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ASPECTOS CULTURATS E PROSPECCAO DE ACTIVIDADE BIOLOGICA DO
COENTRO(Coriandrum sativiimn L.,)

Fernanda Delgado

RESUMO

Quatro anos de cultura do coentro em Castelo Branco permitiram concluir que a data de sementeira que
melhor resultou em termos de precocidade ¢ produgdo de raizes, folhas ¢ frutos, foi a registada em finais
de Fevereiro, obtendo-se produgdes médias por planta de 4g de peso seco de raizes, 9g de peso seco de
folhas e 9g de peso seco de frutos.

Simultineamente, estudou-se a presenga nesta espéeie de certas substincias com acgdo pesticida. Com
efeito, actualmente, a utilizacio crescente de pesticidas coloca graves problemas de natureza ecologica,
sendo necessario encontrar meios de protecgdo alternativos mais SegUros gue 0S CONVENCIONais.

A pesquisa deste tipo de substincias de origem vegetal efectuou-se realizando testes sobre a sua acgdo
no crescimento do micélio de fungos imperfeitos, Duas situagdes foram analisadas: ensaios no escuro ou
sob o efeito da radiagio luminosa na forma de wvisivel. A segunda situacio permitiu identificar
compostos cuja acgio resulta da activagio pela luz (compostos fototoxicos). Assim efectuou-se a

separagdo, selecgfio e identificagio deste novo tipo de compostos toxicos.isolados de raizes, folhas e
frutos.

Das folhas obteve-se a isocumarina designada por coriandrina, com uma acgio fototoxica apreciavel a
partir de 0,351g/mm?, nos testes em placas de silica-gel de 0,5 mm de espessura.

Das raizes extrairam-se trés compostos com actividade bioldgica em extracto bruto e sé dois (F ¢ B),
quando purificados,confinuaram com actividade fungicida. Em testes realizados em placas de silica-gel
com 0,5mm de espessura o composto F, possuindo um anel aromatico com longas cadetas ramificadas e
um grupe éster exibiu actividade a niveis de 3ug/mm? e o composto B ndo aromatico, a miveis de
0,9p/mm?.

Dos frutos nio fot isolado nenhum composto com actividade fungicida.

A optimizagio dos resultados obtidos com a coriandrina através de modificagdes estruturats sera, a
curto prazo, um aspecto de grande importincia para novos fotopesticidas. Estudos estes que poderio

também abranger areas em que se tente evitar a aquisicio de resisténcias por parte dos fungos
fitopatogénicos.

Finalmente, a total identificacfio dos compostos das raizes, impossibilitada pela escassez de tempo
efectivo deste trabalho, sera um outro aspecto a destacar nesta area.

Palavras chave : Coriandrum sativum L., coentro, Umbeiliferaca, Apiaceae, Cladosporium
cucumerinum; Fusarium culmorum; isocumarina; furanocumarina; fotoactividade; composto fotoactivo.
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CROP ASPECTS AND PROSPECT OF CORIANDER (Coriandrum sativum L,)
BIOLOGICAL ACTIVITY

Fernanda Delgado

ABSTRACT

Growing coriander in Castelo Branco for four years made it possible to draw the conclusion that the
sowing date which resulted in best precocity and yield, was by the end of February; the average dry
weight obtained per plant was 4g for roots, 9¢ for leaves and 9g for fruits.

In addition o the yield experiments the presence of substances with pesticidal action in this species was
studied. Since the increasing use of pesticides raises serious ecological problems such studies are useful
in order to find ways of an alternative protection, safer than the conventional ones.

Tesis on preparative TLC were performed to analyse the effect on the growth of fungi of the compounds
present in coriander. Plates were incubated either in the dark or under the irradiation of a light source
(400 to 700 nm). Light irradiance aliowed the identification of constituents which were only active when
activaied by light (photoactive constituents).

The separation, selection and identification of this new type of isolated constituents from Toots, leaves
and fruits was accomplished .

From the leaves it was obtained an isocwmarin, named corandrin, with a considerable phoioactive
action. In precoated silica gel of 0.5 mm of thickness activity was found when the amount of this
compound was in order of O.BSug/mmz or higher,

From root extract were obtained three constituents with biological activity but only two of them
(compounds F and B) showed photoactivity when purified. In tests accomplished in precoated silica gel
with 0.5 mm of thickness the F constituent, having an aromatic ring with long branched chains and an
ester group, showed activity at levels of Sug/mmz. The B constituent a non-aromatic constituents was
active at levels of 0.9yg/mm?2,

From the fruiis no constituent having a fungicidal activity was isolated.

It is hoped that in the short- term, a relevant aspect for the new photopesticides such as coriandrin will
be their structueral modifications. in such a way higher pesticidal action might be achieved and in addition
these new compounds could be less prone to resistance acquisition by fungi.

Due to lack of time it was not possible to have the complete identification of root constituents, which can
be another aspect of future research.

Key words: Coriandrum sativum L.; coriander; Umbeiliferaea; Apiaceae; Cladosporium cucumerinunt,
Fusarium culmorum; isocoumarin; furocoumarin; photoactivity; photoactive constituent.
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I-INTRODUCAOQO



1 - ASPECTOS GERAIS

Estima-se que apenas de 5 a 15% das 250.000 a 500.000 espécies de plantas superiores
existentes, tenham sido estudadas em relagio as suas propriedades biologicas.

BAJAT (1989) pbde apurar que ocorrem frequentemente nas plantas superiores compostos
naturats, com potencial utilizagio em novos medicamentos e substincias com acgao
pesticida ou alelopatica. Porém, o reino vegetal tem registado poucos trabalthos no ambito
das suas potencialidades como reserva de compostos altamente bicactivos.

As constantes pressdes ambientais ¢ o aumento da resisténcia de doencas e pragas aos
pesticidas convencionais, foram os pontos de partida para o estudo de novos meios de
controlo destes organismos, ecologicamente mais recomendados e aceitaveis.

O aperfergoamento na elaboragio de defesas quimicas por parte das plantas ao longo dos
séculos, originou, segundo LEY (1990), um manancial inexplorado de compostos

biologicamente activos, que podem ser utilizados como novos agentes de protecgio das
culturas.

Recentemente tém sido objecto de investigacdo substincias deste tipo, cuja acglo pesticida
decorre da absor¢ao da luz solar, designadas por fotopesticidas .

A particularidade deste tipo de acgdo, leva-nos a pensar que estes COmpostos sejam
selectivos, eficazes (as reagdes fotoquimicas sio em geral mais rapidas que as térmicas) e
biodegradaveis. Por outro lado, sendo activados apenas na presen¢a da luz, sero inécuocs
para os microrganismos benéficos do solo ndo expostos & iluminaco solar,



Estudos desta natureza, dada a pouca divulgagio entre nos, surgem frequentemente de
forma polémica, uma vez que a maior parte das investigagdes se circunscrevem a estudos a
nivel laboratorial, nada se podendo inferir sobre os efeitos "in vivo".

Pretendeu-se com este trabalho contribuir, de alguma forma, para o aumento de
conhecimentos, apresentando questdes e propostas para uma discussio do tema mais
pormenorizada , incidindo no estudo exaustivo dos compostos existentes nas varias partes
vegetativas de uma espécie cultivada e subespontinea da regifio mediterrinica, com
importancia no nosso pais pela utilizagio das suas fothas, em verde, em pratos tipicos da
cozinha tradicional. A sua utilizagio nfo se restringe, porém, 4 condimentar,
considerando-se também a sua importincia aos niveis medicinal e aromético. A escolha do
coentro (Coriandrum sativum L), adveio do facto de terem sido ja detectades nas suas
folhas e frutos compostos activados pela luz de interesse biologico (CESKA ef al, 1988).

De 1988 a 1990, decorreram ensaios, integrados no projecto "Medicinal Aromatic and
Spicy Crops", aprovade a nivel comunitirio para o INIA (Instituto Nacional de
Investigacio Agraria) no dmbito do programa AGRIMED (Agricultura mediterranica), em
cinco regides distintas do nosso pais, tendo constituido um trabalho pioneiro ao nivel de
estudos de espécies com interesse condimentar.

O objectivo primordial desse projecto foi o de inferir sobre aspectos de adaptag@o e
fenologia das seguintes espécies: Coriandrum sativum L., Melissa officinalis 1., Origanum
sativim L.,Salvia officinalis L.,Salvia sclarea L. Satureja horiensis L., Thymus vulgaris L.

No que diz respeitc a regido da Beira Interior, os ensaios tiveram lugar em terrenos
pertencentes a Escola Superior Agraria de Castelo Branco tendo-se também concluido
sobre as técnicas culturais mais adequadas as diferentes espécies.

Posteriormente (1990-1992), continuaram a realizar-se estudos de seleccio produtiva em
coentro, utilizando-se escalonamentos quinzenais de sementeiras na perspectiva de obtencao
de piantas com maior vigor vegetativo, methor adaptacio e melhor producéo.

Em simuitineo (1991-1992), usando como material vegetal, raizes, folhas e frutos das
culturas dos campos experimentais, fez-se a extracgdo de COmpostos com vista a detectar a
actividade biolégica. Esta foi avaliada em extractos brutos de cada um dos componentes da
planta e, subsequentemente, isolados, identificados e quantificados os COmpOstos que se
mostraram com actividade biologica ¢ fotobiolagica.

O material vegetal utilizado neste trabalho proveio de producdes obtidas em Julho para
frutos e raizes e, em Margo e Abril para as folhas.



2 -0 COENTRO

O coentro, espécie identificada por Linneau em 1753 e conhecido por koriander (Al),
cilantro (Esp.), coriandre (Fr.), coriander (Ing.) e coriandolo (it.), obedece segundo
FRANCO (1971 ), & seguinte classificagdo sistemnatica:

Familia - UMBELLIFERAE
Sub-familia - APIOIDEAE
Sub-tribo - CORIANDREAE
Geénero - Corigndrum L.

Espécie - Coriandrum sativam L.

2.1 - CARACTERISTICAS BOTANICAS

Planta herbacea, anual, originaria do Norte de Affica e Asia Ocidental, aparece espontinea
em varios paises mediterranicos.

Morfologicamente apresenta:
Raiz delgada, conica, fibrosa e muito ramificada.

Caule erecto, liso, cilindrico, ramificado na parte superior, auséncia de pelos e
aroma desagradavel em fresco, alcanca uma altura de 40 a 60 cm.

Folhas inferiores pecioladas, pinadas, com segmentos ovais em forma de
cunha, as superiores finamente divididas em lacinias lineares com aroma
caracteristico em verde.

Flores pequenas, brancas a ligeiramente rosadas, as da periferia radiadas (4-8)
dispostas em umbelas terminais, corola com cinco pétalas livres, inflectidas no
botdo, ovario inferior bilocular, évulo solitario em cada toculo.

O fruto € um cremocarpo (2-6), globoso duro, amarelado, faciimente divisivel
na maturagdo, dimensbes que variam entre os 1,5 a 5 mm de didmetro com
aroma e sabor aromaticos.

(FRANCO,1971; QUER, 1986) (Fig.1.1.).

2.2 - EXIGENCIAS EDAFO-CLIMATICAS

Cultura pouco exigente em termos de solos, sendo desfavoraveis apenas os muito acidos,
pesados ou mal drenados (BUSTAMANTE, 1987).



¥ig. LY - Coriandrum sativum 1. (Aparo e tinta da china sobre papel vegetal)




Planta sensivel 4 geada (GARDE e GARDE, 1981); a chuva e o vento podem ter uma acgio
nefasta se ocorrerem durante o periodo da colheita, ocasionando a fragmentagio e
rachamento dos pequenos frutos (FRANCISCO e HERTWING, 1986).

2.3 - TECNICAS CULTURAIS

FRANCISCO ¢ HERTWING (1986), referem que ndo se deve efectuar estrumacio no ano da
instalagio da cultura. Contrariamente, BUSTAMANTE (1981) aconselha esta técnica cultural.

Especie sensivel as deficiéncias de N, P, K, Ca e Mg. Tem sido usada na India como
indicadora da deficiéncia destes nutrientes no solo (SHARMA €& AGARWALA 1986). As
fertilizagbes com fosforo e potassio, originam sementes mais aromaticas (FRANCISCO e
HERTWIG, 1986) No entanto, com base num estudo de avaliagdo da resposta do coentro
fertilizagdo mineral, as aplicacBes de 50:50 e de 50: 30 Kg/ha de N : P,0s, conduziram na
Romenia s methores producSes em solos pardo-avermelhados (ROMAN e STEFEN, 1986).

Segundo MANGAL ef a/.(1986) niveis de salinidade superiores a 2,5 mmhos/cm reduzem a
produgdo e qualidade da semente.

2.3.1 - SEMENTEIRA

A sementeira realiza-se em local definitivo, podendo fazer-se na Primavera ou Qutono, caso
ndo haja perigo de geadas.

Segundo GARDE e GARDE (1581) a distincia na linha deverd ser de vinie centimetros e na
entre-linha de trinta centimetros. Porém, dos compassos de vinte ¢ dois € melo, trinta e
trinta ¢ sete e meio centimetros ensaiados na India por SUKHADIA et af. (1986) o compasso
de trinta centimetros originou a produgdo (14,17 Kg/ha).

A profundidade de sementeira varia entre os dois centimetros e dois centimetros e meio,
colocando as sementes nos sulcos abertos a distancias de dois a cinco centimetros. Apods a
germinagdo devem efectuar-se os desbastes necessarios (FRANCISCO ¢ HERTWING, 1986).

A quantidade de semente necessaria por ha de terreno também diverge segundo os autores.

BUSTAMANTE (1981) refere 4 a 5 Kg, FRANCISCO ¢ HERTWING (1986) aconselham 15 a
25 Kg.

2.3.2 - MONDAS E REGAS

A monda, deve ser sistematicamente realizada, desde a germinacio até a floragio
(FRANCISCO ¢ HERTWING, 1986).



