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CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL
1.1-RESUMO GERAL

A exploragdo de recursos medicinais no Brasil est relacionada, em grande parte, 4 coleta
extensiva e extrativa de material silvestre. Apesar da exportagdo de vérias espécies medicinais
na forma bruta ou de seus subprodutos, poucas espécies chegaram ao nivel de serem
cultivadas, mesmo em pequena escala. O fato mais marcante é quando se consideram as
espécies nativas, onde as pesquisas basicas ainda s#o incipientes. Dentre os intimeros vegetais
nativos com agdo medicinal e que apresentam substincias quimicas biologicamente ativas,
esta 0 género Copaifera, compreendendo diversas espécies produtoras de um 6leo-resina
extraido do tronco das arvores. Atualmente seu uso estd mais direcionado para o 6leo, na 4rea
medicinal, com agdo especifica contra numerosas enfermidades, tais como cicatrizantes de
feridas e tlceras, antitetinico, especialmente sobre o umbigo de recém-nascidos, além de
atuar contra catarro pulmonar e bronquites. No processo de extragfo do 6leo de copafba ndo é
considerada a época mais apropriada do ano, normalmente, o coletor extrai em qualquer
periodo ndo levando em consideragio fatores climaticos como a preciptagio pluviométrica,
que na regido amazdnica estd diretamente relacionada com a produgfio de varias culturas. A
presenga de substincias quimicas em uma determinada espécie pode estar ligada a fatores
climaticos. No que se refere as pesquisas realizadas para avaliar o efeito medicinal da
copaiba, além da agdio antiinflamatéria considerada como a mais estudada, a acfio
antimicrobiana e antifiingica podem ser consideradas alternativas para controle de fungos
patogénicos e fitopatogénicos. Considerando a caréncia de informagdes técnico-cientificas
sobre a época propicia para a coleta do 6leo de copaiba e da atividade antifingica do 6leo-
resina o trabalho teve como objetivo identificar a época mais adequada para coleta desse 6leo
através da quantificagio e qualificagio mensal para o municipio de Moju, PA, bem como,
avaliar as atividades antifingicas de duas espécies de Copaifera no crescimento micelial in
vitro de fitopatogenos. Amostras de 6leo-resina de Copaifera duckei , Copaifera martii ¢
Copaifera reticulata ¢ foram coletadas no Campo Experimental do Moji da Embrapa
Amazbnia Oriental, localizado no municipio de Moji, PA. O periodo de coleta foi de
setembro de 2003 a agosto de 2004. Nos meses de setembro e outubro ocorreram as maiores
produgdes de dleo para a espécie C. reticulata e de setembro a novembro para a espécie C.-
duckei, coincidindo com o periodo de menor preciptagdo pluviométrica. A menor produgéio de
6leo ocorreu no periodo de janeiro a maio de 2004, principalmente para as espécies C.
reticulata e C. duckei, coincidindo com o periodo mais chuvoso. As espécies C. duckei e C.
reticulata, produziram respectivamente, um 6leo-resina de aspecto liquido e de coloragdo
vermelho intenso e amarelo claro. Enquanto, a C. martii produziu um 6leo-resina denso de
coloragdo marrom. O teor do sesquiterpeno, B-bisaboleno na C. duckei foi superior a do B-
cariofileno em todos os meses do ano, ocorrendo variagdes nos percentuais das substincias
independentes do periodo de chuvas. Na C. reticulata o teor do sesquiterpeno B-cariofileno
foi superior a do B-bisaboleno independente do periodo de preciptagiio pluviométrica. A C.
martii, apresentou a concentragdo do sesquiterpeno o-copaeno superior ao A-amorfeno,
ocorrendo variagdes nos percentuais independentes do periodo de chuvas. Avaliou-se a
atividade antifingica do 6leo-resina das espécies C. duckei e C. reticulata por meio de ensaios
biolégicos, contra os fitopatégenos Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii ¢ Macrophomina
phaseolina, todos em meio BDA. Para o fungo da espécie Rhizoctonia solani entre os
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tratamentos testados o 6leo-resina das duas espécies de Copaifera foi o mais eficiente pa
inibicdo do crescimento micelial. O 6leo-resina de C. duckei foi o mais eficiente na inibi¢do
do crescimento micelial do fungo Sclerotium rolfsii. Na inibicio do crescimento micelial do
fungo da espécie Macrophomina phaseolina o 6leo-resina de C. duckei foi o que apresentou
maior eficiéncia.

