por volta de 1550 a.C. surge um dos grimseescritos sobre plantas medicinais,
chamado de Papiro Ebers, assim denominado porasuidr Georg Ebers, no qual séo descritos
cerca de 700 drogas (de origem animal e vegethl) f@&mulas e 150 espécies vegetais tais como
acacia, mamonabsinto, tamara e figo (Kremers & Urdang 1976,8u2009) que eram utilizadas
como medicamentos e cosmeéticos.

Todo esse conhecimento estava associado as plaetdisinais e entre elas as plantas
aromaticas, a partir das quais, surgiram os pegume

A origem da palavra perfume vem da palavra lgbe@fumungue significa atravepér) da
fumaca fumun), conhecido hoje como incenso. Muito utilizadoapéins religiosos, os egipcios
acreditavam que através da fumaca aromatica obieédaueima de madeiras odoriferas, seus
pedidos e oracfes chegariam mais rapido. Os insesramn utilizados também em cerimbnias de
purificacdo e limpeza, pois acreditavam que os neap§itos que traziam doencas eram repelidos
pela fumaca aromatica. Existiam muitas formulas papreparo dos incensos e a mais conhecida &
o kyphique além de incenso, era utilizada também comfoirpere medicamento. Sua férmula é

guardada até hoje e alguns componentes preserdeslg@@ano, mirra, henna, canela, menta,
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acafrdo, uva e mel. Hoje, os incensos sao utilzgoy diversas religides como o Cristianismo,
Budismo, Hinduismo, Islamismo, entre outras (P\&0Q66, Altintg 2010).

O uso de oleos aromaticos era muito comum, tant gmbalsamar os mortos como 0 uso
no dia a dia (Hughes 1956). Nefertiti (1380 — 13%E.) e Cleodpatra (69 — 30 a.C.) eram
apreciadoras das esséncias naturais, e produziam poprias formulas para uso cosmeético.
Cledpatra se banhava com esséncias aromaticasiadsete de rosas (Ashcar 2007, Altinta
2010).

Na Grécia, o filosofo Alcmedn (535 a.C.) foi o peimp a caracterizar a saude como
equilibrio no corpo de qualidades opostas: frikenge; imido e seco; doce e amargo; a doenca era
o reflexo do predominio de uma destas qualidadggdrhtes, o pai da medicina, usou como base
as teorias de Alcméon para firmar a teoria dosrquatmores, bile negra correspondente ao baco;
fleugma ao cérebro; bile amarela ao figado e saoguespondente ao coragéo, e acreditava que o
organismo tinha a capacidade de curar a si pr@&ogee a doenca era um desequilibrio entre o ser e
a natureza, hipotese também defendida pela medieid&ional chinesa. O tratamento empregado
por Hipdcrates era a cura pelo semelhante aplicandstancias toxicas em pequenas quantidades,
sendo este, o principio da homeopatia (Kremers @ablg 1976; Higby 2000; Dias, 2005).

Aristoteles em 335 a.C. funda em Atenas a escotzul.i que dedica seus estudos
principalmente as ciéncias naturais. Alexandrerande, durante as suas conquistas por todo o
local que passava, coletava sementes e plantaseevawa para o Liceu. Teofrasto (300 a.C.),
discipulo de Aristoteles, foi o pai da botanica. Eeus dois livrosDe Historia Plantarume De
Causis PlantarumTeofrasto classifica as plantas de acordo coipoode folha, raiz e semente e
discute o uso de plantas medicinais na regido d&n#t¢o até a india (Cowen & Helfani988,
Bueno 2009).

A obra médica mais famosa foi matéria médica deséfindes publicada no ano 78 d.C.
Cirurgido do exército de Nero, percorreu uma bogepaa regido mediterranea anotando e

recolhendo informagdes de plantas medicinais. A&,dbe Materia Medicafoi traduzida para o
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inglés sendo dividida em cinco partes: livro | -emaéticos, 6leos, pomadas e arvores; livro Il —
criaturas vivas, leite e produtos lacteos, cereasvas; livro Ill — raizes, sucos e ervas; liwo-
ervas e raizes; livro V — vinhas, vinhos, minénwetalicos e continha informacdes como, descricdo
da droga, uso, efeitos, coleta e enraizamento (Kre& Urdang 1976, Higby 2000).

No império Romano o consumo de aromas era intamn, a criagcdo de rotas comercias
para a Arabia, India e China (périplo do mar déés), a comercializacdo de matérias primas
perfumadas foi estimulada. No século | foram condasica. de 3000 t de olibano e 500 t de mirra.
Em dias de jogos romanos, o perfume era utilizaddado das piras para amenizar o cheiro de
sangue das batalhas (Pybus 2006, Castal 2009).

Galeno (170 d.C.) médico particular do ImperadomBoo Marco Aurélio retoma a teoria
dos quatro humores de Hipocrates mas a sua forroarde® contraria a de Hipdcrates que curava o
todo para atingir a fase afetada, Galeno trataaaparfase afetada por exemplo: febre — antifebril;
dor — analgésico, sendo esse o precursor da aoffatemers & Urdang 1976, Newman 1999,
Higby 2000, Hulse 2004).

Abu Ali-Husain Ibn Abdalah Ibn Sina, conhecido coAwicenna (980 — 1037) foi o maior
fildsofo Islamico, com grande interesse pela qumitsica, astronomia, filosofia e matematica.
Acreditando na teoria dos humores (Afshar 2011)cétwna reane em sua principal obra médica
Céanon, os conhecimentos de Teofrasto e Dioscoridesentanto, sua principal descoberta foi a
movimentacdo de fluidos sem a necessidade de i@wpuisecanica, a capilaridade. Com a
capilaridade nasce a destilagdo e assim, Avicerimai® 6leo essencial de rosas dando origem a
agua de rosas (Dias 2005, Ashcar 2007). A partend@&o, a técnica de destilacédo foi empregada em
larga escala para a extracéo de 6leos volateiladeap.

Na Idade Média, uma figura marcante para a histfaiaiéncia e medicina foi o médico
Paracelso (1493 — 1541). Ele afirmava que todasilastancias eram venenosas, e que a dose certa
diferencia um veneno de um remédio, empregando pétaeira vez a relacdo dose/resposta

utilizada até hoje em farmacologia. Na medicinaeiiu compostos minerais como sal, enxofre, e
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mercurio e acreditava que Deus escolhia simplesopsspara ensinar a terapia correta e que o
conhecimento popular era melhor do que os encadnads obras de Galeno e Avicena (Prioreschi
2006, Gallo 2008).

Durante o periodo da Renascenca (Xlll — XVII) Catide Médici parte de Florenca para a
Franca a fim de se casar com Henrique Il. Juntaravana de Catarina, esta o seu perfumista
particular o italiano Renato Bianco. Na Franca,afaa se instala em Grasse, entdo capital do
curtume, que mais tarde € conhecida como a capitgderfume (Pybus 2006). Em 1714 outro
perfumista italiano, Giovanni Maria Farina (Jeanrigldarina), cria a primeira agua de colbnia
tendo na composicdo 6leos de bergamota, lavandecena Napoledo Bonaparte, imperador da
Franca entre 1804 e 1814, tornou-se garoto propagda agua de colonia, feita exclusivamente
para ele, que continha notas de liméo, bergamieterjra, cedro e sandalo e que estava presente em
todas as suas batalhas durante as guerras Napale§Rybus 2006, Ashcar 2007).

Segundo Dias e Silva (1996) a classificacdo dagdrecias engloba um total de 14 grupos,
organizados segundo a volatilidade de seus compemetitrica (liméo), lavanda, ervas (horteld),
aldeidica, verde (jacinto), frutas (péssego), ffo(msmim), especiarias (cravo), madeira (sangalo)
couro (resina de vidoeiro), animal (algalia), altars ambar (incenso) e baunilha. A nota superior,
ou cabeca do perfume, é a parte mais volatil dfuper a que detectamos nos primeiros 15
minutos, o coracao do perfume, ou nota do meiopére intermediaria do perfume, que leva de
trés a quatro horas para ser percebida. A notartiofcorresponde aos fixadores, é a parte menos
volatil e demora cerca de cinco horas para serepata. A diferenca entre o perfume e a agua de
coldnia, esta na proporcéo de esséncia e properngémagua e etanol.

Como visto, as fragrancias fazem parte da culturaama ha milhares de anos. Primeiro
através dos incensos e 0leos dedicados aos Denaisstarde os perfumes, sendo um privilégio
apenas dos mais favorecidos.

As fragrancias eram oriundas de matéria prima ad@etizes, resinas, sementes) e animal.

Com o passar do tempo e 0s avancos nas técnieadrdedo e os avangos da quimica organica, foi
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possivel, através da sintese quimica, diversifisafragrancias dos perfumes (Harder & Oelkers
1993).

A primeira geracdo dos aromas sintéticos (187445 fbi marcada pela sintese das mais
importantes categorias primarias de fragranciasocanvanilina, cumarina, acetato de linalila,
acetato de benzila, musc cetona, acetaldeidodetitaicool, fenilacetaldeidos, nerolidol, farnesol
alcool cinamila, entre outros. Na década de trddaséculo XX, foi criado um grande numero
familias de perfumes comiougére composta por lavanda, geranio e coumarinas caias rie
carvalho e salicilato; oriental: citrico, vanilinbeliotropina e labdanuntchypre citrus e notas
amadeiradas com oOleo de patchouli; e aldeidicalfloomposto por jasmim, rosglang ylang
metil ionona. Este ultimo tem como principal reprgante o Chanel n°5.

Os aromas quimicos da segunda geracdo (1945 — %$é@5narcados por variacdes nas
familias tradicionais como o verde floral;, carae@io por uma pronunciada nota verde com
hexenol e fenilacetaldeido; e outras subfamiliascldere. A terceira geracdo (1975 — atual) é
marcada pela identificacdo de componentes minm#té&@través do uso de equipamentos como a

cromatografia a gas e espectrometro de massasgiHa@elkers 1993).
2. Vias de formacéao dos produtos naturais nos veiges

Os compostos com propriedades medicinais e aramsaséo oriundos do metabolismo
vegetal que, didaticamente é dividido em duas paptemario e secundario.

O metabolismo primario esta intrinsecamente ligadarescimento e desenvolvimento do
vegetal. Os carboidratos, oriundos da fotossint&® matérias-primas para a sintese de uma série
de moléculas como aminoacidos, lipidios, proteénasidos nucléicos (Majetowicz 2008). Segundo
Gottliebet al. (1996), os metabdlitos primarios sdo fornecedoeemdtéria-prima e energia para a

formacéo dos metabdlitos secundarios (Figura 1).
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Figura 1. Principais rotas biossintéticas do mdisino secundario e suas associa¢des ao

metabolismo primario (Taiz & Zeiger 2004 — moditica.

Os metabdlitos secundarios desempenham funcdegimas importantes para a
sobrevivéncia e adaptacdo da planta ao meio ambiBfgs sdo mensageiros da informacao por
possuirem polaridade, pequena massa molecular, viggiacurta, reatividade quimica, ocorréncia
esporadica e grande potencial antioxidante (Gbttlieal. 1996). A riqueza destes metabdlitos pode
ser explicada, em parte, pelo simples fato dasgdaméo se locomoverem necessitando assim de
defesas quimicas contra acées do meio ambiente anidwis (Gottlieb 1990, Harborne 1993,
Carvalhoet al.2006).

Segundo Figueiredet al. (2008) para definir os metabdlitos secundarioedayvlevar em
consideracdo que: ndo tem implicacédo direta nccionesto e desenvolvimento das plantas; séao
sintetizados a partir dos metabdlitos primariosy tistribuicdo restrita e limitada a certos géneros

espécies; podem mostrar toxicidade, frequentementediferentes sitios de producdo e acumulo;
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podem ser acumulados nos vacuolos de forma glazsibu em estruturas secretoras especiais tais
como dutos, tricomas e canais laticiferos.

A seguir sdo descritos alguns metabalitos:

Compostos nitrogenados sao formados a partir admsoacidos. Fazem parte deste grupo
os alcaldides (coniina, morfina, cafeina, cocainaeeoutros), os glicosideos cianogénicos, 0s
glucosinolatos e os aminoacidos ndo protéicos @ranavanina (Haslam 2001).

Os compostos fendlicos apresentam uma grande idisdes de estruturas contendo pelo
menos um anel aromatico no qual ao menos um hidiog& substituido por um grupamento
hidroxila, podendo ser formado a partir de duaasiotia acido chiquimico e via acido malénico
(Figura 1). Apresentam importantes propriedade®dgicas que contribuem para o odor, o sabor e
a coloracdo dos vegetais. Alguns exemplos dessseclado: ligndides, taninos, flavonoides,
fenilpropandides, entre outros (Carva#ial. 2003).

Um importante grupo de substancias do metabolisevnirglario, com grande interesse

econdmico sdo os 6leos volateis, ou também chantsdokeos essenciais.
2.1 Oleos volateis

Os Oleos volateis sado produtos obtidos de matéinaap vegetal por processo fisico
(destilacéo por arraste com vapor de agua, dembilagpressao reduzida ou outro método adequado)
podendo apresentar-se isoladamente ou em mistiN®IGA 2007). S&o misturas complexas de
substancias lipofilicas, geralmente odoriferagj@das, soliveis em solventes organicos (Bruneton
2001, Bakkaliet al. 2008). Sua composi¢cdo quimica pode ser formadaésrde duas origens
biossintéticas distintas, a partir de derivadosfet@lpropandides via acido chiquimico e de
terpendides (Sangwaat al. 2001).

Os fenilpropandides, sdo compostos com uma cad&aal de trés atomos de carbono
derivados de acidos aminados aromaticos, provessiatd via do acido chiquimico. Este, por sua
vez, € formado a partir da condensacdo do fosfpegowhto e da eritrose-4-fosfato. O acido

chiguimico é responsavel pela formacdo dos acido&micos ep-cumarico que, através de
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reducoes, oxidacdes e ciclizacdes, formam os alipropenilbenzenos, aldeidos aromaticos e
cumarinas. Na Figura 2 estdo exemplificados algemdpropandides. O safrol, componente
majoritario do 6leo volatil de sassafr&agsafras albidujre o eugenol componente majoritario do
cravo Syzygium aromaticunsao exemplos de alilbenzenos; os propenilbenzessifio
representados pelo isosafrol presentelasminum officinale anetol principal componente do 6leo
volatil do anis-estreladdlijcium verun); o cinamaldeido, um aldeido aromatico, esta pteseo
0leo da casca da canel@ifnamomum zeylanicyme a cumarinalfipteryx odorata (Dewick

2009).

e /J

7N CHO
e g
MeO =
\ OH [ M m
Lidle O 8]

safrol eugenol isosafrol anetol cinamaldeido cumaring

Figura 2. Exemplos de fenilpropanéides

Os terpenos representam uma grande classe detgsodaturais com cerca de 25.000
estruturas identificadas em plantas superiores gBevet al. 2008, Wink 2010). A biossintese dos
terpenos foi dividida por Bowshet al. (2008) em quatro estagios sendo eles:

1° estagio: producédo das unidades basicas de carbonos, o difosfato de isopentenila
(IPP) e difosfato de dimetilalila (DMAPP); para tianha dois caminhos possiveis um é através do
acido mevalbnico (via do mevalonato — MVA), e orout através da rota desoxixilulose fosfato
(DXP) também chamada de via do metil eritritol &sf- MEP (Figura 3). Animais e fungos
sintetizam IPP apenas através da via do acido mwicale em vegetais superiores e eubacterias ele
€ produzido simultaneamente nas duas rotas, ma®mpartimentos celulares diferentes (Bouvier
et al. 2005, Aharonkt al. 2006). A via DXP ocorre nos plastidios e séo falosgprincipalmente os

monoterpenos, diterpenos e tetraterpenos, enqgaeta via MVA, as reagdes ocorrem no citosol
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formando pricipalmente sesquiterpenos e triterpgboslarevaet al. 2004, Bowsheet al. 2008,
Dewick 2010, Phillips & Concepciéon 2010);

2° estagio: condensacdo de IPP e DMAPP por prandterases; os terpenos sao
sintetizados da condensacédo do IPP e seu isoméoo &IMAPP. A adicdo sequencial cabeca-
cauda de unidades de IPP com DMAPP forma o difosfatgeranila (GPP) e difosfato de farnesila
(FPP), sendo aceito que a formacédo do GPP ocosr@lastidios e do FPP no citosol. Esses dois
componentes sao precursores dos mono- e sesquisrpespectivamente (Figura 3);

3° estagio: conversdo de precursores pelas teptaiases; as enzimas terpenos sintetases
ou ciclases, convertem os terpenoides precurs@B®,(FPP) nos grupos basicos, os mono- e
sesquiterpenos. Elas sdo uma grande familia denasziclassificadas de acordo com o grupo
terpenoidico que elas formam como, monoterpenetsisg e sesquiterpeno sintetase e responsaveis
pela introducdo de uma consideravel variacdo es#lutle esqueletos de carbono nesta fase da
biossintese; e

4° estagio: diversidade estrutural; os terpengmieduzidos pela acdo das sintetases podem
ainda ser modificados pela acdo de uma variedadsnzienas como; hidrolases, desidrogenases,

redutases, glicosil e metiltransferases.
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MVA MEP
Piruvato Gliceraldeido 3-fosfato
2x Acetil Co-A DXP

Acido mevalénico

4-fosfato-2-C-metil-D-eritritol

Difosfato de isopentenila (IPP) Difosfato de isopentenila (IPP)

\ J

IPP isomerase

C-5 Difosfato de dimetilalila (DMAPP) Isopreno
IPP
plastidios
C-10 Difosfato de geranila (GPP) Monoterpeno
IPP
citosol
C-15 Difosfato de farnesila (FPP) Sesquiterpeno

Figura 3. 1° e 2° estagios da biossintese de tespeAsquema Owen & Pefiuelas (2005)

modificado.
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A classificacdo dos terpenos se baseia no numermid@des isoprénicas: monoterpenos
(C10, 2 unidades), sesquiterpenogs@ unidades), diterpenos A4 unidades), sesterpenos{®
unidades), triterpenos £6, 6 unidades) e tetraterpenos,d@ unidades) sendo os monoterpenos e
sesquiterpenos os terpenos mais frequentes emuakdsis (Mahmoud & Croteau 2002).

Os monoterpenos (Figura 4) podem ser classificddogcordo com a ciclizacéo: aciclicos
(mirceno, linalol, geraniol), monociclicos (alfagigeol, terpinoleno), e biciclicos (alfa-pineno,
tujona, canfora, fenchona), ou através do grupoifumal: hidrocarbonetos insaturados (limoneno),
alcoois (mentol), aldeidos (citral), cetonas (car)p lactonas (nepetalactona) e tropolonas (gama-
tujaplicina). Os sesquiterpenos (Figura 5) séosilaados de acordo com a ciclizacdo sendo:
aciclicos (farnesol, nerolidol), monociclicos (aciabscisico, gama bisaboleno) e biciclicos (beta-

selineno, beta-cariofileno) (Bruneton 2001, Sim&e3pitzer 2003).

TRk

linalol terpinoleno a-pineno canfora
0
0
OH v
0
limoneno mentol mentona nepetalactona

Figura 4. Exemplos de monoterpenos (Simdes & Spi2e3, adaptado).
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RN A
HOCH; // \
OH
farnesol nerolidol y-bisaboleno
acido abscisico B-selineno B-cariofileno

Figura 5. Exemplos de sesquiterpenos (Simbes &&p003, adaptado).

2.2 Ocorréncia dos 6leos volateis nos vegetais

A presenca de Oleos volateis em gimnospermas esp&gimas monocotiledéneas é rara, ja
em angiospermas eudicotiledéneas ha uma abundaecidamilias ricas em oOleos volateis
destacando-se Lauraceae, Piperaceae, RutaceagachAai Rosaceae, Pinaceae, Apiaceae,
Myristicaceae, Laminaceae e Myrtaceae.

Os oOleos volateis podem ocorrer em estruturas edigadas, como células parenquimaticas
diferenciadas (Lauraceae, Myrtaceae, PiperaceaxeRe), em tricomas glandulares (Lamiaceae)
ou canais oleiferos (Apiaceae e Asteraceae). Bldsrp também estar estocados em certos 0rgaos,
como flores (laranjeira), folhas (louro, melissacaipto), cascas do caule (canelas), madeira (pau-
rosa), rizomas (gengibre), frutos (anis-estrelanlo)sementes (noz-noscada) (Metcalfe & Chalk

1950, Bruneton 2001, Simdes & Spitzer 2003, Faegd. 2005, Coutinheet al. 2006).
2.3 Métodos de extracao

As metodologias empregadas para a extracdo de vbieis dependem da localizagéo do
0leo na planta, bem como da qualidade do 6leo guieseja obter. Dentre os métodos de extracéo
existentes, podemos destacar:
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Enfloracdo(enfleurage) é utilizada para a obtencdo de &depétialas de flores que contém
baixo teor de 6leo e alto valor comercial. Essaité&cconsiste em depositar as pétalas de flores em
gordura, até o esgotamento das mesmas as quaigeadas até a saturacdo da gordura. Apos a
saturacao, a gordura é tratada com alcool o qdak@lado a baixa temperatura obtendo assim um
produto puro, livre de residuos, com alto valor earial (Guenther 1960, Oliveira & Jose 2007).

Solventes organicoaitilizando o aparelho soxhlet, porém nesse métiel@xtracdo sao

extraidos também outros compostos lipofilicos, pastracéo é feita com solventes apolares sendo
0s produtos obtidos de baixo valor comercial dedgwesenca de compostos nao desejaveis.

Prensagem ou espress@ouma técnica empregada para a extracdo de oOtdawis de

pericarpos de frutos citricos no qual jatos de agxercem uma acdo abrasiva no pericarpo
rompendo as células secretoras, apos centrifugagdleo se separa da fase aquosa (Simdes &
Spitzer 2003).

Fluido supercriticoempregado industrialmente, € um método eficidatextracdo de 6leos

volateis, devido a qualidade do 6leo obtido, lideesolvente, porém apresenta um custo elevado e
outros compostos como esteroides, carotenoidesvenibides também podem ser extraidos. Em
uma camara fechada, o €® submetido a um aumento de presséo e tempegtima do seu
ponto critico, por isso é chamado de supercritiesta forma, ele atinge um estado intermediario
entre o liquido e o gasoso podendo agir como stdveko final da extracdo, a temperatura e
presséo voltam ao estado critico transformando g €d©gas novamente e obtendo o Oleo volatil
livre de solventes (Maudt al. 1996, Carrilhcet al. 2001).

Arraste a vapoe hidrodestilacdcdo técnicas que possuem 0 mesmo principio, arrast

oleo volatil através de vapor, sendo que a diferesgtd na maneira em que o material vegetal é
preparado. No arraste a vapor, o material vegetal fita em contato com a agua, em estado
liquido, e geralmente é utilizado em escala ingalstda hidrodestilacdo, o material vegetal fica em
contato com a agua, em estado liquido, e os Olet#eis por serem imisciveis em agua e

possuirem pressao de vapor mais elevado, sdo aglwaspela agua. Essa técnica é a mais
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empregada em laboratorio utilizando-se o aparethtipd Clevenger (Santed al. 2004, Pincet al.
2006, Kelen & Tepe 2008).