A resposta das plantas & rega varia consoante o estado de desenvolvimento. O contetido em
massa verde ¢ superior de 15 a 50% em plantas regadas e nfio regadas.O conteido em
6leos essenciais também € superior assim como o crescimento (PENKA, 1978). Segundo
KASMELMOUS (1984), em ensaios efectuados no Sudio na €poca de Primavera-Verdo, a
percentagem total de 6leo e proteina decrescem significativamente, se o intervalo de rega
ultrapassar os 14 dias. '

2.3.3 - COLHEEITA E SECAGEM

A colheita de folhas realiza-se quando a planta atinje um minimo de cinco folhas verdadeiras
e antes do inicio do desenvolvimento da haste floral,

A colheita des frutos estd condicionada pelo seu estado de desenvolvimento. Se demasiado
verdes, ficam escuros ¢ pobres em éleos essenciais, ocasionando a sua desvalorizacdo
comercial. Se demasiado maduros ¢ secos, possuem uma deiscéncia natural, originando
perdas de produgdo.

Normalmente, a altura ideal para a colheita ocorre quando 50 a 60% dos frutos nas umbelas

mudam da cor verde para amarelo dourado, amarelado ou pardo (FRANCISCO e HERTWING,
1986).

A secagem dos frutos pode ser feita ao sol, a sombra, ou ainda utilizando secadores. Os
feixes de inflorescéncias devem ser suspensos com as umbelas voltadas para baixo,

recolhendo-se as sementes em tabuleiro & medida que a secagem se processa (FRANCISCO e
HERTWING, 1986; QUER, 1987).

2.4 - CONSTITUINTES QUIMICOS

2.4.1 - RAIZES

Poucas sdo as referéncias relativamente aos constituintes quimicos das raizes de coentro.

Porém, alguns compostos foram identificados na sub-tribo Coreandreae e 1o proprio
coentro.

CROWDEN e/ al. (1969) resumiram os conhecimentos no mbito da classificaco sistematica
com base na composigio quimica da familia Umbeliferae. Assinalaram como compostes
importantes os poliacetilenos encontrados fundamentalmente nas raizes, 0s quais, apesar de
existirem na tribo Apieae, nio foram detectados na sub-tribo Coriandreae. O mais
importante ¢ o falearinel que se utiliza como referéncia e que foi encontrade em
quantidades apreciaveis na Dawcus carola L.(Dauceae).

Furanocumarinas foram também identificadas em raizes, na maior parte das vezes em
misturas complexas. Na sub-tribo Corigridreae, uma em cada trés espécies apresentaram
estes compostos, embora ndo tenham sido identificados no coentro.



Um oligossacarido invulgar, denominado como umbeliferose{a-I)-galactosido-2Csacarose),
foi encontrado em raizes frescas do coentro.

2.4.2 - FOLHAS

Segundo GARDE ¢ GARDE (1981) a finalidade da cultura do coentro no nosso pais € guase
exclusivamente para a produgio de folhas frescas, ricas em vitaminas A Bj, BreCquese
utilizam fundamentalmente na culinaria.

CROWDEN ef al(1969), na sua analise de flavoncides em umbeliferas, identificam a
quercetina como o constituinte quimico mais representative em folhas de coentro.

Relativamente ao grupo das cumarinas foram identificadas por CESKA er al. (1988), em
folhas verdes e secas duas furanocumarinas 1someéricas, a coriandrina e a
di-hidrocoriandrina. Mais tarde BABA ef al.(1991) identificaram mais duas isocumarinas a

coriandrona A e a coriandrona B distintas pelo seu espectro de Ressonéncia Magnética
Nuclear (RMN) de 3C.

2.43 - FRUTOS

Da analise de frutos secos foram identificados flavonsides por CROWDEN ez al. (1969),
como o kaempferol ¢, enzimas (esterase I1). TALPADA ef al (1989), para além dos acides
cafeico e clorogénico, identificaram também taninos em pequena percentagem.

Em pequenas concentragbes aparecem  substincias fendlicas como o dcido
p-hidroxibenzéice, encontrado como um componente importante da Pimpinelia anisum L.
(DIRKS ¢ HERRMAN,1984).

Foram ainda identificados por CESKA et al.(1987), nos limites de detecciio duas
furanocumarinas o 5-MOP (S-metoxipsoraleno) ¢ o 8-MOP (8-metoxipsoralenc) Estes
autores evidenciaram a presenca de mais dois compostos fotoactivos, um deles nio
identificado e o outro provavelmente a imperatorina.

Relativamente 4 sua constituicio em oleos, MIRONOVA et al.(1991) indicam que cerca de

13% pertencem aos acidos gordos e que 0,15 a 1% a odlec essencial (COSTA, 1968 e
QUER,1987).

O 6leo essencial ¢, até agora o componente econdmicamente mais importante nesta caltura
obtendo-se dos frutos moidos por hidrodestilagdo, com rendimentos de cerca de 95%,
sendo utilizado nas indGstrias de alimentag&o, perfumes e licores (BORGES ef al., 1990).

O principal constituinte do dleo é o D-linalol num teor de 50-70% (QUER, 1987 ¢ WAGNER
et al., 1984), seguido em menores percentagens pelo acetato de geranilo, geraniol, borneol,
alcanfor, o-terpineol, 6xido de linaeol e nerol.Os hidrocarbonetos (a-pineno, canfeno,
sabineno, [B-pineno, mircena, o-felandreno, para-cimeno, limoneno, y-terpineno)



encontram-se€ em percentagens proximas de 20% (BORGES ef a@l, 1990; TASHINER e
NYKANEN, 1989).

A titulo complementar refira-se que se obtém por destilacio de toda a planta, incluindo os
frutos verdes, uma esséncia possuindo aroma desagradavel, de composigio quimica
completamente distinta, quase s6 constituida por aldeidos alifaticos (até 95%), entre os
quais se registam o n-decanal, n-u-deceno-l-al, 8-metil-2-noneno-1-al e, ainda o
trans-a-trideceno-1-al, cujo odor lembra o dos percevejos. Lstes aldeidos podem
considerar-se compostos intermedidrios entre o mirceno, também reconhecido nesta
esséncia e o linalol, caracteristico dos frutos maduros (CosTaA, 1968).

O dleo essencial é conhecido por ser alergénico tendo sido removido de diversas gamas de
produtos de higiene e cosmética (SCHEFFELIN, 1973).0 linalol é um constituinte volati]
capaz de promover dermatites por contacto.Porém. néo foram detectadas reacghes alérgicas
a folhas frescas de coentro.Como foi referido, o éleo essencial € obtido por hidrodestilacio.
Este processo néo permite a obtencio de outros Compostos a ndo ser os que se referiram,
Para identificar outros tipos de compostos bioactivos havera que optar por outrgs processos
de separagio (CESKA ef al, 1988).

Existem referéncias a utilizagio de Oleos essenciais como insecticidas ou fungicidas. A
toxicidade do 6leo essencial de coentros foi testada nos Estados Unidos como insecticida
por  BEERENTRUP e ROBBELEN (1987} em Callosobruchus maculatus Lasioderma
serricorne, Sitophilus oryzai e Tribolium confusum Nio exibiu toxicidade para o prmeiro,
fol pouco toxico para o segundo e terceiro, e moderadamente téxico para o tltimo.Quando
usado no tratamento superficial de grios de trigo, em concentragdes crescentes de 0,05;
0,1; 0,2%, 0 oleo revelou-se bom repelente para S. oryzal,

3 - PESTICIDAS CLASSICOS E PESTICIDAS BIOLOGICOS

Apbs a 2° Guerra Mundial, o dominio durante duzs décadas dos pesticidas organicos de
sintese, tem vindo a decair, principaimente pelos movimentos e programas ecologistas de
defesa do meio ambiente. Problemas relacionados com a safide publica, qualidade da 4gua,
preservagdo de habitats de vida selvagem e outros elementos de caracterizacac da alta
quahdade ambiental tém sido os aspectos mais considerados (FARRELL, 1990).

A diversidade de produtos de sintese produzida por parte das empresas comercializadoras
de pesticidas e a exagerada aplicacdo destes produtos na agrcultura, associada a
constatacdo de uma crescente acumulagio anual destes produtos ac longo das cadeias
alimentares, tém sido os pontos chave para o estudo de tecnologias alternativas de controlo
biologico dos agentes patogénicos das culturas (LYONS e ZALOM, 1990).

No vasto campo da quimica ambiental, os pesticidas cléssicos se utilizados racionalmente,
poderiam ser classificados como micropoluentes e xenobidticos (KIps, 1983).

Basicamente os pesticidas participam na biosfera segundo uma diversidade de reacgdes,
tanto de natureza fisica, fisico-quimica, quimica ou bioquimica, acumulando-se com maiores
prejuizos na litosfera e hidrosfera (Kirs,1985).
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No solo, apds reacgbes quimicas de degradagio, os compostos sio adsorvidos nas fracctes
organica e mineral dos complexos argilo-hiimicos. A adsorcio retarda a sua transformacdo
e decomposi¢Ao quimica e/ou bioldgica, podendo ser de tal ordem que os torne
indisponfveis 2 curto prazo, acumulando-se ao Jongo dos anos e s6 mais tarde
demonstrando a sua ac¢do toxica (BAILEY ef al., 1968). '

Muito poucos pesticidas ou os seus metabolitos biolégicos penetram no solo em
profundidade contaminando os lencois freticos. Porém, alguns casos ja foram assinalados

(HEDNICH, 1978).

A agua pode ser enriquecida por este tipo de agentes de varias formas. Tratamento directo
das aguas de superficie através de pesticidas e piscicidas (DUEE, 1977) e drenagem das
aguas de rega, enriquecidas por escoamentos superficiais em terrencs tratados (EDWARDS,
1973). Porém, a maior contribui¢do provém das aguas das chuvas que arrastam Os Vapores
de pesticidas existentes na atmosfera (Kips, 1985).

Estudos efectuados no Canada por MORIEY (1977) indicam, claramente, que os pesticidas
actuais apresentam problemas de polui¢io.O herbicida atrazina e o insecticida diazinio
aparecem em conceniragdes excessivas nas aguas de rega analisadas por essa equipa de
investigagio.

Apés o relatorio da Academia Nacional da Ciéncia dos Estados Unidos em 1976, os
investigadores tém procurado alternativas a estes produtos (NORMAN, 1976).A imprensa e
as revistas de divulgacdo cientifica tém-se tomado eco das preocupacdes da opinido publica,
em face do aumento dos residuos quimicos nas cadeias alimentares, ja para ndo falar das

resisténcias desenvolvidas pelas diferentes pragas e doengas aos pesticides (ANONIMOC,
1986).

Num futuro muito préximo vio iniciar-se restricdes a utihizagBio de pesticidas como
resultado destas crescentes preocupagdes com a preservagdo do meio ambiente (SIVA,
1980). Todo um conjunto de solu¢des, de modo a melhorar a resisténcia das plantas a pragas
e doencas, serdo viabilizadas, quer através de técnicas de controlo biolégico, quer através
de técnicas de engenharia genética ou sistemas classicos de methoramento (K¢, 1990).

A biodegradabilidade ¢ uma condi¢io que na pratica tem de ser levada em consideragio,
relativamente aos agentes de controlo bioldgico néo téxicos.

MARCHANT (1987) defende que um pesticida ou fungicida dito biologice, que tenha
exercido a sua ac¢do, deve subsequentemente decompdr-se num curto espaco de tempo em
moléculas, sem efeitos nocivos para o ambiente,

SILVA (1980), aconselha pesticidas mais especificos, de menor especiro de acglo e de
Menor repercursio ecoldgica. Em muitos casos o recurso & luta integrada, COMPTOMISS0
entre a luta quimica, luta biolégica e técnicas culturais, tem sido a versio mais racional,
levando a adoptar favordvelmente a utilizagio dos denominados pesticidas biologicos.

Apos os anos 70, um considerdve! interesse tem sido dado ao estudo de plantas capazes de
S¢ protegerem contra agentes patogeénicos, em resultado da sua capacidade de produzirem
substdncias com acgdo fototdxica € com propriedades msecticidas, fungicidas, bactericidas e

herbicidas(BOUGUERRA, 1990), existindo algumas patentes sobre alguns destes compostos e
modos de acgio.
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As primeiras patentes foram dadas & equipa de Rebeiz, da Universidade de Illianois em
Urbana nos Estados Unidos, nos finais de 1986 e iniciaram-se com estudos em herbicidas
fotodindmicos, também designados como herbicidas laser, que tém como base de accio &
inibigio da sintese de clorofila nas plantas a destruir Este conjunto de pesticidas tém um
denominador comum, um acido aminado biodegradavel (acido S-aminoiévulinico, ALA) ¢

um conjunto de substincias denominadas modeladoras da sintese da clorofila (REBEIZ ef ai.,
1988).

Pela mesma equipa foram realizados estudos com compostos fotoactivos testando a sua
acgdo como Insecticidas, com efeitos fototdxicos semelhantes, desta vez actuando a nivel da
biossintese de hemoglobinas e citocromos, denominados como insecticidas porfirinicos.
Tratam-se de compostos biodegradaveis, altamente selectivos e eficazes a baixas
concentragdes (REREIZ ef al. 1988).

A utilizagio de compostos fotoxicos de plantas tem sido também corrente em actividades
antibidticas contra bactérias (Escherichia coli), leveduras (Saccharomyces cerevisiae ¢
Candida albicans) (WAT et al., 1580), nematodos e alguns virus. A actividade antifiingica
foi inicialmente testada em Aspergillus fumigans e Mucor biemalis (TOWERS ¢ HUDSON,
1987),tendo sido utilizados posteriormente conira fungos fitopatogenicos.

HEriz (1987) conclui que os préximos passos devem seguir as experiéncias de Rebeiz e da
sua equipa, nas quais as moléculas toxicas sio obtidas a partir de principios conhecidos da
propria bioquimica das plantas visadas,

4-ACCAO FOTODINAMICA DA LUZ E COMPOSTOS
FOTOACTIVOS

Segundo HEITZ(1987) referéncias aos efeitos quimicos induzidos pela fuz em alcaldides, tém
a sua ongem no séc. XIX, fruto de ensaios realizados por Marcacci em 1888 Porém, so &
partir dos anos 70 estes aspectos foram retomados e, iniciados estudos mais profundos,
apesar da expressdo "ac¢fo fotodindmica da luz" ter sido utilizado pela primeira vez por
Jodlbaner e Von Tappeiner em 1904,

A expressao "acgio fotodinimica” foi definida mais tarde por SPIKES e GLAD (1964) como
o efeito destruidor sobre um organismo, célula ou virus, exercido por substincias que, por
absorgdo de luz solar ou radiagio ultra-violeta (UV) de longo comprimento de onda (320-
400 nm), se transformam em estados electrénicos excitados altamente reactivos.

