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RESUMO

PEREIRA, Flavia Dionisio. Propagagdo in vitro e identificacio do principio
ativo em chapéu de couro (Echinodorus cf scaber Rataj), uma planta
medicinal. Lavras: UFLA, 1998. 112p. (Dissertacdo em Agronomia, area de
Fisiologia Vegetal).*

A utilizagdo de plantas que apresentam propriedades medicinais vem
perpassando os tempos desde os primérdios da civilizagio humana e a aplicagio
empirica adveio de sucessivas observagdes que compdem a vasta medicina
popular. AlteragGes no seu uso ocorreram com o passar dos tempos, mas a
matéria-prima continuou sendo a mesma: os vegetais. O uso de plantas
consideradas medicinais é bastante difundido no Brasil; estima-se que a metade
das espécies nativas apresentem alguma propriedade medicinal, mas poucas
foram estudadas adequadamente. Neste trabalho foram aplicadas técnicas in
vitro constatando a influéncia de regulador de crescimento, sua atuagio na célula
e a identificagio de algumas moléculas que conferem o principio ativo da
espécie Echinodorus cf scaber Rataj. Nio existem relatos na literatura sobre
estudos de tais aspectos nesta espécie. Os resultados indicam que segmentos
nodais s50 a fonte de explante mais eficiente para estabelecer a planta in vitro
sob o meio MS (Murashige e Skoog, 1962). Este, suplementado com 1,0mg.L"
de BAP (6 benzil amino purina) mostrou eficiéncia na multiplicacio nodal.
Houve influéncia significativa no tipo de explante utilizado e na formagio
celular das mesmas. Os resultados em substincias isoladas demonstram a
presenca de um éster conjugado que foi caracterizado nas fra¢Ses obtidas da
extragdo do dleo essencial através do método de arraste a vapor. Derivados
terpenoides com grupos carboxilicos foram identificados através do processo de
extragdo por solventes imisciveis de diferentes polaridades nos quais as
amostras foram analisadas em CCD (cromatografia de camada delgada),
fracionadas e purificadas em CLC (cromatografia liquida em coluna) e,
posteriormente, identificadas através de dados espectrométricos IV
(infravermelho) e EM/CG (espectro de massa acoplado em cromatografo
gasosa).

*Orientadora: Maria das Gragas Cardoso — UFLA, José Eduardo Brasil Pereira
Pinto — UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

PEREIRA, FLAVIA DIONISIO. In vitro Propagation and identification of
secondary metabolites in leather hat (Echinodorus cf scaber Rataj), a
medicinal plant. Lavras: UFLA, 1998. 112p. (Dissertation in Agronomy,
major in Plant Physiology). *

The use of plants presenting medicinal properties has survived through
the times since the dawn of human civilization; the empirical application has
resulted from successive observations which make up the huge folk medicine.
Changes in how to use them have occurred as time passes by but the raw
material has continued being the same: plants. The use of plants regarded as
medicinal is quite wide spread in Brazil; it is estimated that the half of the native
species presents some medicinal property being that few were studied properly.
In this work were applied in vitro techniques confirming the influence of growth
regulator, its action at the cell level and identification of some molecules which
provide the active principle of the of the species Echinodorus cf scaber Rataj.
There are no reports in the literature of studies of this species under these
respects. The results show that nodal segments are the most efficient explante
source to establish an in vitro plant under Murashige and Skoog, 1962 medium.
This one, supplemented with 1,0mg.L"" of BAP (6 benzyl amino purina) proved
efficient in nodal multiplication. There was significant influence under the sort
of explants used and cellular formation of them. The results of the isolated
substances show the presence of a conjugated éster which was characterized in
the fractions obtained from the extraction of the essential oil through the steam
drag method. Terpenoid derivates with carboxilic groups were identifield
through the immiscibles solvents of different polarities where the samples were
analyzed in TLC (thim layer chomatography), fractioned and purified in LCC
(liquid cromatography in column) and afterwards identified - through
spectrométric IV data (infra-red) and CG/EM (gas cromatography coupled mass
spectrum in).

*Adviser: Maria das Gragas Cardoso - UFLA, José Eduardo Brasil Pereira
Pinto -UFLA (co-adviser).
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1 INTRODUCAO GERAL

A utilizagdo de plantas que apresentam propriedades medicinais vem
perpassando os tempos desde os primordios da civilizagio humana. Numerosas
etapas marcaram a evolugdo da arte de curar, porém, ¢ dificil delimita-las com
exatiddio, ja que a medicina esteve, por muito tempo, associada a praticas
magicas, misticas e ritualisticas. Consideradas ou ndo seres espirituais, as
plantas, por suas propriedades terapéuticas ou toxicas, adquiriram fundamental
importancia na medicina popular (Martins et al., 1994).

Analisando a histéria, é possivel perceber que as grandes civilizages
foram construidas e baseadas em sistemas médicos que utilizam como recurso
terapéutico quase que exclusivamente plantas medicinais. A China, com sua
milenar medicina tradicional chega até os dias atuais com 435 medicamentos
fitoterapicos pesquisados a partir deste conhecimento tradicional; a India, com a
medicina ayruveda; no Egito, as plantas medicinais que sdo usadas desde a
antiguidade e mantém-se até hoje nos formularios médicos de muitos paises; no
ocidente, as civilizagSes clissicas gregas e romanas construiram conhecimentos
e principios utilizados na medicina modema. Tais conhecimentos adquiridos
sobre o seu ambiente foram passados de geragdio a geragio por especialistas
como .os pajés, chamis, mezinheiros, benzedeiras, raizeiros e druidas por
eficientes sistemas de transmissdo oral (Cardozo Junior, 1996).

A utilizagdo desta pratica no Brasil iniciou-se por influéncia européia
com os primeiros padres da Companhia de Jesus chefiados por Manuel da
Nobrega, em 1579, os quais chegaram com Tomé de Souza, com a finalidade de
catequizar os indios. Estes religiosos formulavam receitas chamadas “Boticas
dos Colégios” a base de plantas, a maioria de origem européia. Mesmo assim
grande parte delas reproduziu-se espontaneamente, fomando genétipos ou



variedades distintas daquelas que vieram com os europeus durante a colonizagio
(Martins et al., 1994).

Nas décadas de 1950 a 70, as plantas medicinais ficaram marginalizadas
em virtude do grande impulso que a quimica organica promoveu na medicina
alopatica. Entretanto, a partir da década de 1980, elas passaram novamente a ser
valorizadas como fontes de propriedades curativas de baixo custo (Matos, 1987).
Atualmente estima-se que existam no mundo cerca de 500.000 espécies vegetais,
das quais 60 a 70% se encontram na América Latina, principalmente nas
florestas tropicais imidas em que poderia se afirmar que de 10 a 12% devem
apresentar atividade bioldgica, constituindo importante fonte de farmacos
(Estrella, 1993).

Nas diferentes regiGes floristicas existentes no Brasil, metade das
espécies nativas apresentam alguma propriedade medicinal; de acordo com
estimativas otimistas, cerca de 1% delas ji foi quimicamente estudada
(Clemente Filha, 1996). Os dados demonstram que de 70 a 80% da populagio do
mundo em desenvolvimento depende parcialmente ou completamente dos
remédios de ervas. Virias razGes socio-culturais s3o atribuidas para a continua
popularidade tradicional de remédios de ervas, particularmente na regifio rural
do mundo em desenvolvimento. Esse tradicionalismo ocorre principalmente nas
culturas antigas da Asia, mundo arabe e América Latina (Wijesekera,1991).

Os produtos naturais formam a base dos terapéuticos. A medicina
alopatica utiliza aproximadamente 119 drogas com estrutura definida, que sdo
extraidas de cerca de 90 espécies de plantas superiores. No entanto, existem
cerca de 250.000 espécies de plantas superiores e somente 10% delas ja foram
estudadas com a finalidade de verificar suas atividades biologicas, o que permite
deduzir que muitas substincias com atividade medicinal podem ainda ser
isoladas (Corréa, 1995).



A Organizagdo Mundial de Satde selecionou 252 farmacos basicos dos
quais 48,9% sdo obtidos por sintese, 11% sdo de origem vegetal, 9,1% de
origem mineral, 8,7% de origem animal e 6,4% de origem microbiana.
(Korolkovas, 1989).

Os custos para desenvolver medicamentos sintéticos ou parcialmente
sintéticos sdo muito elevados. Os trabalhos de pesquisa com plantas medicinais
via de regra originam medicamentos em menor tempo, com custo muitas vezes
inferior e, consequentemente, mais acessiveis a populagdo, esta geralmente sem
condi¢des de arcar com os custos elevados da aquisicio de medicamentos as
vezes para o atendimento das necessidades primarias de saude. Na maioria das
vezes, as matérias-primas utilizadas na fabricagio desses medicamentos sdo
importadas o que aumenta ainda mais seu prego final (Martins et al., 1994).

O consumo mundial de medicamentos cresceu, em 1990, cerca de 173
bilhdes de dolares, dos quais as plantas e seus derivados representam cerca de
25% dos farmacos consumidos (Estrella, 1993). Estas, entdo, constituem um
enorme arsenal terapéutico ja constatado cientificamente pelos estudos
sistematizados de diversas familias botinicas. Entre os diversos exemplos de
substincias oriundas de plantas e de importincia, atualmente podemos
mencionar as obtidas de Echinodorus cf scaber Rataj, que apresenta promissores
efeitos depurativo, antiofidico, diurético, anti-reumatico e antiinflamatorio,
sendo também utilizada na medicina popular com muita seguran¢a para
normalizar o 4cido urico, combatendo a gota e artrose, servindo ainda como base
para a fabricagdo de refrigerantes (Corréa, 1998). Echinodorus ¢f scaber Rataj,
também conhecida como chapéu de couro, cha de mineiro, chd de campanha,
congonha do brejo, erva de bugre, erva do pantano e cha de pobre é uma planta
nativa amplamente dispersa por quase todo o territorio brasileiro, pertence a
familia Alismataceae. S3o herbiceas perenes, aquaticas emergentes, mantém

suas partes inferiores imersas e expdem suas folhas e inflorescéncias que



ocorreu principalmente nas margens de rios, lagos, canais de drenagem e
baixadas pantanosas, conseguindo sobreviver totalmente imersas por um certo
periodo, porém néo florescem. Toleram curtos periodos de seca, suas flores sdo
brancas com manchas amareladas na parte basal, apresentando infrutecéncias
arredondadas de coloragio castanha na maturagio.

Os principais constituintes quimicos encontrados nesta familia foram
taninos, flavonéides, triterpenos, glicosideos, equinodorosideos, esséncias e sais
minerais (Martins et al., 1994; Lainetti et al, 1980). Na literatura ha cita¢es de
que o principio ativo da planta do chapéu de couro é desconhecido (Santos,
1988; Martins et al., 1994; Corréa, 1998). Por tal motivo e por se tratar de uma
espécie de grande interesse farmacolégico, carente de informagdes cientificas e
técnicas adequadas de cultivo, sdo necessarios estudos sobre a propagagio da
espécie e formas com as quais suas substincias quimicas sejam identificadas e

produzidas em maior quantidade.

1.1 Objetivos

Sdo objetivos do presente trabalho :

- Definir um meio de cultura no qual ocorra a multiplicag¢io clonal in
vitro de Echinodorus cf scaber

- Avaliar o efeito da influéncia de regulador de crescimento e sua
atuacdo a nivel celular

- Extrair e identificar os metabdlitos secundarios da espécie Echinodorus

¢f scaber



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos relacionados 2 caracterizaciio botinica da espécie em estudo

As plantas da familia Alismataceae caracterizam-se por serem ervas
aquaticas ou brejosas, latescentes, sendo seus representantes encontrados
essencialmente nas regiGes tropicais e na regido temperada do hemisfério norte
com aproximadamente 10 géneros, dos quais Echinodorus e Sagittaria sio
comuns no Brasil (Joly, 1993). O género Echinodorus apresenta flores
hermafroditas, folhas com manchas transhicidas presentes ou nio e carpelos nio
achatados lateralmente, multinervurados enquanto que o género Sagirtaria
apresenta flores unissexuais, folhas sem manchas transhicidas e carpelos
achatados lateralmente sem nervuras (Kissmann, 1993). Segundo Rataj (1978),
sdo reconhecidas 38 espécies de Echinodorus e 7 espécies de Sagittaria.

Apesar de muitas espécies deste género serem conhecidas, suas
identificagGes sdio dificultadas por apresentarem caracteristicas morfolégicas
muito proximas e por ocorrer cruzamento entre as mesmas, formando hibridos
de diversas formas (Rataj, 1978).

O género Echinodorus é descrito como uma planta herbacea de folhas
corigceas cujo caule ¢ substituido por grosso rizoma do qual se originam as
folhas e a haste floral e que atinge cerca de 1m de altura. Na época da floragdo
(verdo), a planta emite um racimo vertical com 50 a 150cm de altura e com
15mm de espessura, omando flores brancas com manchas amareladas na parte
basal com 10 a 20mm de comprimento por 10 a 15mm de largura que dio
origem a frutos arredondados de 2 a 4mm de comprimento, tipo aquénios
fusiformes de coloragiio castanha na maturagdo. As folhas so simples, eretas,
basais, de forma muito variavel, apresentando nervuras longitudinais curvas,
proeminentes e abundantes linhas transversais; puntuagoes translucidas; textura



coriacea; superficie de cor verde intensa, brilhante nas folhas novas; o peciolo é
cilindrico, com 15 a 130cm de comprimento por até 2cm de espessura cujo
tecido interno € esponjoso e retém agua (Silva Junior, 1994; Kissmann, 1993;

Joly, 1993).

FIGURA 1. Planta de chapéu de couro. UFLA, Lavras/MG, 1999.



De acordo com a classificagdo de Engler in: (Joly, 1993), Echinodorus
tem a seguinte posi¢do sistematica:

Divis3o: angiospermae

Classe: monocotiledoneae

Ordem: helobiae

Familia: alismataceae

Género: Echinodorus

A classificagio da espécie em estudo foi efetuada pelo professor Manuel

Losada Gavilanes do Herbario ESAL (Herbario do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras) cuja exicata tem o N° 15390,

2.2 Micropropagacio

Uma planta integra é um sistema pluricelular altamente diversificado,
originado de uma célula inicial {nica, o zigoto, com seu complemento genético
caracteristico. A partir das primeiras divisdes, a diferenciagio celular se
estabelece em diferentes graus, culminando na planta adulta, num sistema de
orgdos e tecidos especializados, em que apenas algumas células retém a
capacidade de divisio (Handro; Floh, 1990). A esta capacidade das células
vegetais originarem plantas inteiras da-se o nome de totipoténcia celular o que
caracteriza a morfogénese e € no que se baseia a micropropagagio.

A micropropaga¢io ou propagagdo vegetativa in vitro é uma das
técnicas mais bem sucedidas da cultura de tecidos. O seu uso é apropriado para
clonar individuos melhorados, produzindo progénies homogéneas (Lameira,
1997). Os métodos disponiveis  propagagio in vitro permitem obter milhares de
plantas selecionadas através da multiplicagio de brotos, gemas axilares, pela

formagdo de brotos adventicios ou embrides somaticos adventicios. Segundo



George (1993), a maioria das plantas micropropagadas sio obtidas pela
multiplicacdo de brotos axilares.

A capacidade de regeneragio e crescimento in vitro parece estar
associada nio apenas 20 genétipo mas também & atividade fisiologica na planta
matriz, sob o controle de diversos fatores enddgenos (Caldas et al., 1990).
Segundo Pinto (1997), as espécies respondem diferentemente e, dentro de uma
mesma espécie, as cultivares apresentam exigéncias diferentes por isto, a
sobrevivéncia do explante pode variar significativamente entre plantas.

A propagacdo clonal ¢ altamente desejavel ao processo de regeneragio
de espécies que apresentam alguma dificuldade na etapa de germinagio de
sementes e propagagdo vegetativa. Para um grande nimero de espécies,
constata-se ser esta uma técnica promissora a preservagio de fontes vegetais,
como também na propagacdo comercial de plantas medicinais em que a
micropropaga¢do em muito tem contribuido para os avangos cientificos,
proporcionando certas vantagens sob os métodos de propagacdo convencionais,
permitindo a obtengdo em curto espaco de tempo de um grande niimero de
plantas de boa qualidade fitossanitiria e autenticidade varietal. Poucas sdo as
informagdes a respeito da propagacdo de espécies nativas, o que dificulta o
estabelecimento de generalizagdes sobre o comportamento das mesmas in vitro
(Caldas, 1996).

Um grande nimero de espécies de plantas das quais podem derivar
produtos medicinais, tem sido submetido a experimentos de micropropagac¢io no
qual é explorado o efeito da relagio auxina/citocininas na regulagdo do
crescimento de brotos sob condigGes controladas in vitro como Cordia
verbenacea que atua como antiinflamatorio e antiinfeccioso devido a agdo
terapéutica da artemetina. Regenera-se esta planta a partir de explantes de
segmento nodal e apical produzindo, em média, 2,7 propagulos por explantes
(Lameira, 1997). Plantas de Cephaelis ipecacuanha largamente utilizadas nos



tratamentos contra amebiase também foram regeneradas in vitro; nestas
utilizavam-se explantes de segmento nodal e internodal por um periodo de 8 a
10 semanas sob diferentes condigSes de cultivo (Costa, 1995). Plantas de Cissus
sicyoides que possuem agdo antidiabética obtiveram brotagdes através de
métodos eficientes de regeneragio e multiplicagdo clonal também utilizando
segmento nodal (Abreu, 1998). Estudos feitos com Bauhinia vahlii, nos quais
utilizavam-se segmentos nodais, foram conseguidos 96,20% de proliferagio de
brotos e multiplicagdo de 5,55 brotos/explante (Upreti e Dhar, 1996). A partir de
sementes de Brosimum guadichaudii, obteve-se uma média de 3,5 brotos
adventicios, com 68% de brotagdes (Fidelis, 1998).