2.4 FuncOes dos oleos volateis nos vegetais

Os dleos volateis presentes nas plantas desempehimgdes fisiologicas e ecoldgicas
especificas. Componentes volateis das flores caegnal,geraniol, linalol, isoeugenol, 1,8-cineal,
sd0 0s principais responsaveis pela atracdo e tagém de polinizadores (Harborne 2001,
Gershenzon & Dudareva 2007); compostos como 1gbtircanfora, isotujona e-tujona agem
como inibidores de germinagdo. Os compostos presems Oleos volateis podem agir também na
protecdo contra predadores, com@-@cimeno, epodxido de cariofileno e espatulenol gée
repelentes de formiga cortadeira de folhas por dinpm o crescimento dos fungos utilizados na
sua alimentacdo, o mentol e a mentona sao iniledde crescimento de larvas, e certos
himendpteros que sequestrame (-pinenos deéPinus sylvestrigpara protegerem as suas larvas do
ataque de formigas (Kelsey al. 1984, Harborne 1993)Arabidopsis thalianaguando exposta ao
monoterpeng3-ocimeno, causa aumento na transcricdo de genelefdsa ocasionando maior
resisténcia contra seu predadsothytis cineregMaffei 2010).

Schiestl (2010) fez uma compilacédo de dados retfer@os volateis e sua relacao evolutiva
com insetos e chegou a conclusdo de que os moentergxercem principalmente um papel de
defesa enquanto que os aromaticos (benzaldeidgsnel, fenilacetaldehido) exercem mais atragao
aos polinizadores.

2.5 Fatores de variabilidade dos 0Oleos volateis

A composicao dos 0leos volateis em plantas, ajksaer determinada geneticamente, pode
sofrer alteracdes em decorréncia do ambiente envigaen sendo essas alteragcbes chamadas de
fatores de variabilidade. A existéncia de quimimipou “racas quimicas”, € frequente em plantas
com oOleos volateis. O tomilhoTllymus vulgaris)na Europa, por exemplo, apresenta sete

guimiotipos diferentes, sendo encontrados seis iQtipps na Franca que apresentam como
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constituintes majoritarios timol, carvacrol, gewnilinalol, a-terpineol, trans-4-tuianol e cis-8-
mircenol e um na Espanha, rico em cineol (Thomgtai. 2003, Kaloustiaret al. 2005). Andrade
et al. (2008) relatam a presenca de sete quimiotiposetifes enmPiper marginatumda floresta
amazonicalippia albacoletada no Par& apresentou trés quimiotiposedifes, o quimiotipo | rico
em 1,8-cineol, limoneno, carvona e sabineno, ertquane o quimiotipo Il € rico em limoneno,
carvona e mirceno e o quimitipo lll, rico em germe®o-D, geranial, neral & cariofileno (Zoghbi
et al.1998).

A fase fisiolégica de uma planta também pode altara&aomposicdo quimica de Oleos
volateis como em coentr&@@riandrum sativurp onde o teor de linalol € 50% maior nos frutos
maduros em relacdo aos frutos verdes (Bruneton)2®h guacatongaCasearia sylvestr)s
recomenda-se a coleta das folhas no periodo geeesl# a floracéo, por apresentar maior teor de
oleo volatil (Castellaniet al. 2006). Mirjanaet al. (2004) verificaram queSatureja cuneifolia
apresenta alteracdes na proporcdo dos componemtéea carvacrol, limoneno @pineno nas
diferentes fases de desenvolvimento. Bafsamita major o conteudo total de Oleos atinge valores
maximos no periodo que antecede o pico de floragin,que variacdes significativas na proporcao
dos componentes do 6leo tenham sido encontrad#aitéBst al. 2000).

Além da presenca de quimiotipos e da interferédoi@iclo vegetativo, fatores ambientais
tais como, concentracdo de £@mosférico, temperatura, irradiancia, fotoperjodkgime de
ventos e micronutrientes presentes no solo, tamé@oncapazes de influenciar a composicéo
guimica de Oleos volateis presentes nas plantaséByn 2001). Vurret al. (2009) observaram
aumento no teor de timol e carvacrol e diminuic&@ ndono e sesquiterpenos em plantas de
tomilhos cultivadas sob elevada concentracdo dg d@@osfeérico. Silvaet al. (1999) observaram
um aumento no teor de eugenol em folhasDdanum gratissimunmo periodo entre 11h e 14h,
sugerindo a influéncia da luz solar na producaceugenol desta espécie. Sayerial. (2010)
observaram variacdo sazonal da rota biossintétcaedquiterpenos oxigenados &accharis

microdonta durante o periodo de um ano.
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3. A familia Asteraceae — objeto de estudo

Considerada uma das maiores familias de AngiosperAsderaceae € distribuida em 1535
géneros e 23.000 espécies, apresentando distoboignopolita com representantes em todos o0s
continentes, exceto no Antartico. Possuem habitédwe desde pequenas ervas e arbustos até
arvores contudo, o porte herbaceo e arbustivo s&oais frequentes (Bremer 1994).

Segundo Di Stast al. (2002), dentre as espécies vegetais de interasgetaico, a familia
Asteraceae pode ser considerada uma das mais anfest dado o grande numero de plantas
pertencentes a ela que sdo usadas popularmentermedicamentos. Nesse contexto, devem ser
ressaltadas algumas espécies de interesse mediaisatomoVernonia polyanthesempregada
como diurética e nos casos de bronquiehyrocline satureioidegmpregada para problemas
gastricos e colicasCalendula officinalisantiinflamatéria e cicatrizanteAchillea millefolium
analgésica, dentre outras.

Muitas sdo produtoras de 6leos volateis cdaocharis(Carreira 2007, Laget al2008),
Lichnophora( Curadoet al2006, Reiset al2010), Artemisia(Perez-Alonsat al. 2003, Chericoni

et al.2004, Vermaet al.2010, 2011) e Matricaria recutita(Baghalianet al.2011).

3.1 As espécies do presente estudo

Dentre as inUmeras espécies de Asteraceae parasenfe trabalho foram selecionadas
duas:Sphagneticola trilobatgor ocorrer em dois diferentes biomas do EstadSatePaulo e ser
de facil cultivo, ePorophyllum ruderalgor possuir duas subespécies muito semelhantesamnas
ocorréncia e odor distinto.

Em estudos de levantamento floristigo trilobatae P. ruderaleocorrem nos mais variados
biomas brasileiros, como Mata Atlantica (Moraesvi&nteiro 2006, Souza 2007, Ferreghal.
2009, Pastoret al. 2012), Cerrado (Mantovani & Martins 1993, Almeielaal. 2005, Ritteret al
2010) e Amazonia (Silva 2008), sendo chamadas,&dambe espécies invasoras por serem de facil
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multiplicacéo e se adaptar as diferentes condigéesnbiente.

Sphagneticola trilobataPruski € uma erva perene, estolonifera, com raciimglricos e
vinaceos. Apresenta indumento com tricomas tectefes glandular. As folhas sé&o sésseis, 3-
lobadas, com lamina ovada a elipitica membrana@a&senta capitulos solitarios com as flores do
raio e disco amarelas (Souza 2007). Com amplakdigtéo ocorre desde o México e Antilhas até o
Sul da Argentina e naturalizada ao leste da Auatrislalasia e Ilhas do Pacifico (Pruski 1996).

No Brasil com ocorréncia em todos os Estados, éemda popularmente como vedélia e
tem como sinomimia®Vedelia trilobada, Wedelia paludogMondin & Bringel Jr 2013). Na
medicina popular € muito utilizada contra gripessfriados, dores de cabeca, febre, infeccbes e
patologias respiratoria (Aget al. 2008, Maldiniet al 2009, Meenat al. 2011). Estudos quimicos
com extratos vegetais identificaram flavondidesd@ caurendicos e luteolina com atividade
hipoglicemiante e analgésica (Bohimaenal. 1981, Blocket al. 1998, Brescianet al. 2004).
Carvalhoet al. (2001) isolaram de extratos de flores, dois acidasrenoicos, estigmasterol,
glicosideos de estigmasterol, sitosterol e éstdegwados do acido oleandlico. A composicao
guimica dos o6leos volateis (Figura 6) é predomeraente de monoterpenos (Craveital. 1993,

Silvaet al.2012).

o-pineno  p-pineno o—felandreno  limoneno

Figura 6. Estruturas quimicas dos monoterpenodife@aos no 6leo
volatil deS. trilobata.
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Jonhson (1969) revisando o génBarophyllumtribo Heleniae descreveu 27 espécies, entre
elasPorophyllum ruderaleCass. O género tem como caracteristica, capitstdides, papus com
cerdas escabras e folhas bem desenvolvidas. Deaattigifibuicdo ocorrendo desde o sul dos
Estados Unidos, ao sul do Peru, norte da Argertisal do Brasil. Especula-se que o centro de
distribuicdo do género ocorreu no México no periblilmceno (25 a 5 milhdes de anos atras).

Porophyllum ruderalé€Cass € uma erva anual, de ramos angulosos, glabotisas simples,
alternas, lamina ovada com apice arredondado eemsrgrenadas com glandulas translucidas.
Apresenta capitulos discdides, pedunculados, camtdas involucrais, seriadas com glandulas
translicidas. Flores vermelhas, monoclinas. Cipseégras, cilindricas, 8,0 — 9,0 mm comp. Com
papus de 8,5 a 9,0 mm com cerdas creme, livrea.dsgecie possui duas subespé&esuderale
(Jacq.) Casssubsp.macrocephalum(DC.) R.R. Johnson @. ruderale (Jacq.) Cass. subsp.
ruderale que de acordo com Johnson (1969) a subespraiocephalumapresenta cipsela
pubescentes maiores que 10 mm (Figura 7A). Paubespécieuderale, as cipselas sdo mais
curtas e com papus maiores que as cipselas (FigBja Outra caracteristica atribuida as
subespécies foi observada durante o trabalho. #r mhr terceiro par de folhas de plantulas, a
subespéciemacrocephalumapresenta glandulas de oOleos na margem e lamiiar, fessa
caracteristica se mantém até o inicio da faseuti@dacdo quando o tamanho das folhas € reduzido
e as glandulas de Oleo estdo presentes soment@margens foliar. Na subespéaiederale, do

primeiro ao ultimo par de folhas, as glandulasekiéalizadas apenas nas margens da folha.

Papus

Cipsel&

Figura 7. Frutos do tipo cipsela Berophylum ruderaldJacq.)

CassA: macrocephalumB: ruderale
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P. ruderale conhecida popularmente como arnica € utilizadereamente no tratamento de
ferimentos, escoriacdes, traumatismos e contusdesrn(zi & Matos 2008). A composicao quimica
dos O6leos volateis foi estudada por diversos asit@endo constituida principalmente de
monoterpenos sabineno, limonenp-kelandreno (Loayzat al. 1999, Bezerrat al. 2002, Fonseca

et al. 2006).
3.2 Locais de estudo

Para o desenvolvimento do presente estudo foramiseaddas duas areas, no Estado de Sao
Paulo, administradas pelo Instituto de Botanic&®eserva Biologica e Estacdo Experimental de
Mogi-Guacu [MGC], em Mogi-Guacu, area de CerradoReserva Biologica do Alto da Serra de
Paranapiacaba [PARN], em Santo André, area de Mtfatica. Além destas localidades, S.
trilobata e P. ruderalferam cultivados no Instituto de Botéanica [IBt] argue compreende o Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga, um remanesceMatdeAtlantica na cidade de Séo Paulo.

O bioma de Cerrado é o segundo maior bioma bnasilecupando cerca de 21% do
territério nacional, ficando atras apenas da Amaz{#0%). O clima é tropical com duas estacdes
bem definidas: seca no inverno e chuvosa no vé&B&@éber 2009). Segundo Coutinho (1978) o
Cerrado apresenta trés fisionomias distintas: goeatre (campo limpo), a savanica (campo sujo,
campo cerrado e cerrado propriamente dito) e &dtal (cerraddo). Os solos sédo profundos,
porosos, consistindo de uma mistura de areia éaapm baixa retencdo de agua e pobre em
nutrientes (Godoy & Felippe 1992).

Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogigluesta localizada no Distrito de
Martinho Prado Junior, Mogi-Guacu (22°18'S e 47¥W)'é composta por duas areas: gleba “A”,
coberta por vegetacédo de Cerrado, e a gleba “Bierta por mata ciliar (De Vuoret al. 1982).
Compreende uma area de ca. 340 ha com temperauwabhde 27°C e precipitacdo meédia anual de
1177 mm (Mantovani 1987).

O Bioma Mata Atlantica é constituido por matas itrajs pluviais que vao desde as

planicies litoraneas até altitudes préximas a 20000 qual se estende desde o Rio Grande do
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Norte até o Rio Grande do Sul. E uma floresta tappmbrofila, densa, sempre verde (Coutinho
2009). Inicialmente, a Mata Atlantica cobria cetleal5% do territorio brasileiro, aproximadamente
1.300.000 Krfi, mas devido a exploracdo desordenada por varéasids, atualmente restam menos
de 7% (Capobianco 2001). Em Séao Paulo, restam n@nd2% de cobertura florestal (INPE &
Fundacdo SOS Mata Atlantica 2006).

Em 1909, Hermann von Ireng, entdo diretor do MuBaulista, adquire com reservas
préprias uma area de mata primitiva na qual fonwda de “Estacdo Biologica do Alto da Serra”
local preservado até hoje e mantido pelo Instidgdotanica (Lopes & Kirizawa 2009). Hoje o
local é a Reserva Bioldgica do Alto da Serra dexaiacaba, uma unidade de Conservacao de
Mata Atlantica. Clima tropical de altitude, mesaot@o superumido. A temperatura anual com
baixa amplitude térmica variando entre 15 e 22°@reeipitacdo de 3300 mm. N&o ha periodo de
seca, € mais chuvoso no verdo e menos chuvosvam(Gutjahr & Tavares 2009).

O Instituto de Botanica esta inserido ao Parquadtst das Fontes do Ipiranga (PEFI). Um
remanescente de Mata Atlantica em meio a uma ateasamente urbanizada. Esta localizado na
parte sudeste do municipio de Sao Paulo, fazendsadtom o municipio de Diadema. O PEFI
apresenta uma area total de 526,38 ha, com tempenaedia anual de 19°C e precipitacdo de
1540 mm (Fernandex al. 2002).

A precipitacdo € um dado que chama bastante atemgfie os locais estudados. Em
Paranapiacaba a precipitacdo chega a ser trés nesegjue em Mogi-Guacgu e duas vezes mais
gue o Instituto de Botanica. Ja a temperatura m@vem Mogi-Guacu é bem superior que as
demais areas.

Tendo em vista as diferentes caracteristicas doBieates, a influéncia de fatores
ambientais na composi¢cdo quimica das plantas etengal econémico dos Oleos volateis, o
objetivo geral deste estudo foi analisar o rendimencomposi¢cdo quimica dos Oleos volateis de
Sphagneticola trilobat& duas subespécies®erophyllum ruderale

O trabalho foi dividido em capitulos, abordando iagraspectos que influenciam a
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composicao do oOleo volatil. Os Capitulos de 2 aatdam a variacao entre populacdes e atividade
antifangica, variacdo diuturna e influéncia da afem enriquecida com GQha composicao
guimica dos Oleos volateis & trilobata No Capitulo 5, é estudada a variacdo da compmsica
guimica das subespécies Be ruderaledurante o ciclo de desenvolvimento em dois locks

cultivo.
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Composicdo quimica dos oleos voldteis de S. trilobata em diferventes biomas

Resumo
Sphagneticola trilobatgdAsteraceae) popularmente conhecida como vedéfimiiéo utilizada na
medicina popular. A origem geografica, caracterdstido solo e diferencas climaticas influenciam
guantitativamente e/ou qualitativamente a composigéimica de Oleos volateis. O presente
trabalho analisou a composi¢do quimica e atividad#lingica dos 6Oleos volateis & trilobata
coletada em dois biomas do Estado de S&o Paule: phmulacdes de Mata Atlantica uma nativa
(Paranapiacaba [PARN]) e outra cultivada (Instig@dBotanica [IBt]) e uma populacdo de Cerrado
(Mogi-Guacu [MGC]), durante dois anos. Partes aédeafolhas frescas foram hidrodestiladas em
aparelho do tipo Clevenger durante quatro horaslemfoi analisado por CG/EM. A composicéo
quimica dos 6leos voléateis obtidos nas trés loadéd foi quantitativamente distinta. Os principais
componentes foram-pineno (8,2 — 30,0%}-pineno (2,9 — 47,3%)-felandreno (3,3 — 31,0%),
limoneno (2,6 — 16,2%)3-cariofileno (1,3 — 14,4%) e germacreno D (2,6 -0%. A atividade
antifangica foi determinada pelo método de bioattfig direta frente aos fung@adosporium
cladosporioides C. sphaerospermuni\s amostras dos 6leos de PARN foram as maissafiieate
aos fungos testados.

Palavras-chave atividade antifingica, 6leo essencial, variagimaal Wedelia
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Abstract
Sphagneticola trilobatg§Asteraceae) commonly known @sdélig is widely used in folk medicine.
The geographical origin, soil characteristics ahohate differences may influence quantitatively
and/or qualitatively the chemical composition obesgtial oils. The present work analysed the
composition and antifungal activity of the volatidds from S. trilobatacollected at two biomes
from Sao Paulo state: two populations from Atlarflain Forest one native (Paranapiacaba
[PARN]) and other cultivated (Instituto de Botanigdt]) and one from the Brazilian Cerrado
(Mogi-Guagu [MGC]), during two years. Fresh aenmarts were hydrodistilledn a Clevenger
apparatus during four hours and the oil was andlygeGC/MS. The chemical composition of the
volatile oils obtained from these three locatiorsswguantitatively distinct. The main components
were:a-pinene (8,2 — 30,0%p-pinene (2,9 — 47,3%y-phellandrene (3,3 — 31,0%), limonene (2,6
— 16,2%),B-cariofilene (1,3 — 14,4%) and germacrene D (2]2;0%). The antifungal activity was
determined by the bioautography with the fungGfadosporium cladosporioidesand C.
sphaerospermunT.he sample oils from PARN were more active agdimstfungi tested.

Keywords: antifungal activity, essential oil, seasonal &aan, Wedelia
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Introducao

Sphagneticola trilobata(L.) Pruski (Asteraceae) € uma planta herbacea eonpla
distribuicéo, ocorrendo desde o México e Antilh#sa@aSul da Argentina e naturalizada ao leste da
Australia, Malasia e Ilhas do Pacifico (Pruski 1996

No Brasil, ocorre em todas as regides, € conhgmgalarmente como vedélia (Mondin &
Bringel Jr 2010) e muito utilizada na medicina dapweontra gripes, resfriados, dores de cabeca,
febre, infeccdes e patologias respiratoria (Agral 2008, Maldiniet al. 2009, Meenat al. 2011,
Balekaret al 2012). Diferentes compostos foram isolados arpaot extrato de folhas, ramos e
raiz, como luteolina, acidos caurendicos, lactosesquiterpénicas do tipo eudesmano e tiofeno
(Bohlmannet al1981, Ferreira 1994, Bresciagti al. 2000, Liet al. 2007, Govindappat al. 2011,
Meenaet al2011). Alem destes constituintes, estudos realz@ado Craveiret al. (1993), Liet al.
(2012) e Silvaet al (2012) identificaram monoterpenos como comporeptedominantes na
composicdo quimica do 6leo volatil.

A composicdo quimica dos 6leos volateis pode setutada quali-e / ou quantitativamente
por fatores externos tais como o clima e qualidkxlsolo (Vuureret al. 2007). A exposicao a estes
fatores exdégenos durante um longo periodo podeanléeexpressao dos genes responsaveis pela
biossintese de compostos volateis, levando ao cpameto de ecoétipos ou quimiotipos na mesma
espécie de planta (Barra 2009). Assim, o estudeadabilidade quimica dentro dos 6leos volateis
de S. trilobataé uma abordagem importante para a aplicacdo pakeramercial deste recurso
natural. Neste sentido, este estudo teve comoiwbjehalisar a composi¢cao quimica e a atividade
antifingica de 6leos volateis @& trilobatacoletada em dois diferentes biomas do estado de Sao
Paulo: duas populacbes da Mata Atlantica (Instiliet@otanica e Paranapiacaba) e uma de Cerrado

(Mogi-Guagu) durante dois anos.
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Material e métodos
Material vegetal
Foram coletadas as partes aéreas de individuosSpiegneticola trilobata

provenientes de trés localidades: Nucleo de PesqlésFisiologia e Bioquimica do Instituto de
Botanica, Sao Paulo, SP (23°38’S e 46°37'W) cujmkviduos foram adquiridos no viveiro Meio
Ambiente Viveiro Florestal e plantados em cantemwedindo ca. 3,40 x 0,75 m, tendo como
substrato terra proveniente de Mata Atlantica (RiglB); Reserva Biologica do Alto da Serra de
Paranapiacaba (23°46’S e 46°18'W), ambos do bioenddta Atlantica (Figura 1C), e Reserva
Ecolégica e Estacdo Experimental de Mogi-Guacul@& e 47°11'W) (Figura 1D). Exsicatas
foram identificadas pela Dr. Inés Cordeiro e dejpdsis no Herbario Cientifico do Estado “Maria

Eneyda P. K. Fidalgo” (SP) do Instituto de Botargoan o numero do coletor: Raggi 25 (Instituto

de Botanica), Raggi 17 (Paranapiacaba) e Nascimi@&¢Mogi-Guacu).

Figura 1.A) Mapa do Estado de S&o Paulo (Fonte: Google Mapdisando os locais de coleta. Marcacdo
em vermelho (Instituto de Boténica) e verde (Pai@mtaba) correspondem as coletas realizadas n@abiom
Mata Atlantica, marcacao em amarelo correspondeoato de coleta no bioma Cerrado (Mogi-Guagy).

D) Fotos dos locais de coletB) Instituto de BotanicaC) Reserva Biologica do Alto da Serra de
Paranapiacab®) Reserva Ecoldgica e Estacado Experimental de MogieG.
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Extracdo e identificagéo de 6leos volateis

As coletas foram realizadas por volta das 10:3fohapice de cada estacdo do ano, durante
0s anos de 2009, 2010 e 2011, iniciando-se nonovee 2009. O material fresco coletado, 600 g
de partes aéreas, foi separado em trés partesgelada em freezer a -22 °C para posterior
extracdo. A extracdo do Oleo volétil foi realizamar hidrodestilagdo em processo continuo com
aparelho do tipo Clevenger, por 4 horas, em tr@getighes (Farmacopéia 2001). O o6leo foi
separado com pentano e secado com sulfato de adidim. O pentano foi eliminado com o auxilio
de um evaporador rotatério a temperatura ambiesne,sala climatizada. O 6leo obtido foi
armazenado em frasco com tampa, em freezer £ @ara posterior analise.