Segundo SPIKES e STRAIGHT (1987) muitas centenas de compostos tém sido examinados
pelas suas capacidades de fotorreaccio com  biomoléculas (funcionando  como
sensibilizadores). De entre eles destacam-se produtos naturais como porfirinas férricas-hvres
(coproporfirina, protoporfirinas e uroporfirinas), flavinas (ribcllavinas e FMN), clorofilas e
um conjunto de produtos secundérios como sejam os alcaléides derivados do triptofanc, e
outros compostos como as B-carbolinas, quinonas, furanocumarinas, furanocromonas,
furanoquinolinas, poliacetilencs, tiofenos (TOWERS e CHAMPAGNE, 1987) (Quadro 1.1).
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Quadre L1 - TIPOS DE FOTOACTIVIDADE DE COMPOSTOS DE ORIGEM VEGETAL

Tipo de composto Origem Exemplos Tipode Referéncia
de compostos fotoactivos | fotoactividade N
Compositae
Leguminosae
Furanocumarinas Moraceae Angelicina Larvicida Berenbaum
Rutaceae Feenw(1981)
Solanaceae 3-Metexipsoraleno Antifingica Johnson (1983)
Umbelliferae
Antiviral
Rutaceae
Furanocremenas Umbelliferae Quelina Bactericida Towers
Champagne{15987)
Antifingica
Alcaléides Rutaceage Dictamina Antifingica Towers
Furanoquinolinicos Champagne(1987)
Quinonas Hypericaceae Hipericina Larvicida Krox ef al.{1987)
Antiviral Cassady el al.
(1950}
1-Fenil-1,3,5-heptatnino | Insecticida
Acetilenos Asteraceae Amason ef al.
Tiofenos a-Tertienilo Larvicida (1987
Insecticida

S&o conhecidas pela sua accio fotodinamica "in vitro”, biomoléculas como alguns 4cidos
organicos, alcodis, aminas, hidratos de carbono, acidos nucleicos, algumas bases purinas e
pirimidinas, hormonas vegetais, proteinas, amincacidos, lipidos insaturados, pirrdis, esterdis
& algemas vitaminas.

Foi-se criando interesse principalmente entre bioquimicos e fotobidlogos, no estudo dos
mecanismos que controlam as reacgdes de fotoxidacio de determinados corantes por acgio
de determinados comprimentos de onda, nos efeitos exercidos sobre as celulas vivas e os
constituintes celulares (TIEITZ, 1987).

Um dos potenciais produtos das reaccdes fotoquimicas é o oxigénio em forma de
singleto(0,) que, na maioria dos casos é considerado um agente prejudicial para todos os
organismos vivos (WASSERMAN e MURRAY, 1979).

KNOX e DODGE(1985) demonstraram que a acgdc defensiva de muitos produtos
secundarios em reacgdes controladas pela luz, envolviam transferéncia de energia para o
oxigénio, transformando-o em formas activadas ('0,) . Nestes casos o oxigénio participaria
num mecanismo de defesa contra a toxicidade provocada pelas reacgdes fotoguimicas.



Quando na fotosensibilizagio é envolvido o oxigénio, as reac¢des ocorrem segundo dois
mecanismos distintos € designam-se por reaccdes fotodindmicas de: Tipo I e Tipo O
(FOOTE, 1987). Resumindo, para ambos os Mecamsmos, ¢ primeiro passo para que o
processo ocorra envolve a absorgao da luz na banda do visivel ou do UV através de um
sensibilizador. '

No mecanismo do Tipo I @, os sensibilizadores excitados convertem o substrato a produtos
sob a forma de radicais livres, que, na presenga do oxigénio, se convertem em produtos
oxidados.No mecanismo Tipo II ©, a excitagdo dos sensibilizadores origing uma reaccdo
gue causa a formagao de singletos de oxigénio ('O}, indo estes, por sua vez. reagir com o
substrato, convertendo-o entdo em produtos oxidados. Nos casos €m gque o oxigénio nio
partictpa @, a reacgio da-se por transferéncia electronica ou de protie entre um
sensibilizador excitado e o substrato (Fig.1.2),

IA*+ DA+ DY R-H +3R',C=0*>R' + R,C'OH ISHL0 810,
j 02\ 0, ‘\\ ‘0, +substrato —
A+0y DO, R-00' outros radicais reacgOes sensibilizadas
1 2] 3]

Fig.1.2 - Tipos de mecanismo de reacgdes fotoquimicas.

Na pesquisa de compostos vegetais fotoactivos a maior parte da investigagio tem-sc
baseado no isolamento e identificacdo de novos compostos fototoxicos, assim come no

estudo geral dos seus mecanismos de accko e no tipo de organismos sensiveis a esta accao
(HErTZ, 1987).

Dos compostos com acgio fotodindmica, alguns tém particular importéncia no reino
vegetal, mas far-se-4 referéncia particular, neste trabatho, aos grupos de compostos nos

quais se podem integrar as substancias isoladas do coentro que demonstraram actividade
biologica e fotobiologica.

4.1 - CUMARINAS

As cumarinas foram isoladas em 1820 da fava tonca (Dipteryx odorata Willd) e dai a sua
designacao, j4 que o nome vernaculo desta espécie ¢ "Coumarou".

$d0 compostos naturais que possuem o nicleo 2H-1-Benzopirano (NEILSON,1971) sendo
€ste O seu principio activo. Pertencem ao grupo das lactonas insaturadas, relacionado com
os acidos fenolicos. As suas estruturas sio muito varidveis, conhecendo-se até ao momento
um numero total de 800 nos vegetais superiores, havendo, porém, familias onde ocorrem
com maior frequéncia: Leguminoseae, Compositeae Moraceae, Meliaceae mas, sobretudo,
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nas familias das Umbellifereae ¢ Rutaceae, sendo nestas Gltimas que aparecem as estruturas
mais complexas.

Nem todos os tipos de cumarinas apresentam actividade biocida, sendo fundamentalmente o
grupo das cumarinas complexas que apresentam reaccdes de fotoxicidade.

Segundo WAGNER ef al. (1984) as cumarinas podem ser classificadas em simples e

complexas.

a) Cumarinas simples

Muitos dos compostos deste tipo sio substituidos com um OH ou OCHj nas posigdes C-6
ou C-7. As substituigdes em C-5 e C-8 si0 menos comuns. Correspondem assim a anéis
hidroxilados e aos seus ésteres.

Fig.1.3 - Esquema da estrutura geral das cumarinas simples

b) Cumarinas complexas

Compostas fundamentalmente pelas furanocumarinas e pelas piranocumarinas,

by) Furanocumarinas

Tomande como base a formula geral das cumarinas simples o anel furano aparece nas
posigdes C-6 e C-7 no tipo-psoraleno(linear) ou em C-7 e C-8 no tipo-angelicina(angular).

Na Fig.1.4 representa-se a formuia geral das 6,7-furanocumarinas assim como alguns
exemplos de origem vegetal.

Na Fig.1.5 a formula geral e exemplos das 7,8-furanocumarinas.
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R1 Rz Faranocumarina
H H Psoraleno
OCH; H Bergapteno
H OCHy Xunlolexina
H OH Xantotoxol
OCH, OCH, Isopimpinelina
CHy
H -0CH2-CH=C Imperatorino
CH4
/CH3
-OCH4-CH=C H Isoimperatorino
CH,
O CHy
-OCHZ-C/'(,}Z/ H Copeucedanine
\CH3
CHg
-OCH:-CH-C\ H Onzpeucedaning hidratado
1 SHs
0on oH

¥ig.1.4 - Esquema geral e constituintes das 6,7-furanocumarinas (WAGNER e al,1984)

R1 Rz Furanocunarina
H H Angelicina
OCHa H Isobergapteno
H OCH; Esfondinic
OCH, OCH; Fimpinelinio

Fig.1.5 - Esquema geral e constituintes das 7,8-furanocumarinas (WAGNER ef af., 1984)




16

CROWDEN ef al. (1969) apresenta as furanocumarinas como um grupo que aparece

frequentemente em misturas complexas nas umbeliferas,o que conduz a certas dificuldades
na sua purificacio.

A toxicidade destes compostos resufta do facto de se interporem na dupla cadeia do DNA,
nas posicbes 3,4 ou 4.5 (TOWERS ¢ CHAMPAGNE, 1987), onde, apoOs activagdo pelas
radiagSes UV, formam duplas ligagdes covalentes com as bases pirimidinicas (Ivie ,1978).

SONG e TAPLEY (1979) demonstraram tratar-se de um mecanismo Tipo I, no qual os
radicais de oxigénio se encontram envolvidos. A fotorregeneracio de singletos de oxigénio
pelas furanocumarinas faz com que sejam potencialmente responsavels por inactivagdes
enzimaticas e ruptura de membranas (KNOX e DODGE, 1985),

IVIE et al. (1986),concluiram que ¢ incremento da fototoxicidade das furanocumarinas
angulares, relativamente as furanocumarinas lineares, ¢ devido i hidrélise extremamente
lenta dos anéis furano dos derivados furanocumarinicos das primeiras. Estas, apresentam,
por este facto, um efeito fotocarcinogénico superior.

Outros tipos de acgdes das furanocumerinas foram também demonstradas por SONG e
TAPIEY (1979), envolvendo, neste caso, lesdes celulares por fotoxidagio e ligacdes
fotoactivas a proteinas celulares.

Este grupo de compostos ¢ talvez o mais bem documentado e o mais estudado a nivel da
sua actividade biologica, j& que a sua activa interaccio luz-matéria viva exerce uma
influéncia essencial nos ciclos biolégices .

As furanocumarinas t€m ainda acgbes importantes independentes da luz, cujos mecanismos
nao se encontram ainda bem estudados. A sua fotoactividade tem-se revelado como
claramente ecologica, tornando-as importantes sob o pontc de vista agricola ambiental,
médico e da sande publica.

Sd0 compostos envolvidos na produgdo de ficalexinas como resposta a mfecgdes por

fungos em algumas umbeliferas (4piaceae) {JOHNSON e BRANNON, 1983), & podem tornar
fotossenstveis insectos e outros herbivoros (BERENBAUM er al., 1984).

bs) Piranocumarinas

O anel pirano encontra-se em C-7 ¢ C-8 do sistema cumarinico.

4.2 - CROMONAS

As cromonas sio compostos que possuem o nicleo v-benzopirano, a0 contrario
do a-benzopirano das cumarinas, sendo por isso um grupo isomérico destas.

S&0 as cromonas complexas que, por possuirem o anel furano,apresentam fotoactividade.
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Ri R2 R3 Furanecromonas
OCH4 OCH;4 CH, Quelina
OH OCHg CHj, Quelinol
OCH, H CHj Visnagina
OCHq H CH,0H Quelal
OCH4 OCHgy CH,0H Amiol

Fig.1.6 - Esquema geral e exemplos das furanocromonas (WAGNER ef al.,1984)

Existem ainda outros derivados cumarinicos com importéncia biocida e fototdxica como
sejam os furanocromenos e as furanoquinolinas.

A maionia destes compostos fototdxicos conhecidos apresenta em comum um fragmento
molecular semelhante ao nicleo cumarinico.

A observagio desta semelhanca indica a possibilidade de obtencio de variantes daguela
estrutura base, ndo sd optimizadas quanto aos requesitos de um fotopesticida mas também
permitindo combater a aquisicio de resisténcias por parte dos parasitas vegetais.

A concepgio de derivados de compostes naturais com vista a optimizacio da
fototoxicidade tem vindo a ser efectuada utilizando elementos adquiridos através de estudos
fotofisicos e fotoquimicos do "composto-mie”.

Tém assim sido sinietizados derivados de andlogos da cumarina modificando grupos
funcionais labeis (©C=0, -OH, -COOH, NH,) com dois intuites distintos © i) analogos das
cumarinas, furanocumarinas, cromonas, flavonas, etc., foram modificados de modo a
deslocar o seu espectro de absor¢do (340 a 380 nm) para a regido do visivel, melhorando o
seu rendimento de absorgio da luz solar (exs. tioquelina, tiocumarina,
8-metoxitiopsoraleno, 7.8-di-hidroxitioflavona); i) grupos funcionais sio modificados com
o objectivo de melhorar a fotorreactividade (ex.: resultados preliminares indicam que
qualquer modificagio quimica da estrutura molecular que implique uma destabilizacio da
dupla ligagdo pirrénica 3,4 induz um aumento da fototoxicidade (MAGANITA, 1992),

No Quadro 1.2 apresentam-se os efeitos de fotoinibicio registados em Fusarium culmorum
por alguns compostos naturais e a comparagio dessa acgdo com os seus tioderivados.
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Quadro 1.2- FOTOINIBICAO DE F.euimorum EM MEIO LIQUIDO, POR COMPOSTOS
NATURALIS E SEUS TIODERIVADOS.

(-) inactivo, (+) 0-25% de inibicdo

{(++) 25-50% de inibigdo

() 50-75% de inibigho

Familias de Compostos Foto Familias de Tioderivados Foto
Naturais Inibicio Inibicdo

Cumarinas Tiocumarinas

cumaring - &-metiliocumarina +

4-metil-7-hidroxicumarina - 7-meloxitiocumaring -

4-metil-7-meroxicumarina & 4-hidroxitiocumaring -

cumarina 153 + tocumaring 133 =

Furanocumarinas Tiofuranocumarinas

8-metoxipsoraleno ++ &-metoxitiopsoraieno =+
tiopsoraleno +
4.5, B-trimetiluopsoraieno T

Cromonas Tiocromonas

flavong - tioflavona 5
7.8-di-hidroxitioflavona %
o -nafiotiofiavona +
ticromona i
2-feniltiocromona-4-ona -
2-feniltiocromona-4-tiona 5

Furanocromonas Tiofuranoeromonas

quelina + toquelina +

5 - SUBSTANCIAS FOTOACTIVAS EM COENTRO

(Fonte: BORGES ef al.,1992)

E na parte aérea, fundamentalmente nas folhas que existem referéncias a este tipo de
compostos (CESKA ef al., 1988). Porém, nos frutos também foram referidos alguns
compostos fotoactivos mas em quantidades t3o infimas que sé foram detectados por testes
biologicos ultrasensiveis e nos limites de detecgdo (<0,005 ug/g) (CESKA et al., 1987).
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Nas folhas foi isolada wma furoisocumarina, a corandrina e um seu isdmero a
di-hidrocoriandrina por CESKA et al. (1988), sendo os primeiros exemplos de substancias
com anéis SH-furo(2,3-g)(2)benzopirano a serem identificados em fontes naturais. Estes
compostos foram estudados pela primeira vez testando a sua acgiio na bactéria Escherichia
coli Bg_j(rec+,exr-,hre-), um mutante deficiente na reparagiio do seu DNA e extremamente
sensive] as radiagdes ultra-violetas e a agentes alquilantes. Fotosensibilizacio letal e efeitos
mutagénicos na E.coli indicam uma ac¢fo da coriandrina mais activa que a do psoraleno
(ASHWOOD-SMITH ef al., 1989). '

A ceriandrina apresentou uma ac¢#o superior a di-hidrocoriandrina em todos os testes.
Outros testes fotobiologicos pretendendo verificar o efeito de compostos no controlo da
psoriase, doenga dermatologica, foram levados a cabo por ASHTWOOD-SMITH ef al. {1989),
comparando a coriandrna com furanocumarinas psoralénicas (3-MOP ¢ 8-MOP) e a
furanocumarina angelicina. Em consequéncia, a coriandrina registou uma rapida
metaboliza¢do, em comparagdo com as outras furanocumarinas, O que provocou uma acgao
fraca na actividade de fotosensibilizacdo da pele, surpreendendo os investigadores, ja que
este composto apresenta potencialidades elevadas em outros testes biologicos. Porém, esta
ac¢do menos activa tem como contrapartida um efeito carcinogénico menor.