O sucesso de um sistema de micropropagagdo depende do controle de
um grande numero de varidveis, os quais, através das investigagGes
experimentais, conduzem para a determinagio de protocolos ideais de
micropropagacdo (Grattapaglia e Machado, 1990),

2.3 Meios nutritivos e reguladores de crescimento

O meio de cultura para o desenvolvimento e formacio de uma nova
planta é composto de varias substincia essenciais que se baseiam nas exigéncias
das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas modifica¢des para
atender as necessidades especificas in vitro. Complementando as substincias
biossintetizadas pelas células, varios compostos orginicos sio adicionados ao
meio para suprir as necessidades metabodlicas, energéticas e estruturais das
células (Caldas; Haridasan e Ferreira, 1990).

Todos os nutrientes do meio de cultura devem estar em concentragdes
otimizadas de forma a assegurar o crescimento dos explantes. As exigéncias em
termos de meio de cultura sdo variaveis com a espécie, cultivar e explante
utilizado, devendo ser experimentalmente definido para cada caso em particular.



Portanto, as pesquisas em cultura de tecidos se concentram na defini¢do do meio
de cultura para cada caso especifico (Pinto e Pasqual, 1990).

Diversas formulagdes de meio tém sido utilizadas no cultivo in vitro. A
diferenca basica entre eles esti na concentragio dos sais utilizados. O meio de
White (1943), considerado padrio por muitos anos embora pobre em nutrientes,
passou por modificagdes principalmente no aumento de concentragdes de sais
em geral, diminuigSes de sédio e acréscimo do teor de nitrogénio na forma
amoniacal para complementag3o do nitrato, dando origem em 1962 ao meio de
Murashige e Skoog, hoje muito utilizado no estabelecimento, multiplicagdo e
enraizamento de muitas mono e dicotileddneas. O meio MS, assim denominado,
€ seguramente o mais amplamente utilizado, seguido pelo meio de Gamborg(B;)
(1968) (Grattapaglia e Machado, 1990).

A composi¢io basica dos meios constitui-se de agua, macro e
micronutrientes, carboidratos, vitaminas, mioinositol, podendo ainda conter
regulador de crescimento, misturas complexas como agua de coco e extratos
vegetais, e outros aditivos como os antioxidantes, antibiéticos e aminoacidos. Se
0 meio a ser preparado for solido acrescenta-se agar.

Ao meio de cultura geralmente sio adicionados reguladores de
crescimento com o objetivo de suprir as possiveis deficiéncias dos teores
enddgenos de horménios nos explantes, estimulando respostas no crescimento,
alongamento e multiplicacdo, dependendo do estado fisiolégico dos explantes,
que sdo influenciados pela época do ano e pelas condigdes gerais da planta
matriz (Grattapaglia e Machado, 1990). Diferentes tipos de auxinas, citocininas,
giberelinas e acido abscisico sdo conhecidos por seus diferentes efeitos no
crescimento e no metabolismo secundario (Sakuta e Komamine, 1987).

' Indugdo de calos em Quassia amara foram conseguidos em diferentes
ensaios em que foram utilizadas combinagdes de 24D (acido-24-

diclorofenoxiacético), cinetina e igua de coco em meio Bs (Lameira et al.,
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1996). Segundo Maity et al. (1997), a multiplica¢io de Dendrocalamus strictus
a partir de segmento nodal foi alcangado em experimentos com GA (acido
geberélico) e BAP em meio MS. Segmentos nodais de Hopea odorata a partir de
sementes foram desenvolvidos sem diferenca significativa em meios MS e B5
(Scott; Rao; Loh 1995).

A necessidade de selecionar o tipo de meio e, a adicio ou nio de
regulador é completamente dependente do objetivo a ser alcangado, tipo de
explante e da espécie, pois os seus efeitos se diferem. Ensaios especificos sdo
imprescindiveis para estabelecer o meio ideal com suas combinagdes e

concentragdes de reguladores eficazes para induzir a resposta esperada.
2.3.1 Citocininas

As citocininas sio substéncias derivadas da base pirica adenina que se
caracterizam por promover o crescimento através da divisdo celular. Estio
divididas em dois grupos de acordo com sua composi¢io quimica. Quando
existe a presenca de uma cadeia do grupo das purinas, denomina-se citocininas
puricas; o outro grupo caracteriza-se pela auséncia desta cadeia sio as ndo
puricas (Benier et al., 1977; Benier, 1988; Benier, Kinet e Sachs, 1981).

A primeira citocinina vegetal isolada foi a de sementes de milho e &
conhecida por zeatina (Letham e Shannon, 1946). A era modema de estudos
com citocininas iniciou-se em 1955, com a separagio do DNA do esperma de
arenque. Os pesquisadores descobriram que apenas os DNAs de frascos
envelhecidos induziam & divisdo celular em cultura de tabaco enquanto o
material mais fresco ndo apresentava nenhuma atividade e conseguiram isolar o
fator de crescimento de uma dessas preparagdes de DNA envelhecido, o
primeiro estimulante conhecido da divisio celular chamado de cinetina

identificado como 6-furfurilaminopurina (Skoog e Miller, 1957).
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A identifica¢do da cinetina como uma variagio no 6’ amino purina
permite a sintese de muitas substincias analogas. Uma das citocininas sintéticas
mais bem sucedidas é a 6-benzil amino purina (BAP) que, juntamente com a
cinetina, s3o as citocininas mais usadas na agricultura (Horgan, 1984).

E comum a utilizagio do balanceamento de auxinas e citocininas no
processo de diferenciagdo e acimulo de metabdlito nos estudos de plantas,
inclusive naquelas com propriedades medicinais cultivadas in vitro. As auxinas
tém uma larga variedade de efeitos no crescimento: promovem a divisdo celular
no caule, induzem o enraizamento mas podem inibir o alongamento da raiz e os
botGes laterais. As citocininas estdo ligados a proliferagdo celular nos tecidos
que a contém ou s3o suplementados com um nivel étimo de auxina. Ambas
participam na regulagdo do ciclo celular; enquanto a auxina regula os eventos
conduzindo a replicagdo do DNA enquanto a citocinina age conduzindo 3 mitose
(Jouanneau e Tandeau, 1973). Altos niveis de auxina relativos a citocinina
estimulam a formacgdo de raizes, enquanto niveis baixos induzem a formaco de
brotos; a um nivel intermediario os tecidos crescem como calos ndo
diferenciados (Skoog e Miller, 1965).

Varias espécies de plantas, das quais produtos medicinais podem ser
derivados, tém sido submetidas a experimentos das técnicas da cultura in vitro
em que os efeitos dos reguladores de crescimento na propagagio e producio de
metabolitos secundanios sdo complexos e contraditorios (Abo-El- Nil, 1977;
Bhojwani, 1980; Webb, Osifo e Henshaw, 1983; Sakuta e Komamine, 1987).

Plantas de Mandevilla velutina foram micropropagadas em meio MS
suplementado com 1mg de BAP; seus calos foram obtidos com 1mg/litro cada
de BAP, 2,4D (Acido 2,4 diclorofenoxiacético), e KIN (cinetina). A partir dos
calos obtidos de folhas, ramos de plantas in vitro em MS suplementado com
3mg/litro BAP, obteve-se suspensdo celular (Amaral et al.,1997). Rizomas de
Acorus calamus foram micropropagados em meio MS utilizando-se diferentes
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concentragdes de BAP, KIN, NAA sendo que o melhor resultado foi obtido com
0,5mg de BAP e 0,05mg de NAA (Harikrishnan et al., 1997). Em Nigella sativa
ocorreu multiplicagdo clonal em meio MS adicionado de adenina e diferentes
concentragdes de BAP; a obtencdo de embriogénese somatica deu-se a partir de
suspensio de células usando MS com L-glutamine (Sutapa et al., 1996).

Sakuta e Komamine (1987) confirmam que o uso de citocininas em
cultura de calos de Stizolobium hassjoo estimularam o actimulo de L-dopa.
Mikula et al. (1996) estudaram o potencial morfogénico em Gentiana cruciata e
G. tibetica em suspensdo de células, obtendo calos em meio MS suplementado
com 2,4 D, e KIN, os quais foram usados em suspensao de células, de onde
surgiu a embriogénese somatica a partir do meio MS com lmg de dicamba,
0,lmg de NAA e 2mg de BAP. Observou-se o acimulo de metabélitos
secundarios nas células do vactiolos confirmados por estudos microscopicos,
porém Yoshikawa, Fukui e Tabata (1986) verificaram que o uso de Giberelina

nibiu a produgdo de shikonina em cultura de calos de Lithospermum, ndo

afetando no crescimento.
2.4 Metabolismo secundairio

Os compostos secundarios possuem estrutura relativamente complexa e
distribuicdo restrita, caracteristicas de fontes botinicas especificas, sendo
produzidos por processos metabélicos primarios (Taiz e Zeiger, 1991). Por
serem sintetizados em células e tecidos especificos, participam ativamente nos
processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, sendo de grande
importincia para a sobrevivéncia das mesmas como um todo, ajudando na sua
adaptacgdo e inter-relagio com o meio ambiente (Becker, 1996).

Os principios ativos sdo classes do metabolismo secundirio constituidos

de uma substincia ou conjunto de substincias quimicamente bem definidas
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produzidas por plantas que apresentam propriedades biolégicas. Com poucas
excegses, estes compostos sdo sempre sintetizados segundo a rota biossintética
proveniente da via dos acidos mevalénico, maldnico e do chiquimico.
Compostos sintetizados a partir do metabolismo primario, que podem ser
utilizados farmacologicamente como polissacarideos acidos (mucilagem) e
proteinas estio incluidos neste grupo (Swain, 1998). As classes mais bio-ativas
dessas substincias produzidas pelas plantas sdo: compostos terpénicos,
compostos fendlicos e compostos contendo nitrogénio. O sitio de acimulo
destas substincias em diferentes locais dos vegetais podem ocorrer nos mesmos
orgdos em que foram sintetizados ou em outra parte da planta, porém, a
concentragdo destes varia substancialmente e vai depender de suas
caracteristicas genéticas e dos estimulos externos (Wink, 1990; Martins et al.,
1994; Clemente Filha, 1996).

Nem sempre os principios ativos sdo conhecidos, o que nio os impede
de possuir agdo medicinal satisfatéria e serem consumidos atentando para
possiveis efeitos toxicos agudos ou crénicos (Di Stasi, 1996; Martins et al.,
1994). Por se tratarem de estruturas complexas, com muitos centros essenciais as
atividades biologicas das plantas, muitas dessas biomoléculas ndo podem ser
sintetizadas economicamente em uma escala comercial, pois o rendimento é
quase sempre extremamente baixo nas fontes vegetais e os métodos utilizados
para extrair estes compostos sdo de alto custo. Calcula-se que 74% dos
medicamentos de origem natural foram obtidos tendo por base a Etmomedicina
(Raslan, 1997) como € o caso do Oncovin e Velban, drogas produzidas pelo
Laboratorio Lilly que atuam no tratamento de leucemia e tumores como linfoma.
Ambos sdo baseados na estrutura de uma flor vulgarmente conhecida como
Boa-Noite (Catharantus roseus). Baseados na estrutura do curare, substincia
extraida de uma planta de mesmo nome (Chondodendro tomentosum) os
laboratérios Abott, Wellcome e Squibb produzem os remédios Quelicin,
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Anectine ou Sucostrin, utilizados como relaxante muscular, aplicados,
principalmente, em cirurgias. A Merck extrai do jaborandi (Policarpus
Jaborand) a pilocarpina, utilizada no tratamento de glaucoma e, assim, produz o
remédio Pilocarpina. A partir da aco do veneno da jararaca (Bothrops jararaca)
a Squibb produz o Capoten ou Captopril utilizado no tratamento de hipertenséo
arterial (Assumpgdo, 1997).

De acordo com a Associagdo Brasileira da Industria Farmacéutica
(1993), calcula-se que o total de plantas medicinais comercializado pela
industria atingiu cerca de 3 bilhdes de délares (Ming, 1996).

2.5 Anailise e determinagio fitoquimica

Uma planta com reconhecidas aplicagdes terapéuticas contém centenas
de metabélitos secundirios, mas apenas os compostos presentes em maior
concentragdes sdo geralmente isolados e estudados pela fitoquimica classica. A
andlise de substincias ativas é muito mais complexa e longa; geralmente, a
multiplicidade dos constituintes quimicos interessantes estdo presentes em
menor propor¢do na planta, concomitantemente com grandes quantidades de
constituintes ja conhecidos e muito comuns, ao lado de varios outros fatores
interferentes que dificultam o trabalho de isolamento e purificacdo dos
principios imediatos desejados (Matos, 1988).

Quando se quer obter substincias ativas em plantas, a selecdo se baseia
em informagSes da medicina popular, pois, ¢ mais provavel encontrar atividade
biolégica em plantas orientadas pela mesma do que aquelas escolhidas ao acaso.
Deve-se, porém, dar sempre importancia as informagdes botanico-taxondmicas e
quimico-taxondmicas (Montellan, 1975; Famsworth, 1981; Unander, 1995;
Ferri, 1996). Como a constituigio quimica da maioria difere significativamente
em relagdo as distintas partes da planta, parece mais viavel estudar inicialmente
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aquela empregada na medicina popular e posteriormente as outras partes da
planta que também podem conter principios ativos (Tortoriello, Meckes-Fischer
e Vilarreal, 1995).

As dificuldades em se fazer as anilises de substincias ativas estdo
condicionadas a prdpria natureza da planta como ser vivo em constante
dinamismo quimico ou ao grau de precisio das técnicas utilizadas pelo
pesquisador (Matos, 1988). A escolha por um determinado método de extracio
vai depender da textura e do conteido de dgua presente no material a ser
extraido, bem como do tipo de substincia que se deseja isolar (Ferri, 1996).

A preparagdo dos extratos brutos das plantas é o ponto de partida para se
identificar, isolar e purificar os seus constituintes fixos (Matos,1988). Entre os
métodos modemos de anilises, a cromatografia ocupa um lugar de destaque
devido a sua facilidade em ser efetuada por si mesma ou em conjunto com outras
técnicas instrumentais de analise, como, por exemplo, a espectrofotometria (TV,
UV) ou a espectrometria de massa (Collins, 1993).

A cromatografia é um métedo fisico-quimico de separacio dos
componentes da mistura, realizada através da distribuicdo destes compostos
entre duas fases que estio em contato intimo. Uma das fases permanece
estacionaria enquanto a outra move-se através dela. Durante a passagem da fase
movel sobre a fase estacionaria, os componentes da mistura sdo distribuidos
entre as duas fases de tal forma que cada um dos componentes é seletivamente
retido pela fase estacionaria, resultando em migragdes diferenciais destes
compostos (Collins, 1993).

Os tipos de cromatografias diferem pela forma fisica do sistema que
podem ser em coluna ou planar; pela fase mével empregada: gasosa, liquida,
supercritica; pela fase estacionaria utilizada: sélidas, liquidas e quimicamente
ligadas; pelo modo de separagdo: adsor¢do, partigdo, troca iGnica, exclusio ou
misturas desses mecanismos (Degani, Cass e Vieira, 1998).
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A cromatografia de camada delgada (CCD) é o método pratico mais
rapido, facil e usado para julgar a pureza (a complexidade e, muitas vezes, a
natureza) dos compostos organicos. Nesse caso, se trata de uma técnica liquido-
solido em que, a separagdo se da pela diferenca de afinidade dos componentes de
uma mistura pela fase estacioniria. O parimetro mais importante a ser
considerado em CCD ¢ o fator de retengdo (Rg, que é a razio entre a distancia
percorrida pela substincia em questfio e a distincia percorrida pela fase movel
(Shriner et al., 1983; Degani, Cass e Vieira, 1998).

A cromatografia liquida em coluna (CLC) é muito utilizada para
isolamento de produtos naturais e purificagio de produtos de reagdes quimicas.
Trata-se de um tipo de cromatografia na qual se usa uma coluna recheada com
um so6lido (fase estacionaria) e uma fase movel liquida, em que a adsorgio
refere-se a um aumento da concentragio do material (que estd em excesso na
fase movel) entre as superficies das fases movel e estacionaria. As fases
estaciondrias mais utilizadas sdo silica e alumina, que servem simplesmente
como suporte para a fase estacionaria liquida. Fases estacionarias solidas levam
a separagdo por adsorgdo e fase estacionaria liquidas por parti¢do. Suportes
quimicamente modificados também tém sido usados, sendo o processo de
separagio misto (Collins, 1993; Degani, Cass eVieira, 1998).