O rendimento de cada Oleo foi calculado a partimdssa fresca de material vegetal. Os
Oleos volateis extraidos foram diluidos em acethd@ (v:v) e 1 uL de cada amostra diluida foi
analisadopor cromatografia em fase gasosa acoplada a espettia de massas (CG-EM),
utilizando-se cromatégrafo a gas Agilent (serie 88acoplado a espectrdbmetro de massas
quadrupolo (5973), com coluna capilar HP 5-MS (3& ;25 mm de diametro interno, com 0,25
um de espessura), operando a 70 eV. As temperatarimgetor e do detector foram de 2%D. A
programacéo da temperatura do forno foi de 40 CLpoin, 40 a 246C a 3°C min* e 240°C por
10 min com tempo total de analise de 77,6 minizatido hélio como gas de arraste (1 mL Hn
O indice de retencédo (IR) foi calculado em colufa34MS, utilizando uma série homéloga de n-
alcanos (g a Gyo) submetidas as mesmas condi¢cdes de analise cigndiata. A identificacdo dos
compostos foi feita por comparagéo entre os espede massas obtidos com aqueles registrados

na base de dados da biblioteca Willey 275 e Ad2037).
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Atividade antifungica frente a Cladosporium sphaerospermurPenzig eC. cladosporioides

(Fresen.) G.A. de Vries

A atividade antifungica foi determinada atravésna&todo de bioautografia direta com os
fungos Cladosporium sphaerospermuf@CIBt 491)e C. cladosporioide¢CCIBt 140) segundo
Homans & Fuchs (1970). No ensaio inicial foram @gados 10 pL correspondendo a 2@Pde
cada amostra, em placas de silica gel Mergks§0omo suportepara detectar a atividade do 6leo.
As placas foram borrifadas com uma suspens&o ddiosr{> 2x16 conidios.m[*) em solucéo de
sais e glicose (6:1) e incubadas por 48h em cadmaida a 25 °C. Para o controle positivo foi
utilizado o antifungico sintético Nistatina e tim@&l ug). A atividade antifungica é detectada pelo
aparecimento de manchas claras sobre o fundo edoucoescimento micelial. Para as amostras
que apresentaram forte atividade com 2@0de Oleo, foi determinado o limite de deteccao

utilizando 200, 100, 50, 25 e 19 de 6leo. Todos os ensaios foram realizados esrépaticoes.

Analise estatistica

Foi utilizada andlise de variancia unidirecionaN@VA) e aplicado o teste Tukey a 5% de
probabilidade. Para o calculo dos teores dos Oletdteis, os dados foram transformados em

logio(X+1) onde x se refere ao célculo da area em %.
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Resultados e discussao

Os dados de temperatura, madxima e minima, pracgot e umidade relativa do ar
registrados no Instituto de Botanica (IBt), ReseBialdgica do Alto da Serra de Paranapiacaba
(PARN) e Reserva Ecoldgica e Estacdo Experimemaidgi-Guacu (MGC), entre o periodo de
agosto/2009 a agosto/2011 sdo mostrados na Figura 2

As médias das temperaturas, maxima e minima, deNPA& SP sdo em torno de 25°C e
18°C, respectivamente. Na regido de Paranapiacabecgpitacdo anual foi de 2400 mm, em SP
2050 mm e 1300 mm em MGC. No periodo de 1976 a a0®@dia anual da precipitacdo na area
do Instituto de Boténica foi de 1540 mm e a tentpesavariou entre 15°C e 22°C (Santos &
Funari, 2002). Dados histéricos de precipitacd@mbem Paranapiacaba no periodo de 1969 a 1998
registraram 4400 mm no ano mais chuvoso (1976) % 2@dm no ano menos chuvoso (1984)
segundo Gutjahr & Tavares (2009). E possivel olasgue em MGC ha maior amplitude térmica
guando comparado com as outras duas localidadbsaeestacbes bem definidas; uma quente e
chuvosa e outra mais fria e seca (Figura 2. Cactaristica tipica de area de cerrado (Mantovani &
Martins 1993).

Na Figura 3 s&o mostrados os dados de rendimemtgf massa fresca) dos 6leos volateis
de partes aéreas d& trilobata coletadas em trés locais distintos. De acordo csmdados
apresentados foi possivel observar que as planéasidas em cultivo no Instituto de Boténica
produziram maior quantidade de Oleo volatil queioarsignificativamente entre as coletas
(0,28mg.g" de massa fresca no inverno do ano | a 2,44 nowkéno I1). Essa variacdo pode ser
em funcdo da temperatura, pois foi observado que @@umento da temperatura ha aumento do
Oleo e sua diminuig&o ocasiona diminui¢gdo no rerdim exceto para a coleta de outono do ano |
(Figura 2. A e Figura 3). ERaranapiacab@mbora os rendimentos ndo apresentassem diferenca
significativa, nos periodos de inverno a producédko volatil também foi menor, 0,50 a 0,55

mg.g* MF dos anos | e |I, respectivamente. Em MGC ndove@umento no rendimento dos 6leos
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volateis em decorréncia do aumento de temperatasa no inverno os menores rendimento foram

obtidos.
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Figura 2. Média da temperatura maxima e minimadade relativa do ar e
precipitacdo total mensal dos locais de coletditite do Boténica (A);

Paranapapiacaba (B) e Mogi-Guacu (Gf(. més tacd-onte: Estacdo
Meteoroldgica do IAG/USP (A); Somar (B); e Estaddeteoroldgica da

International Paper (C).
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Os rendimentos dos Oleos volateis de partes aéle8s trilobata coletadas em PARN e
MGC foram mais constantes quando comparados conEl8AF?PARN o menor rendimento obtido
foi de 0,49 mg.g na primavera do ano Il e o maior foi de 0,86 rifgu@ outono do ano.IEm
MGC os rendimentos variaram de 0,77 riigra coleta de inverno do ano | a 1,42 rigm

primavera do ano Il (Figura 3).

3,0 1
= |Bt PARN === MGC

2,5 1

b

bcd
2,0 -

1,5 A

1,0 A

Rendimento (mg.g! MF)

0,5 A

0,0

INVI ‘ PRII ‘ VERI ‘ OUTI‘ INV ‘ PRI ‘ VER ‘ ouT ‘

ANOI ‘ ANOII ‘

Figura 3. Rendimento médio (md.gle massa fresca) dos 6leos volateis
de partes aéreas &e trilobatacoletadas em dois biomas: Mata Atlantica
(IBt e PARN) e Cerrado (MGC). Letras iguais ndoedifn entre si
(p<0,05) ; as barras representam o desvio padrgmarte de uma das
amostras foi perdida durante o processo de secagem.

Em Minas Gerais, o0 cultivo de&. trilobata apresentou resultados diferentes dos
demonstrados neste trabalho, onde o maior rendnfenbbtido no inverno e o0 menor no veréao
(Silva et al. 2012). Segundo Franz & Novak (2010) a formacao @ess volateis em plantas é
altamente dependente das condi¢Bes climaticas comprimento do dia, irradiancia, temperatura
e disponibilidade de agua. Figueireetoal. (2008) relata que € 6bvia a diminui¢cdo na produigio
volateis em plantas em meses com menor intensidadgnosa e temperatura (inverno)

provavelmente isso pode estar relacionado a atleidatossintética das plantas. Por outro lado
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Carreira (2007) obteve maior rendimento de O6lecatitole Baccharis trimerano periodo de
inverno em area de Cerrado (menor temperaturacgpjiegdo). O rendimento dos Oleos volateis de
manjericdo Ocimum basilicum Salvia africana-caeruleae Tetradernia riparia também foram
maiores no inverno (Hussa@t al. 2008, Kamatowt al. 2008, Gazirret al. 2010) portanto, ndo sé
intensidade luminosa e a temperatura influencigeoode 6leos volateis em plantas.

Os componentes dos 6leos volateis de partes agecastrilobatacoletada em diferentes
regides (duas regides de Mata Atlantica — SP e PARNuma de Cerrado — MGC) do estado de
S&o Paulo sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2 ded anll, respectivamente, e as classes
terpénicas sdo mostradas na Figura 4.

A composi¢do quimica dos o6leos volateis de padesaa deS. trilobatacoletada no IBt é
composta majoritariamente de monoterpenos, variantte 85,6% (inverno ano Il) a 92,6% (veréo
ano l), excetuando a primeira coleta de invernamo| que apresentou 44,4% desses componentes.
Em contrapartida, o teor de sesquiterpenos noniviefoi de 48,5% sendo 9,6% de sesquiterpenos
oxigenados.

Em PARN o maior teor de monoterpenos foi encontraalailtima coleta (outono ano 1)
perfazendo um total de 76,6% do total identificaelo, menor teor foi de 51,7% na coleta realizada
na primavera do ano Il. Os teores de sesquitegpeadaram entre 22,2% (outono ano Il) e 41%
(inverno ano ). Em MGC também houve predomindndia monoterpenos, porém em
concentragdes mais baixas que em SP e mais elegyadd3ARN. O maior teor encontrado foi de
84,2% no verdo ano Il e o menor foi no verdo amtesb,4%. Silvaet al. (2012) observaram a
inversao das proporgdes de sesquiterpenos e mpaotsr ao longo do ano & trilobata.O teor
de sesquiterpenos variou de 86,4% a 25,5%, ja te@da de monoterpenos variou de 22,9% a

72,3%.
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Figura 4. Classes terpénicas presentes nos Olé@teigode
partes aéreas d&. trilobata coletadas no Instituto de
Botanica (A) e Paranapiacaba (B), regides de M#én#ca

e no Cerrado em Mogi-Guagu (C) durante dois anos

consecutivos.
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No total, 39 componentes foram identificados noodleolati de S. trilobata.
Qualitativamente ndo foram encontradas grandesedifas entre os locais de coleta, alguns
componentes em menores propor¢des tiveram digtabuirestrita como, a auséncia do
monoterpeno canfeno em MGC, do sabineno em PARBIE-B-ocimeno em SP, a presenca do
acetato de bornila nas coletas de inverno e primasgles dois anos em PARN, do sesquiterpeno
dauca-5-8-dieno em PARN, e dofarneseno em MGGC, porem quantitativamente grandes
diferencas foram encontradas.

Na composicdo quimica do Oleo volatil de parteseaedeS. trilobatacoletadas no Instituto
de Botéanica, o monoterpeifigpineno foi o constituinte majoritario variando ren20,3 % (inverno
ano |) a 47,3% (verdo e outono ano Il). De acomn a analise estatistica, a coleta de inverno do
ano | diferiu significativamente nos teores de @udsdos 0s componentes do O6leo. Os
monoterpenos-pineno,a-felandreno e limoneno apresentaram teores memargsimeira coleta
aumentando nas demais. Ja os teores dos sesquiteppeariofileno, germacreno-D e espatulenol
na primeira coleta foram de 14,4%, 12% e 5,5% dimoo para 1,3%, 2,6% e 0,9%,
respectivamente, nas demais coletas.

Em Paranapiacaba, os componentes majoritariomfargineno (18,7- 28,9%)3-pineno
(15,3 — 21,8%)o-felandreno (3,9 — 14,1%R-cariofileno (5 — 12,4%), e germacreno-D (4,2 —
9,3%).

Os componentes principais do 6leo voléatil de Moga@u variaram entre os dois anos tendo
no primeiro ano como compostos majoritarieéelandreno (16,4 — 24,7%)a-pineno (19,9 —
21,4%), limoneno (11 — 15,8%f;cariofileno (5,2 — 8,3%) e germacreno-D (5,6 —%),3 no
segundo anay-pineno (23,4 — 30%y-felandreno (12,3 — 31,9%) e limoneno (14,1 — 16,5%

A presenca de monoterpenos como constituintesritd@jos também foi observada em
outras espécies dé/edelia antigo género da planta estudadfdedelia chinensigem como

constituinte majoritario o monoterpemepineno (Garget al 2005), emWedelia glauca®4% do
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6leo era composto de monoterpenos tendo como coogpowjoritarios limoneno, sabinenaxe
pineno (Bailacet al. 2005). Nirmalet al. (2005) identificarama-pineno (78,64%), limoneno
(2,97%) e germacreno D (3,91%) nos Oleos volateigvdtrilobata coletadas na india. lgt al.
(2012) identificaram como componentes principaidelandreno (28,84%), germacreno-D
(15,79%), limoneno (14,22%), 1,5,5-trimetil-6-metib-ciclohexano (10,11%) @-cariofileno
(9,0%) em Oleos volateis de partes aéreagVdérilobata coletadas na China, regido na g8al
trilobata € considerada forte invasora e competidora corécesp locais de interesse medicinal,
Wedelia chinengjSonget al 2009, Songt al 2010 a,b) &V. calendulace@WVu et al 2013).

No Brasil, o 6leo volatil de plantas coletadasnuwdeste apresentou como constituintes
majoritarios 0s monoterpenaspineno, a-felandreno e limoneno (Craveirt al 1993). Ja na
regido sudeste, em Minas Gerais, 0s componentagitaaps foram germacreno-b;felandreno,
a-pineno,B-cariofileno, biciclogermacreno, limonenocehumuleno (Silvaet al. 2012).

De uma maneira geral, a composi¢cao quimica das dlelateis dé&. trilobataestudada no
presente trabalho € semelhante & de outros retlsta mesma espécie, porem a variacao
quantitativa dos componentes é bem evidente. Elsajie fatores como o clima, sazonalidade,
variacdo geografica além da propria genética datglasdo capazes de influenciar no teor e na
constituicdo quimica dos 6leos volateis. As al@eagncontradas no presente trabalho podem estar
associadas a esses fatores.

Os resultados da bioautografia frente os fun@dsdosporium sphaerospermum C.
cladosporioidesdo expressos em atividade fraca (quando ha pdtecacdo no desenvolvimento
do fungo), média (quando hé inibicdo parcial desadreento do fungo) e forte (inibi¢cdo total do
crescimento do fungo).

As variagfes na composi¢cao quimica dos 6leos aislé@te partes aéreas 8e trilobata
coletadas em diferentes regides também foi obsaervaa atividade antifungica frente a

Cladosporium sphaerospermyigura 5) €C. cladosporioides
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Os Oleos volateis de partes aéreasSddrilobata coletada no IBt apresentaram meédia
atividade inibitéria dos fungos no inverno e vedm ano |. No verdo ano |, a amostra SP3
apresentou fraca atividade diferindo das demaisaaisar a composi¢cdo quimica das amostras
SP1, SP2 e SP3, foi observado que, a concentrag@amcimeno na amostra 3 € inferior as das
outras (7,86 %, 2,95 e 1,67%) e nas demais cotetagédia desse componente ficou em torno de
1,5%.

Os 6leos volateis mais ativos foram os oriundosalieta de Paranapiacaba (Figura 5), todos
apresentaram forte atividade frente aos fungoadest exceto outono ano Il que apresentou fraca
atividade. Na amostra PARN 3 de primavera ano |h@ose crescimento por erro experimental.
Para Mogi-Guacgu, as amostras de primavera e va@oé @ I, e outono ano Il apresentaram forte
atividade antifungica, as demais apresentam médiaca (inverno 1) atividade. Os resultados

foram similares para os dois microrganismos testado

SPL. SP2 8 ' PARN1 PARN2Z PARN3 MGC1 MEC2 MGC3

Figura 5. Bioautografia com o fungh sphaerospermunios 6leos volateis de partes aéreaS.de
trilobata coletada em trés regides distintas, SP (InstidetdBotanica); PARN (Paranapiacaba);
MGC (Mogi-Guacu) durante o periodo de dois anogebdas: SP1 — 3; PARN 1-3; MGC 1-3 =
repeticdo das amostras; Inv .= inverno; Pri. = priera; Ver. = verdo; Out. = outono; | =
primeiro ano; Il = segundo ano. Controles positivbs= timol; NI = nistatina com 20, 10, 5 e
lpg em 10 pL. u
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Para as amostras que apresentaram forte ativatadéngica foi determinado o limite de
deteccdo (Figura 6). Os Oleos volateis testad@sfd?PARN: inverno |, verdo | e Il e para MGC
foram: primavera I, verdo | e Il e outono Il. O liende detecgao para as amostras de PARN foi de

50 ug e MGC foi de 25ug.

¥erianIl Outono IT

h

Figura 6. Limite de deteccdo frente ao furi@osphaerospermurdas amostras mais ativas de
Oleos volateis de partes aéreasSdérilobatacoletada em MGC. Controles positivos: Tl = timol;

NI = nistatina com 20, 10, 5 e 1pg em 10 pL.

O Oleo volatil de Seseli annuum(Apiaceae), tendo como constituintes majoritarios
germacreno-D, sabinen@;ocimeno e limoneno apresentou forte atividade reoquinze fungos
testados, incluind€. cladosporioidegMilosavljevi¢ et al 2007)

Segundo Lang & Buchbauer (2012) ndo ha correldeddasses quimicas com as atividades
frente a fungos e leveduras. No entanto, segunés @esmos autores, 0S monoterpenrpseno
e p-ocimeno apresentaram elevado efeito contra fufiggstogénicos.

Os fungosCladosporiumséo saprofiticos do solo e de vegetais em decagdmosos
esporos sao dispersos pelo ar podendo causaraalékdenget al. 2012).C. sphaerospermumaC.
cladosporiodessdo causadores de feohifomicoses subcutanea (@ugmnal. 2000, Vieiraet al.

2001, Qiu-Xiaet al.2007, Sangt al.2011) e doencas do trato respiratério (Yahal.2003).
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De acordo com os dados apresentados, foi possh&drvar que a proporcdo entre
monoterpenos e sesquiterpenos influenciou na atieicioldgica uma vez que os 6leos volateis
com maior equilibrio entre essas classes terpéragaesentaram maior atividade biolégica,
conforme observado para os 6leos volateis de padesas coletadas em Paranapiacaba, Mogi-
Guagu e também na primeira coleta de SP.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem giigéenica do rendimento e composicao
quimica dos Oleos voléateis é diferente entre ptanttivas e cultivadas; hé alteracdo sazonal e
regional dos 6leos volateis &e trilobatg e os 6leos volateis de plantas nativas apresemaior

atividade antifingica contra os fungos testados.
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Tabela 1. Composicado quimica dos Oleos volateipatites aéreas d&. trilobataPruski coletadas em dois biomas do Estado de Sélm:PViata

Atlantica (Instituto de Botanica e Paranapiacab@grado (Mogi-Guacu), durante as estacoes enaasde 2009 e 2010 (Ano I).

Area %
Composto I.R. Instituto de Botanica Paranapiacaba Mogi-Guagu
Inverno Primavera verdo outono inverno primavera vedo outono inverno primavera verdo outono

pentanona 822 0,6_+0,0 0,7 + 00 0,7 + 0,0 07 + 00 06 + 00 07 + 00 08 + 01 07 + 00 06 + 00 06 + 00 06 + 00 06 + 0,0
a-pineno 932 82_+00 154 + 01 152 + 09 157 + 02 187 + 03 226 + 03 225 + 08 245 + 20 199 + 01 206 + 02 206 + 20 214 _+ 1,0
canfeno 948 - - - - 07_+00 08 + 00 09 + 00 09 + 01 - - - -
sabineno 971 - 1,1_+0,0 1,2 + 01 1,1 + 0,0 - - - - - 0,6 _+ 0,0 - -
B-pineno 977 203_+00 452 + 0,7 473 + 10 473 + 03 153 + 02 190 + 02 19,1 + 06 201 + 1,0 29 + 0,0 32 + 00 31 + 03 33 + 0,4
octen-3-ol 980 - - - - 0,7_+0,0 - 1,2 + 01 09 + 01 - - - -
mirceno 988 0,8 _+ 0,0 23 + 0,0 25 + 0,1 23 + 0,0 1,3 + 0,0 15 + 01 13 + 03 16 + 01 1,6 + 0,0 1,7 + 0,0 15 + 0,1 1,8 + 0,3
a-felandreno 1003 44 + 00 151 + 02 128 + 50 154 + 05 79 + 02 39 + 02 - 87 + 04 247 + 02 227 + 02 164 + 40 229 + 4,0
o-cimeno 1023 42 + 0,0 1,8 + 0,1 42 + 3,0 20 + 02 37 +00 71 +01 78 + 06 41 + 05 73 + 01 45 + 02 48 + 07 69 + 2,0
limoneno 1028 65 + 0,0 89 + 0,1 9,3 + 1,0 81 + 03 28 + 00 32 + 01 33 + 04 31 + 02 158 + 02 13,9 + 0,2 110 + 20 162 + 0,5
Z-B-ocimeno 1036 - - - - 22 + 00 19 + 00 - 23 + 01 08 + 00 09 + 00 07 + 02 07 + 0,0
E-B-ocimeno 1046 - - - - - - - 0,7 + 0,0 15 + 00 13 + 05 08 + 0,1
n.i. 1243 0,71 + 0,0 - - - - 09 + 00 15 + 08 - 0,7 + 0,0 - 08 + 01 10 _+ 0,6
acetato de bornila 1278 - - - - 08 + 00 06 + 00 - - - - -
n.i. 1285 - - - - - 13 + 05 - - - - -
n.i. 1313 0,75 + 0,0 - - - - 09 + 00 15 + 07 - 06 + 0,0 - 08 + 01 -
n.i. 1323 0,77 + 0,0 - - - 05 + 00 08 + 00 11 + 03 - 06 + 0,1 - 09 + 01 07 + 0,2
B-elemeno 1382 0,94 + 0,0 - - - 08 + 00 08 + 00 10 + 00 08 + 01 12 + 00 35 + 01 47 + 10 17 + 1,3
B-cariofileno 1410 144 + 0,0 1,8 + 0,1 14 + 0,2 13 + 01 11,7 + 0,2 90 + 01 84 + 05 71 + 09 57 + 0,0 75 + 01 83 + 2,0 52 _+ 1,5
n.i. 1415 - - - - - - 08 + 01 - - - - -
a-humuleno 1441 9,0 + 01 1,8 + 0,1 15 + 0,0 13 +01 70 +01 64 + 01 60 + 08 55 + 06 33 + 00 33 + 00 41 + 01 33 + 0,8

Continua...
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dauca-5-8-dieno 1455 - - - - 1,1 + 0,0 - - 09 + 01 - - - -
germacreno D 1464120 + 0,2 39 + 01 26 + 10 28 + 03 93 +01 63 + 01 42 + 23 75 + 07 73 + 00 56 + 01 56 + 10 66 + 1,1
biciclosesquifelandreno 1471 - - - - - - - - - 0,6 + 0,0 1,0 + 0,1 -
biciclogermacreno 1475 1,7 + 0,0 1,1 + 0,0 - 10 + 01 22 + 00 09 + 00 - 22 + 01 27 + 00 39 + 01 38 + 07 28 + 1,1
a-farneseno 1484 - - - - - - - - - 1,4 + 0,0 1,7 + 0,7 -
§-cadineno 1493 0,77 + 0,0 - - - 0,6 _+ 0,0 - - - - 0,8 _+ 0,0 1,0 + 0,2 -
espatulenol 1560 55 + 0,0 0,9 + 0,0 11 + 03 09 + 01 50 + 00 59 + 00 72 + 05 45 + 06 27 + 00 24 + 00 40 + 06 31 + 0,5
o6xido de cariofileno 1565 1,98 + 0,0 - - - 16 + 00 17 + 00 36 + 03 14 + 01 - - 06 + 01 06 + 0,1
epoxido de humuleno 15971,09 + 0,0 - - - 0,8 + 0,0 1,1 + 00 15 + 0,7 0,7 + 01 - - - -

n.i. 1627 2,04 + 0,0 - - - 13 +00 19 + 00 18 + 05 09 + 01 - - 0,6 + 0,1 -
a-cadinol 1644 1,02 + 0,0 - - - 09 + 00 10 + 00 09 + 00 09 + 01 - - - -

n.i. 1750 - - - - - - 1,2 + 0,2 - - - - -

acido hexadecandico 19560,64 + 0,1 - - - - - 1,1 _+ 01 - - - - -

n.i. 1975 - - - - 09 + 00 12 + 00 - 08 + 01 08 + 00 - 08 + 02 08 _+ 0,0
n.i. 2100 0,76 + 0,0 - - - - - - - - - - -
abienol 2117 - - - - - - - - - 08 + 00 13 + 04 -

n.i. 2153 - - - - 09 + 0,0 - - - - - - -

acido caur-16-en-18-oico 21760,83 + 0,1 - - - 0,7 + 0,0 - - - - - - -

Total Identificado % 95,0 100,0 100,0 100,0 96,5 94,3 90,8 98,3 97,3 100,0 96,2 97,6
Monoterpenos 44,4 89,8 92,6 91,9 53,4 60,6 54,9 165, 73,8 69,6 59,4 73,8
hidrocarbonetos 44.4 89,8 92,6 91,9 52,6 60,0 54,9 65,1 73,8 69,6 59,4 73,8
oxigenados - - - - 0,8 0,6 - - - - - -
Sesquiterpenos 48,5 9,5 6,7 7,3 41,0 32,9 32,7 31,5 22,9 28,9 34,8 23,2
hidrocarbonetos 38,9 8,7 5,6 6,4 32,7 23,3 19,6 0 24, 20,2 26,5 30,2 19,5
oxigenados 9,6 0,8 11 0,9 8,3 9,6 13,1 7,5 2,7 2,4 4,6 3,7

Outros 7,1 0,7 0,7 0,7 5,6 6,4 12,4 34 3,3 1,5 5,7 3,1
Rendimento (mg:gVF) 0,28 1,67 1,76 2,07 0,50 0,58 0,71 0,76 0,77 131, 0,96 1,30
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Tabela 2. Composicado quimica dos Oleos volateipaiites aéreas d&. trilobataPruski coletadas em dois biomas do Estado de Sélm:PViata
Atlantica (Instituto de Botanica e Paranapiacab@peado (Mogi-Guacu), durante as estacfes enma@sde 2010 e 2011 (Ano I1). I.R. = indice de

Retencao; n.i. = composto nao identificado.