Nas raizes ndo foram efectuados estudos de fotoactividade, apesar de CESKRA ef al. (1988),
referirem a existéncia de compostos fotoactivos em quantidades superiores as das folhas, Na
base desta questdo encontra-se o facto de ser dificil efectuar a purificagdo destas substincias
pela existéncia de uma mistura de agentes contaminadores.

6 - ESTRATEGIA PARA A PESQUISA DA BIOACTIVIDADE
EM PLANTAS.

Segundo HAMBURGER e HOSTETTMAN(1991) o processo de identificacio de um
constitwinte vegetal activo, principalmente no estado puro, é extremamente longo e lento,
requerendo uma colaboragio multidisciplinar de agrénomos, botinicos, farmacéuticos e
quimicos, envolvendo os seguintes passos (Fig.1.7) ;

B Colheita e/ou cultura, identificagio boténica e secagem do material vegetal;

® Preparacdo de extractos e andlises cromatograficas preliminares por
cromatografia de camada fina (TLC) e cromatografia de alta precisio (HPLC);

® Prospecgdo biolégica nos extractos vegetais;

® Consecutivas separagBes cromatograficas, em que cada fraccio serd submetida a
testes biologicos preliminares;

® Isolamento dos compostos e testes de pureza;

8 Elucidagdo da estrutura dos compostos através de métodes quimicos e fisico-
~quimicos;
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B Sintese parcial ou total,

® Preparagio de compostes derivados/andlogos para esclarecimento da relacio
actividade-estrutura;

@ Isolamento em larga escala para testes toxicologicos.

Eluaidagioda Estrutura

Extracgdo Separagio |
PLANTAS EXTRACTOS @:)MPOSTOS PU RO@

NS |

A Modificagao dz Estrutura
Testes biologicos

|
Testes bioldgicos

Fig.1.7 - Processo de obtengdo de principios activos de plantas (HAMBURGER e
HOSTETTMAN, 1991)

A observagdo no campo sera a técnica mais Gtil para os programas de prospecgdo de
actividade antimicrobiana e insecticida.

Uma referéncia especial para as caracteristicas a exibir pelos testes biclogices gue, para
além de terem de ser compativeis com o elevado nimer o de amostras a testar (extractos,
fracgdes de purificagio, compostos purificados, etc), terio também de ser simpies,
sensivets, rapidos, reprodutiveis e pouco onerosos. Conscante o fim em vista e o
MICrOrganismo a testar, assim se opta por um ou outro tipo de teste, utilizando-o depols em
larga escala para rastreios a nivel laboratodal ou a nivel industrial (HAMBURGER e
HOSTETTMAN,1991).

Na maioria dos testes laboratoriais em que se testa a reacgdo & luz (UV) com
microrganismos, utiliza-se a bactéria E. coli Bs-1(rec+, exr- hre-).

Para os casos da acgdo fungicida e para além de métodos de diluicio em placa de Petri por
medigdo dos didmetros de inibi¢do, utilizam-se como mais expeditos e rapidos os meétodos
de bicautografia directamente em TLC, designados genéricamente como testes biolégicos
de Cladosporium cucumerinum. Diversos trabalhos tém sido registados neste ambito,
envolvendo fungos como Colletorrichum lindemuthianum, Ascochyia fabae, Botrytis
cinerea, Rhizopus stolonifer e Alternaria longipes (BURDEN er al 1985 TOMAS-
BARBERAN ef al., 1988, WEINSTEIN ef al.,1981).
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7 - METODOS DE SEPARACAO E IDENTIFICACAO DE
COMPOSTOS

A identificacio de compostos de um extracto vegetal envolve inicialmente um conjunto de
processos de separagdo e purificagio dos mesmos, como ja foi referido.

Apesar de muitos esfor¢os ndo existe ainda nenhuma técnica universalmente aceite, como
sendo a melhor para a separagdo de um leque ti0 varado de substincias existentes nos
extractos vegetais.

O(s) métado(s) de separagio escolhido(s) devera(do) ser tal(is) que 05 Compostos sejam
obtidos como se encontram na mistura, recaindo a escolha no(s) metedo(s) que melhor

resultado der(em) para a separagio dos tipos de compostos pretendidos (SHRINER ef al.,
1980).

Os métodos utilizados sdo: destilagdo, sublimaco, recristalizagio e cromatografia.

ara a separagdo de compostos ndo volateis de extractos vegetais, os métodos de
cromatografia so os que mais se utilizam nos dominios da quimica ¢ bioquimica

(HOSTETTMANN et al.,1985).

A cromatografia pode ser definida como a ciéncia da técnica de separacdo onde se encontra
envolvida uma fase movel (solvente) passando por uma fase estacionaria (adsorvente da
coluna ou da placa). A separacic baseia-se na adsorgio selectiva e preferencial de
compostos da fase movel pela fase estacionaria (STAHL ef ., 1275)

Das técnicas tradicionais de cromatografia destacam-se como as mais frequentes a
cromatografia de papel (CP), cromatografia em camada fina analitica (Thin Layer
Chromatography-TLC), cromatografia de camada fina preparativa (PTLC), cromatografia
em fase gasosa(CG) e cromatografia em fase liquida {CL).

Com a PTLC poderemos separar compostos na escala do miligrama(] a 300mg) até
algumas gramas, surgindo como um método generalizado,

A PTLC em conjugagio com a CL &, ainda hoje na maioria das publicagdes cientificas, a

assoclagdo de métodos mais utilizados para a separa¢io de produtos naturais, em trabathos
laboratoriais.

Segundo HOSTETTMANN e? al (1985) as técnicas cromatograficas tém sofrido evolugio no
sentido de reduzir a duragio do processo de separacio sem interferir com a resotucio das
mesmas. Isto pelo facto de ocorrerem frequentemente medificages estruturais das
substancias activas extraidas de plantas durante os processos de separagio.

Actualmente dois processos adaptados aos métodos cromatograficos ciassicos t€m tido,

particular aceitacio. S#o eles a cromatografia centrifuga de camada fina(TLCC) e a
cromatografia liquida sob pressao(CLP).

Os métodos de CLP tém resultado nas suas diferentes facetas em elevadas eficiéncias de
separagio, rapidez e resolugio,
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Na CLP ¢ aplicada uma determinada pressio & coluna de cromatografia, originando as
varias modalidades, podendo estas ter pressdes de 2 até 100 bar e separar tamanhos de
amostra desde gramas 2o micrograma. Como o tamanho das colunas varia consoante a
quantidade da amostra, podem-se classificar as diferentes técnicas de CLP de acordo com a
pressdo utilizada para a separagio:

cromatografia de muito baixa pressio(2Zbar)

cromatografia de baixa pressiio(< Shar)

cromatografia de média pressio(5-20bar)
cromatografia de alta pressio(HPLC)(> 20bar)

m
B cromatografiz de alta precisio(HPLC)(100bar)

Outros métodos de alta eficiéncia recentemente introduzidos ndo requerem um Suporte
solido, baseando-se nas separagdes cromatograficas liguido-liguido, sendo a cromatografia

em gotejamento sob contra-corrente(CCC) o método mais simples (HOSTETTMAN ef
al.,1986).

Para a identificacio de um composto, tarefa muitas vezes morosa e dificil ¢ necessario
recolher o méximo de informagdes sobre o mesmo, examinando-se inicialmente aspectos
puramente fisicos(analise visual, olfativa, ponto de fusio e ebulicdo e caracteristicas de
solubilidade) e posteriormente aspectos estruturais.

Para a identificagdo a nivel estrutural, uma série de dados espectroscopicos podem ser
utilizados na obteng#o de informagdes sobre o composto ndo identificado.

A espectroscopia de infra-vermelho(IV) pode ser interpretada em termos da presenca ou
auséncia de grupos funcionais.

A partir da Ressondncia Magnética Nuclear(RVN) pederemoas, se & andlise for de 1H obter
informagio sobre os proides de uma molécula; se a analise for de 13C qual o nimero e tipo
de carbonos dessa mesma molécula. Através dos espectros COSY ,correlagio C-H ¢ DEPT
poderemos obter informacgdes adicionais sobre os acoplamentos entre os hidrogénics, quais
os hidrogénios que se encontram ligados a cada carbono e quais os tipos de dtomos de
carbono existentes na molécula (primarios, secuncarios, terciarios e quaternarios).

Pela espectrometria de massa podemos obter o ifo molecular, para além dos fragmentos
caracteristicos fornecendo-nos assim informag&es sobre a estrutura molecular do composto.

A espectroscopia de ultra-violeta(UV), resultante de excitagBes electronicas, €
especialmente importante em estudos de compostos com ligacdes insaturadas e em
COmpostos com reacedes fotoquimicas(SHRINER ef al.,1980),

Se o composto for cristalino, a analise por cristalografia de raios-X, fornecera uma ideia
mais concreta do mesmo.



Apos a interpretagio deste conjunto de dados(fisicos, quimicos e espectroscopicos), poder-
se-4 SUGETir uma estrutura para 0 composto.

A segunda etapa da identificacio de um composto desconhecido ¢ 2 pesquisa na literatura.
As propriedades do composto em estudo podem ser comparadas com compilagdes
existentes de dados publicados sobre todos os compostos estudados. Se se tiver acesso a
um banco de dados, instalado em computador, esta pesquisa sera realizada com maior
rapidez(ALLINGER ef al. 1976).

Para um composto novo tera de proceder-se a caracterizagdo e elucidacio da sua estrutura,
Para confirmar a estrutura postulada dever-se-a proceder 4 sintese do composto ou a sintese

de compostos seus derivados, comparando subsequentemente os dados espectrométricos
com os do produto novo.



I - MATERIAL E METODOS
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1 - CULTURA E SELECCAO DE MATERIAL VEGETAL

Como ja foi referido, através do programa AGRIMED,iniciou-se a cultura de coentro em
1988 |, na é€poca de Outono-Inverno, através de uma colecgio de frutos de diversas casas
comerciais portuguesas, assegurando de inicio 0 méximo de variabilidade.

A seieccdo dos frutos de um ensaio para outro efectuou-se no sentido de obter plantas com
maior produgdo e, que ndo apresentassem sinais de rachamento. Todos estes ensaics de
produgdo foram levados a cabo na Qta. da Sra. de Meércules, em terrencs pertencentes i
Escola Superior Agraria de Castelo Branco.

As sementeiras foram efectuadas nas épocas de Outono-Inverno e Primavera-V erac, sob
condi¢des culturais semelhantes. As sementeiras foram realizadas em canteiros casuaiizados
com trés repetigdes na area de cultura, distanciados entre si de 0,7m (Fig.2.1). Utilizou-se o
semeador manual para uma sementeira em linhas distanciadas de 20 cm. Na finka e, apos
monda manual, as plantas apresentavam uma distancia de 20cm, possuindo cada linha de
4m, 20 plantas e, cada canteiro 4 linhas.

Nao foram efectuadas mondas quimicas nem adubagdes e as regas foram realizadas com
uma cadéncia semanal.

oL
8
LEGENDA

Daras de semenieira

1 Finais de Janeiro

Fig.2.1 - Delineamento dos ensaios de campo.

1 Finais de Fevereiro

‘| Finais de Margo
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2- COLHEITA DO MATERIAL VEGETAL, FREPARACAO DE
AMOSTRAS E TECNICAS DE EXTRACCAO

Recolheram-se raizes, folhas e frutos, de ensaios de seleccBo que decorreram durante os
anos de 1989, 1990, 1991 e 1992, na regifo de Castelo Branco. As raizes foram recolhidas
em Julho, as folhas em Abril ¢, os frutos em Julho.

O material vegetal foi seco de forma diversa. No caso das folhas e raizes estas foram
colocadas em tabuleiros de rede numa sala arejada ¢ escura, a secagem dos frutos efectuou-
se com as inflorescéncias penduradas em molhos e, em posigio invertida.

A avahagio da produgdio da matéria seca das folhas realizou-se anualmente, nas trés
modalidades e, em todas as parcelas, num total de 90 plantas por modalidade. Para tal,
utilizou-se uma estufa de secagem, nas condigdes de 45°C durante 24 horas. No caso das
raizes, a secagem decorren em estufa de secagem, a 60°C durante 24 horas.

Todo o matenial vegetal seco foi sujeito a uma moagem, antes de qualquer outro
tratamento.

A extracglo, fot efectuada sempre, com o intuito de obter cumarinas. Por este facto,
seguiram-se metodologias utilizadas por diversos autores nas extracgbes de plantas da
mesma familia boténica e, nos mesmos orgios vegetativos.

Para evitar perdas de actividade, os extractos concentrados foram guardados em frigorifico
a temperatura de 5°C.