Na determinacio da estrutura de novos compostos sio utilizados varios
métodos de espectrometria, como infravermelho (IV) e espectrometria de massa
(EM). A anilise em IV é muito sensivel 3 multiplicidade de ligagGes e a
composi¢io atomica dos grupos funcionais. Sendo assim, em grande parte, com
um ensaio dos grupos fimcionais da molécula podem-se inferir algumas
conclusdes gerais sobre a sua estrutura e, através da espectrometria de massa,
pode-se obter a formula molecular assim como o padrio de fragmentacdo da
molécula (Shriner et al., 1983; Ferri, 1996).
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4 CAPITULO I
PROPAGACAO IN VITRO DE Echinodorus cf scaber Rataj
RESUMO

Echinodorus cf scaber Rataj é uma espécie com propriedades
medicinais conhecida popularmente como chapéu de couro. Devido a agdo de
seus principios ativos é indicada como depurativo, antiofidico, diurético, anti-
reumético e antiinflamatério sendo também utilizada para normalizar o acido
urico contra gota e artrose. A reprodugio usual ocorre através de sementes que
podem trazer variagdo genética & espécie ou pelos seus rizomas que s3o muito
sensiveis no plantio, podendo, as vezes secar as folhas de onde os principios
ativos sdo extraidos. Para evitar inconvenientes como estes, a micropropagacio
constitui uma altemativa eficaz para a multiplicagio destas espécies, que
apresentam interesse econémico. O objetivo proposto neste trabalho foi o de
viabilizar a multiplicag3o in vitro do chapéu de couro e estabelecer um protocolo
que permita a clonagem da mesma apresentando uma alternativa ao processo
convencional de propagacdo. Para o estabelecimento in vitro, segmentos nodais
provenientes de mudas crescidas no municipio de Lavras-MG, foram excisadas e
inoculadas em meioc MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com
1,5mg.L"' de BAP (6-benzil amino purina) e NAA (acido naftaleno acético). As
mudas entdo estabelecidas in vitro foram submetidas ao experimento no qual se
utilizava o meio MS ausente de regulador de crescimento e suplementado com
6mg. L"'BAP solidificado com agar a 0,6%. Os explantes foram cultivados em
fotopericdo de 16 horas sob uma intensidade de luz de 2000 lux. Cada
tratamento continha 15 explantes. Os pardmetros avaliados foram as repicagens
realizadas com 30 e 60 dias de cultivo e o meio de cultura utilizado. Nio houve
diferenca significativa quanto as repicagens realizadas. O maior niimero de
raizes e altura dos propagulos foram obtidos no meio MS sem regulador.

*Orientadora: Maria das Gragas Cardoso - UFLA, José Eduardo Brasil Pereira
Pinto — UFLA (Co-orientador).



4 CHAPTER 1
IN VITRO PROPAGATION OF ECHINODORUS CF SCABER RATAJ
ABSTRACT

Echinodorus cf scaber Rataj is a species with medicinal properties
popularly known as leather hat. Due to action of its active principles it is
prescribed as depurative, antiophidian, diuretic, antitheumatic, and
antinflammatory being also utilized for normalizing uric acid against both gout
and artrosis. Usual reproduction occurs either through seeds may bring genetic
variation within the species or by its rhizomes which are greatly sensitive at
planting, being able, sometimes dry , the leaves from where active principles are
extracted. To avoid such drawbacks as these, micropropagation constituted an
effective altemnative for multiplication of species like that which present
economical value. The objective proposed in this work was to become viable the
in vitro multiplication of leather hat and establish a protocol which enable its
clonagem by presenting an altemative to the conventional process of
propagation. For in vitro establishment, nodal segments from cuttings grown in
the city of Lavras were excisadas and inoculated in MS medium (Murashige and
Skoog, 1962) supplemented with 1,5 mg. L-1 of BAP (6-benzil amino purina)
and NAA (acid acetic naftaleno). The cutting then established in vitro were
submitted to the experiment in which the MS medium without growth regulator
and suplemented with 6 mg. L-1 BAP solidified with agar to 0,6%. The
explantes were grown at photoperiod of 16 hour under a light intensity of of
2000 lux. Each treatment contained 15 explantes. The parameters evaluated were
the transplants performed at 30 and 60 days’ cultivation and the culture medium
used. There were not significant difference as to the transplants realized. The

greatest number of roots and height of the propagulos were obtained in the
regulatorless MS medium.

*Adiviser: Maria das Gragas Cardoso - UFLA, José Eduardo Brasil Pereira
Pinto - UFLA (Co-adviser).



4.1 Introducio

Echinodorus cf scaber Rataj é conhecida como chapéu de couro, cha de
mineiro, cha de campanba, congonha do brejo, erva de bugre, erva do pantano e
cha de pobre. S3o plantas nativas, pertencentes a familia Alismataceae,
herbaceas cujo caule é substituido por um grosso rizoma do qual se originam as
folhas e a haste floral. Sdo perenes, aquaticas emergentes, mantém suas partes
inferiores imersas e expdem suas folhas e inflorescéncias, ocorrendo
principalmente nas margens de rios, lagos, canais de drenagem e baixadas
pantanosas. Conseguem sobreviver totalmente imersas por um certo periodo,
porém néo florescem; toleram curtos periodos de seca. A reprodugdo usual desta
espécie ocorre através de sementes, o que pode trazer variagdo genética entre os
individuos da espécie ou pelos seus rizomas que sdo muito sensiveis no plantio,
podendo, as vezes, secar as folhas que sdo a parte da planta de onde os
principios ativos s3o extraidos.

A multiplicag@o clonal através da cultura de tecidos constitui uma
alternativa eficaz para a regeneracdo de espécies como esta e outras que
apresentam interesse econémico. Alem disso, elimina as dificuldades
encontradas no processo convencional de reprodugdo, preserva espécies
ameacadas de extingdo, comum em plantas medicinais devido a exploragdo
irracional, evitando, portanto, a exposi¢do a variagdes ambientais que trazem
dificuldades a sele¢@o de plantas saudaveis.

Varias técnicas de propaga¢do clonal tém sido utilizadas para a
micropropagacdo de plantas medicinais, sendo as mais comuns a regeneragdo de
calos e multiplicagdo de brotos. A multiplicacdo clonal a partir de calos é
questionavel por proporcionar uma alta percentagem de variagdo somaclonal o

que toma a multiplica¢do de brotos a partir de segmentos nodais, o método mais
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utilizado e seguro quando se quer obter a produgio de clones em larga escala
(Einset, 1986).

O sucesso de um sistema de micropropagacdo depende do controle de
um grande numero de variaveis, como as condi¢des em que a planta matriz foi
conduzida na casa de vegetacdo, a posicio do explante na planta e o nivel
endégeno de horménio. Tais controles continuam em relagio ao tamanho do
explante, posicdo do mesmo no meio de cultivo, método de inoculagdo, fatores
fisicos de crescimento, tipo e adi¢o de substincias ao meio.

Uma gama de espécies de plantas das quais derivam produtos medicinais
possui um protocolo ja estabelecido para a sua multiplica¢do in vitro: Lawsonia
inermis, Azadirachta indica, Catharanthus roseus, Satureja obovata, Cleome
gynandra, Artemisia annual, Ruta graveolens, Salvia miltiorrhiza, Andrographis
paniculata, Yucca aloifolia, Alpinia galanga, Thumus piperella (Bakkali et al.,
1997, Zypman et al., 1997; Mujib et al., 1995; Arrebola et al., 1997; Naseem e
Jha, 1997, Elhag et al,1997; John et al., 1997; Buchwald e Pank, 1996;
Prathanturarug et al., 1996; Atta e Van, 1997; Anand e Hariharan, 1997; Saez e
Pank, 1996).

Néo existem relatos disponiveis na literatura sobre a propagagio in vitro
de Echinodorus cf scaber Rataj. O objetivo proposto neste trabalho foi viabilizar
a multiplicagdo in vitro e estabelecer um protocolo que permita a clonagem da
mesma, sempre visando o teor do principio ativo e apresentando uma alternativa

ao processo convencional de propagagio.
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4.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Como
fonte de explante foram utilizados segmentos nedais provenientes de mudas
crescidas no municipio de Lavras. Estes foram lavados e desinfetados em
solugdo comercial contendo 0,6% de hipoclorito de sodio, 0,2mg L de Benlate
e 0,2ml de quimicetina durante 30 minutos sob agitagio. Em cimara de fluxo
laminar, apés a lavagem em 4gua esterilizada, os segmentos foram excisados e
inoculados em meio MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com
1,5mg.L"! de BAP e ANA solidificado com gar a 0,6%.

Mudas ento estabelecidas in vitro foram submetidas ao experimento no
qual segmentos nodais com aproximadamente 0,5cm de tamanho foram
excisados e inoculados no meio de cultura em cimara de fluxo laminar. Dois
tratamentos foram utilizados: o meio MS ausente de regulador de crescimento e
MS suplementado com 6mgL™ BAP solidificado com 4gar a 0,6%. Os pHs dos
meios foram ajustados para 5,7 + 0,1 antes de serem autoclavados. Os explantes
foram incubados a 26 + 1°C em um fotoperiodo de 16 horas-luz sob uma
intensidade de luz de 2000 Iux (25umolm™s™). Cada tratamento continha 15
explantes que foram subcultivados duas vezes em um intervalo de 30 dias, no
mesmo meio de cultura em que foi avaliados nimero de raizes, tamanho e
numero dos propagulos. O delineamento estatistico foi em DIC (delineamento
inteiramente casualisado) e teste F ao nivel de 5 %.

Estas mesmas plantas, apos os 60, dias foram transferidas das condigtes
in vitro para a casa de vegetacdo do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em vasos plasticos com capacidade
para 10 litros contendo, como substrato, a mistura da compostagem, Latossolo
Vermelho, na propor¢do 2:1. A irrigagdo foi feita pelo sistema de nebulizagdo
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intermitente. A manutencdo do nivel de luz na casa de vegetagio foi feita com
sombrite a 50%. A temperatura na casa de vegetacdo ficou aproximadamente
entre 25 + 1°C.

4.3 Resultado e Discussiao

O método de desinfestagdo utilizado foi satisfatério, pois 90% dos
explantes foram esterilizados axenicamente.

Por ndo dispor de um protocolo estabelecido para o cultivo in vitro da
espécie foi necessario utilizar tentativas. Em estudos preliminares, os segmentos
nodais foram inoculados em meio MS suplementados com 1,5mgi” de BAP e
ANA, no qual onde permaneceram durante 7 dias, sendo entio transferidos para
o meio MS suplementado com 6 mg.I"' de BAP. Estas transferéncias foi feita por
se dispor de uma pequena quantidade de segmentos nodais, com o intuito de
obter -se um maior numero possivel de plintulas.

Nestes primeiros trabathos considerados “experimentos pilotos™
conseguiu-se que os segmentos nodais desenvolvessem-se formando plantulas
com brotacGes desprovidas de raizes, as quais floriram in vitro.

A floragdo in vitro ¢ um fendmeno raro, e pode ter ocorrido neste caso
por terem sido utilizados segmentos nodais retirados da parte apical da planta
matriz, que é mais pré-dispostas & floragdo. As folhas das plantulas. in vitro
apresentavam-se semelhantes as plantas matrizes: arredondadas e verdes, porém
com leve coloragdo branca amarelada na borda do limbo das folhas Jjovens. As
flores eram de cor branca. (Figura 2).

Os explantes inoculados em meio suplementado com BAP,
organizavam-se em forma de rosetas, as quais estas foram individualizadas e
transferidas para o mesmo meio de cultivo, em que obteve-se um niimero

satisfatorio das mesmas. Nas sucessivas repicagens observou-se que as folhas
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das brotagdes estavam ficando amarelecidas, o que atribuiu-se a alta
concentragdo de BAP que pode ter causado mudangas fisiologicas devido a um
desbalanceamento hormonal.

Estas brotagdes foram entdo transferidas para o meio MS ausente de

regulador de crescimento, onde recuperaram-se, desenvolveram-se normalmente

e formaram raizes .

FIGURA 2. Plantulas de chapéu de couro floridas in virro. UFLA, Lavras/MG,
1999.

Das mudas estabelecidas in vitro foram separadas trinta. Quinze
segmentos nodais com aproximadamente 0,5cm de tamanho foram excisados em
meio MS ausente de regulador de crescimento e quinze em meio MS
suplementado com 6mg.L™" BAP.

A fonte de variagdo testada foram as diferentes épocas de repicagens
(30 e 60) e tipos de meio (MS e MS+BAP). Quanto a época de repicagem,
desejava-se averiguar se as plantulas amareleciam com repicagens sucessivas e
quantificar o numero de brotagdes. Os resultados apresentado na Tabela 1

mostram que ndao houve uma interagdo significativa quanto as repicagens
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efetuadas em diferentes épocas. Os explantes utilizados também mostram n3o ter
havido uma interacdo significativa entre repicagens efetuadas em diferentes
épocas. Os explantes utilizados formeceram plantulas sadias, mantiveram
constante o tamanho dos explantes iniciais, das brotagSes fornecidas e do

numero de raizes.

TABELA 1. Valores de quadrado médio calculado pela anilise de variincia em fungio
das caracteristicas observadas (tamanho dos explantes (TE), tamanho
médio dos explantes (TAMME), nimero médio de raizes (N°MR)e
numero de raizes (N°R). UFLA, LAVRAS/MG, 1999

F.V. TE TAMMB N°MR N°R
Repicagens 3,008™ 0,010 0,950™ 15,391®
™5 ndlo significativo

Com relagdo ao tipo de meio de cultura o tratamento ausente de
regulador de crescimento foi o que obteve maior nimero de raizes e maior altura
dos explantes, os quais apresentavam-se vigorosos, sendo 0 maior do tamanho
de 3,5cm e o menor , de 1,0cm. O maior nimero de raizes foi 18 o menor 4.
Neste tratamento néio ocorreu a indugdo da formaggo de brotos.

A queda na altura dos brotos formados e a ma formagdo de raizes no
tratamento suplementado com regulador de crescimento foram influenciadas
pelo nivel de BAP utilizado. Neste tratamento, a partir do explante inoculado
obtiveram-se brotagdes que organizavam-se em forma de roseta. O tamanho do
explante apés a inoculagdo atingiu 0,5cm a 1,5¢cm para o menor e maior
tamanho, respectivamente, sendo de 1 a 7, o niimero de brotagdes 6onseguido. o)
maior nimero de raizes foi 7, sendo que algumas repeticdes apresentavam
somente 1 e em alguns estavam ausentes (Tabela 2).
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Segundo Pierik (1989), as citocininas usualmente promovem a divisdo
celular. Em altas concentragdes (1-10mg.L™") induzem 2 formagdo de brotacdes
mas geralmente inibem a formagao de raizes Figura (3).

TABELA 2. Valores de quadrado médio calculados pela andlise de varidncia em
funcdo das caracteristicas observadas (tamanho médio dos explantes
TAMME) e nimero de raizes (N°R). UFLA, LAVRAS/MG, 1999.

F.V. TAMME N°R
Meio de cultura 2,095% 588,099%¢
Repi * Meio 0,406™

SIS Significativo ao nivel de 5%, pelo teste F.
™5 nio significativo

FIGURA 3. Efeito comparativo do meio de cultura MS sob a formagido de
propagulos de chapéu de couro: A) planta cultivada em meio
MS+BAP; B) planta cultivada em meio MS. UFLA, Lavras/MG,

1999,
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O crescimento e a morfogénese sdo fatores controlados pela interagdo
e balanco entre os reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura e
as substancias de crescimento enddgenas do explante (George, 1996). Certos
gendtipos de plantas possuem um balango hormonal satisfatério, o que faz com
que as células sejam predeterminadas a se desenvolverem e, sob certas
circunstancias, consegue-se a regeneracao de plantas in vitro sem o acréscimo de
regulador de crescimento ao meio de cultura. Argollo e Shepherd (1997)
também comprovaram isto através de seus estudos quando, utilizando apices
caulinares de Artemisia annua, conseguiram um grande nimero de plantas bem
desenvolvidas em meio MS basico.

Saleh e Shepherd (1997) obtiveram resultados semelhanteS ao
induzirem o desenvolvimento de plantulas de Clusia nemorosa, o mesmo
ocorreu em estudos com plantulas de Jpomoea batatas em que obteve-se a
melhor resposta no crescimento e desenvolvimento das mesmas, quando
utilizava-se o meio MS sem regulador de crescimento (Martins, 1997).

Hussey e Stacy (1984) e Gamer e Blake (1989) chegaram até a induzir
o desenvolvimento de tubérculos de batata (Solanum tuberosum) em meio de
cultura sem regulador de crescimento, modificando o teor de sacarose do meio, e
o fotoperiodo.

Ja, Lameira (1997) alcangou o melhor enraizamento de propagulos de
Cordia Verbenacea aos 32 dias apés a incubagio inicial em meio MS também
sem regulador de crescimento, enquanto que em Strelitzia reginae, o
desenvolvimento radicular ocorre em meio MS, independente da presenca de
BAP, sem promover diferengas no tamanho das raizes (Paiva, 1998).

Contudo, em termos comerciais a obtencdo satisfatoria de plantulas in
vitro sem a necessidade de adicionar regulador de crescimento ao meio de

cultura é altamente desejavel e vantajosa pois tende a diminuir os custos de

produgio.