Area %
Composto I.R. Instituto de Botanica Paranapiacaba Mogi-Guagu
Inverno primavera verdo outono inverno primavera veao outono inverno primavera verdo outono

pentanona 822 0,7+ 0,0 06 * 0,0 0,6 * 0,0 o6 *+ o0 07+ 00 08+ 00 O07*00 O0O5*01 06* 00 06+ 00 06 01 05=* 0,0
a-pineno 932 159+ 08 164 * 03 156 * 03 157 * 01 20,7 *+ 20 204 * 30 240 * 0,7 289 * 10 234 * 10 240 * 10 255+ 10 30,0 = 0,0
canfeno 948 - 06 * 01 - - 08 * 01 - 08 * 00 09 % 0,0 - - - -
sabineno 971 0,9* 0,0 1,0 * 0,0 1,2 * 0,0 09 * 0,0 - - - - 06 * 00 06 * 00 06 * 01 -
B-pineno 977 415+ 20 385 * 10 4488+ 20 450+ 06 169 * 10 158 * 20 191 * 04 218 * 10 33+ 01 34 * 01 37 * 01 35 1= 0,1
octen-3-ol 980 - - - - 14 * 01 07 * 02 07 * 02 - 07 * 01 - -
mirceno 988 19+ 00 1,9 £ 0,0 24 £ 01 18+ 00 13* 01 11 * 02 18 * 00 18 * 00 17 * 01 19 * 00 21 * 00 19 * 0,0
a-felandreno 1003 14,8* 0,7 165 * 06 176 * 0,2 160 * 04 65 * 10 33 * 20 109+ 03 141+ 10 226 * 30 251 * 10 319 * 08 123 * 2,0
o-cimeno 1023 16* 03 15 * 01 1,1 * 0,0 11 * o0 37 * 03 63 * 20 32+ 03 27* 07 60 04 49* 03 36 01 129 * 0,2
limoneno 1028 91* 08 116 * 09 92 * 11 88 £+ 06 26 £ 01 28* 03 32* 01 32* 00 145* 10 141 * 04 155 * 03 165 * 0,2
Z-B-ocimeno 1036 - - - - 22 * 02 14 * 08 25* 01 27+ 01 07 00 082 00 06 * 00 -
E-B-ocimeno 1046 - - - - - - 06 _+00 06 +01 09 +02 11 + 02 08 + 00 -
n.i. 1243 - - - - - 1,2 _+07 - - 09 + 0,1 - - 28 _+ 0,1
acetato de bornila 1278 - - - - 0% 00 07 * 00 - - - - -
n.i. 1283 - - - - - - - - - - - 1,8 + 0,1
n.i. 1313 - - - - - 08 * 02 - - - - - -
n.i. 1323 - - - - - 1,1 * 02 - - 07 * 01 - - 1,0 * 0,1
B-elemeno 1382 - - - - 09+ 00 09 * 01 08 * 00 - 21 * 10 24* 05 08+* 01 16 * 0,4
B-cariofileno 1410 30+ 0,8 21 * 0,2 1,3 * 0,2 21+ 00 124 * 12 118 * 20 65 * 03 50+ 06 56 * 20 55* 05 24 * 03 48 * 0,7
a-humuleno 1441 25* 05 21 % 02 1,3 £ 01 19 £+ o0 70* 06 78* 13 53* 01 38* 04 27* 03 29%* 02 21* 02 25 0,1
Dauca-5-8-dieno 1455 - - - - 09 * 01 - 15 £ 02 14 * 0,2 - - - -
germacreno D 1464 53+ 1,0 39 * 0,6 26 * 0,0 39+ 03 89* 02 72* 33 88 * 03 70+ 08 50+ 06 53 * 03 56* 06 38* 0,2
biciclogermacrene 1475 19t 03 1,7 £ 01 1,1 £ 01 1,7 £ 00 25 % 01 - 38 *+ 02 37+ 04 28* 04 34% 05 26* 02 11 % 0,0
a-farneseno 1484 - - - - - - - - 08 * 02 09 * 02 - -
§-cadineno 1489 - - - - - - 0,7 + 0,0 - 06 £ 01 05 * 0,2 - -
espatulenol 1560 09+ 01 0,7 £ 0,0 0,7 £ 0,0 06 * 01 49 +10 72 +08 26 +03 13 +02 26 * 05 20+ 01 12 * 02 30 * 0,4

Continua...
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oxido de cariofileno 1565 - - - 16 + 04 27 + 10 - - 05 + 0,0 - - -
epoxido de Humuleno 1597 - - - 08 + 02 14 + 05 - - - - - -
n.i. 1627 - - 1,1 +05 23 + 06 - - - - - -
a-cadinol 1644 - - 07_+01 11 + 02 0,7 + 0,0 - - - - -
shyobunol 1681 0,8_+0,0 06 + 01 - - - 0,9 _+ 0,0 - - - - -
n.i. 1750 - - - - - 0,7 _+0,0 - - - -
n.i. 1975 - - 10 +02 1,4 + 04 1,0 + 00 - - 07 +00 06 + 01 -
abienol 2117 - - - - - - 0,6_ +0,0 - - -
Total Identificado % 100,0 100,0 100,0 100,0 97,8 93,3 99,0 99,3 98,4 99,3 99,4 94,4
Monoterpenos 85,6 88,0 91,8 89,2 55,4 51,7 66,1 6 76, 73,7 75,9 84,2 77,1
hidrocarbonetos 85,6 88,0 91,8 89,2 54,6 51,0 66,1 76,6 73,7 75,9 84,2 77,1
oxigenados - - - - 0,7 0,7 - - - - - -
Sesquiterpenos 13,7 11,3 7,6 10,2 40,4 40,1 31,4 2 22 22,8 22,8 14,6 16,8
hidrocarbonetos 12,8 9,8 6,3 9,6 32,4 27,7 27,3 9 20, 19,7 20,9 13,5 13,8
oxigenados 0,9 15 1,3 0,6 8,0 12,4 4,1 1,3 31 2,0 12 3,0
Qutros 0,7 0,6 0,6 0,6 4,2 8,2 2,4 1,2 3,5 1,3 1,2 6,1
Rendimento (mg.gVF) 1,36 1,95 2,44 2,02 0,55 0,49 0,80 0,86 1,06 421, 1,36 1,14
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Resumo
Sphagneticola trilobatgAsteraceae), € uma erva estolonifera perene géaatistribuicdo, conhecida
popularmente como vedélia. Fatores ambientais dom@ temperatura podem alterar a producao e
composicdo de Oleos volateis. O objetivo desteathab foi analisar as variacbes diuturnas, no
rendimento e na composi¢do quimica, dos 6leosaislée partes aéreas 8etrilobatacultivadas no
Instituto de Boténica - S&o Paulo. As coletas foraaizadas em fevereiro/2011 (verdo) e agosto/2011
(inverno) a cada quatro horas durante o periodtie Partes aéreas frescas foram hidrodestiladas em
aparelho do tipo Clevenger por quatro horas e essa@btidos foram analisados por CG/EM. Maiores
rendimentos foram obtidos nas coletas de inverBondg.g' em média. Os principais componentes
foram: a-pineno (8,4 — 15,3%pB-pineno (24,2 — 38,1%-felandreno (10,7 — 15,3%), limoneno (9,2 —
12,1%) e germacreno D (11,8 — 5,3%). As maioresreliicas no teor e composi¢cdo quimica dos Oleos
volateis foram relacionadas a sazonalidade.

Palavras chave:ciclo diuturno, 6leo essencid/edelia
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Abstract

Sphagneticola trilobatgAsteraceae) is a stoloniferous perennial herbvaide distribution, popularly
known as vedélia. Environmental factors such d# Bgd temperature can alter the production and the
composition of volatile oils. The objective of tratudy was to analyze the diuturnal variationsldyie
and chemical composition of the essential oilshef &erial parts 08. trilobatagrown in Instituto de
Botanica - Sao Paulo. Samples were collected inuél/2011 (summer) and august/2011 (winter)
every four hours during the 24 h. Fresh aerialspadre hydrodistilleth a Clevenger apparatus during
four hours and the oil was analysed by GC/MS. Higlelds were obtained in the collections of winter
1.6 mg.g- average. The main components wesginene (8.4 - 15.3%)3-pinene (24.2 - 38.1%})-
phellandrene (10.7 - 15.3%), limonene (9 2 - 12.H4J germacrene D (11.8 - 5.3%). The major
differences in the yield and chemical compositi@revdue to seasonality.

Keywords: diuturnal cycle, essential oilyedelia
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Introducéo

As plantas se comunicam com o0 ambiente atravébel@cdo de compostos volateis, dentre
eles os terpenos. A rigueza destes metabdlitos pedexplicada, em parte, pelo simples fato das
plantas ndo se locomoverem necessitando assimfeladeaguimicas contra acdes do meio ambiente e
de animais (Gottlieb 1990, Harborne 1993, Pefietlag1995, Carvalhet al. 2006).

Os oOleos volateis presentes nas plantas desemmefinacdes fisioldégicas e ecoldgicas
especificas. As flores emitem volateis especifigasa espécies especificas de polinizadores, sendo
responsaveis pela atracdo e orientacdo destes|gteis emitidos pelas partes vegetativas da planta
principalmente os liberados apo6s herbivoria, parmepeoteger as plantas atraindo os inimigos dos
herbivoros (Harborne 2001, Pichersky & Gershenz®@22 Gershenzon & Dudareva 2007).
Compostos volateis como 1,8-cineol, canfora, isoiaj e a-tujona agem como inibidores de
germinacéof-ocimeno, epoxido de cariofileno e espatulenol refielentes de formiga cortadeira de
folhas (Kelseyet al. 1984, Harborne 1993).

A composicao dos 0leos volateis em plantas, aplesdeterminada geneticamente, pode sofrer
alterac6es em decorréncia do ambiente em que vo@no a existéncia de quimiotipos (Bruneton
2001, Thompsort al. 2003, Kaloustiaret al. 2005) e fatores ambientais tais como, luz, tenipexa
nutrientes no solo (Bruneton 2001, Ramezral. 2009). Silvaet al. (1999) observaram um aumento
no teor de eugenol em folhas @zimum gratissimummo periodo entre 11h e 14h, sugerindo a
influéncia da luz solar na producédo de eugenolanespécie. EnMentha piperita,0os compostos
majoritarios pulegona, mentona, mentofurano e nhevdoiam de acordo com o comprimento do dia e
a temperatura. Dias longos com altas temperatdias@ite) favorecem a produgcdo de mentofurona,
enquanto que em dias longos e noites frias, o cetopmajoritario € o mentol (Burbott & Loomis

1967).
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Variacoes diuturnas também podem alterar a com@osjuimica de Oleos volateis. Bfirola
surinamensiem coleta realizada as 12h foi obtido maior temfethilpropandide elemicina (Lopes
al. 1997). O teor e composicao quimica dos Oleodeisléle folhas d€istus monspeliensigariaram
em funcdo da sazonalidade e horario de coleta (Apgelou et al. 2002). Kayaet al. (2012)
verificaram enLavandula stoechagjue tanto a variacao diuturna quanto a variaikdontogenética
influenciam na composi¢do quimica dos 6leos vaatdd entanto, ndo foram observadasiacoes
diuturnas no rendimento e concentracdo de saf®laheos volateis de folhas @eper divaricatum
(Barboseet al.2012).

Sphagneticola trilobatdL.) Pruski, € uma erva estolonifera, perene, eonmpla distribuicéo,
conhecida popularmente como vedéligtilizada na medicina popular como expectorante e
anticonvulsivo (Pruski 1996, Carvalhet al. 2001). Estudos quimicos com extratos vegetais
identificaram a presenca de acidos caurendicoteeriina com atividade hipoglicemiante e analgésica
(Bohlmannet al. 1981, Blocket al. 1998, Brescianet al. 2004). Carvalheet al. (2001) isolaram de
extratos de flores, dois acidos caurendicos, esfitgnol, glicosideos de estigmasterol, sitosterol e
ésteres derivados do acido oleandico. A composjgéuica ja foi estudada por Craveabal (1993) e
Silvaet al.(2012) mas nenhum trabalho foi encontrado a resgaivariagdo diuturna no rendimento e

composicao dos oOleos volateisSletrilobata(L.) Pruski
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Material e métodos

Material vegetal

Partes aéreas de individuosSjfghagneticola trilobatagultivadas em canteiro medindo
ca. 3,40 x 0,75 m, no nucleo de Pesquisa de Fig@le Bioguimica do Instituto de Botéanica, Sao
Paulo, SP (IBt) foram coletadas a cada quatro hdess8 h de 02/02/2011 as 8 h de 03/02/2011 para a
coleta de verdo e das 7 h de 04/08/2011 as 7 B/08/Q011 para a coleta de inverno. Os horarios de
coleta sé@o diferentes devido ao fato do Brasil aaxddiesde 1985 o horario brasileiro de veréo
compreendendo os meses de outubro a fevereiroe Igesiodo, o reldégio é adiantado em uma hora
(Ministério de Minas e Energia 2012) . A exsicataidentificada pela Dr. Inés Cordeiro e depositada
no Herbario Cientifico do Estado “Maria Eneyda P.Hidalgo” (SP) do Instituto de Botanica com o

namero do coletor: Raggi 25

Extracéo e identificagdo de Oleos volateis

O material fresco coletado (partes aéreas) foira€paem trés partes, com cerca de 100 g cada,
e congelado em freezer a — 22 °C para posterioagdd. A extracdo do 6leo volatil foi realizada por
hidrodestilagcdo em processo continuo com apareshipd Clevenger, por 4 horas, em trés repeticoes.
O dleo foi separado com pentano e secado comadéasddio anidro. O pentano foi eliminado com o
auxilio de um evaporador rotatorio sob temperaturdiente em sala climatizada. O 6leo obtido foi
armazenado em frasco com tampa, em freezer £ @ara posterior analise.

O rendimento de cada Oleo foi calculado a partimdasa fresca de material vegetal. Os Oleos
volateis extraidos foram diluidos em acetona 1v1¥) € 1 pL de cada amostra diluida foi analisado
por cromatografia em fase gasosa acoplada a espetira de massas (CG-EM), utilizando-se

cromatografo a gas Agilent (serie 6890) acoplagspectrometro de massas quadrupolo (5973), com
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coluna capilar HP 5-MS (30 m x 0,25 mm de diamegtterno, com 0,2%um de espessura), operando a
70 eV. As temperaturas do injetor e do detectarfode 250C . A programagcdo da temperatura do
forno foi de 40 °C por 1 min, 40 a 240 a 3°C min™* e 240°C por 10 min com tempo total de anélise
de 77,6 min, utilizando hélio como gés de arrabtal miri®). O indice de retencéo (IR) foi calculado
em coluna HP 5-MS, utilizando uma série homoéloga-@dcanos (ga Go) submetidas as mesmas
condicdes de analise cromatogréfica. A identificagds compostos foi feita por comparacéo entre os
espectros de massas obtidos com aqueles registnadbase de dados da biblioteca Willey 275 e
Adams (2007).
Andlise estatistica

Foi utilizada analise de variancia unidirecionaN@VA) e aplicado o teste Tukey a 5% de
probabilidade. Para o calculo dos teores dos Oletteis, os dados foram transformados em

logio(x+1) onde x se refere ao calculo da area em %.
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Resultados e discussao
No presente capitulo, foi analisado as variac@egedr e composicdo quimica dos Oleos
volateis de partes aéreasSletrilobatacultivadas no Instituto de Botanica do Estado @e Baulo em
intervalos de quatro horas, durante vinte e quiatmas, em duas estacbes do ano: verao (dias 02 e
03/02/2011) e inverno (dias 04 e 05/08/2011), mareriguar se ha variacdes diuturnas para esta
espécie.
Na Figura 1. séo mostrados os rendimentos dos gtdéteis (mg.g de massa fresca) de partes

aéreas d&. trilobatacoletadas a cada quatro horas nas estacdes deeviengerno/2011.
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Figura 1. Rendimento (mg'gVIF) dos 6leos volateis de partes aéreaS.deilobatacoletadas
no Instituto de Boténica a cada quatro horas reg&stde verdo e inverno/2011 e variacao da

temperatura (°C) durante o periodo. Barras: dgsaitsdo dos rendimentos n=3.

O rendimento dos 6leos volateis da coleta readizariverdo variou entre 0,9 a 1,4 mMgMF,
8h e 12h respectivamente, no inverno a variacdddal,5 a 1,9 mg:yMF (Tabela 1). Apesar dos
valores ndo se diferenciarem estatisticamente Qy©5), é importante observar que as 12h foram
obtidos os maiores valores de rendimento, tanteeno (1,4 mg.g MF) como no inverno (1,9 mg'y

MF ). Em estudo realizado coRosmarinus officinaligalecrim) foi verificado maior teor de Oleo
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volatil as 12h em comparacao com coletas realizasde 18h (Ramezagt al 2009) sugerindo que
em temperaturas mais elevadas a formacédo dos\@éisis tende a aumentar (Gobbo-Neto & Lopes
2007).

Levando-se em consideracdo a média dos rendimemteslor obtido para o 6leo da coleta
realizada em agosto foi significativamente maiorgde o da coleta realizada em fevereiro, dado este
também observado por Carnegtal (2010) na extracao de 6leos volateigteetranthus amboinicus
Reis et al. (2010) também observaram que no clima quente aladjntipico de verdo, ha uma
diminuicdo nos teores de 6leos volateisLgehnophora pinastefarnica da serra). Por outro lado,
embora a espécie seja a mesma e o canteiro la@lmam préximo, nos dados registrados no capitulo
1 o rendimento dos Oleos volateis de partes a&e&phagneticolarilobata (IBt) no verédo (2,44
mg.g* MF) foram superiores aos obtidos no inverno (h@86g* MF). Espécies arbéreas de Mystaceae
como Campomanesia guavirob& Myrcia splendes ocorrentes no Instituto de Botanica, néo
apresentaram variacfes diuturna quanto ao tead@mento dos oOleos volateis (Souza 2009).

A Tabela 1. mostra a composi¢cdo quimica do oldativale partes aéreas & trilobata
coletadas a cada quatro horas no Instituto de BetarOs hidrocarbonetos monoterpénicos
contribuiram com a maior porcentagem dos constégifb5,9 a 83,5%). Os 6leos volateis de partes
aéreas deS. trilobata coletadas as 8h no verdo apresentaram maior daeatide sesquiterpenos
(40,2%), sendo esta a coleta em que os constisumnéggoritarios foram estatisticamente diferentes da
demais coletas, exceto para 0 monoterpeno limoriémanverno houve diferenca na proporcacuee
pineno entre as coletas das 7 e 3h e do sesquitebpclogermacreno entre as coletas das 7 eQ8h.
componentes majoritarios forawrpineno (8,4 - 15,3%}-pineno (24,2 — 38,1%¥-felandreno (10,7 —
14,5%), limoneno (9,2 — 12,1);cariofileno (2,8 - 6,2%)-humuleno (2,5 — 6,6), germacreno D (4,8 —

11,8%) e biciclogermacreno (2,1 — 5,9%). Alguns ponentes como nerolidat;cadinol, acido caur-
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16-en-18-o0ico e o tetracosano apareceram apenpsimaira coleta (8h) de verdo. A variacado dos

mono- e sesquiterpenos majoritarios ao longo deé dmmstrada nas Figuras 2 e 3. As marcagfes com *

representam as diferencas estatistica®,0b) entre as duas estacbes em que foram readizda

coletas, verao e inverno. A fim de facilitar a @bzacdo da figura, os horarios das coletas demave

foram omitidos.
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Figura 2. Porcentagem dos hidrocarbonetos monatieqe majoritarios nos oleos volateis de

partes aéreas d& trilobatacultivada no Instituto de Botanica, coletadas @aoguatro horas no

verdo (@ )e no inverno (

). Barras correspomde desvio padrao. * g3%05.
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Figura 3. Porcentagem de sesquiterpenos majostéos Oleos volateis de partes aéreaS.de
trilobata cultivada no Instituto de Botanica, coletadas dacquatro horas no veraai( )e no

inverno (* ). Barras correspondem ao desvio padrg<0,05.