2.1 - RATZES

As raizes de consisténcia lenhosa possuindo uma raiz principal e um conjunto alargado de
raizes secundarias (Fig.2.2.A ¢ Fig.2.5), apresentavam um aroma acentuado depois de
secas, semelhante ao das folhas em verde. Proceden-se 4 sua moagem (400g), em moinho
de laminas "Wiley" e extracgio com acetato de etilo (2 1) durante 24 horas. O filtrado foi
concentrado sob vacuo em evaporador rotativo. O método de extracgio seguido (Fig.2.2.B)
fo1 o utilizado por CESKA ef al. (1986) para raizes de cenoura.

2.2 - FOLLHAS

Depois de secas (125g), procedeu-se 4 sua moagem (Fig.2.3.A e Fig.2.5) ¢ extrace#o com
acetato de etilo (0,5 1 x 5), durante 24 horas. O filtrado foi concentrado sob vacuo, em

evaporador rotativo. O método utilizado (Fig.2.3 B) foi o desenvolvido por CESKA ef o/,
(1988).

2.3 - FRUTOS

Amostras de frutos moidos (100g) (Fig.2.4.A e Fig.2.5), foram extraidos com acetato de
etilo (0,5 1 x 4), durante 20 horas. O filtrado foi concentrado sob vacuo, seguindo o método
utilizado por CESKA ef al. (1987) (Fig. 2.4.B).
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Raizes
(400g p.s.) B

Acetato de etilo
Agitagiio (24h)
T® ambiente

Filtracao

Material Filirado
extractado

Evaporagiio 4 secura (3.0g) o

Dissolucdoem cloroformio

PTLC

PTLC CLP

Testes biologicos Testes biolégicos das fracgoes e
do extracto dos compostos

Fig.2.2-Raizes
A Material vegetal (ndo moido e moido)
B . Esquema de extracgido



Folhas
(125g p.s.) B
Acetato de etilo
Agitagiio (24h)
T¢ ambienie
Filtracdo
Material Filtrado
extractado
Evaporagio 4 secura(2,5g)
Dissolugdo emmetanol
PTLC
L TLC
Testes biolégicos Testes biologicos das fraccdes
do extracto e dos composios

Fig.2.3- Folhas
A . Material vegetal seco (nfo moido e moido)
B . Esquema de extracgdo
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Frutos
(100g p.s.) B
Acetato de etilo

Agitagio (20h)
T® ambiente

Filtragdo

Material Filirado
extractado
Evaporagio(10,5g de xarope)

Dissolugdoem cloroférmio

TLC TLC

Testes bioldgicos

Testes biclogicos
das fraccoes

Fig.2.4-Frutos
A . Material vegetal seco (ndo moido e moido)

B . Esquema de extrac¢ido



Fig. 2.6 - Aparato laboratorial de separagdo por PLC, sob baixa pressio.
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3- SEPARACAO E ISOLAMENTO DE COMPOSTOS POR
CROMATOGRAFIA

Os constituintes das misturas foram separados por meio de cromatografia liquido-sélido ou
de adsor¢io, em coluna de vidro sob baixa pressio (bomba tipo FMI Lab Pump,
Modelo:RP-D, 220 VAC 50/60 Hz) (Fig.2.6).

Nas colunas usou-se como adsorvente a silica gel fina (ref. 7747, 60PF;54.MERCK),
colocando-se como filtro, na parte superior da coluna uma camada de cerca de lcm de
espessura, de silica gel grossa (ref. 7734, 60PF,s54,MERCK). O eluente usado wvariou
consoante as misturas a separar.

O controlo da separagio foi efectuado por cromatografia de camada fina analitica, em
placas de silica gel (ref. 5554 DC-Alufolien, 60PFp54) com 2,2 mm de espessura. Os
compostos foram detectados com luz ultravioleta (254 e 366 nm) ou, por revelagio das

placas com uma solugdo de vanilina/H,SO4 (3-5%) e uma solugo de hidroxido de pOtassio
em etanol a 5%.

O isolamento final dos compostos fez-se por sucessivas cromatografias da camada fina
preparativa em placas de silica gel (ref.5744, 60PF,54,MERCK), com 0,5 mm ¢ placas de
silica gel (ref.5717, 60PF,54 MERCK), com 2 mm.

No caso dos frutos foi realizado unicamente o isolamento de compostos por cromatografia
de camada fina preparativa.

3.1 - RAIZES

Apbs evaporagio do filtrado, dissolveu-se o extracto oleoso (3g) em cloroférmio (CHCLy) e
juntaram-se 9g de silica fina (ref. 7747), para formar a "cabeca" de uma coluna de CLP de
3cm x 50cm, preenchida com silica fina (ref. 7747) até 42 cm, contendo um filtro de cerca
de 0,5 cm de silica (ref. 7734).

O eluente utilizado foi a mistura de solventes hexano-pentano-acetato de etilo (AcOEt), nas
propor¢des de 7:7:5 até 7:7:9.

Sob baixa pressdo, com um debito de 15 ml min-! a 1 bar, foram sendo retiradas fracgdes de
20 ml. Apds rastreio inicial de bioactividade no extracto bruto, foram-se juntando fraccgoes
com caracteristicas idénticas em placas de cromatografia analitica e, novamente efectuados
os testes biologicos nestas fracgdes.

Todas as fracgdes que apresentaram bioactividade foram submetidas, consoante a
quantidade, ou a novo fraccionamento em CLP ou ao isolamento de compostos por PTLC.
Todas as fracgdes submetidas a CLP foram eluidas em mistura crescente de hexano-
acetona. O esquema geral de separagdo e purificagio encontra-se referido na figura 2.7.
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g Eluenie
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Silicagel ref 7734
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Pressdo baixa

——— Silicagel,

ref 7747
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20-34

35-47

48-58
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Coluna mée: 3 x 50 cm
Eluente: hexano-pentano-
-ac.etilo(7.7:5 7:7:9
Pressfio: 1 bar-15ml.m™
"Cabeca": 3g + silica gel

D

Placa F
E "
FRACCOES (10 ml)
== R (E: 3-5) Placa A
(E: 6-14) PlacaB
R
IR (R 2-4) PlacaR,
(R:2-25) PlacaR,
N
@ (N: 14-23) Placa N

ColunaE: 2x 50 cm
Eluente: hexano-acetona
Pressdo: 1 bar

"Cabeca": 1,1g+silicagel

ColunaR: 2 x 50 cm
Eluente: hexano-acetona
Pressdo: 1 bar

"Cabeca": 0,48g +silica gel

ColunaN: 2 x 50 cm
Eluente: hexano-acetona
Pressdo: 1 bar

"Cabega": 0,57g+silicagel

Fig.2.7-Esquema geral de separagio e purificago de compostosisolados de raizes
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Eluente

Presséo baixa

-+ "Cabeca"
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ref. 7747 "Cabeca": 2 5g +silicagel

V

FRACCOES (20 ml)

1
B "COLUNA F II"
6-13 Eluente
14-23 Pressfo baixa 7
Coluna F.II; 1x 30 cm
Eluente: hexano-pentano-
-ac. etilo
Pressao: 0.5 bar
"Cabeca": 0,2g+silicagel
FRACCOES (10 ml)
1-2
3-5 —— PlacaF
6-7
8§11 —— PlacaE
12-15 —— PlacaD
16-23 ——  Placa B (B)
24 > Placa B, Composto B
25-32 ——— Placa A(B
24-37 ———— PlacaC— (C) — Placa (; Composto C,
38-50
51-62
63-88
89-120

Fig. 2.8 - Esquema geral de separag@o e purificagio de compostoisolado de folhas
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3.2 - FOLHAS

O extracto verde gomoso (2,5g) foi dissolvido em metanol (CH;0H) e misturado a 7,5g de
silica (ref. 7747), para formar a cabega da coluna de CLP de 3cm x 50cm preenchida em
cerca de 31,2 cm de silica (ref. 7747), com um filtro de 1 ¢m de silica (ref.7734). O eluente
foi a mistura de solventes hexano-pentano-AcOEt nas propor¢des de7:7:6 até 7:7:10.

A pressio utilizada foi aproximadamente de 1 bar.
As fraccdes recolhidas foram de 20 ml e, apos rastreio de bioactividade juntaram-se
fracgbes com iguais caracteristicas em TLC e foram testadas novamente quanto a sua

fototoxidades.

A purificagio dos compostos fotoactivos efectuou-se por CLP ¢ PTLC segundo o esquema
representado na figura 2.8.

3.3 - FRUTOS

O extracto oleoso (10,5g) foi dissolvido em cloréformio e submetido a PTLC, cujo eluente
foi a mistura de AcOEt - hexano (1:7).

Cada placa possuia 6 pontos de aplicagio em concentragbes crescentes de 12,5 pg. As
placas foram submetidas a testes biologicos.

Nio se efectuaram separagdes em CLP, tendo-se obtido a separagdo de compostos por
purificagio em PTLC apds eluigdo com a mistura tolueno-AcOEt (93:7).

4-IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS ISOLADOS COM
ACTIVIDADE BIOLOGICA

Em todas as partes vegetativas analisadas, os primeiros passos de identificagdo basearam-se
em observagdes do aspecto fisico do composto (estado, cor, aroma).

Da analise das placas de TLC, registaram-se dados semi-quantitativos e foram também
medidos os valores de Rf e definida a coloragio das manchas caracteristicas.

Observagdes das placas em luz visivel, com comprimentos de onda UV-254 nm e UV-3065
nm, foi outra caracteristica descrita.

A identificacio preliminar das manchas, foi efectuada, por tratamento quimico e
aquecimento, com duas solugdes de pulverizacdo (VS e KOH) (ANEXO III).



a) Ponto de fusdo

Das constantes fisicas foi avaliado o ponto de fusdo (p.f), introduzindo uma pequena
porgio do composto no estado sélido, num tubo capilar (1 mm ¢), com cerca de 6 cm de
comprimento. Apds colocagdo do tubo na vertical e, da compactagdo da amostra na
extremidade inferior do mesmo, a medigio do p.f foi realizada num aparelho de marca
REICHERT-THERMOVAR.

b) Espectros de massa

Realizados em espectrometro de marca JEOL JMS-DX 300, a uma temperatura de 80°C e
70 eV.

c) Estrutura quimica

Foram tragados espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de 1H e 13C | assim como
espectros de COSY, de correlagdo C-H e DEPT em aparelhos de marca BRUCKER CPX-
300 ¢ BAUKER SMX-250,

As amostras solidas apds dissolugio em CDCly foram colocadas através de uma pipeta de

Pasteur, munida de filtro na sua extremidade, num tubo de vidro, com 5 mm de ¢ externo,
para RMN de !H e, 10 mm para RMN de 13C.

5- TESTES BIOLOGICOS

Para os testes biolégicos foram utilizados os fungos imperfeitos: Cladosporium
cucumerinum ELLIS e ARTHUR e Fusarium culmorum W. G. Sm. Sacc.. Ambos os fungos
cresceram em meio de PDA (Anexo IV), durante 10 dias para o Fusarium e, durante 24
dias para o Cladosporium, a 25°C, no escuro.

Suspensdes homogéneas em meio liquido (Anexo IV), foram preparadas em cdmara de
fluxo laminar (Fig. 2.9) por maceragio do micélio de cada fungo, seguido de uma filtragdo
através de funil de Buckner munido com redes de nylon (100 um ¢), sob vacuo.

A actividade biocida dos extractos, das fracgdes e dos compostos pures aplicados em placas
de PTLC de silica gel (ref. 5744, 60PF;54,MERCK)com 0,5 mm de espessura, foi detectada
por pulverizacio homogénia da suspensio do funge por toda a placa. As placas
pulverizadas foram colocadas em camara humida, num ambiente com cerca de 25°C de
temperatura,umas no escuro e as suas réplicas a luz (MATOS ef al.,1992).

Na analise fototoxica foi utilizada uma ldmpada OSRAM,18W, com radiagOes
correspondentes aos comprimentos de onda de luz do dia (Fig.2.10). Apos 72 horas eram
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avaliados gualitattva e quantitativamente os resultados. O crescimento do fungo era
paralizado através da acgdo conjugada de aquecimento e secagem.

Para os testes biologicos de acglo da concentragio dos compostos pures sobre o
crescimento do micélio dos dois fungos, cada composte diluido apropriadamente, foi
aplicado em quatro pontos marcados nas placas de PTLC, em volumes gue variaram de 0,5
a 2ul. Nestes pontos de aplicagio foi medida a area sobre a placa de silica-gel bem seca,
através da observagdo em condigdes de fluorescéneia e luz wvisivel Fol determinada a
concentracio aphcada de cada composto por ponto de aplicagdo.

Foram pulverizadas as placas com suspensOes homogéneas dos fungos, como descrito
anteriormente. As placas foram submetidas a condigfes semelhantes de temperatura (25°C)
e humidade relativa (100%), durante 72 horas, umas em condigdes de luz e as réphcas em
condicdes de escuro.

5.1 - CARACTERIZACAO SUMARIA DOS FUNGOS

Cladosporium cucumerinum Ellis e Arthur.

Subdivisio - DEUTEROMICOTINA
Familia - DEMATIACEAE
Genero - Cladosporium L.

O género Cladosporium possul esporos septados, conididforos demariacees com
ramificagbes, conidios poliblasticos com 0-3 septos e bragos de conidios em cadeia.

Cladosporium cucumerinum, ¢ um fungo unicamente patogéneo de plantas tendo sido
descoberto pela primeira vez em curcubitaceas e que, pelo facio de produzir uma doenga
designada por "Scab" ou gomose das curcubiticeas (ELLIS e HOLLIDAY, 1972), ¢
também conhecido por Cladosporium scabies Cooke (FARR ef al., 1989).

Tem como hospedeiros plantas dos géneros: Citrullus, Cucumis, Cucurbita, Helianthus
(INGOLD, 1961). FARR et al., (1989) indicam que se trata de um fungo que se encontra
distribuido pelo Norte da Aménca, India Oriental, Sudeste da Asia e Eurcpa.

E um bom fungo para a pesquisa geral da actividade vegetal anti-fingica
(HOSTETTMANN, 1987), podendc extrapolar-se a ac¢io positiva sobre este fungo, para
outros, principalmente, fungos imperfeitos.

Os seus esporos podem ser facilmente pulverizado sobre placas de TLC onde extractos de
plantas ou compostos puros tenham sido sujeitos a separagio (HOMANS e FUCHS, 1970).

Apos tres dias de incubagfo um micélio cinzento de fungo seré observado em toda a placa,
excepto nas zonas onde as substincias anti-fingicas existam (GOTTSTEIN ef al, 1984).