Em decorréncia do ambiente convencional necessirio para se
estabelecer uma planta in vitro, os brotos obtidos através de micropropagagio
apresentaram pequena taxa de crescimento, grande variagdo de forma, tamanho e
estagio de desenvolvimento. A anatomia interna e a ultraestrutura das plantas
regeneradas in vitro sdo geralmente diferentes daquelas crescidas em casa de
vegetagdo ou no campo e apresentam varios disturbios fisioldgicos. Por isso
depois das mudas terem formado raizes, elas sdo freqiientemente aclimatizadas
antes de serem transferidas para o campo (Kozai e Jeomng, 1992-1994; Debergh
e Zimmerman, 1991).

As Figuras 4 e 5 mostram que as plantulas aclimatadas aos 60 dias apos
o cultivo in vitro desenvolveram-se bem, com 100% de pegamento
proporcionando mudas de alta qualidade. Consideramos ideais as condigdes as
que foram submetidas, em que a irrigagdo pelo sistema de nebulizagdo
intermitente permitiu manter constantemente umidos os vasos, figurando o seu
habitat natural . A manuten¢do do nivel de luz na casa de vegetacdo com
sombrite a 50% foi eficiente para assegurar que a planta gradativamente pudesse

desenvolver suas fungdes fisiologicas.
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FIGURA 4. Plantulas de chapéu de couro aclimatadas apés 60 dias de cultivo in
vitro. UFLA, Lavras/MG, 1999.
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FIGURA 5. Plantulas de chapéu de couro, 76 dias apos a aclimatagdo. UFLA,
Lavras/MG, 1999.



4.4 Conclusdes

Nas condi¢Ses em que o experimento foi conduzido conclui-se que:
como fonte de explante, os segmentos nodais sio eficientes para se
estabelecer a planta in vitro,

o meio MS ausente de regulador de crescimento foi o mais eficiente para
induzir maior mimero de raizes e maior altura dos explantes;

como ndo ocorreu diferenca significativa nas repicagens feitas aos 30 e 60
dias, com 30 dias as plintulas podem ser transferidas para o processo de
aclimatagdo.

37



4.5 Referéncias Bibliogrificas

ANAND, P.HM.; HARIHARAN, M. In vitro multiplication of greater galangal
[Alpinia galanga (Linn.) Willd] - a medicinal plant, Phytomorphology.
1997, 45-50 p.

ARGOLLO, D.M.; SHEPHERD, S.LK., Cultura de apicies meristematicos
caulineares de Artemisia annua . Il Jornada Paulista de Plantas
Medicinais, 1997, 72p.

ARREBOLA, M.L.; SOCORRO, O.; MUNOZ, A B.; PEREZ, E.S.; ALFARO,
F.P. Micropropagation of Satureja obovata Lag. HortScience, 1997, 1278-
1280 p.

ATTA, H.A;VAN, J.S. Micropropagation and establishment of Yucca aloifolia,
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 1997, 209-212 p.

BAKKALI, A.T; JAZIRI, M.; FORIERS, A; VANHAELEN, M.; HOMES, J.;
VANDER, HEYDEN-Y. Lawsone accumulation in normal and transformed
cultures of henna, Lawsonia inermis. Plant Cell Tissue and Organ Culture,
1997, 83-87p.

BUCHWALD, W; PANK, F. Micropropagation and phenolic acids production
of Salvia miltiorthiza Bunge, International symposium. Breeding research
on medicinal and aromatic plants, Quedlinburg, Germany. 30 June-4 July,
1996, 327-329 p.

DEBERGH, P.C.; ZIMMERMAN, R H. Micropropagation: Technology and
Application. Kluwer Academic Publishers, London, 1991.

EINSET, J.W. A practical guide to woody plant micropropagation. Amoldia,
Jamaica Plain, v.46, 1986, 36-44p.

ELHAG, H; ABDEL-SATTAR, E; EL-DOMIATY, M.M.; EL-OLEMY, M.M_;
MOSSA, J.S. Selection and micropropagation of high artemisinin producing
clones of Artemisia annua L. Part II. Follow up of the performance of the
micropropagated clones, Arab Gulf Journal of Scientific Research. 1997,
683-693 p.

38



GARNER, N.; BLAKE, J. The Induction and development of potato microtubers
in vitro on media free of growth regulating substances. Annals of Botany,
London, v.63, n.6, June 1989, 663-674p.

GEORGE, E.F. Plant propagation by tissue culture, part 1-The Technology,
2ed. Edington: Exegetics Limited, 1996, 1574p.

HUSSEY, G.; STACY, N.J. Factors affeting the formation of in vitro tubers of
potato (Solanum tuberosum L.) Annals of Botany, London, v.53, n.4, April
1984, 565-578p.

JOHN, S.; ISSAC, C.G; NAIR,GM., EDISON, S, RAMANAK.V.
SASIKUMAR,B.; BABU, K.N.; EAPEN, S.J. Micropropagation of Ruta
graveolens L. through organogenesis and somatic embryogenesis.
Biotechnology of spices, medicinal & aromatic plants. Proceedings of
the national seminar on biotechnology of spices and aromatic plants,
Calicut, India, 24-25 April, 1996. 1997, 70-78p.

KOZAI, T.; JEOMNG, B.R. Enviromental control in plant tissue culture and its
applications for micropropagation. In: Collected papers on environmental
control in micropropagation, v.2, 1992-1994, 518-539p.

LAMEIRA, O. A. Propagaciio in vitro e in vivo, dindmica de crescimento de
células, nutrigdo e identificagio de flavondides em erva baleeira (Cordia
verbenacea L.) Lavras: UFLA, 1997. 88p. (Tese-Doutorado em Fitotecnia).

MARTINS, M. Utilizacio de anticorpos para caracterizagio da sintese de
esporamina em diferentes tecidos de Ipomoea batatas obtidos de plantas
cultivadas in vivo e in vitro. Lavras: UFLA, 1997. 71p.(Dissertagio de
mestrado em Fisiologia Vegetal).

MUIIB, A.; DAS, S.; DEY, S.; BHATTACHARYA, B. Influence of agitation in
m vitro cultivation of Catharanthus roseus (L.) G. Don multiple shoot.,
Phytomorphology, 1995, 239-245p.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and biossays

with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v.15,
p-473-479, 1962.

NASEEM, M; JHA, K.K. Rapid clonal multiplication of Cleome gynandra DC.
through tissue culture, Phytomorphology, 1997 405411 p.

39



PAIVA, P.D.O, Estabelecimento ir vitro de estrelicia (Strelitzia reginae Ait.)
e controle de oxidacdio com identificagio dos compostos liberados no
meio de cultura. Lavras: UFLA, 1998. 86p.(Tese doutorado em
agronomia)

PIERIK, R.L.M. In vitro culture of higher plants. Copyright. 1989, 344p.

PRATHANTURARUG, S; SCHAFFNER, W; BERGER, BUTER-K; PANK, F.
In vitro propagation of the Thai medicinal plant Andrographis paniculata
Nees, International symposium. Breeding research on medicinal and
aromatic plants, Quedlinburg, Germany. 30 June-4 July, 1996, 304-306 p.

SAEZ, F.; PANK, F. Micropropagation of Thymus piperella. International
symposium. Breeding research on medicinal and aromatic plants,
Quedlinburg, Germany. 30 June-4 July, 1996, 311-314 p.

SALEH, E.O.L.; SHEPHERD, S.L.K., Estudos de germinagio in vitro e ex vitro
de Clusia nemorosa (Guttiferae). III Jornada Paulista de Plantas
Medicinais, 1997, 67p.

ZYPMAN, S.; ZIV, M.; APPLEBAUM,S.; ALTMAN, A. Tissue culture
methods and cloning of the neem tree (Azadirachta indica) for
bioinsecticide production. Proceedings of the third intemational ISHS
symposium on in vitro culture and horticultural breeding, Jerusalem, Israel,
16-21 June, 1996. Acta-Horticulturae. 1997, No. 447, 235-236p.

40



5 CAPITULO IY

EFEITO DO REGULADOR DE CRESCIMENTO NA ANATOMIA DE
FOLHAS DE Echinodorus cf scaber RATAJ IN VITRO.

RESUMO

A espécie Echinodorus cf scaber é uma planta nativa do Brasil
conhecida popularmente como chapeu de couro. A utilizagio de suas folhas na
forma de cha ou infusdo tem eficiente agiio diurética, antiofidica, antireumnatica e
antiinflamatéria. Pouco se sabe da anatomia de plintulas micropropagadas e de
plantas transplantadas. Segmentos nodais de plantas in vitro foram excisadas e
inoculadas em meio basico de MS suplementados com 0,0; 1,0; 2,0; e 4.0mg L™
de BAP. Foi avaliado o nimero de brotagGes, raizes, folhas e tamanho do
explante. O mimero de brotagSes e folhas aumentou com niveis de BAP, porém
o tamanho de brotag¢des e de raizes diminuiu. O tratamento mais eficiente foi
com 1.0mg.L" de BAP. As amostras de folhas destes tratamentos e de folhas de
plantas cultivadas em casa de vegetacdo foram usadas para estudos anat6micos.
Pela analise histolégica mostrou diferengas entre os tratamentos.

*Orientadora: Maria das Gragas Cardoso - UFLA, José Eduardo Brasil Pereira
Pinto — UFLA (Co-orientador)



S CHAPTER 11

EFFECT OF THE GROWTH REGULATOR ON THE ANATOMY OF
LEAVES OF Echinodorus cf scaber RATAJ IN VITRO.

ABSTRACT

The specie Echinodorus cf scaber is a plant native to Brazil popularly
known as “leather hat”. The use of its leaves as tea or infusion possesses
diuretic, antiophidian, antitheumatic and antinflamatory. Little is known about
the anatomy of micropropagated plants and of transplanted plants. Nodal
segments of in vitro plants were inoculated in basic MS medium supplemented
with 0.0;1.0; 2.0; 4.0mg.L" of BAP. Number of sproutings, roots, leaves and
explant size. The shoot number and leaves increased with levels of BAP, but the
size of shoot and number of roots decreased. The most efficient treatment was
with 1.0 mg.L"? of BAP. The number of sproutings and leaves increased with
BAP levels but the size of sprouts and roots decreased. The most efficient
treatment was with 1,0mg.L""of BAP. The leaf sample of these treatments and of
leaves from plants grown in greenhouse were used for anatomical studies by
histological analysis, differences among the treatments were shown.

*Adviser: Maria das Gragas Cardoso - UFLA, José Eduardo Brasil Pereira
Pinto - UFLA (Co-adviser)



5.1 Introdugio

A propagacdo de plantas in vifro vem despontando como um método
alternativo, altamente eficaz e vantajoso para a multiplicagio de plantas.
Destaca-se a sua aplicagdo para hibridizacdo e desenvolvimento de novos
cultivares, na recuperagio de substancias farmacéuticas, na multiplicagio segura
de cultivares desejaveis, na propaga¢io rapida com alto coeficiente de
multiplica¢do e como auxiliar na salvaguarda do patriménio genético de plantas
ameagadas pela explora¢io humana.

Através das pesquisas em plantas propagadas in vitro, consegue-se a
demonstragdo da totipotencialidade das células vegetativas, que auxilia estudos
citogenéticos, possibilita investigagdes nos processos morfoldgicos, proporciona
o estudo do desenvolvimento de orgdos isolados observando as influéncias
correlativas de outros tecidos em desenvolvimento e ainda desempenha papel
fundamental nas pesquisas dos reguladores de crescimento (Simédes, 1988).
Plantas propagadas in vitro sio freqiientemente afetadas pela presenca de varios
fatores do meio de cultura que conduzem a degeneragdes metabélicas e
morfolégicas. Os requerimentos especiais para a proliferagio de brotos in vitro,
como a alta umidade, superfluxo de fatores nutricionais, alto niveis de
reguladores de crescimento e baixa intensidade de luz induzem 4 ma formagdo
dos mesmos (Ziv, 1986; Gaspar et al. 1987). Assim, quase sempre é requerida a
utilizacio dos reguladores de crescimento, pois estes controlam certas respostas
em tecidos de plantas e muito estudos tem sido realizado sobre este fenémeno
(Mantell, Matthews e Mckee, 1994). A utilizacdo das citocininas visa promover
a divisdo celular. Em altas concentragdes (1-10mg.L") induzem a formacdo de
brotag3es e, geralmente, inibem a formac3o de raizes (Pierik, 1989).

O estudo das estruturas intemas das varias partes de um vegetal
iniciou-se ha 300 anos, com trabalho de Grew e Malpighi que faziam estudos
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comparativos sazonais e de desenvolvimento da planta inteira (Carlquist, 1961).
A anatomia vegetal comparativa se faz necessiria em varias aplicagdes além da
botdnica ortoedoxa, como em farmacognosia, medicina forense e arqueologia ou
paleoetnobotanica (Cutter, 1987).

Pouco se sabe da amatomia de orgdos vegetativos de plintulas
micropropagadas, como sdo afetadas pelas condi¢des ambientais de cultivo ou
como a anatomia de plantas transplantadas sio modificadas durante a
aclimatagdo antes de serem levadas para ambientes de campo.

A familia Alismataceae é constituida por plantas de habito aquatico ou
brejoso. Sao reconhecidas 38 espécies de Echinodorus, cujas folhas s3o
utilizadas com fins terapéuticos. Apesar de muitas espécies deste género serem
conhecidas, sua identificagdo é dificultada por apresemtar caracteristicas
morfolégicas muito proximas e por ocorrer cruzamento entre as mesmas,
formando hibridos de diversas formas (Rataj, 1978).

Observagdes anteriores sobre a descri¢do anatomica em plantas de
Echinodorus macrophyllus (Kunth) Micheli cultivadas in vivo indicaram a
auséncia de pélos tectores e glandulares na epiderme. Vistas de face, mostram-se
formadas por células alongadas, de paredes finas e levemente sinuosas,
apresentando numerosos estomatos circundados, geralmente, por quatro células.
A epiderme das nervuras é formada por células retangulares, alongadas no
sentido longitudinal e dispostas em filas paralelas. O mesofilo é constituido de
parénquima frouxo, de células ovais ou arredondadas. Feixes vasculares
delicados podem ser observados nesta regido e a nervura mediana é constituida
de varios feixes vasculares de contommo arredondado, envoltos por um
parénquima fundamental, constituido de células isodiamétricas dispostas de
modo a deixar grandes lacunas entre elas. O mesofilo e o tecido fundamental da

nervura apresentam raros cristais prismaticos (Oliveira, 1991).



A finalidade do presente trabalho foi viabilizar a melhor dosagem de
BAP para a multiplicagdo in vitro sem, no entanto, promover grandes altera¢oes
celulares, pois alteragdes ocorridas na morfologia foliar podem influenciar nos
processos metabdlicos e fisiologicos associados principalmente com a

fotossintese e transpiragdo, o que pode trazer alteragdes no principio ativo.
5.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no Departamento de Agricultura e no
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Utilizou-se a cultura nodal proveniente de explantes obtidos a partir
plantulas Echinodorus scaber Rataj estabelecidas in vitro em meio MS sem
regulador de crescimento. Em cimara de fluxo laminar as plantulas que foram
classificadas como sendo grandes e verdes, grandes e amarelas, pequenas e
amarelas foram excisadas e os segmentos nodais foram inoculados em meio MS
suplementado com 0,0; 1,0; 2,0; 4.0mg.L" de BAP, solidificado com &gar a
0,47% e pH 5,7 £ 0,1 antes de serem autoclavados.

Os explantes foram incubados a 26 + 1°C em um fotoperiodo de 16
horas-luz sob uma intensidade de luz de 2000 lux (25umol m? s™) em sala de
crescimento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado (DIC),
sendo que em cada tratamento continha 15 repetigdes. Aos 30 dias avaliou-se o
numero de brotagdes, nimero de raizes, nimero de folhas e tamanho do
explante.

Foram retiradas amostras para estudos anatdmicos de folhas
provenientes destes tratamentos e de folhas oriundas de plantas cultivadas em

casa de vegetacdo que estavam plantadas em vasos com capacidade para 10

45



litros, contendo como substrato a mistura de compostagem e Latossolo vermelho
na proporgio 2:1. A irrigagdo foi feita pelo sistema de nebulizag3o intermitente.
As folhas foram entdo colocadas para fixagio em F.A.A (5%formol,
5%acido acético e 90%de alcool etilico70%), durante 72 horas, sendo
posteriormente desidratadas em alcool etilico, diafanizadas em xilol, embebidas
e emblocadas em parafina (Joahansen, 1940; Sass, 1951; Bega e Paulete, 1976).
Para o preparo de laminas permanentes foram utilizadas as técnicas
usuais de inclusdo em parafina apés desidratacio em série alcodlica etilica
(Joahansen, 1940; Sass, 1951). Os cortes foram efetuados com o auxilio de
micrétomo rotativo, em série oriundas transversalmente e submetidos ao
processo de coloragdo com safranina-azul de astra. A montagem final foi feita
utilizando-se a resina Entellan (Joahansen, 1940; Sass, 1951; Jensen, 1962).
Foram efetuados também cortes a mio livre, com auxilio de limina de
barbear e inclusdo do material em isopor, sendo estes submetidos & clarificagdo
em solugdo de hipoclorito de sédio comercial a 20% de produto comercial por
periodo de trés a cinco minutos. Os cortes foram, em seguida, neutralizados em
acido acético a 5% por um minuto. A colora¢do se deu com imersio em corante
verde iodo acético por dois a trés minutos, seguindo-se trés lavagens em agua
destilada e imersdo em corante vermelho congo por trés a cinco minutos,
repetindo-se as lavagens.
Estes materiais foram fotografados e, a partir das analises visuais na
regido mediana das secgGes transversais da folha na nervura principal, podem-se

observar as alteragdes ocorridas nas caracteristicas citologicas.
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5.3 Resultado e Discussio

Quando os explantes secundirios foram inoculados em meio MS
ausente de regulador de crescimento (T1), observou-se que ndo houve a
formagdo de brotagdes. Segundo Pinto e Pasqual (1990), certos tecidos
sintetizam as quantidades de reguladores que necessitam, enquanto outros sio
totalmente dependentes da adigio exégena. O material vegetativo para
multiplicar pode ser enquadrado em quatro categorias: ausente de regulador,
presenga de citocininas, presen¢a de auxina, interag¢io entre auxina e citocininas.