Na comparacdo entre as coletas realizadas no gdra@rno, o teor do monoterpeagineno
foi diferente em todos os horarios exceto paralat@aealizada as 24h (23h no inverno). Hara
pineno a diferenca foi significativa no horario &usdo primeiro dia e as 4h da manh&, o monoterpeno
a-felandreno apresentou diferencas estatisticag astrestacées no horario das 8h e 12h e o teor de
limoneno foi diferente apenas na coleta realizaddha A concentracdo deste monoterpend_gpia

alba quimiotipo citral/limoneno néo foi influenciadalpepoca seca e chuvosa no Ceara, porém o teor
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do dleo foi influenciado por estas condicbes (Nagfaal 2005).Em Ocimum gratissimuno teor de
eugenol foi maior em coleta realizada entre as 14he(Silvaet al1999).

Quanto aos sesquiterpenos, as coletas realizadas28 e 4h foram estatisticamente diferentes
entre as estacdes de verdo e inverno para os teepgubds majoritarios, excefecariofileno que néo
variou na coleta realizada as 20 e 4h. ®Eettanthus amboiniciug conteddo deB-cariofileno no éleo
volatil de folhas foi maior na coleta realizada7ds nos meses de menor precipitacdo e quando a
precipitacao foi maior, o horario das 16h garantaior rendimento (Carneiro 2010).

As condicdes do clima podem favorecer a biosgrdesdeterminados terpenos em uma espécie
em funcdo da atividade enzimatica. A temperaturaadtie reacdo da terpeno-sintetase esta entre 30 e
37°C. Portanto, sendo a temperatura uma variavetadanalidade e um fator importante para a
atividade enzimética, o aumento do teor e de cedon¥ostos terpénicos presentes no 6leo voléatil em
temperaturas mais elevadas podgssificado (Barrost al. 2009). E interessante notar que em
todas as coletas sob cultivo, o teor de sesquitegp@ sempre maior na primeira coleta quando
comparado com as demais, este fato foi observasialados obtidos nos capitulos 2 e 4 e no trabalho
realizado por Silvat al. (2012). O teor de sesquiterpenos &ntrilobatacrescendo naturalmente ¢ em
torno de 30%, dados observados no capitulo 2.

Os resultados revelam que as maiores variacoe®aroe composi¢cdo quimica dos Oleos
volateis deS. trilobataforam encontradas em relacdo a sazonalidade, ppeguenas variacdes ao

longo do dia foram observadas nas duas estac@és, &énverno.
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Tabela.1 Teor e composicao quimica dos 0leos veldepartes aéreas 8etrilobatacultivadas no Instituto de Botanica coletadasdaca

qguatro horas, das 8h de 02/02/2011 as 08h de @B/MP/e das 7h de 04/08/2011 as 7h de 05/08/2(R1-lindice de retencdo. n.i. —

composto néo identificado.

Composto

Concentracdo Relativa '

Veréo Inverno

I.R. 8h 12h 16h 20h 24h 4h 8h 7h 11h 15h 19h 23h 3h 7h
Pentanona 822 05 + 04 068 * 00 07 + 00 0,6 00 06 *= 00 06 * 00 06 * 00 04 + 01 03 00 04 =+ 00 04 + 00 04+ 0,0 04 + 00 04 + 0,0
a-pineno 932 84 + 06 116 * 03 134 + 02 123 &6 129 02 128 +* 01 124 + 02 153 + 02 614 09 145 *+ 04 150 =+ 07 137+ 10 135 * 03 139 * 0,2
Canfeno 948 02 + 03 00 * 00 04 = 04 00 + 0002 * 03 00 * 00 02 + 04 07 + 01 07 + 0106 * 00 07 + 01 07+ 00 07 + 01 0,7 + 0,1
Sabineno 972 06 * 00 08 * 01 09 *= 00 08 0 0, 08 * 00 08 * 00 08 * 01 08 + 00 08 + 0008 * 00 08 + 00 08+ 01 08 + 00 08 + 0,0
B-pineno 977 242 + 56 369 * 67 375 x 48 379 33 370 13 392 + 08 381 * 71 360 * 26 534+ 27 359 * 05 368 + 19 329% 31 353 + 06 331 ¢ 4,6
Mirceno 988 11 + 0,1 1,7 + 02 1,7 + 02 1,7 + 0117 = 0,0 1,8 = 0,0 18 + 03 14 + 01 14 + 0114 = 0,0 14 = 0,0 13+ 01 1,4 + 0,0 13 * 0,1
a-felandreno 1004 10,7 + 08 142 + 03 153 * 07451+ 05 147 + 02 149 =+ 07 142 + 05 150 +30 148 + 03 148 + 02 149 + 08 143 09 152 + 02 150 +# 0,6
o-cimeno 1023 07 = 01 10 = 01 10 + 01 09 £00 10 + 00 10 = 01 11 + 0,1 11 + 0,1 12 +10, 10 = 0,1 11 + 041 11+ 0,1 1,2 + 01 11 * 0,1
Limoneno 1028 92 + 20 100 = 18 121 + 15 102 09 11,4 + 07 103 + 05 111 = 24 115 + 06191 + 10 113 * 05 113 +* 11 12,60 1,0 120 + 03 11,9 + 19
Z-B-ocimeno 1036 03 * 05 04 = 04 05 + 04 04 £30 06 =+ 00 02 +* 03 03 + 05 08 + 01 12 +10, 11 = 0,0 10 = 01 09+ 03 1,1 + 01 13 * 0,2
acetato de bornila 1278 06 * 05 - 02 = 03 - - - 02 + 04 05 + 01 05 = 01 0,5 0,0 05 + 00 50+ 01 06 + 01 06 + 0,2
B-elemeno 1382 10 = 01 04 + 04 - 04 + 03 02 + 03 - 02 * 04 04 + 00 04 + 00 0,4 0,0 04 + 00 ,40+ 00 04 + 00 04 =+ 0,0
B-cariofileno 1409 62 + 07 36 + 10 26 +* 06 32 05 31 = 02 29 = 01 29 = 09 30 = 03 3% 0.2 32 £ 0.2 28 = 01 39+ 09 30 £+ 01 36 = 0,4
a-humuleno 1441 66 + 06 38 + 09 30 * 06 35 &5 33 = 02 32 = 01 33 = 08 27 = 02 29 20 28 = 0,2 25 +* 01 35+ 09 28 + 00 32 % 0,3
dauca-5,8-dieno 1455 13 = 01 09 + 02 02 + 0409 = 01 07 + 01 07 + 01 04 + 04 06 + 01 60+ 0,0 06 * 00 06 * 00 0,7+ 01 06 + 00 0,7 = 0,1
germacreno D 1464 118 = 1,2 73 = 07 53 £ 05 8 6x 06 62 + 04 64 + 02 63 + 02 50 + 01 583 04 53 +* 03 48 + 03 6,4+ 16 53 + 02 59 0,3
biciclogermacrene 1475 59 + 07 33 + 08 26 *¥50, 31 * 04 30 + 01 28 + 02 29 + 07 22 +* 0224 = 02 24 = 01 21 = 01 2,7+ 03 24 + 01 2,7 * 0,2
3-cadineno 1493 09 * 01 02 + 03 - - - - 02 + 03 03 + 00 03 = 00 0,3 0,0 03 + 00 50+ 02 03 + 00 03 + 0,0

(2) nerolidol 1544 04 + 03 - - - - - - - - - - - - -
Espatulenol 1560 22 = 00 1,1 + 01 1,1 + 02 14 01 11 + 0,0 10 = 01 12 = 01 12 = 03 14 82 12 = 01 1,4 + 00 1,4+ 04 1,4 + 0,2 16 * 0,4
a-cadinol 1644 07 + 01 - - - - - 02 + 03 01 + 0,0 02 + 00 - 01 £ 01 03+ 04 02 + 00 0,1 0,0
Shyobunol 1682 32 + 08 14 = 04 14 = 04 14 &3 15 += 0,1 1,2 + 03 14 = 02 08 + 01 11 20 09 *= 0,0 09 + 00 1,0+ 0,2 1,1 + 0,0 11 * 0,2

n.i. 1975 05 = 04 - - - - - - - - - - - - -
Isopimarol 2140 13 = 02 06 + 01 - 04 * 04 - 02 + 03 04 + 00 05 * 01 0,4 0,0 04 + 01 0,2 03 05 + 00 05 * 0,0

4cido caur-16-en-18-oico 2176 14 + 1,2 - - - - - - - - - - - - -

Tetracosano 2200 03 + 04 - - - - - - - - - - - - -
Continua...
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Total Identificado (%) 99,5 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Monoterpenos 55,9 76,6 83,1 78,7 80,3 81,0 80,3 82,9 81,6 82,1 83,5 78,2 81,8 79,6
hidrocarbonetos

oxigenados 0,6 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 0,2 0,5 0,5 0,5 0,5 50 0,6 0,6
Sesquiterpenos 40,2 22,1 16,2 20,2 19,0 18,2 19,0 16,3 17,6 17,1 15,7 20,8 17,3 19,5

hidrocarbonetos

oxigenados 6,5 2,5 25 25 2,6 2,2 2,8 2,1 2,6 2,1 2,3 72 2,6 2,8
Outros 3,9 13 0,7 1,0 0,6 8 0, 0,6 0.8 0,8 0,8 0,8 11 0.9 0,9
Rendimento mg:§ MF 0,9 14 1,3 1,3 1,3 1,3 1,2 1,6 1,9 1,7 1,9 1,6 1,5 15
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Resumo
Plantas de&Sphagneticola trilobataultivadas em diferentes concentragbes de &@osférico (380 e
760 ppm) foram avaliadas quanto aos parametragdigcos (assimilacao fotossintética, condutancia
estomatica e transpiracdo) e ao rendimento e cagdimoguimica dos 6leos volateis. As plantas foram
cultivadas durante trés meses em camaras de topaoaf©TC "open-top chambers”). Foram
realizadas coletas no tempo 0 (plantas que namforaoduzidas nas OTCs), aos 45 e 90 dias apds o
cultivo no interior das OTCs. Partes aéreas fregoemm hidrodestiladas em aparelho do tipo
Clevenger por quatro horas e os 0leos foram adakspor CG/EM. N&o foram observadas alteragfes
nos parametros fisioldégicos em relacéo as difesecacentracfes de [GJGatmosférico, mesmo com
aumento na quantidade de estdmatos nas plantadasatob elevada [GXaos 90 dias. O rendimento
dos 6leos volateis variou durante o tempo de eg@osnas OTCs (3,4 — 6,6 mg.grassa seca). Os
componentes majoritarios forampineno (36,9 — 49,4%)-felandreno (16,7 — 20,4%) @-pineno
(9,8 — 12,4%) e germacreno-D (10 — 2,9%). As difeas na composicao quimica e no rendimento dos
Oleos volateis parecem ser decorrentes do tempgptesicdo das plantas nas OTCs.

Palavras chave:Asteraceae, fotossintese, 6leo essencial, Wedelia,
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Abstract
Sphagneticola trilobatglants grown in different concentrations of atnfasmjc CQ (380 and 760ppm)
were evaluated for physiological parameters (phatitetic assimilation, stomatal conductance and
transpiration) and the yield and chemical compositof volatile oils. Plants were grown for three
months in open-top chambers (OTCs). Plants werkeatetl at time O (plants that have not been
introduced in OTCs) at 45 and 90 days after cuitivainside the OTCs. Fresh aerial parts were
hydrodistilledin a Clevenger apparatus during four hours andbtheas analysed by GC/MS There
was no changes in physiological parameters in ioglato different concentrations of [CO2]
atmospheric, even with an increase in the numbstarhata in plants treated under elevated [CO2] at
90 days. The yield of volatile oils varied durifgetexposure time in the OTCs (3.4 to 6.6 mg.g-1 dry
weight). The major components wefepinene (36.9 to 49.4%-phellandrene (16.7 - 20.4%) and
pinene (9.8 to 12.4%) and germacrene-D (10 - 2.®¥erences in yield and chemical composition of
volatile oils seem to be the result of exposurestohplants in OTCs.

Keywords: Asteraceae, photosynthesis, essential oil, Wedelia
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Introducéo

O planeta Terra, calcula-se através da datacdsotlpos radioativos, existe a cerca de 4,55
bilhdes de anos (Manhes al. 1980, Dalrymple 2001, Zhang 2002) e sua atmosfaraneito diferente
do que temos hoje, com propor¢des inversas primegrde das concentracdes de dioxido de carbono
[CO,] e oxigénio (Q) além da presenca de outros gases (Boucot & QdAg)2 Acredita-se que o
surgimento das embridfitas no periodo Ordoviciaaceth Paleozoica, ca. 470 milhdes de anos atras
(Juddet al. 2009, Davies & Gibling 2010, Rubinste#h al. 2010, Lentoret al. 2012), seja o principal
motivo pela inversdo da concentracdo dos gaseseCO chegando as proporcdes que temos hoje
(Berner 1997 e 2003, Chaloner, 2003, Igamberdi¢w& 2006).

A disponibilidade de grande parte de ita atmosfera € um produto resultante da convela&o
energia proveniente do sol em energia quimica (@n@é organicagtraves da atividade fotossintética
das plantas, algas e algumas bactérias (Taiz &eZe2§04, Majerowicz 2008). Dados do Painel
Intergovernamental de Mudancas Climaticas (do :)gIPCC) mostram que a [GOatmosférico
aumentou amplamente desde a era pré industriabne tendéncia a continuar aumentando nos
proximos anos devido as acgbes antropicas do honemmeao ambiente (IPCC, 2007). A [GO
atmosférico global, medidam novembro de 2012 foi de 393,65 ppm (partes pivéo) de acordo
com o Laboratério de Pesquisa do Sistema Terran@flés ERSL), 6érgdo governamental dos Estados
Unidos (ESRL, 2012). Apesar dos dados alarmantd®@g, alguns pesquisadores discordam desses
dados visto que as ac¢fes antropicas do homem sgonséveis por 3% da emissédo do, @dbal
(Jaworowski 2007) e defendem que os valores eranwdrhoje sdo decorrentes do ciclo natural do
planeta (Jaworowslat al. 1992, Wagneet al. 2002, Molion 2008).

Diante desse cenario futuro, as respostas dagaplgrara o aumento das concentracdes

atmosféricas de COs&o processos altamente importantes para a camsfealo ciclo global do
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carbono (Korneet al. 2007). Sendo o CQum fator limitante para a fotossintese, o aumeesse gas

na atmosfera geralmente tem efeitos benéficos sobrrescimento das plantas aumentando a
quantidade de carboidratos ndo estruturais comdaarfriutanos e agulcares sollveis e a alocacao de
carbono em varios 6rgaos (Pooreral 1997; Pefiuelas & Estiarte 1998; Yetnal. 2010, Oliveiraet

al. 2013). Em relacdo aos componentes do metabokstundario, mais especificamente os terpenos,
sao contraditérias as respostas ao aumento de\@@o et al (2009) relatam o aumento na producao
de oleo volatil em tomilho cultivado em elevada [C@presentando aumento nos componentes
fendlicos (timol e carvacrol) e diminuicdo nos momsesquiterpenos. O aumento na producdo de
terpenos também foi observado por Pefiuelas & L(1€187), mas a emissado desses volateis ndo sofreu
interferéncia sob elevada [GJOEm 13 trabalhos revisados por Pefiuelas & StR@fI9) ca. de ¥ dos
trabalhos apresentaram aumento nos teores de megesquiterpenos em condicoes elevadas dg CO
os demais apresentaram diminui¢do ou indiferen¢eatamento.

No intuito de complementar as informacdes a réspdas relacbes entre as diferentes
concentracdes de G@tmosférico e a producédo de 6leos volateis, eabalho tem como objetivo
avaliar o rendimento e a composicdo quimica dossolmlateis deSphagneticola trilobataPruski
(Asteraceae) cultivadas em diferentes jC&@mosférico (380 e 760ppm) e os parametros figiobs

como assimilagéo fotossintética, condutancia egioaé transpiracao.
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Material e Métodos

Material vegetal

O material vegetal utilizado foi obtido a parte thultiplicacdo vegetativa por estacas de uma
Gnica muda dé&phagneticola trilobatanantida no Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e uBioga.
Apés o enraizamento, as estacas foram transplantaala vasos de 2 L (trés estacas por vaso)
contendo substrato (Tropstrato HT) e vermiculitgpr@porgdo 2:1. Em agosto/2011 as plantas foram
desbastadas até o segundo n6é e em outubro/20M f@masplantadas para vasos de 3,5 L contendo o
mesmo substrato ja citado. Esses vasos foram mantth Casa de Vegetacdo até o inicio da

exposicao a concentragcdo elevada de &@osférico.

Em novembro de 2011 os vasos foram transferid@sgmcamaras de topo aberto (OTC "open-
top chambers”) de 1,5 m de didmetro e 2 m de alttom sistema de circulacdo de ar (Figura 1) e
instaladas no interior da Casa de Vegetacdo doeN(m# Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do
Instituto de Botanica (Aidaet al. 2002). Foram utilizados quarenta e dois vasosradpa em trés
lotes: lote inicial contendo 6 vasos; lote 380 pp, (simulando as condi¢des atuais) contendo 18
vasos e lote 760 ppm GGimulando o dobro da concentragao atual de) €@ntendo 18 vasos. Com
excecdo do lote inicial, uma parte das plantasrantida sob atmosfera ambiente de 380 ppm CO
(lote 380 ppm Cg) e a outra submetida a atmosfera de 760 ppm(lot@ 760 ppm Cg), através de
injecdo de géas a partir de um cilindro de,@0@mprimido acoplado ao sistema. O monitoramento do
microclima e da concentracéo de £ interior das OTCs era automatizado. Os daddsmdperatura
(T °C), umidade relativa (UR) do ar (modelo 107L abnigo 41303-5A, Campbell Sci.), e controle da
concentracao de [G) utilizando um analisador de gases no infravelmel IRGA (modelo WMA-4,
PPSystem) foram coletados a cada 15 minutos e amadas em um Datalogger (modelo CR1000,

Cambell Sci.). As plantas foram regadas diariamergeinzenalmente foraadicionado$50 mL por
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vaso de solucdo de Hoagland (Hoagland & Arnon 1988)coletas foram realizadas no tempo 0

(plantas que ndo foram introduzidas nas OTCs)4&os 90 dias apds o cultivo no interior das OTCs

Figura 1. A) Esquema da camara de topo aberto (OTC)Cilindro de gas de GD2- Valvula de

regulagem, 3- Mangueira de gas, 4- Entrada par&-a¥entilador, 6- Vasos. (*) Itens presentes
somente na camara de atmosfera enriguecida deA3Getas indicam a dire¢do do fluxo de gas ou de
ar atmosférico. B) Camara instalada na Casa dets@e do Nucleo de Fisiologia e Bioguimica do
Instituto de Botéanica contendo plantasSj#hagneticola trilobatanantidas sob atmosfera ambiente e

elevada concentracao atmosférica de.CO

Trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas foram realizadasamadalha de cada planta, a partir do apice,
utilizando-se um analisador de gases no infravérondRGA; modelo Li 6400XT), com controle de
luz, temperatura e concentracdo de,O0s dados foram obtidos a partir de medidas ité&taas de

taxas de assimilacao liquida de @), condutancia estomaticgs) e transpiracads) sob a densidade
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de fluxo de fétons fotossinteticamente ativo de @&l fotons 1t s determinada a partir de curvas
de resposta a luz realizadas previamente com &iespé medidas foram realizadas por volta das 09h
do dia anterior a coleta, e a concentracdo de d&dtro da camara foi de 380 ppm ou 760 ppm, de
acordo com o tratamento da planta em analise.

Conteudo de agua
O conteudo de 4gua da parte aérea foi determinpddiada férmula:

TU(%) = MF — MSx 100
MF

MF = massa fresca da amostra
MS = massa seca da amostra apds secagem em e€0f&a

Densidade estomatica

Foram selecionados fragmentos com cerca dedemmegido mediana das folhas do segundo
no, dos dois ambientes estudados (380 ppm e 76008p os quais foram diafanizados de acordo
com Strittmatter (1973, modificado). Para cada amiei foram utilizadas seis folhas. As amostras
foram fervidas por quatro minutos, sendo metadeedgo em alcool 95% e o restante em solugéo de
hidroxido de sédio a 5% e alcool 95% (1:1). Em s#muos fragmentos foram colocados em solucéo
aquosa de hipoclorito de sodio a 20%. O materiaidcado em solucdo aquosa de azul de astra (1%) e
safranina (1%), na proporcédo 9:1, desidratado ei@a stlica e montado em resina sintétfRermount

(Kraus & Arduin 1997).

Extracéo e identificagdo de Oleos volateis

O material fresco coletado (partes aéreas) foiradpaem trés partes e congelado em freezer a -

22°C para posterior extracdo. A extracdo do oéldativdoi realizada por hidrodestilacdo em processo
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continuo com aparelho do tipo Clevenger, por 4 $ioean trés repeticbes. O Oleo foi separado com
pentano e secado com sulfato de sédio anidro. Qapenfoi eliminado com o auxilio de um
evaporador rotatorio sob temperatura ambiente éncBmatizada.

O dleo obtido foi armazenado em frasco com tampafreezer a - ZZ para posterior analise.
O rendimento de cada Oleo foi calculado a partimdasa seca (Santesal. 2004, Pinoet al. 2006,
Kelen & Tepe 2008). Amostras dos 6leos volateisagotdos foram diluidos em acetona 1:10 (v:v) e 1
uL de cada amostra diluida foi analisgw cromatografia em fase gasosa acoplada a espettia
de massas (CG-EM), utilizando-se cromatografo aAgalent (serie 6890) acoplado a espectrometro
de massas quadrupolo (5973), com coluna capilab-NFIS (30 m x 0,25 mm de didmetro interno, com
0,25um de espessura), operando a 70 eV. As temperataragetor e do detector foram de Z%D. A
programacéo da temperatura do forno foi de 40 YClLpuin, 40 a 246C a 3°C min™* e 240°C por 10
min com tempo total de anélise de 77,6 min, utilita hélio como gas de arraste (1 mL MinO
indice de retencéo (IR) foi calculado em coluna3-S, utilizando uma série homologa de n-alcanos
(Cs a Gp) submetidas as mesmas condi¢gdes de analise cigndfata. A identificagdo dos compostos
foi feita por comparagéo entre os espectros deanadgidos com aqueles registrados na base de dados
da biblioteca Willey 275 e Adams (2007).