Fusarium culmorum (W. G. Smth) Sacc.

Subdivisio - DEUTEROMICOTINA
Familia - DEMATIACEAER
Género - Fusarium L.

O Fusarium culmorum é também conhecido por Fusarium roseum fsp. cerealis (Cke.)
Snyder ¢ Hansen (COUCH, 1976). Ha por vezes confusiio de nomes com os fungos F.
lateritium, F. sambucimum, F. graminearum e F. concolor. E um fungo que provoca
manchas crescentes nas folhas, em forma de ovo.

E uma espécie com um crescimento muito rapido, adquirindo uma coloragiic vermelha
intensa, que com a idade se vai tornando acastanbhada. N&o sdo produzidos microconidios.
Os macroconidios sdo uniformes em tamanho e forma, geralmente com 3 a 5 sepios, com
25-50 x 5-7,5 pm, produzindo fiadas simples, juntas, em bragoes de complexos conididforos.
Produzem-se clamidosporos de forma oval a globulosos.

Ocorre geralmente no solo e € importante agente patogénico dos cereais (ONIORS ef al.,
1981 e COUCH, 1976). Tem porém como hospedeiros géneros de plantas muito
diversificados como: Asparagus, Beta, Carya, Chamaedorea, Cheirodendron,
Chrysanthemum, Citrullus, Colocasia, Coronilla, Cucumis, Cucurbita, Dianthus,
Elacagnus, Eremochloa, Fragaria, Gardenia, Glycine, Gossypium, Humulus, Ipomoea,
Lens, Lotus, Lycopersicon, Malus, Medicago, Mentha, Meirosideros, Phaseolus,
Phytulacca,  Picea, Pinus, Pisum, Platanus, Poa, Prunus, Pseudotsuga, Phizophora,
Solanum, Striga, Trifolium, Triticum, Tulipa, Vicia, Zea (FARR ef al., 1989).



I - RESULTADOS E DISCUSSAQ
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1 - ENSAIOS DE PRODUCAO

As produgdes de raizes, folhas e frutos foram avaliadas em cada escalonamento anual da
cultura como se pode observar no Quadro IT1.1 e Fig, 3.1,

Quadro IIL1 — PRODUCOES DO COENTRO E DURACAQ DO CICLO CULTURAL
ENTRE 1989 E 1992.

Produgdes / Planta

ANO Data de Duracgio do
Sementeira ciclo g Peso seco g Peso seco g Pesa seco
Cultural raizes folhas frutos
1989 a 155 6,3 142 12,1
110 3,5 10,1 9.2
c 101 2.8 e 5
1990 a 137 4,7 268 5
b 115 4,3 23.0 1.9
c 106 Byl 17,0 0.4
1991 a 130 4.4 8.3 10,1
112 3.8 7.5 73
¢ 104 3.4 4.3 6.4
1992 a 138 435 11,5 14,6
114 41 10,1 10,5
c 107 3,3 7,5 87

IEGENDA: Datas de sementeira
a - Finais de Janeiro
b - Finais de Fevereiro
¢ - Finais de Margo
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A uma maior duragio do ciclo cultural correspondeu, em cada ano, uma maior produgdo
em matéria seca de todos os orgios da planta ( exceptuando-se o ano de 1990).

Notou-se uma proporcionalidade inversa na produgio de folhas e frutos, assinalando-se o
ano de 1990 como um caso anormal de producio de frutos, podendo o facto de os bamxos
valores registados estarem associados a baixas pluviosidades a partir de Abril e, elevadas
temperaturas, diminuindo a fecundag@o entomoéfila e, por conseguinte o nimero de frutos
(Anexos I e IT).

Para a maior produgio de folhas ndo se encontra justificacio a nivel dos factores edafo-
climaticos, assinalando-se porém o acréscimo significativo para o ano de 1990 relativamente
a0s Outros anos.

Ciclos mais curtos para os anos de 1989 e 1991, nas datas de sementeira b e ¢, estio
directamente relacionados com o aumento da temperatura média nos meses de Junho e
Julho, reduznde o periodo entre a floragio, fecundagio e maturagio dos frutos
relativamente 20s outros anos (Anexo I).

A fase fenoldgica de inicio dos botdes florais, fase até a qual se recolheram folhas teve em
todas os anos uma diferenca da data a de sementeira para a data ¢ de um periodo de um

més, iniciando-se no primeiro caso em inicios de Maio e no tltimo nos primeiros quinze dias
de Junho (Fig. 3.2).

A fase de frutificagio deu-se em todas as datas de sementeira e, em todos os anos , de finais
de Junho a finais de Julho.

A colherta de infrutescéncias foi em todos os anos € modalidades, iniciada no més de Julho,
desde o seu inicio até finais do mesmo consoante o ano decorreu com temperaturas mais

elevadas ou amenas e, menores ou maiores precipitacdes nos meses de Junho e Julho,
respectivamente.

As produgdes obtidas foram em média semelhantes, para frutos e folhas, as referidas por
Bustamante (1986), isto ¢, 10g frutos/planta e 8,7g peso seco de folhas/planta. J& o mesmo
ndo se verificou reiativamente as produces obtidas por outros autores. SASTRY ef al
(1989), obtiveram uma produgio de frutos de unicamente 3,3g/planta, na India, enquanto
que REDDY ef al. (1989) também na India obtiveram produgdes médias de 12,8g/plamta e
para SUKHADRA et al. (1986) 14,4g/planta.

2 - TECNICAS DE EXTRACCAQ

Pretende-se neste capitulo referir os rendimentos obtidos em extracta bruto a partir dos
diferentes orgfos em analise.

Enquanto gue nos frutos se registou um rendimento da ordem dos 10% e nas folhas de 2%,
no caso das raizes esse rendimento foi de apenas 0,75%.
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Sementeira de Sementeira de Sementeira de

Margo Fevereiro Janeiro

B Raizes
B Folhas
Frutos

1994

1992

1992 |

1991

Produgiio (g de peso seco/planta)

0 J % -3
101 104 1086

Duragao do clclo(dias)

Fig. 3.1 - ProducgGes do coentro e duragdo do ciclo cultural entre 1989 ¢ 1992,

Nota: Os valores que aparecem no interfor do grafico correspondem aos anos de cultura.

Fig. 3.2 - Florag@o do campo de cultura (Junho de 1990).



43

No primeiro e segundo casos os rendimentos seguem o registado na literatura (Ceska er al,,
1987; Ceska et al., 1988) enquanto que, no caso das raizes podemos ser levados a suspeitar
de um fraco poder extractor das condigdes desenvolvidas (AcOEt a temperatura ambiente).

3-FRACCIONAMENTO CROMATOGRAFICO E IDENTIFICACAO
DE COMPOSTOS ISOLADOS COM ACCAO FUNGICIDA

3.1- RAIZES

Foi determinado um teor de humidade das raizes de cerca de 40%, tendo-se efectuado as
extracgdes com 400g de peso seco, provenientes de 1Kg de matéria verde.

O extracto bruto obtido foi de cerca de 3g, tendo-se isolado por CLP ¢ PTLC, 15mg de um

composto F, 33mg de um composto B e 21mg de um composto R, com actividade
biolégica(Quadro I11.2).

O composto F existe nas raizes na concentragio de 15ug /g de peso em verde, sendo as
concentragBes de B e R, respectivamente 33ug /g e 21ug/g.

Da coluna mde obteve-se um rendimento de cerca de 74,6%, podende inferir-se um bom
poder extractor da mustura utilizada.

As amostras recclhidas foram agrupadas em fracgBes com idénticas caracteristicas visuais,
olfativas (Quadro IT1.3) e cromatograficas, sendo submetidas a testes biologcos.

Quadre 1.2 - COMPOSTOS ISOLADOS DE RAIZES, COM ACTIVIDADE BIOLOGICA

COMPOSTO PESO SECO  PROVENIENCIA FRACCOES  PURIFICACAQ

(mg)
F I3 fr. Fy de placa F 1-4 coluna-mie PTLC
R gl fr. Fy de placa F 1-4 coluna-mde PTLC
fr. Ajdeplaca A 3-5 coluna B PTLC
fr. Ry deplaca Ry 24 coluna R PTLC
B 33 fr. By de placa B 6-14 coluna E PTLC
ir. R de placa Ry 2-25 coluna R PTLC

fr, Ny de piaca N 14-23 coluna N PTLC
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Quadro ITL3 - ANALISE VISUAL , OLFATIVA E PESO SECO DE FRACGOES DE PLC DAS

RAIZES
FRACCOES ASPECTO VISUAL AROMA PESO (g)
Fc > 1-4 Xaroposo - oleoso Tipico de folhas em 00318
Amarelo dourado verde
Ec — 5-7 Xaroposo com grinulos 1,167
Esverdeado —
Rc — 8-19 Viscoso com granulos Oleo 0,488
Esverdeado
Nec ~3 20-34 Seco a xaroposo 0,570
Amarelo dourado —
D¢ — 35-47 Amarelo —_ 0,023
Mc — 48-58 Amarelo muito claro — 0,015
Ge — 59-9] Incolor — 0,003

CARACTERIZACAO DOS COMPQOSTOS PURIFICADOS

a) Composto nédo conhecido — F

a1) Propriedades fisicas
Estado; Solido-oleoso

Cor: Amarelo

Aroma: Aromatico

2;) TLC
Adsorvente: Silica gel ref. 7744 (Merck)
Eluente: Hexano-Acetona (3:1)

Rf: 0,8

Observagie nos UV sem tratamento:
254nm — incolor

366nm — castanho
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Observacio nos UV com pulverizacio quimica:
VS — castanho
KOH — amarelo

a3) ldentificag@o por RMN

Valores dos desvios quimicos & (em ppm) dos espectros em CDCly de IH-RMN e
respectivas constantes de acoplamento J(em Hz) e de 13C-RMN :

IF-RMN L3C-RMN
5 c 8
C-q 132,438
7,69(1=5,6) C-H 130,882
7,55(J=3,3) C-H 128,795
4,23(7=2,5) C-H, 68,152
3,43 C-H 38.716
2.61 C-Hy 30,350
1,59 C-H; 28,919
1,42 C-Hp 23,732
132 C-H, 22,986
0.0 CHy 14,057
C-Hj 10.958
C=0 167,766
(ester)

Apds as andlises por TH-RMN e 13C-RMN, pode avangar-se com a hipotese de se tratar de

um composto aromatico(l anel aromético), possuindo cadeias longas ramificadas e um
grupo éster.

A quantidade de composto sujeita a analise, nfo nos permitiu obter os resultados desejados,
podendo também a nivel da analise de 13C, haver picos dissimulados.

Apos a pesquisa dos dados espectroscopicos € por comparago com Outros compostos,
observam-se certas semelhangas dos espectros de I3C-RMN e de JH-RMN com os do
ftalato dietilico e com o ftalato bis(2-etil-hexilico), respectivamente (ANEXO I1I).
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b) Composto ndo conhecido— R

b,) Propriedades fisicas
Estado: Solido-oleoso
Cor. Amarelado

Aroma: Nao existente

by) TLC
Adsorvente: Silica gel ref. 7744 Merck
Eluente: Hexano-Acetona (3:1)

Rf: 0,54

Observacio nos UV sem tratamento:
254nm — rosa escuro

366nm — incolor

Observacio nos UV com pulverizacio quimica:
3 :
VS ——-rosa vivo

KOH — amarelo

NOTA: Apos purificagdo o composto R, perdeu as suas propriedades fungicidas, levando-nos a
abandonar a sua identificacdo final.

¢) Composto ndo conhecido — B

¢1) Propriedades fisicas
Estado: Sélido
Cor: Branco

Aroma: Nio existente

¢7) TLC
Adsorvente: Silica gel ref. 7744 Merck

Eluente: Hexano-Acetona (3:1)
Rf:0,25
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Observacao nos UV sem tratamento:
254nm —- azul

366nm — fluorescente
Observacio nos UV com pulverizagio quimica:
VS —rosa
KOH — fluorescente
¢3) Observagdes por RMN:
Os espectros de IH-RMN e 13C-RMN encontram-se no Anexo VI, podendo verificar-se

que pela quantidade reduzida do composto sujeita a analisendo foram possiveis
extrapolagdes dos resultados de identificagdo.

3.2 - FOLHAS

O teor de humidade das folhas, sob as condigdes edafo-climaticas de Castelo Branco, foi de
cerca de 75%, tendo-se efectuado as extracgBes com 125g de peso seco provenientes de
500g de maténa verde.

O extracto bruto obtido foi de (cerca de 2,5g) foi fraccionade por CLP e agrupadas as
fracgdes com idénticas caracteristicas visuals e olfativas(Quadro II1.4). Utilizandoas
fracgdes 16-37 e recorrendo a purificagio por PTLC isolou-se 26,5mg de um composto C,
identificado como sendo uma isocumarina.

Através das tecnicas de CLP e PTLC o teor que se obteve deste composto na matéria verde
foi de S3ug /g

CESKA ef al(1988), através de HPLC e da mistura de eluentes hexano-éter etilico,
obtiveram concentragdes de 42pg /g em folhas e BABA er al.(1991) através de CL com a
mistura de hexano-AcOet 1061g /g de peso verde.

Da coluna-mae obteve-se um rendimento de cerca de 87%, podendo considerar-se a mistura
escoliida com um elevado poder extractor.
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Quadro HL4 - ANALISE VISUAL , OLFATIVA E PESO SECO DE FRACCOES DE PLC DE FOLHAS.