Neste caso, o material vegetativo necessitou da presenga de citocinina
para que ocorresse a proliferagdo de brotos. Os segmentos nodais cultivados em
meio suplementado com BAP formaram brotagdes e estas foram induzidas em
todos os tratamentos onde o BAP foi utilizado. O maior niimero de brotos foi
obtido quando houve um acréscimo nos niveis de BAP (Figura 5).

Entre os tratamentos, 0 meio MS que continha 4,0mg.L"* de BAP (T4)
foi o que apresentou maior niimero de brotagdes; de 5 a 19. No tratamento que
continha 1,0mgL" de BAP (T2) constatou-se de 3 a 10 brotagdes; ja no
tratamento com 2,0mg.L"' de BAP (T3) obteve-se de 1 a 14 brotagdes (Figura 6).

As plantulas utilizadas para montar o experimento foram selecionadas
de acordo com o tamanho e coloragio: grandes e verdes (GV) pois possuiam
suas folhas verdes e tinham *1,5cm; as grandes e amarelas (GA) possuiam suas
folhas amarelas e tinham +1,5c¢m; as pequenas e amarelas (PA) possuiam suas
folhas amarelas e tinham +0,5cm. Todas encontravam-se inoculadas em meio
MS ausente de regulador de crescimento.

Observou-se que ocorreu significincia na formacio de brotos nas
avaliagGes dos diferentes tipos de plantulas. Assim deduz-se que plantas grandes
e verdes e grandes e amarelas proporcionaram o melhor desenvolvimento dos

brotos, enquanto plintulas pequenas e amarelas foram menos satisfatérias. No
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meio MS, que continha 4,0mg.L"' de BAP (T4), a partir de uma plantula GV o
maior nimero de brotagdes alcangado foi 19; em plantula GA, o maior niimero
de brotagdes obtido foi 12; para plantula PA o maior nimero de brotacdes foi 6.
No tratamento que continha 1,0mg L™ de BAP (T2) em plantula GV, o maior
numero de brotagoes alcangado foi 10; em plantula GA o maior nimero de
brotagoes obtido foi 5; para plantula PA o maior nimero de brotagdes foi 5. Para
o tratamento com 2,0mg.L"! de BAP (T3) em plantula GV o maior nimero de
brotagoes alcangado foi 14; em plantula GA o maior nimero de brotagdes obtido
foi 13; para plantula PA o maior numero de brotagdes foi 2 (Figura 7 e 8).

FIGURA 6. Numero de brotagdes formadas a partir de segmentos nodais de
chapéu de couro cultivados in vitro em diferentes concentragdes
do meio MS A) meio MS ausente de regulador de crescimento; B)
meio MS+1,0mgL’; C) meio MS+2,0mgL’; D) Meio
MS+4,0mg.L". UFLA, Lavras/MG,1999.
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FIGURA 7. Efeito do BAP no desenvolvimento in vitro de brotagdes de chapéu de couro
1) meio MS ausente de regulador de crescimento; 2) meio MS+1,0mg.L";
3) meio MS+2,0mg L™"; 4) meio MS+4,0mg.L™". UFLA, Lavras/MG, 1999.

SROTAGIES:

FIGURA 8. Efeito do BAP no desenvolvimento in vitro de brotagdes de chapéu de couro

1) grandes e verdes (GV); 2) grandes e amarelas (GA) 3) pequenas e
amarelas (PA) UFLA, Lavras/MG, 1999.
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O carater tamanho médio das brotagdes teve efeito significativo,
mostrando redug¢do gradativa com a incorporagio de doses crescentes de BAP no
meio. O melhor tratamento foi favoravel no meio MS ausente de regulador de
crescimento (T1), o que era de se esperar, pois a presenca de BAP no meio induz
a proliferago celular dos tecidos. Neste tratamento, as brotagdes atingiam de 0,5
al,5cm.

Quanto aos tratamentos restantes, estes mantiveram o tamanho médio
de suas brotagdes proximos, que atingiam de 0,2 a 1,0cm (Figura 9). Como nio
houve significancia nos diferentes tipos de plantulas deduz-se que as mesmas

nao interferem no tamanho das brotagdes.

FIGURA 9. Tamanho médio de brotos formadas a partir de segmentos nodais de chapéu
de couro cultivados in vitro em diferentes concentragdes do meio MS. 1)
meio MS ausente de regulador de crescimento: 2) meio MS+1.0mg.L™; 3)
meio MS+2.0mg.L™"; 4) meio MS+4,0mgL". UFLA, Lavras/MG, 1999.

Com relagdo ao numero de folhas, o tratamento sem regulador de
crescimento (T1) foi o que apresentou menos, porém estas eram maiores, de cor

verde intenso, arredondadas, apresentando-se bem caracteristica da espécie.
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Neste tratamento o numero de folhas contadas da planta toda chegou aserde 4 a
15 para o menor e maior nimero, respectivamente.

Nos demais tratamentos, como ocorreu a formagdo de brotagdes e estas
organizavam-se em forma de roseta, a tendéncia foi de um acréscimo no niimero
de folhas, a medida em que se adicionou BAP no meio de cultivo. Contudo
ocorreram modificagdes no formato das folhas que apresentavam-se alongadas,
estreitas, pequenas e amarelecidas a medida em que se incorporava doses
crescentes de BAP.

O tratamento que continha 4,0mg.L" de BAP (T4) e o tratamento com
2,0mg.L"' de BAP (T3) foram o que apresentaram maior nimero de folhas.
Nestes tratamento foram obtidas rosetas que continham 63 (T4) e 60 (T3) folhas
para o maior nimero e 22 (T4) e 14 (T3) folhas para 0 menor nimero. Pode-se
definir que o meio com 1,0mg.L™ de BAP (T2) seja o tratamento intermediario,
pois nele foram obtidas rosetas com 32 folhas para o maior niimero e 10 para o
menor numero

Nio houve diferenca significativa quanto aos diferentes tipos de
plintulas utilizados. Infere-se que o tipo de plintula nio compromete na
formagdo de folhas, pois em todos os tratamentos houve a presenqa delas, ainda
. que deformadas, o que se atribui a divisSes celulares provocadas pelo BAP
(Figura 10).
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FIGURA 10. Niimero de folhas formadas em brotagdes de chapéu de couro cultivadas in
vitro em diferentes concentra¢des do meio MS. 1) meio MS ausente de
regulador de crescimento: 2) meio MS+1,0mg L™; 3) meio MS+2,0mg L™
4) meio MS+4.0mg. L. UFLA. Lavras/MG,1999.

Para o carater nimero de raizes, os tratamentos sem regulador de
crescimento (T1) e o tratamento que continha 1,0mg.L"' de BAP (T?2) foram os
que promoveram o maior crescimento delas entretanto, o tratamento T2 foi mais
eficiente, no qual o menor niimero de raizes obtido foi 5 e o maior 37; para o
tratamento T1 o menor numero de raizes obtido foi 6 e o maior 30. O esperado
era que o meio ausente de regulador apresentasse a melhor resposta para esta
variavel. E provavel que o BAP na concentragdo de 1,0mg.L" (T2) seja o mais
indicado para induzir a formagdo de raizes, pois estas mantiveram suas
caracteristicas morfologicas idénticas aquelas crescidas em meio MS ausente de
regulador de crescimento (T1) (Figura 11).

A medida que o regulador de crescimento foi acrescido ao meio de
cultivo, observou-se que o numero de raizes tendeu a diminuir; no tratamento
com 2,0mg.L"' de BAP (T3) o menor niimero de raizes obtido foi 7 e o maior 21;

o tratamento com 4,0mg.L"' de BAP (T4) obteve 1 para o menor nimero de
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raizes e o maior 12, mas na maioria das repetigdes deste tratamento
apresentavam-se ausente de raizes.
Como ndo houve significancia nos diferentes tipos de plantulas

conclui-se que as mesmas nao interferem na formacgdo de raizes.

*NOMERD DE RAIZES

FIGURA 11. Numero de raizes formadas em brotagées de chapéu de couro cultivadas in
vitro em diferentes concentragdes do meio MS.1) meio MS ausente de
regulador de crescimento; 2) meio MS+1,0mg.L™; 3) meio MS+2,0mg.L™":
4) meio MS+4,0mg.L". UFLA, Lavras/MG, 1999.

Na Tabela 3 encontram-se os dados obtidos pela analise estatistica
realizada no experimento, o qual avaliou o efeito das diferentes concentragdes de
BAP (0; 1,0; 2,0; 4.0mg.L"), em meio MS para diferentes tipos de plantulas (GV,
GA, PA). Observa-se que para o pardmetro que avaliou as diferentes
concentragdes, houve diferenca significativa para as variaveis analisadas.
Quanto ao tipo de plantula utilizada s6 houve significancia para a variavel
numero de brotagdes. Ndo houve diferenca significativa quando se comparam as
diferentes concentragdes utilizadas com os diferentes tipos de meio. A partir dos

dados da analise estatistica, confirma-se o que foi descrito anteriormente.



TABELA 3.Valores de quadrado médio calculado pela anilise de variancia
em funcdo das caracteristicas observadas (mimero de raizes
(NR), nimero de folhas (NF), nimero de brotagdes (NB),
tamanho médio dos brotos (TMB). UFLA, LAVRAS/MG,

1999.
Pardmetro NR NF NB TMB
Doses 304,634 1436218 115,687 0216
Plantas 108,681 611,072 58,6105 0,012"¢
Doses*plantas | 2056 NS 2332418 162820 0,045M8

SIG_Significativo ao nivel de 5%
NS ngo significativo
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Efeito do regulador de crescimento no desenvolvimento celular em folhas de

chapéu de couro

A partir das analises dos cortes realizados na regido mediana das
segdes transversais da folha (Tabela 4), observou-se a nervura principal de
plantas provenientes de casa de vegetagdo, plantulas grandes e verdes (GV),
grandes e amarelas (GA), pequenas e amarelas (PA), propagadas in vitro
cultivadas em meio MS ausente de regulador de crescimento (T1); meio MS
suplementado com 1,0mg.L"! (T2); meio MS suplementado com 2,0mg.L! (T3);
meio MS suplementado com 4,0mg.L"'(T4).

TABELA 4. Anilise dos cortes efetuados na regido mediana das seq¢3es transversais em
folhas de plantulas chapéu de couro cultivadas in vitro UFLA,
LAVRAS/MG, 1999,

BAP FEIXES FEIXE TOTAL AERENQUIMAS
_mgL’ | ACESSORIOS CENTRAL FEIXES DESENVOLVIDOS
GV|IGA[PA|[GV[GA[PA|GV[GA|PA
0 1 313 1 1 112144 -
1 3 313 1 1 1 41 4] 4 -+
2 2 1 1 1 1 113 ]|]2]2 ++
4 1 - - 1 1 1 2 1 1 +

+ Desenvolvimento de aerénquimas

Em plantas provenientes de casa de vegetagdo, a epiderme da nervura
principal em qualquer das duas faces é unisseriada e nio foram observados
tricomas; ap6s a epiderme, na face adaxial e abaxial, observamos células
parenquimatosas de paredes finas com pequenos espagos intercelulares,
apresentando um feixe vascular central e trés feixes vasculares acessorios. Os

feixes vasculares sio do tipo colateral.
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Plantas classificadas como sendo grandes e verdes, de modo geral,
apresentaram epiderme unisseriada, ocorrendo diferenciagio no tecido
paligadico e lacunoso: 1 camada de tecido palicadico e 5-6 camadas de tecidos
lacunoso, compacto e arredondado. Na maioria dos tratamentos ndo foi
observada a presenca de tricomas. Os feixes vasculares sdo do tipo colateral,
entretanto, nas plantas deste mesmo porte inoculadas em meio MS ausente de
regulador de crescimento, a epiderme da nervura principal apresentou dois
feixes vasculares: 1 feixe central e 1 feixe acessério. Ocorreu a presenga de
aerénquima, estando bem desenvolvido, enquanto as plantas inoculados em meio
suplementados com 1,0mgL’' de BAP, a epiderme da nervura principal
apresentou quatro feixes vasculares: 1 feixe central e 3 feixes acessorios.
Ocorren a presenga de aerénquima, estando menos desenvolvido do que o
anterior.

Nas plantas inoculadas em meio suplementado com 2,0mg.L"* de BAP,
a epiderme da nervura principal apresentou trés feixes vasculares: 1 feixe central
e 2 acessorios, constatando-se a presen¢a de aerénquima menos volumoso que os
anteriores. Em plantas inoculados em meio suplementado com 4,0mg L™’ de
BAP, a epiderme da nervura principal apresentou dois feixes vasculares: 1 feixe
central e 1 acessério. O aerénquima estava quase inexistente, porém em alguns
pontos foram observados tricomas secretores.

Nas plantas classificadas como grandes e amarela, observa-se, em
todas as concentragdes, que a epiderme da nervura principal em qualquer das
duas faces foi unisseriada; ndo foram observados tricomas. Apés a epiderme, na
face adaxial e abaxial, observamos células parenquimatosas de paredes finas,
com pequenos espagos intercelulares. Foi observado o inicio de diferencia¢do
dos tecidos fotossintetizantes com 1 camada de tecido pali¢adico, 5-6 camadas
de tecido lacunoso. Somente o tratamento com 2,0mg.L”' de BAP apresentou 8
camadas de tecido lacunoso. Os feixes vasculares sdo do tipo colateral.
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Folhas provenientes do tratamento ausente de regulador de
crescimento e com Img.L” de BAP apresentaram: 1 feixe vascular central e 3
feixes vasculares acessérios. O tratamento com 2,0mg.L" de BAP apresentou 1
feixe vascular central e 1 feixe vascular acessério, enquanto que o tratamento
com 4.0mg.L" de BAP apresentou apenas 1 feixe vascular central.

Na Figura 12(a), 12(b), 12(c) notam-se forma¢des de aerénquimas bem
desenvolvidos, apresentando diferengas somente quanto a forma mais
arredondada em folhas provenientes de plantas cultivadas em casa de vegetacdo
se comparadas com plantas in vitro.. Observando a Figura 12(d), nota-se que
esses tecidos apresentaram espacos intercelulares menos volumosos, enquanto
que na Figura 12(e) o aerénquima apresentou-se quase que inexistente.