O indice de retencéo (IR) foi calculado em colufa34MS, utilizando uma série homdloga de
n-alcanos (C8 a C30) submetidas as mesmas condied@salise cromatografica. A identificacdo dos
compostos foi feita por comparacao entre os esgedE massas com aqueles registrados na base de

dados da biblioteca Willey 275 e Adams (2007).

Analise estatistica
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Foi utilizada analise de variancia unidirecionaN@VA) e aplicado o teste Tukey a 5% de
probabilidade. Para o célculo dos teores dos Oletdteis, os dados foram transformados em

logio(x+1) onde x se refere ao calculo da area em %.
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Resultados e Discussao
Na figura 2 sdo mostrados os dados de temper@tya umidade relativa do ar (%) durante o

experimento. A temperatura média na casa de veégefacde 24 °C com maxima de 42°C e minima

de 12°C. A umidade relativa do ar média foi de 76%.

50 - r 100

Temperatura °C

10

' 0
¢ s0m 15/12 3112 * 15/01 31/01 15/02 29/02 05/03
‘ 2011 ‘ 2012 ﬁ
-9+ Maxima —f— Média Minina —— Umidade

Figura 2. Medidas das médias diarias de temperatérma, média e minima e umidade relativa
do ar no interior das OTC'’s durante o periodo exlod¢ Data das coletas.

Na Figura 3 estdo apresentados os dados de agsimifotossintética (3A), condutancia
estomética (3B), transpiracdo (3C) e eficiéncia wm da agua (3D). Conforme observado, a
assimilacdo fotossintética ndo diferiu estatistieate entre os tratamentos, ao longo do experimento
sob condicbes normais (380) e elevadas (760) dg d@osférico. O aumento do g@tmosférico
geralmente ocasiona aumento na assimilacdo fotéssa (Pooter & Navas 1993, Saralakdial
1999, Songet al 2009, Oliveireet al. 2013) e consequente aumento em biomassa. Em estld@ado
por Songet al. (2009, 2010) conWedelia trilobata sinonimia deS. trilobatg sob altas concentractes
de CQ, foi observado aumento na assimilacédo fotossaa@tiincremento de biomassa alocado para as

hastes, porém tais resultados ndo corroboram corenosntrados no presente estudo. Segundo
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Hattenschwiler & Korner (2003), plantas invasorespondem melhor ao incremento de,C€sposta
essa obtida con%. trilobatana China (Songet al. 2009, 2010) e segundo esses mesmos autores,
mesmo sendo cultivada em altas temperaturas oeaslordanos no fotossistema Il ainda assim, ela se

desenvolve melhor quando comparada #dedelia chinensi€Songet al. 2010).
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Figura 3. Assimilag&o fotossintéticA)( condutancia estomaticB)( transpiracaoQ) e
eficiéncia do uso da agua EUMP)(de folhas deS. trilobatamantidas em diferentes
concentracdes de G@= 380 e 760 ppm) aos 0, 45 e 90 dias ap0s expoadnQ.
Letras iguais ndo diferem entre sigp85. As barras correspondem ao desvio padréo da

média (n=3'
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Segundo Koérneet al. (2007), ndo héa relacdo direta entre o estirdaktaxas fotossintéticas em
elevada [C@) e crescimento ou produtividade. As plantas indi@sentar maior crescimento estrutural
se houver disponibilidade de nutrientes e condigdesiuadas de umidade no solo.

A condutancia estomatica foi significativamenteetéhte entre a primeira coleta (0 dia ou T0O) e
as coletas realizadas aos 45 e 90 dias sob cosdngimais, mas nao diferiu entre as condi¢cdes de
elevada concentracao de [g@tmosférico. Apesar dos dados ndo mostrarenagfies na assimilacéo
fotossintética a transpiracao, aos 90 dias, enmtgdanatadas soblevada [CQG atmosféricofoi mais
eficiente quando comparada com plantas tratadas@atentragcdes normais de £@ eficiéncia do
uso da agua (EUA) néo diferiu estatisticamenteeeatr diferentes [CfPaos 45 e 90 dias apos a
exposicao.

S. trilobataapresenta estomatos em ambas superficies folseedp que sdo mais frequentes
na superficie abaxial, portanto é uma folha ardrestica. As plantas submetidas €60 ppm de C®
apresentaram maior densidade estomatica (26 est§tt@d mm) quando comparada com as plantas
tratadas sob380 ppm de C®(16 estdématos/100 nfin(Figura 4). Geralmente em plantas tratadas sob
elevada [CQ a taxa de assimilacéo fotossintética € maiodersidade estomatica diminui em relacéo
as plantas tratadas sob condicbes normais de a@@osférico (Driscollet al. 2006). A densidade
estomatica fosseis € utilizada para prever altesaci@ concentracdo de £a@tmosférico em regra,
guanto menor a concentragdo de,Q@aior a densidade estomética (Wagrtaal 2004).

Porém esses dados ndo corroboram com o preseni#o.esisto que houve aumento da
quantidade de estdmatos em plantas cultivadas lsehdas concentracdes de L£&mosféricasem
haver aumento na assimilagdo fotossintética. Embacatenha diferenca estatistica da condutancia
estomatica entre as plantas sob 380 ppm e 760 @pmportante ressaltar que ha uma tendéncia de
aumento da condutancia em plantas sob 380 ppg @&mo tendo apresentado menor numero de

estbmatos.
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Esse resultado reflete no maior valor encontradaar@entragcéo interna (Cl) de €@m
plantas tratadas sob elevada PCOMesmo ndo havendo diferencas estatisticas nenitssao
fotossintética, condutancia estomatica e efici€doiaso da agua, a Cl de £€@e plantas tratadas sob
elevada [C@Q) foi o dobro em relacdo aquelas tratadas sob ¢éadiatmosféricas normais380 ppm).
Mesmo havendo maior nimero de estdmatos nas plamtzslas sob alta [GD atmosférico, a
assimilacdo fotossintética nao aumentou. Esse evaode ter ocorrido devido a uma limitacdo da
difuséo fisica do Céda cavidade substomatica para os cloroplastos (Niinenegtal. 2011) uma vez

gue ha maior nUmero de estdmatos nas plantasasasath altas [C{atmosférico.

Figura 4. Fotomicrografias de sec¢des paradérmibasS. trilobatg
cultivadas sob diferentes condi¢cdes de, @@nosférico. A e C: superficie
adaxial. B e D: superficie abaxial. A<B380 ppm C@ C-D~ 760 ppm CQ.
As setas indicam os estdmatos; tr = tricomas;=Blase dos tricomas.
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O rendimento dos Oleos volateis de partes aére& ttdobata cultivadas sob atmosfera de

=380 e 760ppm de COEé mostrado na figura 5.

b
b

6 -

a a
4 1 a
) I
0

380 760 380 ‘ 760

0 45 90 dias

Rendimento (Mg.g* MS)

Figura 5. Rendimento (mg’g\S) dos 6leos volateis de partes aéreas

de S. trilobata submetidas as diferentes concentracdes de CO

atmosférico £ 380 e 760 ppm) aos 0, 45 e 90 dias de exposicao.

Letras iguais néo diferem entre si (p85) n=3.

Na primeira coleta (Tabela 1), o rendimento do éialétil foi de 3,4 mg.g massa seca. Aos 45

dias o rendimento dos 6leos volateis de plantasstap as atmosferas d&880 e 760ppm de CQoi
de 4,3 e 4,1 mg:hmassa seca, respectivamente, e aos 90 dias 16jéleob atmosfera d&80ppm e
6,2 para plantas tratadas sob elevada]G@60 ppm. De acordo com a andlise estatistica ayieekg
as médias de 0 e 45 dias ap0s exposicdo nas dudig@es £380 e 760ppm de CHnéo diferiram
estatisticamente entre si, porém foram signifieatiente diferentes em relacdo ao rendimento dos
Oleos voléateis na coleta realizada aos 90 diasaddedo com essa mesma analise é possivel observar
que, o tempo de exposicao dentro das OTCs e nédvada [CQ] influenciou no rendimento dos 6leos

volateis. Vale salientar que as plantas eram reggd@daiamente (ou duas vezes ao dia em dias muito
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quentes) e a cada quinze dias era adicionado solugétiva a fim de evitar deficiéncia nutricioral
assim influenciar nos resultados.

Plantas submetidas a condi¢Ges elevadas deeQliiferentes doses nutricionais, apresentaram
respostas positivas em relacdo a biomassa e coag@ntde fendlicos e terpendides em atmosfera
enriquecida de C£e alta disponibilidade nutricional (Pefuetasl. 1997).

A idade da planta também pode afetar na quantidagigalidade dos terpenos volateis como
observado por Pefiuelas & Llusia (1997). No presestudo, aos 90 dias de exposicdo, tanto o
rendimento quanto a quantidade de monoterpenos feugeriores as demais coletas.

A Figura 6 apresenta a porcentagem das classéniesp na composi¢cdo quimica dos oleos

volateis de partes aéreas3ldrilobatasubmetidas as diferentes [g@tmosférico.

100% -
° " EEE
80% -
60% -
40% -

20% -

0%
‘ 380 ‘ 760 ‘ 380 ‘ 760 ‘

0 ‘ 45 dias ‘ 90 dias ‘
Monoterpenos M Sesquiterpenos M outros

Figura 6. Porcentagem das classes de compost@nieyp nos Oleos
volateis de partes aéreas & trilobata submetidas as diferentes
concentracdes de G@tmosférico (= 380 e 760 ppm) ad3, 45 e 90

dias de exposicao.
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Assim como ocorreu no rendimento, as principaissaa terpénicas nao sofreram variagdes em
decorréncia da [C£atmosférico. Na coleta inicial a porcentagem elgsiterpenos (27,1%) foi maior
que nas demais coletas 14,3 e 14,6% aos 45 dias eydosicdo=380 e 760ppm de CO
respectivamente, e 6,8%380 ppm) e 6,9%={60ppm) aos 90 dias de exposicao.

A composicdo quimica dos Oleos volateis de pardesas deS. trilobataé apresentada na
Tabela 1.

Os compostos monoterpénicos majoritarios fopapineno (36,9 — 49,4%@y-felandreno (16,7
— 20,4%) ea-pineno (9,8 — 12,4%)uanto aos sesquiterpenos, 0S cOmMpostos que \famrase maior
concentracao foram o germacreno-D (10 — 2,98k ariofileno (6,6 — 1,6%).

Todos os componentes analisados apresentaramng#ésrsignificativas em relacdo ao tempo
de exposicdo ao GOO componente-pineno nao diferiu estatisticamente entre a coletial e 380
ppm aos 45 dias, mas diferiu entre as demais eollt&a coleta inicial os monoterpenos sabinefie e
pineno apresentaram menores valores, diferinddistgtamente das demais coletas. O monoterpeno
mirceno foi significativamente diferente nas tr&sletas realizadas, independente da JIC@s
concentracdes dos componenidelandreno e limoneno nas coletas, inicial e 45 880 e 760 ppm),
ndo diferiram entre si, mas foram significativaneediferentes em relacdo as coletas aos 90 dias. Os
sesquiterpenos B-cariofileno, a-humuleno, germacreno-D e biciclogermacreno  ddemir
significativamente entre os periodos coletados4f®,e 90 dias). Outros sesquiterpenos camo
farnesenog-cadineno e espatulenol foram encontrados apeneadeta inicial.

O balanco na proporcdo de sesqui — monoterpenosabetss iniciais as finais também foi
observado por Silvaet al. (2012) emS. trilobatano qual as coletas iniciais apresentaram maior
quantidade de sesquiterpenos quando comparadasasoooletas finais. Vuorineet al. (2005)
estudando a emissdo de compostos organicos voddidBetula penduleem diferentes concentragbes

de CQ atmosférico e @ também observaram maior emissédo de sesquiterpenpsmeiro més de
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experimento. Apds dois meses de exposicao, os mEquarios foram os componentes majoritarios da
emisséo.

Os terpenos desenvolvem um importante papel ecadw reino vegetal sendo responsaveis
pela comunicacao quimica entre as plantas e o ateli&s como atracdo de polinizadores e repelentes
de insetos sendo sua producdo induzida por fatotesnos (genética e bioquimica) e externos
(ecoldgicos). Os monoterpenos possuem também aidagda de remover um importante poluente
atmosférico, o 0z6nio (Fare$ al2008).

Os resultados obtidos no presente estudo nos gennciincluir que erBphagneticola trilobata
o0 elevado C® ndo promoveu alteracdes significativas nos par@sdisiologicos analisados. Em
relacdo a composi¢cdo quimica dos o6leos volateshod@ve diferencas qualitativas e quantitativas na
espécie estudada sob alto £@sse resultado possivelmente esté relacionadaaade assimilacio
liquida praticamente inalterada mesmo sob elev@ds]] ndo havendo assimilacdo do C excedente
disponivel na atmosfera, a producédo de Oleos vslatanteve-se igual a observada nas plantas sob
[CO,] ambiente. Portanto, as diferengcas observadagmidimento e composi¢cdo quimica dos oOleos

volateis (mono- e sesquiterpenos) se devem a uislplantas.
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Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo volatil dagpaérea d8€phagneticola trilobat®@ruski submetidas as diferentes concentracdes de
CO, atmosférico£ 380 e 760 ppm) coletada antes do inicio da ex@ogi®) e aos 45 e 90 dias apds a exposicao.

indice indice Concentracgéo Relativa %
Composto de de 45 dias 90 dias
Retencdo .. Retencdo 0 380 ppm 760 ppm 380 ppm 760 ppm

pentanona 822 839 - - - 0,7 + 0,02 0,7 + 0,02
a-pineno 934 939 98 + 08 109 + 0,16 112 + 0,63 12,2 + 0,04 124 + 0,19
sabineno 974 969 07 + 005 08 + 001 08 + 003 08 + 002 08 + 0,02
B-pineno 979 979 36,6 + 166 486 + 0,96 476 + 1,10 499 + 1,01 494 + 1,12
1-octen-3-ol 982 979 - 07 + 009 07 + 001 04 + 006 03 + 011
mirceno 990 990 15 + 002 18 + 001 18 + 001 22 + 003 21 + 0,04
a-felandreno 1006 1002 16,7 + 1,26 171 + 0,75 176 + 081 202 + 0,65 204 + 0,82
o-cimeno 1024 1024 18 + 020 10 + 015 09 + 02112 09 + 007 11 + 0,15
limoneno 1029 1029 45 + 0,26 43 + 0,11 43 + 007 51 + 015 52 + 0,21
trans-f3-ocimeno 1047 1050 06 + 003 05 + 004 05 + 003 04 + 003 04 + 0,02
a-terpineol 1188 1188 - - - 03 + 0,06 04 + 0,05
B-elemeno 1384 1390 05 + 0,02 - - - -
B-cariofileno 1411 1419 66 + 037 34 + 007 35 + 046 16 + 009 16 + 0,07
a-humuleno 1443 1454 38 + 029 23 + 004 23 + 029 13 + 005 1,3 + 0,05
dauca-5,8-dieno 1457 1472 12 + 0,07 0,7 + 004 0,7 + 0,09 - -
germacreno D 1466 1485 10,0 + 043 58 + 012 59 + 086 29 + 015 29 + 0,18
biciclogermacreno 1477 1500 34 + 015 22 + 007 22 + 029 11 + 006 1,1 + 0,05
a-farneseno 1486 1505 0,4 + 0,03 - - - -
o-cadineno 1495 1523 05 + 0,04 - - - -
espatulenol 1562 1578 0,6 + 0,07 - - - -
n.i. 2141 0,7 + 0,16 - - - -
Total Identificado % 99,3 100,0 100,0 100,0 100,0
Rendimento (mg.g'1 MS) 3.4 4,3 4,2 6,6 6,2

Legenda: Calc. = calculado; Lit. = literatura; n.i. = ndo identificado; média e desvio padrdo da média
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Resumo
Porophyllumruderale é uma Asteraceae popularmente conhecida comeaapmicouve-cravinho. E
utilizada na medicina popular como cicatrizantdjirffamatoria e antimicrobiana. Em S&o Paulo
ocorrem duas subespéciérophyllum ruderalesubsmacrocephalume Porophyllum ruderalesubs
ruderale Diante disso, o presente trabalho visa compacangosicao quimica dos 6leos volateis das
duas subespécies ao longo do ciclo de desenvoltantestas em dois locais de cultivo: Instituto de
Botanica/SP (IBt) e Mogi-Guacu/SP (MGC). Parteseagrforam submetidas por hidrodestilacdo
aparelho do tipo Clevenger, durante quatro horasbl€os volateis obtidos foram analisados por CG-
EM. Houve variacdo no rendimento e diferencas daginges foram encontradas nos 0leos volateis das
subespécies estudadas. Os compostos majoritareas fononeno (29,9 — 83,5%) e mirceno (21,83 —
20,60%) para a subespéamacrocephalune Ef-ocimeno (25,5 — 57,7%), limoneno (14,7 — 25,B} e
pineno (5,4 — 12,9%) para a subespéatiderale.Mesmo sendo cultivados em ambientes diferentes os
compostos majoritarios foram mantidos para as dubkgspécies. Estes mesmos compostos foram
diferentes quando comparados entre as duas sulEspdéc variacdo tanto quantitativa como
qualitativa na composicdo dos 6leos volateis pdideaa a resposta destes compostos nas atividades
biolégicas, sendo de suma importancia a corretgtifdmcao do material vegetal para fins medicinais

Palavras chave:arnica, Asteraceae, 6leos essenciais, variagcdektpoas
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Abstract
Porophyllum ruderaleAsteraceae is commonly known as arnica or couaehtno. Used in folk
medicine as a wound healing, anti-inflammatory amdimicrobial. Two subspecies occur in S&o
Paulo:Porophyllum ruderalesubs macrocephalunandPorophyllum ruderalesubsruderale Thus, the
present study aims to compare the chemical composif volatile oils from two subspecies during the
development cycle of these two cultivation sitestituto de Botanica / SP (IBt) and Mogi-Guacgu/SP
(MGC). Aerial parts were submitted by hydrodistilbm Clevenger type apparatus for four hours. The
volatile oils were analyzed by GC-MS. There wadatam in the yield and quantitative differences
were found in the volatile oils of the subspeciesl®d. The major compounds were limonene (29.9 to
83.5%) and myrcene (21.83 to 20.60%) for the sutispenacrocephalunmand EB-ocimene (25.5 to
57.7%), limonene (14.7 to 25.2) apgbinene (5.4 - 12.9%) for subspecreslerale Even being grown
in different environments the major compounds wkept for the two subspecies. These same
compounds were different when compared betweetwheubspecies The quantitative and qualitative
variation of volatile oils composition can alteethesponse of these compounds in biological aietsyit
which is extremely important to correctly identthie plant material for medicinal use.

Keywords: arnica, Asteraceae, essential oil, phenologicahtians.
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Introducéo

O génerd?orophyllum(Asteraceae) é nativo do Hemisfério Ocidental, cmarréncia no sul de
Nevada, Califérnia, Texas, Arizona, sul do Perutenda Argentina e sul do Brasil (Johnson, 1969).
Porophyllum ruderaleé conhecida na medicina popular como arnica, cotasdnho, erva-de-veado
muito utilizada pelos povos do Brasil, ParaguaruPBolivia, (Schmeda-Hirschmann & Bordas 1990,
Albuquerqueet al. 2007, Bussnanat al. 2010, Odonnest al.2012, Hajdu & Hohmann 2012), sendo
empregada como cicatrizante, hemostatico, antir&taria, antimicrobiana e no tratamento de
escoriacoes, traumatismo e contusdes (Setzh 2003, Goleniowsket al. 2006, Lorenzi & Matos
2008, Limaet al.2011) e como condimento (Pico & Nuez 2000).

Johnson (1969) separou a espéugcrocephallumincorporando-a como uma subespécie de
Porophyllum ruderaleficando entdo com duas subespéaiescrocephalume ruderale as quais
ocorrem naturalmente no Bragforophyllum ruderalg¢Jacg.) Cass. subspacrocephalun(DC.) R.R.
Johnson ePorophyllum ruderale(Jacq.) Cass. subspuderale sdo ervas anuais com presenca de
glandulas de d6leo nas folhas conferindo um aromactexistico sendo a posi¢édo destas glandulas na
lamina foliar da planta ainda jovem utilizada coauxilio na identificagcdo das subespécies (Figura 1)
Devido ao aroma caracteristico e as propriedadedicmais, existem muitos estudos sobre a
composi¢ao quimicas dos 6leos volatei®deuderalena América do Sul (Loayzzt al. 1999, Bezerra
et al. 2002, Fonsecat al. 2006, Rondoret al2008). Nos trabalhos encontrados, ndo ha relatos a
respeito das subespécies utilizadas, assim, o rpeeseabalho tem como objetivo comparar a
composi¢do quimica dos 0leos volateis das subespaaicrocephalune ruderale durante o ciclo de

desenvolvimento contribuindo assim com maioresimégdes a respeito da espeécie.
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Figura 1. Detalhe da posicédo das glandulas de dleo
volatil nas folhas dd?orophyllum ruderaleA: P.
ruderale subsp. macrocephalum disposicdo das
glandulas de 6leo nas margens e regido central da
lamina foliar; B: P. ruderale subsp. ruderale
disposicéo das glandulas de 6leo somente na regido

marginal da lamina.
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Material e métodos

Material vegetal

Partes aéreas @Rorophyllum ruderalgJacg.) Cass. subsmacrocephalunfDC.) R. R.

Johnson ePorophyllum ruderalesubsp ruderale (Jacq.) Cass cultivados na Reserva Ecoldgica e
Estacdo Experimental de Mogi-Guacu (MGC) e no mide Pesquisa de Fisiologia e Bioquimica do
Instituto de Botanica, S&o Paulo, SP (IBt). Exsisdbram identificadas pela Dra. Inés Cordeiro e Dr
Benoit Francis Patrice Loeuille e depositadas nd&tée Cientifico do Estado “Maria Eneyda P. K.
Fidalgo” (SP) do Instituto de Botanica com o numeoocoletor: Raggi 21nfacrocephalumg Raggi
22 (uderale.
Condicbdes de cultivo

Para a subespédiaderale sementes oriundas de matrizes cultivadas ndutwstie Botanica
em 2009 foram semeadas em tubetes de polietilert® ael, contendo trés sementes por tubete, em
31/maio/2010 (Mendonget al. 2003) e mantidos no ndcleo de Pesquisa em Pl@rtemmentais do
Instituto de Botanica, com irrigacao diaria. A geragdo ocorreu por volta de 08/06/2010 e cerca de
45 dias apos a germinacdo, as mudas foram traefepara vasos de dois litros contendo quatro
mudas por vaso. Até esta etapa, o substrato dilifai Tropstrato HT. Em 30/09/2010, quando as
mudas alcancaram ca. 35 cm de comprimento foramsfe@adas para os canteiros. Para cada
localidade, Instituto de Botanica e Reserva Ecolb@ Estacdo Experimental de Mogi-Guacu, foram
plantadas 200 mudas em espacamento 0,30 x 0,3CAcooleta inicial se deu no momento do
transplante para os canteiros, a segunda coletad@p0s e as demais, a cada 30 dias.