FRACCQOES ASPECTO VISUAL AROMA PESO (g)

I-—3-5 Verde escuro Intense, 0,582
Desagradavel

It — 6-13 Verde muito escuro Muito intenso, 0,920
Desagradavel

1M —» 14-23 Verde acastanhado Desagradavel 0,270

IV —» 24-37 Amarelo s 0,068

V — 38-30 Amarelado s 0,092

VI — 51-62 Amarelo claro _— 0,173

VII > 63-88 Amarelo muito claro — 0,050

VI > 89-120  Incolor — 0,023

CARACTERIZACAQO DO COMPGSTO ISOLADO

a) Composto nao conhecido — C

a;) Propriedades fisicas
Estado: Solido

Cor: Branco
Aroma: Nio existente
a,) TLC

Adsorvente: Silica gel ref. 7747 (Merck)

Eluente: Hexano-Pentano-Acetilo (7:7:6)

Rf: 0,6 [ Hexano-AcOEt (1:1)] ;0,8 [AcOet] ; 0,88 [ Hexano- Pentano-AcOEt (7:7:6)]



Observacgio nos UV sem tratamento:
254nm -—rosa

366nm — fluorescente azulado
Observacioe nos UV com pulverizag:ﬁb quimica:
VS-  —
KOH - intensificagio da fluorescéncia
a3) Constantes fisicas
p.f: 152-153°
ay) Absor¢ao no UV

286,3nm; 299 2nm; 343,7nm

as) ldentificacéo estrutural
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Os fragmentos caracteristicos (m/z) do espectro de massa ¢ valores dos desvios quimicos &
(em ppm) e das constantes de acoplamento J(em Hz) do especiro !H-RMN em CDCls

apresentam-se seguidamente:

m/z TH-RMN
230 Mt H-4 & 6,14(s)
215 H-3 8 7,02(s)
201 H-2' § 7,53(d; 15 5=1,98Hz)
187 H-3' & 6,98(d; 1, ,=1.98Hz}
159 CHs-3 8 2,17(s)
129 OCH5-8 8 4,15(s)
116
115
101
87
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O composto exibiu um pice m/z com o valor de 230, sugerindo uma formula molecular de
C13H1004. Pelo seu espectro de |H-RMN e, por comparagio com o obtido por CESKA ef
al. (1988), salienta-se a presenga de um grupo metoxilo(4,15 ppm), um grupo metilo ligado
por uma dupla ligagdo a um prot3o olefinico [2,17(3H) e 6,14 ppm(1H)], trés protdes
aromaticos [7,53; 7,02; 6,98 ppm],(H-2' ¢ H-3' apresentam uma constante de acoplamento
de 1,98 Hz) e um anel benzofurano, no qual o anel furano nao se encontra substituido mas
sim adjacente a um protao simples (acoplado através de um oxigénio ao um H-2' do anel
furano ).

No trabalho publicado por CESKA ef al. (1988), a & 7,05 observa-se um dubleto com uma
constante de acoplamento de 0,8 Hz, n3o tendo sido detectado no nosso composto, talvez
pela diferenga de resolugdo dos aparelhos.

O composto C foi caracterizado como sendo a coriandrina e, a sua identificagiio efectuada
por comparagdo com os resultados obtidos por.CESKa er al. (198R8), aquando do seu
isclamento ¢ identificagio( ANEXO V),

Na figura 3.3, ¢ apresentada a estrutura da coriandrina ou  4-metoxi-7-metil-SH-furo
[2,3-g] benzopirano-5-ona.

Mea O O
2 A ¥
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Fig. 3.3 - Esquema geral da coriandrina.

3.3 - FRUTOS

Apos eluicdo do extracto bruto em PTLC foram detectadas trés manchas perfeitamente
distintas as quais, apos teste biologico, nio exibiram acgio toxica ou fototoxica nas
condi¢bes desenvolvidas. Registou-se porém um acréscime de micélio do fungo

C. cucumerinum nas regides correspondentes 3 mancha matoritaria, designada por G
(Fig.3.4).

Foi efectuado o teste de andlise de terpenos em PTLC . como indicado por WAGNER er al |
(1984), para dleos essenciais de frutos de coentro.

Apesar da anilise cromatografica ndo ter sido so efectuada nos componentes do dlec
essencial, o cromatograma apresentou a predominincia, nas condicdes do eluente ser o
tolueno-AcOet (93:7) e pulverizagio com VS (Fig. 3.4), de trés manchas distintas com R/,
respectivamente de 1 (0,73), 2 (0,42) e 3 (0,33), sendo detectadas como manchas azul-
acinzentadas.



a1

Fig. 3.4 - Placas PTLC de comparagdo de extracto bruto de frutos (tolueno-AcOet),exibindo trés
manchas distintas (1,2,3) e, efeito ndo fototoxico dos compostos . A mancha 1 corres-
ponde ao composto referido no texto como G

Fig. 3.5 - Acgao fototoxica do extracto bruto (E.B.) e de fracgdes F e E de raizes, sobre
C.cucumerinum quer no escuro (1), quer sob influéneia da luz (T0).
(encontram-se assinalados na figura os compostos isolados e designados por F, R e B)
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A valores de Rf proximos destes WAGNER er al., (1984), identificaram os seguintes
compostos: acetato de geranilo (Rf 0,7), citral (Rf 0,42) e linalol (Rf 0,35). Portanto,
poderemos ser levados a admitir que as manchas 1,23 correspondem a estas substincias.
Todavia, so com estudos subsequentes poderemos esclarecer o assunto.

4 - TESTES BIOLOGICOS

Os dados apresentados resultaram da repetigio em triplicade de todos os ensaios realizados
nas mesmas condigdes {Temperatura=25°C,Humidade Relativa=100%, Tempo=72h).

4.1 - RAIZES

Pode verificar-se na figura 3.6 a existéncia de trés manchas distintas de inibi¢Ho de
C. cucumerinum , em fracgdes de PTLC, designadas por F € E, assim como a sua menor
acedo quando em extracto bruto.

4.2 - FOLHAS

Num primeiro conjunto de experiéncias, o extracto bruto de folhas foi separado por PTLC,
com vista a detectar os eventuais constituintes com acglio fototoxica. Usaram-se
concentragdes crescentes de | a 6 ng e executaram-se testes de crescimento do micélio de
C. cucumerinum por pulveriza¢do de suspensdes do mesmo nas placas de PTLC, sempre

em condigGes de lluminago utilizando uma fonte luminosa com as caracteristicas ilustradas
na figura 2.10.

.....

Foti notdria a existéncia de efeitos inibitérios em 2 a 3 bandas todavia, s¢ para quantidades
de extracto bruto a partir de 4pg (Fig.3.5).

Posteriormente e, em testes bioldgicos efectuados ao longo da purificagio do composto C
(fracges Il e IV de PLC), j& anteriormente identificado(cap.3.2) como sendo a
corlandrina, verificou-se fotoinibigio, tanto contra o fungo C. cucumerinum como para F.
culmorum. O efeito foi mais visivel para o caso do fungo C cucumerinum ji que o fungo
Fleulmorum quando exposto 4 luz, apresenta uma visivel despigmentacio, sendo os

resultados mais dificeis de observar.
Apresentam-se nas figuras 3.7. e 3.8., os resultados obtidos no escuro ou sob o efeito da luz
nas vanas etapas da purificagio.

4.3 - FRUTOS

O extracto bruto nio apresentou acgdo fungicida , ndc se tendo procedido 4 identificagiio
dos componentes maioritarios (Fig.3.4).
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Fig.3.6 - Efeitoinibitorio crescente do extracto de folhas para C. cucumerinum, sob acgdo da luz.
Os teores de extracto utilizados variaram de 1 a 6 ug, como se indica pelos respectivos
nimeros.



Fig. 3.7 - Acgilo toxica do extracto bruto(A), da fracgdo IV e da coriandrina (C) contra
C.cucumerinum , no escuro(1) ou a luz(2) e contra F. culmorum no escuro(3)
e aluz(4).
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Fig. 3.8 - Ac¢io toxica da fracgdo II e das manchas A e B das folhas contra C.cucumerinum
no escuro(1), ou aluz(2) e contra F.culmorum no escuro(3) e a luz(4).
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4.4 - ACCAO DA CONCENTRACAQO DOS COMPOSTOS ISOLADOS

Estes estudos foram sempreefectuados em placas de PTLC, apods aplicagdo dos compostos
puros em determinados pontos que resultaram em manchas de reduzidas dimensdes.

Para este conjunto de resultados e para analise da area da mancha aplicada,nfo foi levado
em hnha de conta o efeito da difusfo que eventualmente se verificava em cada mancha,

quando se submetiam as placas de PTLC & pulverizagio com a suspensio liquida do micélio
do fungo.

A difusdo verificada dependia em cada caso do tipo de composto e da sua concentragio. E

possivel que o valor desta difusdo se possa avaliar pelos didmetros de inibicio observados
nas placas sujeitas & ac¢io da luz.

Os valores dos digmetros de inibigio sdo o resultado de uma média de trés medidas, em
diferentes direcgoes.

4.4.1 - Coriandrina

Efectuaram-se os ensaios comparando a acglio da luz e do escuro em distintas doses da

coriandrina por mancha aplicada e da sua actividade sobre C.cucumerinum e F. culmorum
{Anexo VI, quadro A-1).

Para ¢ fungo €. cucumerinum o efeito fol mais visivel, observando-se diferencas do
tamanho das manchas de inibigdo da ordem de 1 ¢cm de & da luz para o escuro. A
concentragdo minima de inibigdo por area da mancha aplicada foi de 0,35ug/mm? no caso
de condigdes de luz e de 0,37ug/mm?, em condigdes de escuro(Figs. 3.9 € 3.15).

1,6
Didimetro de 1 E Escuro
inibigao (cm) 3 Lluz

0,5

0 Luz
0 Escuro
0,35
0,37 0,49

0,52
Conceniragoes (ug/mm )

Fig. 3.9 - Comparagiio do efeito da concentragdo da coriandrina no crescimento do fungo
C.cucumerinum, sob condicdes de luz e escuro (ver Anexo VI, quadro A-1).
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A inibigRo nao foi tho marcante em F.culmorum, apesar de se terem observado diferencas
no tamanho das manchas de inibigdo da ordem dos 0,1 a 0,5cm (Figs. 3.10 e 3.16).

A area de inibigdo foi sempre superior em condigdes de luz relativamente s condicdes de
escuro,

A partida estes resultados sio dificeis de interpretar. No entanto, pode admitir-se que ao
pulverizar & placa com o fungo em meio liquido, houve uma certa difusio do composto
active que se enconfrava aplicado na placa. Portanto, a verdadeira dimensio da mancha
onde o produto activo se encontra ndo serd rigorosamente a correspondente ao momento da
aplicagio mas aquela que atinge apos a difusio verificada pelo humedecimento da placa
atraves da suspensdo do fungo. Se assim for, o produto activo existird numa concentracio
menor numa pequena aureéola em torno da é4rea inicial de aplicagio. Pode suceder que a
concentragdo do produto activo assim atingida nessa auréola seja suficiente para exibir uma
ac¢ao fototoxica, mas insuficiente para inibir o fimgo no escuro.

Escuro
O Luz

didmetro de
inibicdo {cm)

Fig.3.10 - Comparago do efeito da concentracio da coriandrina no crescimento do fungo
F.culmorum, sob condigdes de luz e do escuro (ver Anexo VI, quadro A-1).

4.4.2 - Compostos F e B de raizes

.....

A acgdo imibitéria de F, induzida pela luz, ndo ¢ tho visivel como para a coriandrina das
folhas.

Para o fungo C.cucumerinum o efeito da concentragio exibe diferencas até valores de
4pug/mm? tanto em condigBes de escuro como de luz. A fototoxicidade s se verifica até
concentragdes de 3,8ug/mm2, uma vez gque a partir dal nfo se registam diferengas do
didmetro de inibigdo. O didmetro de inibigio verificado oscilou entre 0,3 ¢ 0,7cm (Anexo
VI, quadro A-2) ;(Figs. 3.11 € 3.15).
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& Fseuro
Didmetro de G Luz

inibi¢ao(em?

Concentragies {ug/mm )

Fig.3.11 - Comparagiio do efeito da concentragdo do composto F no crescimento do fungo
C.cucumerinum, sob condigdes de luz e escuro (ver Anexo VI, quadro A-2).

Para F.culmorum o efeito na inibicio regista-se logo com concentracdes de 3ug/mm?, com
diferengas no didmetro de inibigio de 0,4 a 1,5 cm. O efeito da luz s6 se verifica até valores
de 3,8ug/mm?(Anexo VI, quadro A-2);(Figs.3.12 e 3.16).

Tscuro
3 Luz

Didimetro de
intbi¢cio (em) 0,5

Concentragdes (ug/mm )

Fig.3.12 - Comparagio do efeito da concentracio de F no crescimento do fungo
F.culmorum, sob condigdes de luz e do escuro (ver Anexo VI, quadro A-2).

Embora hajam pequenas diferengas (0,1em) no didmetro registado a luz relativamente s
condigbes de escuro, o aumento da concentracio para 4pg/mm? n#c é acompanhada por

um aumento do didmetro de fotoinibigdo, podendo querer significar que a estes niveis de
concentragdo ¢ composto deixa de ser fotoactivo.

Estes resultados ndo nos permitem concluir s¢ o composto é ou nio um composto
fototéxico, podendo no entanto afirmar que se trata de um composto fungicida.



No caso do composto B, a concentragdo minima para a fotoinibigio registou-se para

C.cucumerinum a 0,8pg/mm?2, e para F. culmorum a 0,9ug/mm2, (Anexo VI, quadro A-3);
(Figs.3.13,3.14,3.15 ¢ 3.16).

Didimetro de 0,3
inibi¢go fom) 0,2

B Fscuro
[3 Luz

Escure
0.8 0.9
Concentracdes (ug/mm )

Fig.3.13 - Comparagdo do efeito da concentragio do composto B, no crescimento do fungo
C.cucumerinum, sob condigdes de luz ¢ escuro (ver Anexo VI, guadro A-3).

0,8
Didmetro de 0.6 B Escuro
intbigho (am) ', Ciiaz
0,2
1] Luz
Escuro

Concentragdes (ug/mm )

Fig.3.14 - Comparagio do efeitc da concentragio do composto B no crescimento do fungo
F.eulmorum, sob condigdes de luz e do escuro (ver Anexo VI, quadro A-3),

Embora parega haver um certo efeito fototéxico, j4 que o composto a partir de
determinadas concentragBes passa a ser activado pela luz, a partir de Tug/mm? esse efeito

deixa de ser tdo visivel, passando o composto a comportar-se Gnicamente ¢omo fungicida
qualquer que seja a situagio ensaiada.
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Fig.3.15 - Placas comparativas do efeito toxico de4 concentragdes crescentes (da base parao topo)
dos compostos C(folhas), G(frutos), F(raizes), B(raizes), R(raizes) sobre o fungo

C.cucumerinum; 1-no escuro, Il -4 luz.
As concentragdes dos 3 compostos que exibiram efeito inibitorio (C,F e B), encon-

tram-se referidas nos quadros A-1, A-2 e A-3 do ANEXO VL
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Fig.3.16 - Placas comparativas do efeito toxico de 4 concentragdes crescentes (da base para o
topo ) dos compostos C(folhas), G(frutos), F(raizes), B(raizes), R(raizes) sobre
o fungo F.culmorum; 1- no escuro, I- 4 luz,
As concentragdes dos 3 compostos que mostraram efeito inibitorio (C,F ¢ B), en-
contram-se referidas nos quadros A-1, A-2 e A-3 do ANEXO VL




IV - CONCLUSOES
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De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de adaptagdo da cultura do coentro,
conclui-se que a sementeira que melhor resultou, em termos de precocidade e produgio, foi
a gue se realizou em finals de Fevereiro. A partir desta data a cuoltura exibiu uwma facil
adaptagdo as condigdes edafo-climdticas de Castelo Branco, possuindo um ciclo curto (4
meses), 0 que, para além de ser de sementeira directa e pouco exigente em operacdes

culturais, a torna uma cultura de interesse para ser integrada em rotagdes horticolas.