Para as plantas classificadas como pequenas e amarelas, respondeu da
mesma maneira que uma planta grande amarela onde a epiderme da nervura
principal em qualquer das duas faces foi unisseriada e ndo foi observada a
presenca de tricomas, havendo inicio de diferenciagio dos tecidos. Na face
adaxial e abaxial observamos células parenquimatosas de paredes finas com

pequenos espagos intercelulares. Os feixes vasculares sdo do tipo colateral.
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FIGURA 12. Corte transversal da limina foliar de chapéu de couro in vitro. Aspecto
geral do mesofilo na regido mediana. (escala=50 pum). a) folhas de plantas
do campo; b) folhas de plantas cultivadas em meio MS sem regulador
decrescimento; c) folhas de plantas cultivadas em meio MS+ImgL™” d)
folhas de plantas cultivadas em meio MS+2mg. L ¢) folhas de plantas
cultivadas em meio MS+4mg.L". Lavras/MG, 1999.
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5.4 Conclusdes

Nas condi¢Ges em que os trabalhos foram realizados conclui-se que:

- a medida que se aumenta a concentragio de BAP no meio de
cultura os espagos intercelulares apresentavam-se menos volumosos e o
aerénquima apresentava-se quase que inexistente o que se atribui a
diminuig¢3o no tamanho das brotagdes, a ma formacio de raizes, e das folhas
que consequentemente encontravam-se nio funcionais;

- a concentragio de 4,0mgL’ BAP no meio MS é a mais
eficiente para se obter a taxa de multiplicagdo de brotos, porém, estes, antes
de serem levados para a aclimatagio, devem ser repicados no meio MS sem
regulador, para se obter um melhor desenvolvimento foliar e radicular das
brotagdes tomando-as funcionais preparadas para serem aclimatadas. De
forma comercial, o meio MS adicionado 1mg.L” BAP seria o mais indicado
pois nele consegue-se um numero satisfatério de brotagdes com uma boa
formagdo das folhas e enraizadas, diminuindo assim os custos;

- independente do tipo de plintulas utilizadas, todas
desenvolveram-se bem nas concentragdes utilizadas, em que somente

aquelas pequenas amarelas comprometeram a indugio de brotacdes.
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6 CAPITULO Il

METODOLOGIA DE EXTRACAO, ISOLAMENTO E
IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS EM
PLANTAS DE Echinodorus cf scaber RATAJ

RESUMO

O chapéu de couro (Echinodorus cf scaber Rataj) é uma planta nativa
que apresenta propriedades medicinais. Este trabalho teve por objetivo
estabelecer um protocolo que permita identificar e isolar o seu principio ativo
através das técnicas de extragdes cromatrograficas (CCD e CLC), IV, CG/EM. O
extrato hidroalcoélico foi obtido através de folhas verdes coletadas na regido de
Lavras, as quais foram maceradas e colocadas em metanol durante 6 dias.
Concentrou-se em evaporador rotatdrio, sob pressio a 50°C. Posteriormente, o
residuo foi submetido a um processo de separagio liquido - liquido com
solventes de polaridades crescentes: hexano, cloroférmio, diclorometano, acetato
de etila e butanol. As fragdes obtidas foram novamente concentradas e os
residuos foram dissolvidos em seus respectivos solventes de modo a se obter
uma concentracdo que fosse possivel aplicar em placas de silica gel G 60 Merck
(CCD). O desenvolvimento cromatogrifico procedeuse de forma
unidimensional e ascendente nas vérias misturas de solventes, cujo melhor
resultado foi com clorofdrmio/metanol (10:1). Posteriormente as mesmas
fragSes foram submetidas a uma coluna cromatografica em silica gel 60, 70-230
mesh, eluida nos solventes: cloroférmio, acetato de etila, hexano, metanol, acido
acético e agua. Coletaram-se fragSes de 30 ml, sendo que cada uma delas, apés
evaporagio dos solventes, foi usada em CCD, utilizando-—se diferentes
proporgGes de metanol e cloroférmio na fase mével, constatando a pureza das
substincias. As mesmas foram reunidas e enviadas para a anilise em IV e
CG/EM. Resultados :

Amostra 7: Solivel em hexano, eluida em acido acético

Rf: 0,74( 98:2) metanol/cloroférmio. Revelagio : Iodo

IV:vKBr (cm™): 3500-2900 , 1685-1654 , 1508 , 1022

EM: mz: 129 (100%); 57 (75%); 55 (64%); 70 (45%); 112 (28%); 147 (22%)

Amostra 12: Soluvel em acetato de etila, eluida em acido acético

Rf: 0,76( 98:2) metanol/cloroformio. Revelagio : Iodo

IV:vKBr (cm™): 3600-2900 , 1685-1654 , 1508 , 1024

EM: mz: 129 (100%); 77 (5,0%); 112 (4,0%); 149 (7,0%); 55 (3,2%); 147
(18%); 149 (73%)



Amostra 20 : Soluvel em hexano, eluida em 4gua

Rf: 0,74( 95:2) metanol/cloroférmio. Detectada em luz UV na faixa de 360
nm

IV:vKBr (cm™): 3600-3406 , 1654-1620 , 1167

EM: mz: 57 (100%); 55 (98%); 56 (66%); 71(42%); 69 (27%); 83 (29%); 82
(15%); 98 (8%)

*Orientadora: Maria das Gragas Cardoso - UFLA, José Eduardo Brasil Pereira
Pinto~UFLA (Co-orientador)



6 CHAPTER III

METHODOLOGY OF EXTRACTION, ISOLATION AND
IDENTIFICATION DOS CHEMICAL CONSTITUENTS IN PLANTS OF
Echinodorus cf scaber RATAJ

ABSTRACT

Leather hat (Echinodorus cf scaber Rataj) is a native plant which
presents medicinal properties. This work aimed to establish a protocol which
enables to identify and isolate the active principle of the quated species species
through the techniques of cromatrographic extractions (TLD and LCC), IV,
CG/EM. The alcoholic extract was obtained through green leaves collected in
the region of Lavras. These ones were macerated and put into methanol for 6
days. These ones were concentrated in a rotatory evaporator, under pression at
50°C. Afterwards, the residue was submitted to separation process - liquid with
rising polarities: hexane, chloroform, dichlorometane, ethyl acetate and butanol.
The fractions obtained were again concentrated and the residues were dissolved
in their respective solvents so as to obtain a concentration which might apply
onto silic gel G 60 Merck (TLC). The cromatographic development procceded in
a rising and unidimensional way in the several mixtures of solvents, where the
best result was with chloroform/methanol (10:1). Afther wards, the same
fractions were submitted to cromatographic column in 60, 70-230 mesh silic gel,
eluted in the solvents: chloroform, ethyl acetate, hexane, methanol, acetic acid
and water. Fractions of 30 ml were collected, being that each of them after
evaporation of the solvents, was used in TLC, by utilizing different ratios of
methanol and chloroforme in the mobile phase verifying the purity of the
substances. They were pooled and sent to the IV and CG/EM analysis. Results:

Sample 7: Soluble in hexane, eluted in acetic acid

Rf: 0,74 (98:2) methanol/chloroform. Revelation: Iodine

IV:nKBr (cm-1): 3500-2900, 1685-1654, 1508, 1022

EM: mz (%): 129 (100%); 57 (75%); 55 (64%); 70 (45%); 112 (28%); 147
(22%)

Sample 12: Soluble in ethile acetate, eluted in acetic acid

Rf: 0,76 (98:2) methanol/cloroform. Revelation: Iodine

IV:nKBr (cm-1): 3600-2900, 1685-1654, 1508, 1024

EM: mz: 129 (100%); 77 (5,0%); 112 (4,0%); 149 (7,0%); 55 (3,2%); 147
(18%); 149 (73%)



Sample 20: Soluble in hexane, eluted in water

Rf: 0,74 (95:2) methanol/cloroform. Detected in light UV in the band of 360 nm
IV:nKBr (cm-1): 3600-3406, 1654-1620, 1167

EM: mz: 57 (100%); 55 (98%); 56 (66%); 71(42%); 69 (27%); 83 (29%); 82
(15%); 98 (8%)

*Adviser: Maria das Gragas Cardoso - UFLA, José Eduardo Brasil Pereira
Pinto - UFLA (co-adviser)



6.1 Introducio

A utilizagdo da flora no tratamento de diversas enfermidades vem
perpassando os tempos desde a mais remota antigiiidade; a aplicacdo empirica
advelo de sucessivas observacdes que compdem a vasta medicina popular. Com
o passar dos tempos, as formas de utilizagdo sofreram alteracdes mas a matéria-
prima continua sendo a mesma: os vegetais.

A medicina alopatica utiliza 119 drogas com estruturas definidas, que
sdo extraidas de, aproximadamente 90 espécies de plantas superiores. A
existéncia de cerca 250.000 espécies de plantas permite deduzir que muitas
substancias com atividades medicinais podem ser isoladas destes organismos
vegetais e caracterizadas estruturalmente (Braz Filho, 1994).

O uso de plantas consideradas medicinais é bastante difundido no Brasil.
Estima-se que a metade das espécies nativas apresentem alguma propriedade
medicinal, sendo que poucas foram estudadas adequadamente.

Embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos secundarios,
apenas os compostos presentes em maior concentragdo sao geralmente isolados e
estudados pela fitoquimica classica. A analise de substincias ativas é muito
complexa e longa, geralmente os compostos presentes em menor propor¢io na
planta sdo os que apresentam melhores efeitos biologicos (Cechinel Filho e
Yunes, 1998). Sabe-se que quatro quintos dos cientistas e tecnélogos do mundo
vivem na Europa, Estados Unidos da América do Norte e na Riissia onde atingiu
um maior avango das técnicas espectroscopicas, proporcionando um rapido
progresso na identificagdo de estruturas moleculares complexas de constituintes
naturais até pouco tempo dificeis de serem identificados.

Desta forma, o potencial quimico dos organismos vivos estimulou o
interesse das industrias farmacéuticas a obter, como fonte de farmacos, produtos

como o taxol, efedrina, agroquimicos produzidos a partir de fungicidas e
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inseticidas naturais (rotenona) compostos usados para dar sabor e cor aos
alimentos (mentol, acido benzdico), e cosméticos de perfumes naturais (canfora,
cumarina, linalol) (Gottlieb e Kaplan, 1983; Braz Filho, 1994).

Existem varias metodologias descritas para a preparagdo de extratos
vegetais visando o isolamento de seus constituintes quimicos. Um método
adequado para a analise quimico-farmacoldgica se inicia com a preparagdo de
um extrato hidroalcodlico, que é andlogo as tinturas realizadas na cultura
popular, em que se misturam as partes ativas das plantas com bebidas
alcoolicas. Obtido o extrato hidroalcodlico, normalmente faz-se o fracionamento
deste por solventes imisciveis (liquido-liquido) de polaridades crescentes. A
extragdo liquido-liquido visa uma semi-purificagio das substincias através da
polaridade dos solventes utilizados (Cirilo, 1993).

Segundo Miguel (1996), o principio da extragdo liquido-liquido é a
distribuicdo do soluto entre dois liquidos em contato: qualquer substincia
solivel em ambos sofrera distribui¢io ou parti¢io entre as duas fases na razio de
suas solubilidades, ndo havendo reagdo com qualquer dos dois solventes e
existindo na mesma forma em ambos. Em geral, um dos liquidos ¢ a agua e o
outro um solvente organico.

Posteriormente, com as fragbes obtidas, o proximo passo envolve as
diferentes técnicas cromatograficas em que as fragdes devem ser reunidas,
segundo seu perfil cromatografico. O uso em conjunto de técnicas espectrais,
como UV, IV, RMN'H e EM, aliado ao uso de técnicas sofisticadas de RMN,
tem permitido propor com seguranga a estrutura molecular de substincias
naturais. O resultado destes e, uso da difragdo por Raio~X permitem avaliar a
estereoquimica real destas substincias (Famsworth, 1980; Kingston, 1991;
Cordell, 1995; Kemp, 1987; Silverstain, Bassler; Morril, 1994; Whiston, 1987).

A rotina para se conhecer a composi¢io quimica de um extrato vegetal
segue as etapas de isolamento e elucidagio estrutural citadas anteriormente. Tais
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procedimentos necessitam de uma grande quantidade de plantas, adsorventes,
solventes e equipamentos de alto custos.

Varios autores citam a identificagdo de compostos puros através de
estudos cientificos utilizando-se as diversas técnicas de identificagdo aplicadas
para cada caso em especifico. Com isso, novos compostos como B-sitosterol e
estigmasterol tém sido elucidados nas formas livres e glicosiladas, identificados
por RMN'H, IV e EM, a partir de cascas de Bauhinia guianensis Aublet.,
conhecida popularmente por escada de jaboti (Viana; Rosa e Santos, 1998). Nas
partes aéreas de Eugenia moraviana Berg, conhecida por cambui, as estruturas
dos compostos identificados por espectros de IV, EM ¢ RMN'H foram
caracterizadas como triterpeno acido 6-a-hidroxibetulinico, nor-triterpeno acido
platinico e B- sitosterol (Lunarg]i; Peixoto e Vidotti, 1998). Em folhas de
Maytenus truncata, ou espinheira santa, foram isolados, por Salazar et al.
(1998), os triterpenos pentaciclicos a-friedelinol, B-fridelinol e friedelina e o
poliol dulcitol, utilizando dados de espectrometria no IV e ponto de fusio misto,
comparados com aqueles encontrados na literatura de amostra auténtica.
Compostos identificados em folhas e células de Cordia verbenacea L. (erva
baleeira) foram caracterizados como sendo flavondides 7,4’-diidroxi-5’-
carboximetoxiisoflavona e 7,4’-diidroxi-5’-metilisoflavona, através de
espectrometria no IV, UV, EM e RMN'H (Lameira, 1997).

A literatura descreve que os principios ativos em plantas de chapéu de
couro aqui descrita (Equinodorus cf scaber) ainda nio foram estudados
fitoquimicamente. Os principais constituintes quimicos encontrados nesta
familia foram taninos, flavonoéides, triterpenos, glicosideos, equinodorosideos,
esséncias e sais minerais (Santos, Torres, Leonart, 1988; Martins et al., 1995;
Corréa, Batista, Quintas, 1998; Lainetti, Brito, 1980).

Por tal motivo e por se tratar de uma espécie de grande interesse

farmacologico, carente de informagdes cientificas, sio necessarios estudos da
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espécie, de forma que suas substincias quimicas sejam identificadas, isoladas,

caracterizadas e produzidas em maior quantidade.
6.2 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) e a classificagdo da espécie foi efetuada
pelo professor Manuel Losada Gavilanes do Herbario Botanico da Universidade
Federal de Lavras.

Folhas de chapéu de couro foram coletadas em estagio vegetativo
adulto, crescidas no municipio de Lavras, em margo de 1998. As mesmas foram
trituradas com o auxilio de um triturador tipo politron. Posteriormente, foram
pesadas cinco amostras de 496,30; 495,00, 472,00; 470,50; 230,26g e
submetidas a extragdo a frio em 1,5L de metanol, durante 6 dias. As amostras
foram juntadas obtendo-se assim uma tinica solugio hidroalcodlica. Esta, de cor
verde e, recebendo a denominagdo de extrato metandlico bruto, foi filtrada a
vacuo, concentrada em evaporador rotatério, sob pressio reduzida a 50°C em
banho-maria até completar a evaporagio do solvente. Obteve-se assim um
extrato que foi submetido a um processo de particio liquido-liquido, com
solventes de polaridades crescentes, em um funil de separagio, extraido, com
100ml dos solventes, hexano, cloroférmio, diclorometano, acetato de etila e
butanol, obtendo-se uma semi-purificagio das substincias através de suas
polaridades.

Em cada uma dessas extragdes, houve a nitida visualizagdo das linhas de
separagdo dos solventes (Figuras 13 e 14). As fracdes semi-puras foram
novamente concentradas em evaporador rotatério e as amostras foram
dissolvidas em seus respectivos solventes, de modo a se obter uma concentragdo
que fosse possivel aplicar em placas de silica gel G tipo 60 Merck (CCD). O
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desenvolvimento cromatografico procedeu de forma unidimensional e
ascendente nas misturas dos solventes: cloroférmio/metanol (1:1; 1:2; 1:5; 1:10;
2:1; 3:1; 4:1; 5:1); cloroférmio/acetato de etila (1:1; 1:3); metanol/acetato de
etila  (1:1); cloroférmio/metanol/acetato de  etila 3B:1:1;  6:2:4);
metanol/cloroférmio/acetato de etila (6:2:4; 3:1:1; ); hexano/metanol/acetato de
etila (6:2:4). O melhor resultado foi com a mistura binaria: cloroférmio/metanol
na propor¢do 10:1. Em seguida, as mesmas fragdes foram submetidas a uma
coluna cromatografica (com comprimento de 20cm e didmetro intemno de 2,5cm)
em silica gel 60, 70-230 mesh Merk (31,40 g) eluida com os seguintes solventes:
hexano, cloroférmio, acetato de etila, metanol, acido acético e agua. Para
calcular a quantidade de silica a ser utilizada no preenchimento da coluna, foi
utilizada a formula: V= #. R%h. 20%, em que V= peso da silica a ser utilizada,
R= raio da coluna e h= altura do enchimento da coluna desejada. Coletaram-se
fragSes de 30 ml no tempo de 15 minutos e 40 segundos cada, perfazendo um
total de 116 frascos.

As amostras eluidas no mesmo solvente foram reunidas, obtendo-se 22
fragGes que, apos evaporagio dos solventes, foram analisadas por CCD,
utilizando—se as seguintes proporgdes de metanol e cloroformio na fase mével:
cloroférmio/metanol (2:3; 3:7; 5:1); metanol/cloroférmio (98:2; 95:5; 2:98; 5:95;
1:5; 7:1; 80:2).

As melhores manchas foram aquelas apresentadas pelas fragdes
hexanicas eluidas em acido acético (amostra 7), pelas fracSes acetato de etila
eluida em é4cido acético (amostra 12), ambas reveladas em vapor de iodo e da
fase hexanica eluida em agua (amostra 20), detectada com luz U.V na faixa de
360nm. Os valores de Rf foram calculados a partir da média dos resultados de
trés placas; as manchas reveladas nas placas foram raspadas e a estas adicionou-
se 1 ml de seus respectivos solventes. Em seguida, foram filtradas a vdcuo e
levadas a estufa e os residuos foram analisados em I'V e CG/EM.
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Os espectros no infravermelho foram registrados no Departamento de
Quimica da UFLA, no espectrofotometro modelo FTIR — 8201 A, do fabricante
Shimadzu, utilizando-se pastilhas de KBr como suporte. As analises em CG/EM
foram realizadas pela SINC do Brasil (Instrumentagio Cientifica LTDA) em
cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massa Shimadzu modelo QP
5050, acoplado a banco de dados. Foi usada uma coluna capilar do tipo DBS
com 30m de comprimento, 0,25um de didmetro intemo e espessura do filme
0,25mm. O gas de arraste foi hélio e as separagdes foram realizadas com injetor
a 250°C com a seguinte programagiio de temperatura: 60°C (temperatura inicial)
aumentando 2°C por minuto até 280°C (temperatura final).
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FIGURA 14. Esquema geral de parti¢io e separagdo provavel dos principais
metabolitos secundarios presentes em plantas. UFLA, Lavras/MG,
1999.
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6.3 Resultado e Discussao

O fracionamento cromatogrifico do extrato de folhas de chapéu de

couro em coluna de silica gel resultou na obten¢do das fragdes descritas na
Tabela (5).