Para a subespéamacrocephalumforam utilizadas sementes de matrizes mantidastcteo
de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica oriundabldgi-Guacu. A semeadura foi realizada em vaso
de dois litros contendo Tropstrato HT como substeatjuatro sementes por vaso. Em 15/12/2010, 20
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dias apds a germinacdo, as mudas com ca.de 20ram fansplantadas para os canteiros. Para cada
localidade, Instituto de Boténica e Reserva Ecolb@g Estacdo Experimental de Mogi-Guacu, foram
plantadas 200 mudas em espacamento 0,30 x 0,38 cwieta inicial se deu no mesmo periodo do
transplante e as demais, a cada 30 dias.
Medicoes

Para cada subespécie e cada localidade foram doarcante individuos nos quais eram
realizadas as medi¢fes de altura e diametro de cante ao solo com auxilio de trena e paquimetro,
respectivamente. Niumero de ramos, botdes flotargsfe frutos foram contados a cada coleta.
Extracdo e identificacdo de dleos volateis

O material fresco coletado (partes aéreas) foiradpaem trés partes e congelado em freezer a
- 22°C para posterior extragdo. A extracdo do @datil foi realizada por hidrodestilagdo em prames
continuo com aparelho do tipo Clevenger, por 4 $icean trés repeticbes (Farmacopéia 2001). O oleo
foi separado com pentano e secado com sulfatodie adidro. O pentano foi eliminado com o auxilio
de um evaporador rotatorio a temperatura ambiantsada climatizada. O 6leo obtido foi armazenado
em frasco com tampa, em freezer a 2@para posterior analise.

O rendimento de cada 6leo foi calculado a partimdasa fresca de material vegetal (Saguri
al. 2010). Os dleos volateis extraidos foram diluidos acetona 1:10 (viv) e 1 yuL de cada amostra
diluida foi analisad@or cromatografia em fase gasosa acoplada a espetira de massas (CG-EM),
utilizando-se cromatografo a gas Agilent (serie@&8coplado a espectrometro de massas quadrupolo
(5973), com coluna capilar HP 5-MS (30 m x 0,25 rden diametro interno, com 0,25m de
espessura), operando a 70 eV. As temperaturas jerire do detector foram de 25C . A
programacéo da temperatura do forno foi de 40 ¥ClLpuin, 40 a 246C a 3°C min™* e 240°C por 10

min com tempo total de anélise de 77,6 min, utilita hélio como gas de arraste (1 mL HinO
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indice de retencéo (IR) foi calculado em coluna3-&S, utilizando uma série homodloga de n-alcanos
(Cg a Go) submetidas as mesmas condicdes de andlise cgndiida. A identificacdo dos compostos
foi feita por comparagéo entre os espectros deasadgidos com aqueles registrados na base de dados

da biblioteca Willey 275 e Adams (2007).

Analise estatistica

Foi utilizada analise de variancia unidirecionaN@VA) e aplicado o teste Tukey a 5% de

probabilidade.
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Resultados e Discussao

Durante o desenvolvimento de uma planta, ocorreéx w@rie de alteracdes fisioldgicas
importantes para a sobrevivéncia e adaptacdo detalegp meio ambiente. Os diferentes estadios de
desenvolvimento do organismo vegetal, isto é, gegdio, juvenilidade, reproducdo e morte, podem
alterar a composicdo quimica de metabdlitos seciosd@Gobbo-Netet al.2007).

Porophyllum ruderalesubsp.macrocephalunme Porophyllum ruderalesubsp.ruderale foram
cultivadas em dois locais distintos: Reserva Bimldg Estacdo Experimental de Mogi-Guacu, Mogi-
Guacu — SP e no Instituto de Botanica, S&o Paul®P- Inicialmente os experimentos seriam
conduzidos no mesmo periodo, mas a subesp@xeocephaluniloresceu antes de ir para o canteiro
necessitando assim de replantio, dessa forma, serdcobservado na Tabela 1, nem sempre o periodo
de coleta coincidiu.

Uma caracteristica importante para a distincae e subespécies € a posicao das glandulas de
0leo na lamina foliar (Figura 1). Durante o cultif@ notado que até o terceiro par de folhas ambas
continham as glandulas de 6leo posicionadas naaeygarginal da Iamina, a diferenca da posicdo das
glandulas de oleo ocorre a partir do apareciment@ubrto par de folhas. Segundo R.R. Johnson
(1969), autor da subespéaieacrocephaluma superficie da lamina foliar pode apresentar au na
glandulas de 6leo e, durante o experimento foirwhsle que apds a ramificacdo e aparecimento de
botdes florais e flores, as folhas que surgem eptam tamanho reduzido e ndo contém glandulas na
regido laminar dificultando assim, a diferenciagidre as subespécies. No entanto, estas podem ser
identificadas através de caracteristicas taxon@naa cipselas (Johnson 1969).

Os dados de temperatura maxima e minima, pregduttotal (mm), e umidade relativa do ar
dos locais de coleta apdés o plantio em canteir@s, apresentados na Tabela 1 bem como a fase

fenoldgica de cada subespécie.
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O plantio em canteiro para a subespéoi@erale se deu aos 110 dias apds a germinacéo
(setembro/2010) quando estas apresentaram o tamagdio de 35 cm (Figura 1C). Foi observado que
a fase vegetativa d@. ruderalesubsp.ruderale(ca. 150 dias) € mais longa quando comparada com a
subespécienacrocephalungue aos 75 dias ja apresentava botdes floramesf(Tabela 1). Por outro
lado, ambas tiveram o estadio reprodutivo adianta@dmdo cultivadas em Mogi-Guacu. As oscilacfes
endogenas podem ser ajustadas em respostas ascasidhfrias e sazonais de luz e ciclos de
temperatura (Mas & Yanovsky 2009), podendo ser justiicativa para a antecipacao da floracao nas
subespécies cultivadas em Mogi-Guagu.

As medi¢cles de crescimento, altura (cm) e dianddroaule (cm), das subespécies cultivadas
na Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de 1@agicu (MGC) e no Instituto de Botanica (IBt)
sdo mostradas na Figura 3. No geral, as subespg&@emn o0 crescimento acentuado até o inicio do
estadio reprodutivo 180 e 210 dias parderale cultivada em MGC e IBt, respectivamente (Figura 3
C) e 110 dias panmaacrocephaluntultivada no IBt. Esta observacdo néo foi notada pasubespécie
macrocephaluntultivada em MGC, que teve sua fase reprodutii@aitia aos 75 dias (Figura 349,
aos 140 dias ja apresentava indicios de senescébeiacordo com Larcher (1986), quando a planta
atinge a maturidade necesséria para florescer,nfé desaceleracdo no crescimento, pois ocorre a
combinacdo do crescimento do corpo vegetativo jaatcciclo reprodutivo, que ora se processam
simultaneamente, ora alternadamente, de acord@ma@spécie vegetal (Magalhdes, 1985).

Na Figura 4 e Tabelas 2 e 3 sdo apresentadosdos da rendimento dos 6leos volateis das
subespécies d@orophyllum ruderalecultivadas em Mogi-Guagu e IBt, ao longo do cide

desenvolvimento da planta.
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Tabela 1. Média mensal da temperatura maxima emajrprecipitacdo total (mm), e umidade relativaad@%) da Reserva Ecoldgica e
Estacdo Experimental de Mogi-Guacu (MGC) e do timstide Botanica (IBt) durante o periodo de coletapservacdes dos estadios de
desenvolvimento das subespéddesophyllum ruderalesubsp.macrocephalunfPRM) ePorophyllum ruderalesubspruderale(PRR). VG

= estadio vegetativo; BT, FL, FR estadio reprodutimde BT — Botdes Florais; FL — Flores; e FR +td3u

2010 2011
setembro outubro novembro dezembro janeiro fevereir marcgo abril maio junho
MGC IBt MGG IBt MGC IBt MGC IBt MGC IBt MGC IBt MGC IBt MGC IBt IBt IBt

Temperaturamax (°C) 35 251 36 23,7 34 26,1 34 276 34 29,3 34 30,2 34 253 32 26,4 225 21,7
Temperaturamin (°C) 13 142 11 13,6 11 156 17 18,4 18 19,5 18 19,1 18 18,1 15 16,7 12,7 9,7
Precipitagdo (mm) 50 96,7 27 76,6 84 1592 240 280,6 344 466,3 232 327,6 197 914 114 1023 23,6 654
Umidade relativa (%) 55 769 63 825 67 801 73 84,1 77 834 73 80,7 80 869 74 81,7 82,7 81,1
Fenologia PRM - - - - - - VG VG VG VG BT/FL VG BTIF BT FR BT/FL FR FR
Fenologia PRR VG VG VG VG VG VG BT/FL BT FL/FR FL FR FR FR FR - - - -

Fonte dos dados meteorolégicos: MGC = Internati®aaler; IBt = IAG/USP

Figura 2. Estadio de desenvolvimento da subespécie
ruderale A - D: estadio vegetativo; E — F: estadio
reprodutivo.
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Figura 3 — Medidas de crescimento, altura (A e Gipenetro do cauleente ao solo (B

e D), dePorophyllum ruderalesubsp.macrocephalunf{A-B) e Porophyllum ruderale

subsp.ruderale (C-D) durante o estadio de desenvolvimento em ldoiis distintos,

Reserva Ecologica e Estacdo Experimental de MogeGUMGQC) e Instituto de

Botanica (IBt). As barras indicam o desvio padn&elE).
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Figura 4 - Rendimento médio (md.®F) dos dleos volateis de partes aéreaPa®phyllum ruderale
subsp. macrocephalum(A) e Porophyllum ruderalesubsp. ruderale (B) durante o estadio de
desenvolvimento em dois locais distintos, Resemaldgica e Estacdo Experimental de Mogi-Guacu
(MGQC) e Instituto de Botéanica (IBt). Letras iguaido diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. *

Diferenca entre os locais de coleta. As barrazamdio desvio padréo (n=3 extracdes).

Para a subespéaiacrocephaluno rendimento inicial, aos 20 dias, dos 0Oleos eidade partes
aéreas foi de 0,13 mg‘gMassa Fresca. Para as plantas cultivadas em M@&€nor rendimento foi
aos 45 dias e o maior aos 110 dias correspondefid®a 0,49 mg:yMF respectivamente. No IBt, o
menor rendimento também foi aos 45 dias (0,21thy!§) e o maior aos 170 dias 0,66 my/dF.
Com 200 dias de cultivo, houve uma reducéo de 40%emdimento do 6leo volétil. O rendimento da
subespéciguderale foi maior quando comparado com a subespétierocephalumesse mesmo
resultado foi obtido avaliando a influéncia da igdim mineral no teor e composi¢ao quimica dos 6leos
volateis das subespéciptsacrocephalure ruderale (Leporini, dados ndo publicados). O rendimento
inicial dos 6leos volateis de partes aéreas daspébieruderale foi de 0,21 mg.g MF. Para as
plantas cultivadas em MGC o rendimento variou eBi86 — 1,35 mg:gMF e no IBt a variacao foi de

0,32 — 0,92 mg:§ MF. N&o foi observado reducdo do teor dos 6ledéateis na Gltima coleta. Na
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Bolivia, o teor dos 6leos volateis Berophyllum ruderaldoi de 3,0 mg.d massa seca (Loayea al.
1999). Fonsecat al. (2006, 2007) também verificaram variacdes no deodleo volatil de folhas de.
ruderale cultivada em Minas Gerais, o rendimento (0,073 0ng.g* MF) foi inferior ao observado
neste estudo. Por outro lado, o rendimento do \étil das flores foi de 0,45 mg'gVIF, os autores
sugerem uma realocagao de Oleo volatil para as gélorais o que de fato pode acontecer, pois 0s
maiores teores de 6leo apresentados aqui tambéespondem ao periodo apds a floracdo. Esta pode
ser uma estratégia para atrair polinizadores eedigp predadores (Wink 2010).

A composicdo quimica dos O6leos volateis de padéseas deP. ruderale subsp.
macrocephalum e P. ruderagbsp ruderaledurante os estadios de desenvolvimento, cultivadas
Reserva Ecoldgica e Estacdo Experimental de MogeGe no Instituto de Botanica sdo apresentados
nas Tabelas 2 e 3 e Figuras 5 e 6.

Os oleos volateis de. ruderalesdo formados majoritariamente por mono- e sesgenes. O
teor destes compostos e do hidrocarboneto undeeiau durante as fases de desenvolvimento da
planta.

Para a subespécimacrocephaluncom idade de 20 e 45 dias os 0leos volateis apteasen
menor teor de monoterpenos (35,2 — 40,6%) e magorsebquiterpenos (12,1 — 19%) quando
comparados com as demais idades, além da grandenttatdo de outros componentes (28,8 —
35,6%) tais como: alcenos, aldeidos e acidos graxgmrtir dos 75 dias de idade, o teor médio de
monoterpenos é ca.de 90% .

Quanto aos monoterpenos, o limoneno foi o composritario durante todo o periodo de
desenvolvimento da planta, aos 20 dias correspar®@®9% chegando a 83,5% quando a planta atinge
a idade de 140 dias. O mirceno apresentou maiamsentracdes apds 75 dias atingindo o maximo

teor, 21,83 e 20,60% quando as plantas estavanemadp de dispersdo dos frutos aos 140 dias de
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idade em MGC e 200 dias no IBt, respectivamentsal@neno g-pineno sé foram identificados apoés
os 75 dias, e apenas nesta idade foi identificaatasenca de-pineno. Ja o monoterpeisp-ocimeno
se manteve praticamente constante durante o @aliesenvolvimento da planta.

Em relacdo aos sesquiterpenoa,ef-isocomeno foram os principais nas coletas reaiz ahs
20 e 45 dias com uma média de 3 e 2%, respectitam@&mpresenca do hidrocarboneto undeceno foi
constante em todo o periodo analisado, exceto pamimeira e Ultima coletas, nas quais a
concentracao foi trés e duas vezes maior queamaid coletas.

A composicdo quimica dos 6leos volateis de paastagas da subespédieacrocephalum
cultivada no IBt, aos 45 dias de idade apresentguna componentes que ndo foram comuns aos
demais como o aldeido nonanal, os monoterpenos-teaneol e carvona, alcool decanol, o
hidrocarboneto trideceno e alguns compostos quepnderam ser identificados. Os acidos graxos
miristico, palmitico, linoléico e linolénico forandentificados principalmente nas duas primeiras
coletas.

Foi possivel observar que a subespéwaerocephalunse desenvolveu de forma mais rapida
em MGC. A composi¢cdo quimica dos o6leos volateissioiilar em ambos locais quando as plantas
apresentavam 75 dias de idade e estavam no pdifadlala fase vegetativa e inicio da reprodutiva
(MGC). Plantas com idade entre 110, 140 e 170 mbak8t apresentaram semelhanca na composicao
quimica dos 6leos volateis das plantas com 110d#a8IGC; na ultima coleta de MGC, quando as
plantas tinham 140 dias, a composi¢éo quimica s &olateis foi semelhante a da ultima coleta do
IBt aos 200 dias, este fato pode estar relacioaamnescéncia das plantas.

A composicdo quimica dos Oleos volateis da sulbespéuderale (Tabela 3) foi
majoritariamente composta por monoterpenos (588,9%) com a presenca de alguns oxigenados.

Dos sesquiterpenos identificados (0,6 — 8,8%) gt@des sdo oxigenados. Houve ainda a presenca de
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outros componentes como o hidrocarboneto undec®&@m foi possivel a identificacdo dos
componentes volateis referentes a primeira cadeis,110 dias.

Dentre os monoterpenos, o componente majoritario E-B-ocimeno (25,5 — 57,7%), seguido
de limoneno (14,7 — 25,2%)pepineno (5,4 — 12,9%). Os monoterpemgsineno, sabineno e mirceno
foram constantes em todo o periodo de andlise iv@passando o teor de 3,6%. Foram identificados
alguns monoterpenos oxigenados como trans epaxiend e terpinen-4-ol em baixas concentragfes e
o B-ciclocitral (0,3 — 7,7%) sendo os maiores teodesiificados na coleta realizada aos 150 dias.

O sesquiterpeno majoritario espatulenol (0,6 94,2oi identificado em todo o periodo
estudado, jg3-cariofileno, germacreno-D, biciclogermacreno edoéxide cariofileno apresentaram
menor ocorréncia.

Assim, como ocorreu com a subespésacrocephalumaruderalecultivada em MGC também
teve o seu ciclo reprodutivo adiantado sendo pekshservar a diferenca da composicao quimica dos
Oleos volateis entre as localidades MGC e IBt @&fsdias, momento em que as plantas cultivadas em
MGC ja apresentavam botdes florais e flores e dBdapenas poucos botdes.

O oleo volatil deP. ruderale contendo o monoterpenB--ocimeno como componente
majoritario (93%) apresentou forte atividade lanaccontraAedes aegypt{Fontes-Jret al2012).
Composicdo semelhante a encontrada neste trabailidehtificada por Souza (2003) em plantas
coletadas no Rio de Janeiro. O 6leo volatil rico Esffrocimeno (53%), mirceno (16%), limoneno
(13%) e undeceno (10%) apresentou atividade alativaftoria.

Devido ao forte odor exalado das folhas e propded medicinais atribuidasParophyllum
ruderale muitos trabalhos foram realizados a fim de idigati os constituintes quimicos dos 6leos
volateis. Na Venezuela, os constituintes majoatagao uma mistura de limoneno fefelandreno

(Rondonet. al 2008), na Bolivia e Argentina 0 componente majont foi 0 monoterpeno sabineno
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(Loayzaet al, 1999, Julianet al 2004). No Brasil, os monoterpenos limoneng-felandreno foram
identificados em plantas coletadas no Ceara evadbis em Minas Gerais, respectivamente (Beetrra
al. 2002, Fonsecat al.2006).

Alguns autores atribuem as diferencas encontnaal@®mposicdo quimica a origem geografica
ou existéncia de quimiotipos. No entanto, Guiledt al. (1998) cultivaramP. ruderale subsp.
macrocephalumino Canada com sementes oriundas do México e fidarim como componente
principal nas folhas o monoterpeno limoneno. Esieof Unico trabalho em que a subespécie foi
mencionada e o componente majoritario corroborau oocomponente principal identificado para a
subespécienacrocephalumo presente trabalho. O monoterpeno limonenadgmtificado também
como o componente majoritario do oleo volatiRleuderalecoletado no Ceara (Bezeetal. 2002).

No presente estudo, identificamos como componeajeritario do oleo volatil d€. ruderalesubsp.
ruderale o monoterpeno B-ocimeno sendo este, identificado como componerteritario do oleo
volatil deP. ruderalecoletado em Sergipe (Fonteseial2012) e Rio de Janeiro (Souziaal. 2003).

Segundo Johnson (1969) na América do Sul as diesggécies sdo simpatricas, sendo comum
a existéncia de plantas intermediarias, geralmemte caracteristicas vegetativasndacrocephalune
florais deruderale ou vice-versa. Segundo este mesmo autor, as edsticas das cipselas podem
diferenciar as subespécies. Analisando a figusdrdtiva apresentada no trabalho de Fonseca (2601),
possivel notar caracteristicas vegetativas da pébesmacrocephalume caracteristicas florais
(cipselas mais curtas com papus mais longos) despgbieruderale o que nos leva a acreditar que
possivelmente este seja um espécime simpatricoueo jgstificaria a diferenca encontrada na
composicdo quimica do Oleo volatil de plantas eolas em Minas Gerais, rico epafelandreno

(Fonsecat al.2006).
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Este é o primeiro estudo comparando a composigimicp de duas subespécies de
Porophyllum E os resultados obtidos no presente estudo mastras diferencas e a complexidade na
composi¢cdo quimica dos Oleos volateis das subespédé Porophyllum durante o ciclo de
desenvolvimento. No inicio do desenvolvimento, mglexidade quimica, para ambas as subespécies,
foi muito maior quando comparado ao final do desbdmwmento, essa complexidade pode estar
relacionada aos sistemas de defesa do vegetaadmtrivoria. Foi observado ainda que, no momento
em gue as plantas iniciam o processo reprodutssa eomplexidade quimica é reduzida.

Foi possivel verificar que o fator genético foiisndeterminante na composi¢cdo quimica dos
Oleos volateis do que o fator geogréafico uma vez o houve alteracdes na composicao quimica dos
Oleos volateis de plantas cultivadas em locaisrelifies mas houve diferencas significativas quando
comparamos as subespécies.

Essas informagfes podem contribuir para a seldedsubespécies visando o uso potencial

desses o6leos.
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Tabela 2. Composicao quimica dos 6leos volategades aéreas dorophyllum ruderalesubspmacrocephaluncultivadas no Instituto de
Botanica (IBt) e na Reserva Ecoldgica e Estaca@ixental de Mogi Guacu (MGC) durante o estadideenvolvimento. I.R.: indice de

Retencao; n.i.: compostos nao identificados.