Ao fun de quatro anos de cultura, as médias de produgdo, obtidas por planta, foram, em
peso seco, de 4g para raizes e de 9g tanto para folhas como para frutos.

Relativamente & extracgio de principios activos das vérias partes da planta, apenas no caso
das raizes, a utilizagdo do AcOE! & temperatura ambiente nos diversos ensaios laboratoriais,
nao se mostrou como o solvente ideal, j4 que o rendimento da mesma ficou pelos 0,75%.

Para as folhas e para os frutos os rendimentos foram respectivamente de 2% e 10%.

No que diz respeito 2 separa¢iio e purificagio, os métodos de PLC e PTLC mostraram-se
rdpidos e eficientes, registando-se o facto de que uma coluna-mie de 3 x 50cm demorava 5
nhoras para separar amostras de 2 a 3g de peso seco.

Separados diversos compostos, foram analisados e utilizados para testes de fototoxicidade
apenas aqueles que, em testes biolégicos preliminares, exibiam efeito fungicida,

Das folhas foi isolada uma isocumarina, 4-metoxi-7-metil-SH-furo[2,3-g)benzopirano-5-

-ona, designada por coriandrina.

Qutras manchas fotoactivas foram encontradas nas placas de PTLC, mas em quantidades tdo
pequenas que nao permifiram a sua identificacio.

A quantidade de coriandrina estimada por pesagem foi de 53ug/g de matéria verde. Foi
detectada a presenca deste composto também em rafzes mas a sua purificacio foi

impraticdvel pelo facto de existirern sempre substincias que exerceram interferéncia.



Das rafzes extrairam-se dois compostos com actividade biolégica, designados por Fe B. A
sua purificagdo mostrou-se dificil pelo facto de existiremn agentes contaminantes que
dificultavarn a separagdo das manchas puras. Os teores obtidos para F ¢ B foram
respectivamente, de 15pg/g e 33ug/g de maténa verde, quantidades que nio permitirarn a
realizac@o de todas as etapas para a sua total identificagao.

Porém, por comparagao com espectros disponiveis para substincias puras, verificou-se que
o composto F, que possuia um anel aromdtico com longas cadeias ramificadas e um grupo
¢€ster, se assemelhava a compostos do grupo dos ftalatos.

O extracto oleoso dos frutos ndo apresentou qualquer tipo de fotoactividade nos testes
preliminares, ndo tendo sido, por esta razéo, isolados 0s compostos maioritdrios. Porém, por
pesquisa de terpenos pOde constatar-se a presenga do acetato de geranilo como maioritdrio
quando se utilizou este tipo de extrac¢do, verificando-se que, em testes biol6gicos, havia um
acréscimo do micélio de C. cucumerinum na mancha correspondente & esse composto.

Quanto ac tipo de testes biolégicos efectuados, estes mostraram-se sensfveis, rdpidos e
eficientes para os compostos isolados, em especial para as furanocumarinas. O rastreio com
um maior nimero de fungos fitopatogénicos serd uma outra etapa a considerar, permitindo
assim avaliar a importincia destas substdncias no controlo de wma maior diversidade de
agentes patogénicos.

Pode-se, contudo, afimmar que o fungo C.cucumerinum apresenta, para este tipo de testes,
major facilidade de manusearmento, permitindo, na maioda dos casos, uma melhor
visualizagdo dos resultados. O fungo F.culmorum evidenciou, no caso dos testes com a

coriandrina, ser mais sensivel a menores concentragies da mesma e 3 accio da luz.

Em testes realizados em placas de silica-gel com 0,5mm de espessura, as concentragdes
minimas de fotoinibigio foram, de 0,351g/mm? de mancha para a coriandrina, de 3pg/mm?2
para o composto Fe de O,E);JLgfmm2 para o composto B,

Através destes estudos, verifica-se que para além do consumo das folhas do coentro em
fresco, como condimento de muitos pratos da cozinha tradicional portuguesa,
principalmente da alentejana e algarvia, poderdo vir a ter utilizagdo industrial. Os
constituintes que possuem pelas suas caracteristicas e propriedades podem ser utilizados
como pesticidas  fotobioldgicos, mais vantajosos que muitos dos pesticidas sintéticos

convencionais. O seu interesse residiria no facto de serem activados pela laz, mas,
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simultineamente, perderem a sua toxicidade ao fim de algum tempo em consequéncia
de a prépria luz os vir a degradar. Esta caracteristica poder4 ser de grande importincia
ecolbgica.

Muitas referéncias sdo conhecidas acerca de outros fotossensibiladores naturais e dos seus
efeitos em sistemas biolégicos "in vitro”. A sua utilizagdo "in vivo" encontra-se ainda em
fase de investigagao, principalmente para o caso de produtos com acgao pesticida. Para o
caso das furanocumarinas ndo se conseguiu ainda esclarecer qual o seu verdadeiro papel no
sisterna fisiolégico das plantas gue as produzem.

Para além das furanocumarinas, os poliacetilenos e tiofenos, sendo téxicos para numerosos
organismos em pequenas quantidades e exibindo potencialidades como insecticidas,
fungicidas, piscicidas e moluscicidas, poderdo ser utilizados em substituigio da maioria dos
outros compostos que extbem caracteristicas menos interessantes,

Como j4 foi referido, substéncias da familia dos poliacetilenos encontram-se com frequéncia
nas raizes de certas umbeliferas, podendo, em futaros trabalhos efectuar-se a pesquisa para
este tipo de compostos, procedendo a extracgOes mais eficientes gue as testadas,

aumentando os resultados desta operagdo e, por conseguinte, os teores dos diferentes
constituintes extraidos.

Estas propriedades fotot¢xicas #m sido também exploradas noutros campos, principalmente
na medicina humana , sendo o 8-metoxipsoraleno um exemplo jd largamente utilizado no
tratamento da psoriase e outras afecgbes cutineas. A coriandrina foi também testada contra
a psoriase emn trabalhos realizados por ASHWOOD-SMITH et ai.(1989), verificando-se a sua
vantagem relativamente a outras furanocumarinas em consequéncia de possuir wm menor
efeito carcinogénico. Portanto, este poderd ser outro campo em que este composto se venha
a mostrar como um agente de controlo valioso.

A diversidade de compostos fotoactivos isolados de plantas, fungos e bactérias leva-nos a
admitir que sdo frequentes na natureza. Porém € muito provavel que mais de uma centena
destes constituintes se encontrem por identificar. Muito trabalho terd ainda de ser realizado,
de modo a conhecer melhor estes compostos e 0s seus mecanismos de acgdo, uma vez que
estudos sobre a sua importdncia, em termos ecoidgicos, se encontram também em fase inicial

1ii idd

de investigagao.
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A finalizar este trabalho, parece de interesse salientar 0 desenvolvimento de determinadas
areas para trabalhos futuros, designadamente:

Desenvolvimento de ensaios de produgio, em que, através de um escalonamento
anual das sementeiras, estas se conseguissem relacionar com maiores teores e maior

diversidade de compostos de interesse, nomeadamente compostos fotoactivos;

Determinacdo, através de estudos de seleccio e melhoramento, das linhas de
plantas que sintetizern maior concentragdo da substincia fotossensibilizadora,

podendo, a ac¢ao desta ser avaliada pela resisténcia a um vasto leque de agentes
patogénicos;

Determinagio, através de estudos toxicoldgicos, do mecanismo de susceptibilidade
e resisténcia do agente patogénico ao metabolito fotot6xico;

Desenvolvimento de testes bioldgicos de aplicacdo directa dos compostos sobre
plantas indicadoras e estudos da respectiva susceptibilidade ao agente patogénico;

Optimizagio dos requisitos de um fotopesticida, methorando a sua acgiio de forma

a evitar a aquisigdo de resisténcias por parte dos agentes patogénicos;

Investigagio dos mecanismos de fototoxicidade dos compostos seleccionados, de
modo a dentificar os pardmetros fundamentais da sua actividade fototéxica e do
seu impacte ambiental;

Sintese de novos compostos, derivados de outros de origem vegetal que tenhamn
revelado insuficiéncia de acg@io nos testes de toxicidade;

Optimizacio das reacgbes de fototoxicidade através da modificagio da estrutura
base destes compostos, ndo sé por deslocagdio do espectro de absorgdo para a
regido do visivel, mas também, por destabilizagdo de determinadas ligagdes

quimicas que induzam ao aumento destas reacgdes.
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ANEXOI

30 +
25 B 1989
20 - H 1990
Temperatura 15. B 1991
média mensal(°C) ! 1992
0 3
JAN FEV MAR ABR MA JN  JUL
Meses
Jan Fev Mar Abr Mar Jun Jul
1989 6,12 914 11,78 108 1785 21,84 268
1990 6.69 10,5 12,02 11,58 17,98 2103 2661
1991 626 696 10,97 1204 1751 224 2522
1992 59 81 12,7 143 184 183 263

Temperaturas médias mensais {°C) no periodo de Janeiro a Julho, dos anos de 1989, 1990, 1991, 1942

( Dados registados no posto meteorolégico da Escola Superior Agraria de Castelo Branco)




ANEXO II

B 1989
1890
B’ 1991
1992

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul

1989 30,2 468 226 627 624 11 00
1990 858 162 377 603 36 00 00
1991 52,6 754 1237 187 33 91 30

3

1992 392 487 264

Lh

39 349 170 34

L)

Precipitacbes (mm) no periodo de Janeiro a Julho, dos anos de 1989, 1990, 1991, 1992

(Dados registados no posto meteorolégico da Escola Superior Agriria de Castelo Branco)




ANEXO ITI

MEIOS DE CULTURA PARA FUNGOS

1 - PDA (DIFCO)

g/l

Potato Dextrose Agar................... 39,0
(pH final 3,6)
2 - Meio liquido de crescimento

% /1
Glucose. ..o 5.6
KHoPOA. oo, 0,7
KNOF . e 0,4
NazHPOS oo, 0,3
BN O i o 0 s semassssamsm s 0,1
NACL oo 0,1

{(pH final 5,6 )

Em todos os meios nutritivos, foi utilizada a 4gua destilada e desionizada como solvente. O pH
final dos meios de cultura, foi ajustado com acido cloridrico 0,1 M.

As esterilizagBes foram realizadas em autoclave, a uma pressio de 1 Kg/em?, 4 temperatura de
121°C, durante 20 minutos.



ANEXO IV

SOLUCOES DE REVELACAQ DE PLACAS DE TLC

1. Solugiioc VANILINA-ACIDO SULFURICO (VS)
SCL.I- 3% de acido sulfirico etanolado
SOL.IT - 1% de vaniiina etanolada

A placa ¢ pulverizada com cerca de 10 ml desta mistura de solugdes. Leva-se a uma

temperatura de 110°C de 5-10 minutos. Observa-se na gama do visivel.

Detecta: componentes de oleos essenciais(terpenos, fendis, derivados do fenilpropano etc.

2. Solugio de HIDROXIDO de POTASSIO
5% ou 10% de hidréxido de potéssic em ctanol (reacedo de Boentriger)

A placa ¢ pulverizada com 10 ml. desta solugdo. Observa-se na gama do visivel ou em UV-

365nm, com ou sem aguecimento.

Detecta: antraquinonas(vermelhas), antronas(amarelo, UV-365 nm,), cumarinas(azul, UV-

365nm.)
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ANEXO Vi

QUADRO A-1-Efeito fototéxico (didmetro de inibicio em cm) da concentracio d.e C
(folhas ) para C.cucumerinum e F. culmorum.

FUNGO
C. cucumerinum (2 cm) F. culmorum (& cm)
CONCENTRACOES (ug/mz) ESCURO LUZ ESCURO LUZ
0,35 0,0 1.0 0,5 1.0
0,37 0.2 1,3 1,0 1,4
0,49 0,3 14 1.1 1,5
0,52 0.5 1,6 1,3 1.6

QUADRO A-2-Efeito fototdxico (didmetro de inibigio em cm) da concentragio de F
(raizes), para C. cucumerinum e F. culmorum.

FUNGO
C. cucumerinum (& cm) F. culmorum (& cm)
CONCENTRACC)ES (pg/mmz) ESCURO Ltz ESCURO LUz
3 03 0,5 0,4 0.5
3.8 0.4 06 0,9 1
4 0,7 0.7 1.4 14

4,1 0,7 0,7 1,5 15




QUADRO A-3-Efeito fototéxico (difmetro de inibigdio em cm) da concentracio de B
(raizes) para C. cucumerinum e F. culmorum,

FUNGO
C. cucumerinum (& cm) F. culmorum (2 cm)
CONCENTRACGES (}.Lg/mmz) ESCURQO LUZ ESCURO LUZ
0.7 0,0 0,0 0.0 0,0
0,8 0,0 0,1 0,0 0,0
0,9 0.0 0.5 0,2 0.5
1 0.3 0,5 1,0 1,1

NOTA: Os valores dos didmetro de inibicio (2 cm), assim como da drea ocupada pelo composto , 540 0
resultado de uma média aritmética de trés valores, medidos segundo trés direcgles
distintas na placa de PTLC,



(o) oedejrdioarg
(zw/8n) ogdenuasuo))
9'¢ vIngy

¢'¢ em3y

35-13] 3A3(]

X OXI2 0p OIL[,

( wuy3n) opdenudduo)  HIEe 6 £ SIg

¢'¢€ em3y 61
9'¢ BINGIY 6
31 @8 3puQ BYUIE

AAR R LG

I OXHNY
LEIS
[£S

(43

BuIBE ]