Tabela 5. Fracionamento cromatogrifico das amostras obtidas pelo sistema de particio
liquido-liquido submetidos a cromatografia em coluna de silica gel eluida em

solventes de polaridades diferentes. UFLA, Lavras/MG, 1999.

Fragdes N° de frascos coletados Eluentes
Hexano 6 Cloroférmio
Hexano 6 Acetato de Etila
Hexano 3 Hexano
Hexano 1 Acetato de Etila
Hexano 10 Metanol
Hexano 2 Acido acético
Hexano 2 Agua
Diclorometano - Cloroférmio
Diclcrometano 5 Acetato de Etila
Diclorometano 9 Metanol
Butanol - Cloroférmio
Butanol - Acetato de Etila
Butanol 4 Metanol
Butanol 2 Acido acético
Acetato de Etila 2 Cloroférmio
Acetato de Etila 2 Acetato de Etila
Acetato de Etila 21 Metanol
Acetato de Etila 4 Acido acético
Bruto - Acetato de Etila
Bruto 23 Metanol
Bruto 4 Acido acético
Bruto - Agua

Através de CCD, verificou-se que a melthor combinagdo de solventes
para separagdo dos componentes das amostras e que oferecen manchas com
maior defini¢io foi a mistura binaria metanol/cloroférmio. Uma tnica mancha

foi detectada na fragdo hexanica eluida em acido acético e hexanica eluida em
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agua designada amostra 7 e amostra 20, respectivamente. Essas fragdes
apresentaram valores idénticos de Rf para o desenvolvimento em
metanol/cloroformio 98:2 para a amostra 7 e 95:2 para a amostra 20.

Para a amostra 12, soluvel em acetato de etila e eluida em acido
acético foram obtidos valores de Rf 0,76 para o desenvolvimento em metanol:

cloroformio 98:2 (Figura 15).

FIGURA 15. Cromatoplacas das amostras 7 (T1) e 12 (T2) desenvolvidas em
metanol e cloroférmio 98:2 e reveladas a exposigdo a vapores de
iodo. UFLA, Lavras/MG, 1999.

Através das Figuras 16 e 17, podemos observar que os espectros de
infravermelho correspondentes as amostras 7 e 12, respectivamente, sio bem
similares. Em ambos observa-se uma banda larga de 3500-2900cm™, a qual ¢
atribuida ao estiramento da ligagdo O-H sobreposto com estiramento da ligacio
C-H de grupos metilas (-CH;), metilénicos (-CH,) e metinicos (-CH) presentes.
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Entre 1685cm™ aparece uma banda larga associada com outra banda em
1508cm™, que é correspondente aos estiramentos do grupo carbonila (-C=0)
conjugado com duplas ligagdes, os quais sdo confirmados pela presenga do sinal
acentuado, aproximadamente entre 1020-1024 cm™, que corresponde ao
estiramento (-C-O). Estes dados estio de acordo com aqueles obtidos pelos
cromatogramas de CG/EM (Figura 18 e 19).

Com os dados citados na tabela (5) e (6) podemos descrever que trata-
se de um composto alifitico com duplas conjugadas: os picos 3 e 4 (Figura 20)
ndo sdo puros, sio misturas, enquanto que os de nimero 1,2, 5e 6 apresentados
no cromatograma sdo de substincias puras. Isto pode ser observado pelo tempo
de reten¢do de cada pico. No cromatograma da Figura 21 nio se observa a
separagdo de picos, nota-se apenas a presenga de um sinal largo evidenciando a
sobreposi¢do dos mesmos. De acordo com o banco de dados fomecido pelo
cronograma, 0s compostos mais provaveis poderiam ser aqueles apresentados
pelas estruturas ], II, I, IV mostrados na Figura 22, sendo que o de maior
probabilidade é com 91% para a amostra 12 e, 92% para a amostra 7 que
possuem a mesma formula molecular e a mesma estrutura (III e IV). No entanto,
isto s6 podera ser confirmado com os dados cbtidos por RMN'H e ou EMS/EM

em conjunto com aqueles ja estudados.
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FIGURA 16. Espectro de infravermelho da amostra 7. UFLA, Lavras/MG,1999.
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FIGURA 17.Espectro de infravermelho da amostra 12, UFLA, Lavras/MG,1999.
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FIGURA 18.Espectro de massa da amostra 7. UFLA, Lavras/MG, 1999.
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FIGURA 19.Espectro de massa da amostra 12. UFLA, Lavras/MG, 1999.
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Tabela 5. Valores de fragmentos de massa, probabilidade, tempo de retengdo e
respectiva substincia identificada da amostra 7. UFLA,
LAVRAS/MG, 1999.

Sinais *T.R.
N m/Z| (minutos) % composto
1 5715 17,61 92 Hexanedioic acid, dioctyl ester
*Tempo de retengao

Tabela 6. Valores de fragmentos de massa, probabilidade, tempo de retencdo e

respectivas substincias identificadas da amostra 12. UFLA.
LAVRAS/MG, 1999.
Sinais *T.R
N’ mZ| (minutos) % composto
1 77 113,15 78 Benzenesulfonamide, N-butyl
2 149 13,79 86 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis
(2-metylpropyl) ester
3 97 114,30 90 Tritetracontane
4 149 14,41 84 1,2-Benzenedicarboxylic acid,
ditridecyl ester
5 129 |17,61 91 Hexanedioic acid dioctylester
6 149 |18,90 85 3,8 ,8 -Trimethoxy-3-piperidyl-
2,2’ -binaphthyl-1,1",4,4" -tetrone
Acetamide, N-metyl-n4-
7 97 19,35 89 4methoxy-1-hexahydropyridyl-2-
butynyl

*Tempo de retengio
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FIGURA 20. Cromatograma obtido em CG da amostra 12, extraida de folhas de chapéu
de couro cultivadas na regido de Lavras. UFLA, Lavras’/MG, 1999 (coluna
com fase estaciondria SE-54).
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FIGURA 21. Cromatograma da amostra 7 extraida de folhas de chapéu de couro
cultivadas na regido de Lavras. UFLA, Lavras/MG, 1999 (coluna com
fase estaciondria SE-54).
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FIGURA 22. Provaveis estruturas quimicas das amostras 7 e 12. UFLA,
Lavras/MG, 1999.
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O espectro da amostra 20 representado na Figura 23 indica tratar-se de
um composto alifatico que podera ser um derivado oxigenado, mas ndo
carbonilado. Isto pode ser confirmado pela presen¢a de uma banda larga situada
em 1167cm™ a qual é atribuida ao estiramento da ligagdo -C-O. Nota-se também
a presenca de uma banda fina compreendida entre 1620cm™ que pode ser
atribuida a alquenos, evidenciando a presenca de duplas ligagdes. De acordo
com o cromatograma obtido por CG/EM, representado pela Figura 24, observa-
se que a substancia ndo esta totalmente pura e que os provaveis constituintes sio
alcoois ou éter de cadeia longa. Nio se observa a separagdio de picos, apenas a
presenca de um sinal largo evidenciando a sobreposi¢do dos mesmos (Figura
25). Pelo banco de dado fomecido pelo computador através do cromatograma,
podemos inferir que se trata de um composto ou metabolito apresentado na
Tabela 7 representado pela estrutura V (Figura 26).
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FIGURA 23 .Espectro de infravermelho da amostra 20. UFLA, Lavras/MG;,1999.

84



Scan # HI 22 - 31 } B.G. Scan # : ( 12 - 20 )

Mass Peak # : 163 Ret.

Time ; { S5.175 - 5.250 )

Base Peak : 57.10 ¢ 268781) ;
El i
t H
i i
' ;
’,* n v
T :
R ¥ :
B i
oo :
T |
] ~1!%§Gi‘ moor |0 140 161 172 198 213 237 259 277 298 316 334 |
S0 100 150 200 250 300 350

FIGURA 24.Espectro de massa da amostra 20. UFLA, Lavras/MG, 1999.

TIC

2402525
\

FIGURA 25.Cromatograma obtido em CG da amostra 20, extraida de folhas de chapéu

de couro cultivadas na regiio de Lavras. UFLA, Lavras/MG, 1999 (coluna
com fase estaciondria SE-34),
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Tabela 7. Valores de fragmentos de massa, probabilidade, tempo de retencdo e
respectiva substincia identificada da amostra 20. UFLA,
LAVRAS/MG, 1999,

Sinais *T.R.
N’ mw/Z | (minutos) % composto
1 57,10 5,16 86 Oxirane,( tetradecyloxy) metyl
*Tempo de retengdo

H,C — CH,),,CH-
Z\O/CH( 2)12CH;3

A
Oxirane, (tetradecyloxy) mety!

(Amostra 20)

FIGURA 26. Provavel estrutura quimica da amostra 20. UFLA, Lavras/MG,
1999.
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6.4 Conclusdes

Através de interpretagdo e comparagdo visual dos parametros obtidos
no IV e no CG/EM, acredita-se que os componentes presentes nas amostras 7 e
12 tenham a mesma estrutura, sendo que a mais provavel devera ser o
hexanodioic acid, dioctily éster ou um metabolito muito proximo deste. Isto é
confirmado através da porcentagem de probabilidade obtida no cromatograma
em CG/EM e do mesmo ser encontrado com 92% para a amostra 7 e 91% para a
amostra 12. Ja para a amostra 20, o mais provavel é que seja Oxirane,
(tetradecyloxy) metyl com 86% ou um metabolito muito proximo deste.
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7 CAPITULO IV

IDENTIFICACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO
ESSENCIAL DE Echinodorus cf scaber Rataj

RESUMO

Nos oleos essenciais estio os principios ativos mais conhecidos,
produzidos pelas plantas em resposta as necessidades biolégicas e para o seu
desenvolvimento. Geralmente sio pouco soliveis em agua, e por serem
substincias volateis, evaporam-se com facilidade quando submetidas ao calor. A
estes compostos sdo atribuidas varias agdes genéricas farmacolégicas que se
modificam de acordo com as caracteristicas de cada espécie. A espécie
Echinodorus cf scaber Rataj é uma planta nativa que pertence a familia
Alismataceae, conhecida popularmente por ‘chapéu de couro’. Devido a agio de
seus principios ativos, suas folhas sio utilizadas como diurético, antiofidico,
depurativo, antireumético, antiinflamatério e para normalizar acido trico,
combatendo a gota e artrose. O estudo do dleo essencial desta planta objetivou a
extragio e o estudo da composigio quimica de suas folhas através das técnicas
de cromatografia de camada delgada (CCD), IV, EM/CG. O material vegetal
selecionado foi cultivado em casa de vegetagdo do Departamento de Agricultura
da UFLA. O dleo essencial das folhas frescas de chapéu de couro foi obtido por
destilagdo de arraste a vapor, extraido com 3 porgdes de cloreto de metileno.
Reuniram-se as fragSes organicas, evaporou-se o solvente, secou-se com sulfato
de magnésio anidro; o produto final apresentou um aspecto esbranquicado de
odor agradavel. Este foi analisado por (CCD), no qual desenvolvimento
cromatografico nas varias misturas submetidas, comportou-se de forma
unidimensional e ascendente, sendo que o melhor resultado obtido com a
mistura binaria metanol/cloroférmio (98:2). Posteriormente, fragdes do isolado
foram levadas para anilise no IV e no EM/CG.
Resultados:
Aspecto: dleo esbranquigado, odor agradavel
Solubilidade: cloreto de metileno
Rf: 0,86 (98:2) metanol/cloroformio. Revelagdo : Iodo
IV: vNaCl (cm™) : 3060; 2058-2856; 1728; 1600-1581; 1490; 1286-
1274; 1122-1072; 802cm™
EM: mz (%) 149 (100%); 57 (62%); 149 (52%); 57 (13%); 105 (16%); 149
(77%)

*Orientadora: Maria das Gragas Cardoso - UFLA, José Eduardo Brasil Pereira
Pinto — UFLA (Co-orientador)



7 CHAPTER IV

IDENTIFICATION OF THE CHEMICAL COMPOSITION OF THE
ESSENTIAL OIL OF Echinodorus cf scaber RATAJ

ABSTRACT

In essential oils lie the best known active principles; they are produced
by the plants in response to the biological needs and to their development.
Generally, they are poorly water soluble, and for being volatile substances, they
evaporate easily when submitted to the heat. To these compound, are ascribed a
number of generic pharmacological actions which modify according to the
characteristics of each species. The species Echinodorus cf scaber Rataj, is a
native plant belonging to the family Alismataceae, and is popularly known for
leather hat'. Due to the action of its active principles, its leaves utilized as
diuretic, antiophidian, depurative, antirheumatic, antiinflamatory, and for
normalizing uric acid, combating both gout and arthrosis. The study of the
essential oil of this plant aimed at the extraction and study of their leaves'
chemical composition through the techniques of thin cromatography (TLC), IV,
CG /EM. The plant material seleted was grown in greenhouse of the Agricultural
Department of the UFLA. The essential oil in the fresh leaves of leather hat was
obtained by steam drag distillation. It was extracted with three portions of
methylene chloride. Organic fractions, were pooled, the solvent evaporated it
was dried with anhydrous magnesium sulphate; the final product presented a
whitish aspect with agreeable odor. This was analyzed by (TLC), where the
cromatographic development in the several mixtures submitted, procceded in the
unidimensional and rising fashion being that the best result obtained was with
the binary metanol/cloroférmio (98:2). Afterwards fractions of the isolate were
taken to the analysis in IV and in CG/EM.

Results:

Aspect: whitish oil, agreeable odor

Solubility: methylene chloride

Rf: 0,86 (98:2) methanol/cloroform. Revelation: Iodine

IV: nNaCl (cm-1): 3060; 2958-2856; 1728; 1600-1581; 1490; 1286 -

1274; 1122-1072; 802cm-1

EM: mz (%) 149 (100%); 57 (62%); 149 (52%); 57 (13%); 105 (16%); 149
(77%)

*Advisor: Maria das Gragas Cardoso - UFLA, José Eduardo Brasil Pereira
Pinto - UFLA (Co-advisor)



7.1 Introdugio

Nos 6leos essenciais estdo os principios ativos mais conhecidos e eles
sdo produzidos pelas plantas em resposta as necessidades biolgicas e para o seu
desenvolvimento. O fato de os Oleos essenciais serem produtos do
funcionamento do metabolismo secundirio das plantas pode implicar em
grandes variagbes em termos de quantidade e composigio, de acordo com
fatores como: parte da planta, horario e época de colheita, ataque de patégenos e
ou, pragas, regime hidrico, dentre outros (Castro, 1998).

A estes compostos s3o atribuidas varias a¢Ses genéricas farmacologicas
que modificam-se de acordo com as caracteristicas de cada espécie, tais como as
de antivirdtico, antiespamddico, analgésico, bactericida, cicatrizante,
expectorante, relaxante, vermifugo, etc. Altas doses de dleo essencial podem
provocar, em geral, nefiites e hematurias (Martins et al, 1995).

A constituicdo quimica dos Oleos essenciais € muito complexa,
chegando alguns a centenas de compostos com diferentes fungdes organicas:
hidrocarbonetos, alcoois, cetonas, éteres, ésteres e fendis. Geralmente, s3o pouco
soliveis em agua, possuem aroma quase sempre agradavel e, por serem
substincias volateis evaporam-se com facilidade quando submetidas ao calor.

Viarios sdo os métodos utilizados para a extragdo destes éleos, que
devem ser escolhidos de acordo com as caracteristicas de cada espécie. O
processo mais utilizado para realizagdo das extragdes é o arraste por vapor
d’agua que apresenta extrema simplicidade, baixo custo, bom rendimento e
facilidade de execugdo. O método consiste em triturar ou moer o material a ser
extraido e colocar em um recipiente através do qual se faz passar uma corrente
de vapor d’agua, com ou sem pressdo. O vapor d’agua arrasta os produtos
volateis existentes no material e a mistura de vapores é conduzida a um

condensador em que os vapores voltam ao estado liquido, sendo este recolhido
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em um baldo. O dleo essencial, que é uma mistura de substincias organicas
imisciveis em agua, separa-se desta, formando um sistema de duas camadas ou
fases. A operagdo seguinte consiste na retirada do dleo pelo processo de
decantagdo; apds, o que esta pronto para o uso. Dependendo do tipo de planta, as
condigdes de extragdo podem variar quanto a dura¢do do processo e quanto a
pressdo ou temperatura do vapor d’agua utilizado (Craveiro et al., 1981).

A identificacdo dos constituintes que aparecem no cromatrograma de
um dleo essencial envolve o uso de técnicas espectrométricas de analise, dentre
as quais as mais frequentes s3o espectroscopia ultravioleta, infravermelho, de
ressonincia magnética nuclear de prétons e de carbono 13 e espectrometria de
massa (Craveiro et al., 1981).