Concentracao relativa (%)

20 dias 45 dias 75 dias 110 dias 140 dias 170 dias 200 dias
Composto I.R. MGC IBt MGC IBt MGC IBt MGC IBt IBt IBt
pentanona 823 32 _+10 21 +09 29 + 06 09 + 00 08 +01 09 +00 09 + 01 - - - -
a-pineno 931 - - - 02 _+ 0,2 02 + 02 - - - - - -
sabineno 971 - - - 1,1 _+0.2 13 +02 14 +01 15 +00 11 +01 11 +01 11 +00 08 + 01
B-pineno 975 - - - 14 _+ 07 17 +09 24 +08 04 +03 23 +09 07 +06 11 + 10 24 + 20
mirceno 988 27 _+20 55 + 20 45 + 20 132 + 70 161 + 70 143 +80 47 + 09 218 +80 63 + 50 91 + 70 206 _+ 120
limoneno 1027 299 _+70 327 + 80 302 + 20 702 + 100 689 _+ 80 693 _+ 40 818 + 10 683 _+ 90 835 + 60 793 _+ 90 588 _+ 17,0
E-B-ocimeno 1045 26 _+03 22 + 10 - 39 + 01 38 +06 76 +80 24 +03 24 +02 30 +02 35 +01 47 + 09
undeceno 1088 156_+20 51 + 30 42 + 08 56 + 06 49 +10 37 +05 68 +04 42 +01 54 +09 53 +03 111 + 10
nonanal 1098 - - 09 _+01 - - - - B - - R
terpinen-4-ol 1174 - 02 _+04 - 04 + 01 03 _+ 00 - - - - - -
decanal 1199 2,7 _+08 49 + 06 104 + 234 07 _+ 01 08 +02 03 +03 06 + 00 - - - -
trans carveol 1211 - - 14 _ +0.2 - - - - B - - R
carvona 1237 - - 16 _+ 05 - - - - - - - R
decanol 1268 - - 0,7 _+06 - - - - B - - R
trideceno 1287 - - 03 _+0,6 - - - - B - - R
n.i. 1294 - - 07 _+ 04 - - - - - - - R
silfineno 1337 02 _+ 04 - - - - - - - - - -
n.i. 1353 - - 0,7 _+ 06 - - - - - - - R
n.i. 1369 - - 00 _+ 00 - - - - - - - R
modefeno 1373 0,8 _+0,2 - 08 + 07 - - - - - - - R
a-isocomeno 1379 34 _+09 31 + 01 45 + 08 05 + 01 04 + 01 - 05 _+ 00 - - 05 +00 10 + 01
B-isocomeno 1399 20 _+05 20 + 01 25 + 04 02 + 02 0,1 + 0,2 - - - - - -
B-cariofileno 1408 08 _+01 08 _+ 07 - - - - - - - - R
a-humuleno 1440 02 _+04 14 + 03 13 + 01 - - - - - - - R
germacreno-D 1462 10 _+01 36 + 1,0 - 06 + 01 03 +01 02 _+ 03 - - - 03 +02 06 + 02
bibiclogermacerno 1476 0,5 _ +0,4 - - - - - - - - - -
indipona 1480 09 _+02 14 + 05 21 + 00 - - - - - - - R
Continua...
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dimetil ionona 1486 05 _+04 05 + 08 16 + 01 - - - - - - - -
a-cedreno ep6xido 1492 17_+03 30 + 10 37 + 01 02 + 02 02 + 03 - - - - - -
n.i. 1536 05 _+ 04 - 08 + 14 - - - - - - - _
6xido de cariofileno 1564 - - 15_+01 - - - - - - - -
epoxido de humuleno 1596 - - 1,0_ 40,1 - - - - B - - R
germacra-4(15),5,10(14)-trienekol 1672 - 16 _+ 08 - - - - - - - - -
acido miristico 1728 02 _+03 04 _+ 07 - - - - - - - - -
contaminante 1774 0,7 _ +01 - 22 + 03 - - - . - - R R
n.i. 1790 09 _+08 42 + 10 - 0,1 + 0,2 - - - - - -
acido palmitico 1959 85 _+16 87 + 30 85 + 20 01 + 02 02 + 03 - - - - - -
n.i. 2099 19 +05 16 + 04 20 + 04 - - - - - - R R
acido linoleico 2106 08 _+0,7 21 + 1,0 - - - - - - - - -
n.i. 2108 - - - 0,1 _+ 0.2 - - - - - - R
acido linolénico 2108 38 _+02 54 + 30 09 + 01 - - - . - - R R
n.i. 2110 23 _+ 04 - - - - - - - - - R
n.i. 2156 91 +09 68 + 30 81 + 20 06 _+ 02 - - 05 + 0,0 - - - -
n.i. 2173 - 08 _+ 08 - - - - - - - - R
n.i. 2184 25 _+ 04 - - - - - - - - R R
Total Identificado % 82,9 86,6 87,7 99,2 100,0 000, 99,5 100,0 100,0 100,0 100,0
Monoterpenos 35,2 40,6 37,6 90,4 92,2 94,9 90,8 8 95, 94,6 94,0 87,3
hidrocarbonetos 35,2 404 34,6 90,0 91,9 94,9 90,8 589 94,6 94,0 87,3
oxigenados 0,0 0,2 3,0 0,4 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sesquiterpenos 12,1 17,2 19,0 1,6 1,1 0,2 0,5 0,0 0 0 0,7 1,6
hidrocarbonetos 9,0 10,8 9,1 1,4 0,9 0,2 0,5 0,0 0 0, 0,7 1,6
oxigenados 3,1 6,4 9,9 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Outros 35,6 28,8 31,0 7,3 6,7 4,9 8,2 4,2 5,4 5,3 11,1
Rendimento (mg.g MF) 0,13 0,19 0,21 0,27 0,25 0,46 0,37 0,49 0,58 ,660 0,39
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Figura 5. Compostos identificados presentes nasdlelateis dé€orophyllum ruderalesubs . macrocephalumcultivados no Instituto de

Botanica e Reserva Ecoldgica e Estacdo Experimeetaflogi-Guacu durante o ciclo de desenvolvimeh®. 1672 = germacra-
4(15),5,10(14)-trien-1-ol.
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Tabela 3. Composicado quimica dos oleos volateipattes aéreas deorophyllum ruderalesubsp.ruderale cultivadas no Instituto de
Botanica (IBt) e na Reserva Ecoldgica e Estaca@ixental de Mogi Guacu (MGC) durante o estadideenvolvimento. I.R.: indice de

Retencao; n.i.: compostos nao identificados.

Concentracgao relativa (%)

150 dias 180 dias 210 dias 240 dias 270 dias
Composto |.R. MGC IBt MGC 1Bt MGC IBt MGC IBt MGC 1Bt
pentanona 822 23+ 08 38+ 06 11 + 02 14 + 01 08 + 00 09 + 00 09 + 00 09 + 00 09 + 00 08 + 00
a-pineno 931 15+ 07 02 + 00 26 + 07 13 + 01 31+ 10 16 + 08 24 + 12 24 + 10 12 + 00 36 + 20
sabineno 971 10+ 02 04 + OO0 1,7 + 0,2 10 + 00 16 + 01 12 + 02 15+ 02 14 + 02 12 + 01 15 + 0,3
B-pineno 975 7,7+ 0,7 54 + 02 128 + 10 85 + 03 129 + 05 101 + 11 123 + 04 95 + 0,7 123 + 0,7 113 + 07
mirceno 988 1,2+ 0,3 - 14 + 04 10+ 00 20+ 10 08 + 04 15 + 10 27 + 20 04 + 00 36 + 30
limoneno 1027 21,7 + 2,0 147 + 04 252 + 30 228 + 06 234 + 20 252 + 20 243 + 4,0 264 + 30 220 + 1,0 26,9 + 2,0
Z-B-ocimeno 103 06 + 06 05 + 00 10 + 02 11 + 00 11 + 00 12 + 00 11 + 01 10 + 01 12 + 00 09 + 0,2
E-B-ocimeno 1046304 + 7,0 255 + 1,0 472 + 6,0 403 + 40 522 + 40 549 + 60 531 + 50 526 + 60 57,7 + 20 477 + 7,0
undeceno 1087 59 + 06 538 + 01 35 + 10 64 + 07 15+ 01 26 + 08 15+ 02 12 + 00 17 + 01 17 + 0,0
n.i. 1090 - - - 05 + 05 - - - - - -
trans Epoxi Ocimeno 113414 + 0,1 18 + 0,0 - 08 + 0,1 - - - - - -
terpinen-4-ol 1174 - - 05 + 0,2 - 0,3 + 0,3 - - 0,3 + 0,0 - -
n.i. 1191 - 09 + 09 - - - - - - -
decanal 1199 1,0 + 0,3 - - 0,7 + 0,2 - - - - -
B-ciclocitral 1201 52 + 07 77 + 03 17 + 05 24 + 03 03+ 02 08+ 06 06 + 01 06 + 01 07 + 03 043 + 0,1
n.i. 1264 41 + 20 94 + 09 - 25 + 0,6 - - - 03 + 0,1 - -
n.i. 1374 19 + 05 31 + 0,0 - 1,7 + 0,2 - - - - -
B-cariofileno 1408 - - 0,8 + 0,2 - - - 0,2 + 0,0 - -
n.i. 1449 10 + 04 21 + 01 - 09 + 0,2 - - - - - -
germacreno-D 1462 - - - - 03 + 0,2 - - - - 03 + 0,1
biciclogermacreno 1474 - - - - - - - 0,4 + 0,0
n.i. 1512 12 + 05 25 + 0,1 - 09 + 0,2 - - - - - -
contaminante 1536 3,3 + 1,0 40 + 0.1 - 20 + 0,6 - - - - - -
n.i. 1543 10 + 04 20 + 01 - 0,8 + 0,2 - - - - - -
espatulenol 1558 62 + 10 62 + 06 12 + 00 23 + 05 06 + 01 08 + 02 08+ 02 06 + 00 06 + 01 08 + 0,1

Continua...
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6xido de cariofileno 1561 1,4 + 0,3 26 + 01

n.i. 1774 1,7 + 0,1

Total Identificado % 90,9 78,3 100,0 92,6 100,0 100,0 100,0 99,7 100,0 100,0
Monoterpenos 70,8 56,3 94,2 79,1 96,9 95,7 96,8 96,8 96,8 96,0
hidrocarbonetos 64,2 46,7 92,0 75,9 96,3 94,9 96,2 96,0 96,1 95,6
oxigenados 6,6 9,6 2,2 3,2 0,6 0,8 0,6 0,9 0,7 0,4
Sesquiterpent 7,6 8,6 1,2 31 0,8 0,8 0,8 0, 0,€ 1,5
hidrocarbonetos 0,0 0,0 0,0 0,8 0,2 0,0 0,0 0,2 0,0 0,7
oxigenado 7,6 8,& 1,2 2,2 0,6 0,& 0,& 0,6 0,6 0,&
Outros 12,5 13,2 4,6 10,4 2,3 3,5 2,4 2,1 2,6 2,5
Rendimento (mg.gMF) 0,36 0,32 0,66 0,34 0,99 0,76 1,07 0,92 1,35 0,92
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Figura 6. Compostos identificados presentes nossolelateis dePorophyllum ruderalesubs.ruderale cultivados no Instituto de

Botanica e Reserva Ecoldgica e Estacdo Experiméatilogi-Guacu durante o ciclo de desenvolvimento.
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Discusséo geral

Nas ultimas décadas, o nuamero de trabalhos conmpasios volateis de plantas tem
aumentado bastante em razdo do grande interes$ggiecoe econdmico despertado pelas
moléculas que compdem esses 6leos.

Os Oleos volateis, produto do metabolismo secimddas plantas, sdo amplamente
utilizados pelo homem desde os tempos mais ren®tde grande interesse para as industrias
farmacéuticas, de cosmético e de alimentos porseptarem propriedades antimicrobianas,
antiinflamataria, anticolinesterasica, anti-helrtat entre outras, e aromas e sabores caractesistic
(Bizzoet al. 2009, Ladeira 2002, Soueaal.2010).

Compostos volateis como isoprenos, mono- e sespaitos e fenilpropandides
desempenham func¢des ecoldgicas importantes palapagédo dos vegetais ao ambiente em que
vivem, atuando como substancias de defesa contibdvbeos, inibidores de germinacdo e atracdo
de polinizadores (Harrewijet al, 2001). Estas substancias podem sofrer alteragietecorréncia
do ambiente em que as plantas vivem, da fasedgita e de fatores ambientais.

A tese foi dividida em cinco capitulos sendo angiro um breve histdrico a respeito dos
Oleos volateis, e nos demais foram realizados estdd composi¢do quimica dos 6leos volateis de
S. trilobatae subespécies deorophyllum ruderaleem diferentes condi¢cbes a fim de identificar
possiveis variacdes na composi¢cdo quimica dos dlelzgeis em decorréncia dos diferentes
ambientes.

Os capitulos 2, 3 e 4 se referem aos resultadtidosbdos experimentos realizados com
Sphagneticola trilobat& o capitulo 5, aos obtidos com as subespéciEsmghyllum ruderale.

No capitulo 2, a sazonalidade bem como as vasagéegraficas parece exercer influéncia
na composi¢cao quimica dos o6leos volateis. No irvermendimento dos 6leos volateis foi menor
para os trés locais estudados (Instituto de BaadiiBt], Paranapiacaba [PARN] ambas em area de
Mata Atlantica e Mogi-Guacu [MGC] area de Cerradogrindo de trabalhos realizados com a

espécie no qual o inverno apresentou maior remdonilva et al. 2012). Ainda em relagéo ao

129



Discussdo geval

rendimento, foi possivel notar que os maiores readios foram obtidos das plantas cultivadas no
Instituto de Botéanica (IBt) e os menores em Paracapa (PARN), ambas inseridas no bioma
Mata Atlantica.

Em Paranapiacaba, uma caracteristica marcantzdbd a intensidade de nevoeiros e a alta
umidade relativa do ar, praticamente de 90% o @aiero (Domingost al 2000).

A composi¢do quimica é majoritariamente de mopeters sendo estes diferentes nas trés
regides. No IBt o componente principal foipepineno em PARNu-pineno e em MGC houve
predominancia de-felandreno ex-pineno. Estes compostos também foram majorit@mooutros
estudos com a espécie indicando que a variacadodamagpode influenciar na composi¢cdo quimica
dos dleos volateis d&. trilobata Ainda no capitulo 2, foram testadas as atividahi$ingicas dos
Oleos voléateis obtidos e praticamente todos osséte PARN foram ativos frente aos fungos
Cladosporium cladosporioides C. sphaerospermun®© monoterpena-pineno tem reconhecida
atividade antimicrobiana (Ludlegt al. 2008) mas provavelmente a mistura com os demais
componentes favoreceu as atividades encontradas.

A variacdo diuturna dos O6leos volateis $Sletrilobata foi estudada no capitulo 3. Foram
notadas diferencas nos rendimentos dos 6leos iwlgtmndo comparado os dois periodos de
analise, verao e inverno. Diferente do capituleegmt, maiores rendimentos foram obtidos na
coleta de inverno. Os horérios das 12h no veraei@eo) e 11 e 19h no inverno (agosto) foram os
de maior rendimento. Outros trabalhos ja relatamamento do teor de éleos volateis neste mesmo
periodo. As varia¢des sazonais foram mais evidepi@sdo comparadas com os horarios de coleta.

O capitulo 4 aborda a composicao quimica dos dlelggeis deS. trilobatasubmetidas as
diferentes concentracdes de [ffCatmosférico £380 e 760 ppm). Com o0 aumento da
disponibilidade de C@as plantas no geral, tendem a aumentar a asshmifatpssintética (Oliveira
et al. 2012) aumentando por sua vez a quantidade deideatos ndo estruturais. Alguns trabalhos
relatam o aumento de 6leos volateis em plantas ettt as diferentes [GX(Vurro et al. 2009,

Songet al. 2009).
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Dentre os parametros fisiologicos analisados aparteanspiracdo, aos 90 dias, apresentou
diferenca. O numero de estbmatos em plantas tsatama elevada [C£foi maior. Geralmente o
namero de estdmatos é reduzido nestas condi¢des@Dat al. 2006). Quanto ao rendimento e a
composicdo quimica dos 6leos volateis, foi notadoento em funcéo do tempo de exposi¢do e nédo
em funcao das diferentes [g@tmosférico.

Conhecida como arnica ou arnica-paulistdharuderaleé muito utilizada popularmente
contra contusées. E uma erva anual com presengkini@ulas de 6leo na lamina foliar, visiveis a
olho nu. O cheiro dos compostos volateis € bene ferfacilmente sentimos quando danificamos
suas folhas. Em Mogi-Guagorophyllum ruderaleé frequentemente encontrado e muito utilizado
pela populacgéo local, o plantio de sementes orsid@aMogi-Guacgu no Instituto de Botanica nos
permitiu comparar com os individuos que ocorriam Instituto de Botanica. As duas eram
morfologicamente muito semelhantes mas o odor dgadepartir de suas folhas era bem diferente.
No intuito de conhecer a composi¢cdo quimica e iearifse h4 diferencas na composi¢cao quimica
dos dleos volateis durante o ciclo de desenvolvimatesenvolvemos o capitulo 4. De acrdo com
os especialistas, Dra. Inés Cordeiro e Dr. Bendindis Patrice Loeuille verificamos que se
tratavam de duas subespéci®grophyllum ruderalesubsp. macrocephalume Porophyllum
ruderalesubspruderale

O teor dos Oleos volateis foi diferente duranteicdo de desenvolvimento para ambas
subespécies. Em. ruderalesubsp.ruderale o rendimento dos Oleos volateis foi maior quando
comparado com a subespéniacrocephalumO componente majoritario aeacrocephalunfoi o
monoterpeno limoneno, chegando a 83,5% quandaagetge o periodo de floragdo e mirceno. Ja
ruderale os componentes majoritarios foram os monoterpEAd®cimeno, limoneno @-pineno.
Murakami (2009) observou diferencas na composi¢camiga dos Oleos volateis @hromolaena
laevigata, Asteraceae, nos diferentes estadios de desémeito.

Foram notadas diferencas quantitativas em relagabferentes localidades mas, a presenca

dos componentes majoritarios foi sempre marcante.
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Este € o primeiro trabalho que compara a composigémica dos 6leos volateis de duas
subespécies deorophyllum.Na literatura encontramos apenas um trabalho @tandubespécie
macrocephaluneultivada no Canada. Neste trabalho, o componeaeritario do 6leo volatil foi o
monoterpeno limoneno, corroborando com os nossadtados. A grande maioria dos autores
atribui as diferencas qualitativas encontradas daposicdo quimica dos Oleos volateis de
Porophyllum ruderalé existéncia de quimiotipos ou variagdo geogrgfmam, acreditamos que a
genética da planta é o principal fator de alterat@@omposicdo quimica dos 6leos volateis uma

vez gue essas subespécies, de acordo com JohAs@), @ao simpatricas.

Diante do exposto concluimos:

» AlteragBes na composi¢do quimica dos 0leos voléels. trilobata
séo influenciadas pela sazonalidade e distribuge@grafica;

» plantas cultivadas respondem de forma diferenteodasrentes em
ecossistemas naturais;

* 0s Oleos volateis d&. trilobata que ocorrem em Mogi-Guacu e
Paranapiacaba apresentam boa atividade antifgngica

» alteracdes da [CPatmosférico ndo influenciam no teor e composicao
guimica dos oleos volateis 8etrilobatg

» existem duas subespéciesRimophyllum ruderaleno estado de Séo
Paulo apresentando teor e composicdo quimica duss Glolateis
distinta e este é o primeiro trabalho que compsusubespécies;

* a correta identificacdo do material vegetal é dende importancia
para a ampliacdo do conhecimento cientifico a rEspéa

espécie/subespécie estudada.
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Resumo

Sphagneticola trilobataPruski e Porophyllum ruderale(Jacq.) Cass. (Asteraceae) sao conhecidas
popularmente como vedélia e arnica, respectivame@itmsiderando que diferencas climaticas,
localizacdo geografica e diferentes fases do dedemento vegetal sdo fatores que alteram a
composi¢cdo quimica de Oleos volateis, este trabsdie como objetivos: comparar a composicao
quimica dos oOleos volateis d& trilobata sob aspectos sazonais, regionais (avaliando &ladiey
antifingica nestes dois casos), diuturnos e sobenmento de C@ atmosférico; e comparar a
composicado quimica dos 6leos volateisPdeophyllum ruderalesubsp.macrocephalune P. ruderale
subs.ruderale sob aspectos regionais e de desenvolvimento. sPaéreas e folhas frescas foram
hidrodestiladas em aparelho do tipo Clevenger dergnatro horas e o 6leo foi analisado por CG/MS.
A atividade antifungica foi realizada pelo métodd lmoautografia frente aos fung@adosporium
sphaerospermune C. cladosporioides A composicdo quimica dos Oleos volateis Sletrilobata
obtidos em trés localidades (Instituto de BotafiBf, Paranapiacaba [PARN] e Mogi-Guagu [MGC])
foi quantitativamente distinta. Os principais comgates foramu-pineno [majoritario em PARN e
MGGC], B-pineno [IBt], a-felandreno [MGC], limonendj-cariofileno e germacreno D. Diferengas no
teor e composicao quimica foram observados nasedifes estacdes do ano, na atividade bioldgica e
idade da planta. Os 6leos de PARN e MGC apresentiande atividade frente aos fungos testados. O
rendimento e composicao quimica dos 6leos volétsssubespécies &orophyllumruderale foram
quantitativamente diferentes. Os compostos majmr#doram: limoneno e mirceno para a subespécie
macrocephalumg-B-ocimeno, limoneno @-pineno parauderale. Mesmo cultivadas em ambientes
diferentes os compostos majoritarios foram mantghoa as duas subespécies. Este é o primeiro relato

comparando a composicao guimica de subespécies deorophyllum.
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Abstract

Sphagneticola trilobataPruski andPorophyllum ruderale(Jacq.) Cass. (Asteraceae) are commonly
known as vedélia and arnica, respectively. Sinématic differences, geographical location and
different stages of plant development are factbet &lter the chemical composition of volatile pils
this work aimed to compare the chemical compositbdrthe essential oils 05. trilobata under
seasonal , regional (evaluating the antifungalvdgtin these two cases), diuturnal and increased
atmospheric [Cg aspects; and to compare the chemical compositbrthe volatile oils of
Porophyllum ruderalesubsp macrocephalunandP. ruderalesubs.ruderale under regional and plant
development aspects. Aerial parts and fresh leaees hydrodistilled in Clevenger type apparatus fo
four hours and the oils were analyzed by GC-MS. @hg&fungal activity was determined by the
bioautography with the fundCladosporium cladosporioideand C. sphaerospermunThe chemical
composition of the volatile oils o8. trilobata from three localities (Instituto de Boténica [IBt]
Paranapiacaba [PARN] and Mogi-Guacu [MGC]) wasngjtetively different. The main components
were a-pinene [PARN and MGC]B-pinene [IBt], a-phellandrene [MGC], limoneng-caryophyllene
and germacrene D. Differences in the content, cb&nsbomposition and biological activity of the oils
were observed in different seasons and plant age. dil from PARN and MGC showed strong
inhibitory activity against the fungi tested. Thielgg and chemical composition of the volatile als
Porophyllum ruderale subspecies were guantitatively distinct. The magnmpounds were: limonene
and myrcene tanacrocephalunsubspecies; B-ocimene, limonene anf-pinene toruderale The
differences in the major compounds of essentiat dibm these subspecies were maintained
irrespective of the place of cultivation This i® thrst report comparing the chemical compositién o

Porophyllumsubspecies.
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Oragdo a Pachamama

S. Caticha Ellis

"Mde de Deus,
Espirito da tarde,
Filha do Sol,
Irmd da lua,
Mde do vento,
Senhora dos Andes,
protetora da vida

em todas as suas formas.

Tu que eras a vida,

a magia de viver,

e a certeza de morrer,
és agora o mistério,

o siléncio e a majestade da cordilheira.
Acendias a madrugada de cada dia,
pressentida pelos
pdssaros e pelos poetas.

Tu acolhias o Sol
cansado e sonolento
a cada entardecer
e sobre Ele estendias
mantos de vicunha,
s6 percebidos pelos indios da cordilheira.
Tu guiavas o indio perdido
quando seus caminhos
chegavam ao céu.

Por que te ensombreceste?
Acaso foram as caravelas?
Foi o homem branco,
que tu ndo criaste?
Foram seus rifles
e as matangas que fizeram
de tua criagdo?

Foram seus deuses ferozes
que de Atahualpa
beberam o sangue
e usurparam as riquezas?
Pachamama levanta-te:

A natureza é tua.
Restitui-a a sua antiga grandeza,
a humanidade estd a tua espera,
precisa de tua bondade
e do teu equilibrio,

e até o homem branco,
pedindo perddo de joelhos,
chorando te agradecerd."
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