Ha vanas citagGes na literatura de trabalhos visando a identifica¢do de
Oleo essencial em diversas plantas. Tais identificagdes permitem inferir as
diferengas qualitativa e quantitativa do dleo extraido das espécies, como é o caso
da  Cymbopogom citratus stapf (erva cidreira) e Cymbopogom nardus
(citronela). A extragdo de seus componentes volateis foi feita através do sistema
de armraste a vapor e a caracterizagio por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM), a qual indicou trés compostos principais na
erva cidreira: E-citral, Z-citral, f-mirceno, em ordem decrescente de abundincia.
Na citronela foram obtidos quatro compostos principais e outros de menor
proporgio. Os principais, em ordem decrescente de abundincia sio: citronela,
trans-geraniol, B-citronelol e 1-metil-4-(metiletenil) cicloexeno (Nascimento;
Chang; Queiroz, 1998). O estudo do dleo essencial de Anemia tormentosa var
anthriscifolia, conhecida popularmente como patchouli, indicou a presenca de
praticamente um componente, que representa uma por¢io de 76% da
composicdo total do éleo bruto. Analise em espectrometria de massa (CG-EM)
equipada com um banco de dados, por 'H RMN e por >C RMN, determinou a
estrutura do alcool de patchouli. Este é um artigo de comércio e um importante
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produto da perfumaria, sendo que Posgostemon patchouli é a tmica fonte natural
para a destilagio comercial do 6leo (Carvalho et al., 1998).

O estudo do dleo essencial em Echinodorus cf scaber Rataj, conhecido
popularmente por chapéu de couro, objetivou a extragio e o estudo da
composi¢io quimica de suas folhas através das técnicas de cromatografia de
camada delgada (CCD), IV, CG/EM.

7.2 Material e Métodos

O material vegetal selecionado foi cultivado em casa de vegetagdo do
Departamento de Agricultura da UFLA onde a classificacio da espécie foi
efetuada pelo professor Manuel Losada Gavilanes, do Herbario Botinico da
Universidade Federal de Lavras.

Folhas verdes de chapéu de couro (62,66 gramas) previamente
fragmentadas foram submetidas ao processo de arraste a vapor por 5 horas. O
liquido coletado foi colocado em um funil de separagio e a extragdo feita pela
adi¢do de 100mL de cloreto de metileno (3 vezes), o dleo solubilizou na fase
organica e a fase aquosa foi descartada. Acrescentou-se sulfato de magnésio
anidro ao oleo para retirar a umidade, filtrando-se o material e concentrando-o
em evaporador rotatorio. Os componentes do 6leo essencial foram isoladas por
CCD, cujo desenvolvimento cromatogrifico nas varias misturas submetidas
ocorreu de forma unidimensional e ascendente, sendo que o melhor resultado
obtido foi com a mistura binaria metanol/cloroférmio (98:2). Posteriormente,
fragdes do isolado foram levadas para anilise no IV e no CG/EM.
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7.3 Resultado e Discussio

Considera-se que o melhor resultado obtido por CCD foi o que utilizou a
mistura bindria metanol/cloroformio (98:2), obtendo-se um valor de Rf:0,86

reveladas sob vapores de iodo (Figura 28).

FIGURA 26. Cromatoplacas da amostra do oleo essencial de chapéu de couro
desenvolvidas em metanol/cloroférmio 98:2 e reveladas sob
exposicao a vapores de iodo. UFLA, Lavras/MG, 1999.
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De acordo com o espectro de IV apresentado pela Figura 27, observa-se
uma banda situada em 3060cm™ que pode ser atribuida ao estiramento da
ligagdo C-H de aromiticos. Entre 2958 e 2856 cm™ observa-se uma banda, que é
atribuida ao estiramento da ligagio C-H dos grupos metilas (-CH;), metilénicos
(-CHy)e metinicos (-CH). Em 1728 observa-se uma banda forte, evidenciando a
presenca do grupo carbonilico (-C=0), o qual é também confirmado pela banda
que aparece em 1303cm™ atribuido a estiramentos (-C-0). Em tomo de1490cm™
» aparece um sinal ao qual sdo atribuidos aos estiramentos de ligagdes C-H de
aromaticos. Um sinal em 802 cm™ ¢ caracteristico de vibragdes de ligagGes
C-H fora do plano para compostos benzendides substituidos na posi¢do orto e
para.

Segundo os dados do espectro de massa e 0s cromatogramas
apresentados pela Figura 28, observa-se que ha sobreposicio dos picos 9 e 10;
17 e 18, enquanto o pico 19 apresenta ombros. Assim, os espectros de massa
correspondentes a estes picos sdo de misturas e nio de substincias simples. Os
demais picos parecem ser de substincias puras. Como citado anteﬁormente, a
presenga da carbonila confirmada pela presenca das bandas dos estiramentos
C=0 e C-O ¢ marcante, indicando que a substancia é um composto carbonilado
e, de acordo com os dados, provavelmente de um éster (Tabela 8), representado
pelas estruturas: 1,2-benzenedicarboxylic acid, bis (2-methylpropyl) éster (I);
1,2-benzenedicarboxylic acid, monobytyl éster (II); didodecyl phthalate (III),
1,2-benzenedicarboxylic acid, diisodecyl éster (IV). Figura 29. Além da mistura
complexa de ésteres benzenodides, observou-se a ocorréncia de compostos
benzendides alifdticos que podem ter uma ou mais das seguintes estruturas:
Benzene,(1-butyloctyl) (V), Benzene,(1-propylnonyl) (VI), Benzene, (1-
ethyldecyl) (VII), Benzene,(1-methylundecyl) (VII), Benzene(l-

propylheptadecyl) (IX) da Figura 30.
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O composto hexanodioic acid, dioctyl éster (X), predominante nas
fragdes 7 e 12, encontra-se também no éleo da Figura 31.

4§
ea.ea; : : ! ‘ : i 1
% :
| 3
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- J 2x !
3 o b Y- -
.96000_| 8 § 238 :
= h -
T : r ] _ ' —= -
0.9 809 ) 0. 15,9 s

FIGURA 27.Espectro de infravermelho do éleo essencial de chapéu de couro.
UFLA, Lavras/MG, 1999.
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Tabela 8. Valores de fragmentos de massa, probabilidade, tempo de retencdo e
respectivas substancias identificadas do 6leo essencial de chapéu de couro.

UFLA, LAVRAS/MG, 1999.

Sinais *T.R.
N’ wzZ (minutos) % composto
1. 91 12,66 90 Benzene,(1-pentylheptyl)
2. 91 12,70 94 Benzene,( I-butyloctyl)
3. 91 12,80 92 Benzene,(1-propylnonyl)
4. 91 12,99 90 Benzene,(1-ethyldecyl)
5. 91 13,29 94 Benzene,( 1-methylundecyl)
6. 91 13.43 85 Benzene,(1-hexyltetradecyl)
7. 91 13,49 86 Benzene,(1-butynonyl)
3. 91 13,59 90 Benzene,(1-propylheptadecyl)
9. 149 13,79 82 1,2 Benzenedicarboxvlic acid,
bis (2-methylpropyl) ester
10. 149 13.87 81 1,2 Benzenedicarboxyvlic acid,
bis (2-methylpropyl) ester
I1. 105 14,08 78 Benzene,(1-methylundecyl)
12. 57 14,38 87 Hexadecanoic acid
13. 149 13,23 80 1.2Benzenedicarboxylic
acid,mono(2-ethylhexyl) ester
14. 149 17.34 88 Didodecyl phthalate
15. 37 17,63 84 Hexanedioic acid, dioctyl ester
16. 149 17,80 88 Didodecyl phthalate
17. 149 17,85 88 Didodecyl phthalate
18. 149 17,90 88 Didodecyl phthalate
19. 149 18,02 87 Didodecyl phthalate
20. 149 19,00 86 Di-n- octyl phthalate

* Tempo de retencdo
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FIGURA 30. Provéveis estruturas majoritarias das misturas complexas do éleo
essencial de chapéu de couro. UFLA, Lavras/MG, 1999.
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FIGURA 31. Provavel estrutura quimica presente no 6leo essencial e no extrato
de folhas de chapéu de couro. UFLA, Lavras/MG, 1999.
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7.4 Conclusdes

Baseando-se na interpretagdo e comparagdo visual dos pardmetros
obtidos no IV e no CG/EM, as estruturas sugeridas (pelo computador) presentes
no 6leo de folhas de chapéu de couro podem ser ésteres benzendides. A partir
dos dados apresentados pelo banco de dados, confirma-se que o dleo essencial é
quimicamente composto por uma mistura complexa de ésteres benzendides de
cadeia longa, sendo que entre aqueles apresentados na Tabela 8, os majoritarios
sdo:. 1,2-benzenedicarboxylic acid, bis (2 metylpropyl) éster; 1,2-
benzenedicarboxylic acid, monobutyl éster; didodecyl phthalate; 1,2-
benzenedicarboxylic acid; didodecyl éster; 1,2-benzenedicarboxylic acid,
diisodecyl éster; phthalic acid, diisodecyl éster; hexanodioc acid, dioctyl éster.

Além desta mistura complexa, observou-se a ocorréncia de compostos
benzendides alifaticos que podem ter uma ou mais das seguintes estruturas:
benzene,(1-butyloctyl), benzene,(1-propylnonyl), benzene, (l-ethyldecyl),
benzene,(l-methylundecyl),  benzene,(1-propylheptadecyl). O  composto
hexanodioic acid, dioctyl éster, predominante nas fragdes 7 e 12, encontra-se
também no dleo, portanto conclui-se que este deve ser um dos componentes
responsaveis pelo principio ativo da planta.

Neste trabalho, apenas alguns compostos puderam ser identificados,
havendo, assim, a necessidade de que sejam realizados novos estudos para
identificar um maior nimero deles, tendo em vista que todas as anilises
realizadas indicaram ser este éleo constituido de dezenas de elementos. Assim,
um estudo detalhado com dados obtidos por RMN'H e RMN"C em conjunto

com aqueles obtidos, elucidaria claramente as estruturas dos compostos.
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Dependont varfable: g8

Experimento 1

Sus of Wean
Source oF Squares Square
REPIC 1 3,0085470 3.0085470
Error 20 €0.0914530 J3.04985726
Corrected Tota) 2) 64.0000000
R-Square c.v. Root MSE
0.047000 43.65756 1.7463
REPIC 8
LSMEAN
] 4.30769231
2 J3.55555556
Oependent Varlable: TAMED
Sun of Mean
Source [+ 3 Squares Sguare
REPIC 1 0.0102640 0.0102640
Error 20 0.7551632 0.0377732
Corrected Total 24 0,7657273
R-Square C.v. Root WSE
0.0313404 28.09310 0.1944
REPJIC TAIRIB
LSUEAN
) 0.67304615
2 0.71777177p
Dependent Vartable: MUR
Sum of Mean
Source oF Squares Square
REPIC 1 0.9506914 0.950G944
Error a 11.9305556 1.4913194
Corrected Total :J 12.8812500
R-Square Cc.v. Root MSE
0.073n05 38.71369 1.2212
nEriC HUR
LSHEAN
1 2.97222222
2 4.00000000
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F Value Pr>F
0.9% 0.3325 N>

8 Uttean

4.0000

F Value Pr > F
0.27  0.6079 3

TAIB Bean

0.6918

F value Pr>F
0.64 0.4477 33

R Mean

3.0750



rY

brpendent variable: nr

Sun of Mean
Source OF Squares Square
REPIC 1 15.991026 15.391026
Error 23 462.608974 20.113434
Corrected Total 24 470.000000
R-Square c.v. Root MSE
0.0J2180 IB.6G6207 4.4018
REPIC NN
LSMEAN
1 10.0461538
2 12.4166667
Dependent Varfable: na
St of tienn
Source OF Squnr-es Square
(13 & 1 588.09910 508.008019
Error 36 514.76923 14.29915
Corrected Total 37 1102.86842
R-Square C.v. Root MSE
0.533245 43.15135 J.7014
MEJO NR
LSMEAN
1 11.6000000 a
2 J3.3076923 b
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F Valuye

0.77

F Value

11,13

Pr > F

0.3507

HA Mean

11.600

rPe > F

0.0001

NR Mean

8.7632
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Dependent Varijable: TAncy

Sum of Uean
Source or Squares Square f Value Fr>F
REPIC ) 0.2374062 0.2374062 1.07 0.7060 I,
»e10 1 7. 0050005 2.003000ar, L} 4
REPIC*LE)O L] 0.4069n50 0.4062050 1.04 0.1821 &3
Error a3 9.5158120 0.2212900
Corrected To1a) a6 12.4574460
R-Square c.v. Root 15¢ TAMEX Kcan
0.236135 37.601R5 0.4704 1.2511
REPIC TAMEX
LSHEAN
L] 1.3076920
2 1.163808089 5
MELO TAMEX
LSueAn
] 1.44935897 a
2 1.02222222
REPIC  uEl0 TAMEX
LSueEAn
1 1 1.61538462 »
1 2 1.60000000 »
2 1 1.28333333 @
2 ? 1.04444444
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Dependent Variable

Source

DOSE

PLANTAS
DOSEPLANTAS
Error
Corrected Total

HL

Df

-

a N

23
1

R.Square

0.554052

-
ll
o+

xperimento 2

Sum of Mean
Squares Square

013.00252 204.60117
217.36209 108.68104
174.233710 29.05618
1343.4500 58.4109
3012.5714

c.v. Root MSE

43.05156 7.6427

DOSE R

AW =N

LSHEAN

22,9000000 2

16.0803333 a b
12.6333233 b
5.323333) b

FLANTAS . HR

00SE

a5 8 HWLWOUANNR = ==

LSHEAN

15.6375000 a
17.2000000 o
9.8750000 =n

FLANTAS un
LSMEAN

15.7300000
23.0000000

9.5000000
21.8000000
28.4000000
18.5000000
13.0000000
14,4000000
10.5000000
12.0000000

3.0000000

1.0000000

WA e DN = DN =N -
» OO B DD R D2 DODI
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F.Value

5.22
1.86
0.50

Pr>F
0. 0068

0.1782
0.8036

NR Mean

17.429



Dependent variable: nr

Source

DUSE

PLANTAS

DOSE* PLANTAS
Error

Corrected lotal

-~ -

Sua of Mean
OF Squares Square
X A208. 6556 1436.2185
2 1222.1445 611.0723
6 1205, 45090 233.2410
27 5707.4667 211.3877
a8 13272.35%0
R-Square c.v, Root MSE
0.569973 57.05999 14,530
COSE NF
LSHEAN
4 37,3333333 a
3 J30.37771778 @
2 22.4666667 a b
1 7.1666667 b
PLANTAS Nr
LSMEAN
' ?0.0458333 g
2 30.0875000 a
3 15.6250000 a
DOSE PLANTAS NrF
LSKEAN
1 1 6.2500000 a
[} 2 9.75000060 a
] 3 5.5000000 o
2 1 33.6000000 a
? 2 21.8000000 a
2 3 12,0000000 a
3 ' 41.3333333
3 2 38.8000000 g
3 3 11.0000000 o
4 t 31.0000000 g
4 2 50.0000000 a
L] 3 34.0000000 2
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F Value

G.70
2.89
1.10

Pr>F
0.0015

0.072a
0.J801

NF Mean

25.120



Dependent varlable: 1]

Source

o

mn

DOSE*PLANTAS
Error
Corrected Total

Sum of Mean
OF Squares Square
3 J47.06205 115.60762
? $17.221 29 LN AT TS
] 97.69538 16.2025G
29 233.60000 0.05517
40 R13.21951
R-Square c.v, Root mse
0.712247 50.85720 2.n3n>
COSE 1)
LSMEAN
4 9.5555555%6 a
) 7.20008809 3
2 5.40000000 b
1 1.36666667 c
PLANIAS NB
LSuEAN
[ 7.45833333 a
2 6.85000000 32
J 3.25000000 b
DOSE  PLANTAS ]
LSMEAY
! ' 1.0000000 a
1 ? 1.5000000 @
1 K] 1.0000000 o
2 | 7.0000000 o
2 2 5.2000000 a
2 3 4.0000000 &
3 1 10.3323333 a
3 2 10.2000000 o
3 3 1.3333333
4 1 11.5000000 a
4 2 10.5000000 2
4 3 6.6666867 3

F Value

14.36
.20
2.00

Pr > F

0.0001 3.2
0.0027 S:iy
0.0m8 jg

HB Mean

5.650%



Cependent variadle: Tus

Source

DOSE

PLANTAS
DOSE*PLANTAS
Error
Corrected Total

A-Square

0.480074

OO0SE

LN L

Sun of
Squares

0.6421916
0.0247960
0.2716400
1.1341383
2.1813436

c.v.

27.91885

Mean
Square

0.2163972
0.0123900
0.0453067
0.0420051
Noot MSE

0.2050

na

LSMEAN

0.92555556
0.81277778
0.66916667
0.59177778

PLANTAS

DOSE

S DS WWLDWODNNOA == -

® 2
oooT

T™B

LSUEAN

0.71291667 a

0.76570833

0.77083333 a

PLANTAS

BN >GNNS ON =W -

1.00060000
0.94333333
0.63333333
0.67000000
0.58750000
0.75000000
0.57666667
0.53200000
0.66666667
0.60500000

, 1.00000000
0.83333333

™e
LSNEAN

D Y D PO 2SS NGO D

F value

5.15
0.30
1.08

Pr>F
0.0060 Silh

0.7468 &5
0.3997 &3

THMB Mean

0.7341