Palavras-chave: Copaifera, 6leo-resina, preciptagiio pluviométrica, sesquiterpenos, atividade
antifiingica.

ABSTRACT

The exploration of medicinal resources in Brazil is related, to a large extent, to the extensive
and extractive collection of wild material. Despite the exportation of some medicinal species
in the rude form or of its by-products, few species had arrived at the level to be cultivated,
same in small scale. The fact important is when if they consider the native species, where the
basic research still is incipient. Amongst innumerable native vegetables with medicinal action
and that they present active chemical substances biologically, it is the Copaifera sort,
understanding diverse producing species of an extracted oil-resin of the trunk of the trees.
Currently its use more is directed for the oil, in the medicinal area, with specific action against
numerous diseases, such as cicatrizants of wounds and ulcers, antitetanus, especially on navel
of just-been born, besides acting against catarth pulmonary and bronchitis. In the process of
extration of the oil of copaiba the time most appropriate of the year is not considered,
normally, the collector extracts in any period not leading in consideration climatic factors as
the pluviometric preciptacion, that in the Amazon region directly is related with the
production of some cultures. The chemical substance presence in one determined species can
be on the climatic factors. As for the carried through research to evaluate the medicinal effect
of copaiba, beyond the considered anti-inflammatory action as the most studied, to the
antimicrobial and antifungal action the pathogen and fitotopathogen can be considered
alternative for control of pathogenic fungus. Considering the lack of technician-scientific
information on the propitious time for the collection of the oil of copaiba, and the antifungal
activity of the oil-resin the work had as objective to identify to the time most adequate for’
collection of this oil through the quantification and monthly qualification for the city of Mojq,
Parg, as well as, to evaluate the antifungal activities of exactly. Oil-resin samples of Copaifera
duckei, Copaifera martii and Copaifera reticulata had been collected in the Experimental
Field of the Moju of the Embrapa Eastern Amazon, located in the city of Moju, Para. The
period of collection was of September of 2003 the August of 2004. In the months of
September and October the biggest productions of oil for the specie Copaifera reticulata and
of September had occurred the November for the specie C. duckei, coinciding with the period
of lesser pluviometric preciptacion. The lesser oil production occurred in the period of
January the May of 2004, mainly for species C. reficulata and C. duckei, coinciding with the
period rainiest. Species C. duckei and C. reticulata, had produced respectively, a oil-resin of
liquid aspect and intense and yellow red coloration clearly. While the C. martii produced an
oil-resin dense of brown coloration. The concentration of the sesquiterpene B-bisabollene in
the C. duckei was greather of the B -cariophyllene in every month of the year, occurring
variations in the percentages of independent substances of the period of rains. In the C.



11

reticulata, the concentration of the sesquiterpene B -caryophyllene it was superior of the
independent B -bisabolene of the period of pluviometric preciptacion. The sesquiterpene, B-
bisabolene in the C. martii, presented similar concentrations during the year, independent of
the period of rains. It was evaluated antifungal activity with of the oil-resin of species C.
duckei and C. reticulata by means of biological assays, control fitopathogens Rhizoctonia
solani, Sclerotium rolfsii and Macrophomina phaseolina, all in BDA. For fungus of the specie
Rhizoctonia solani enters the tested treatments the oil-resin of the two species of Copaifera
was most efficient in the inhibition of the mycelial growth. The oil-resin of C. duckei was
most efficient in the inhibition of the mycelial growth of fungus Sclerotium rolfsii. In the
inhibition of the mycelial growth of fungus of Macrophomina phaseolina the species the oil-
resin of C. duckei was what it presents greater efficiency.

Key words: Copaifera, oil-resin, pluviometric precipatation, sesquiterpene, antifungal

activity.
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1.2- APRESENTACAO
1.2.1 Aspectos gerais do género Copaifera

A Amazdnia brasileira, com extenso de 4.872.000 km?, ocupa 65% do territorio
amazbnico continental, cerca de 57% do pais e 28% do Continente Americano do Sul. Essa
grande regido caracteriza-se pela presenga da floresta pluvial ou Hiléia, ocorrendo, no entanto,
os campos de varzeas, além das florestas ndo hileianas (FALESL 1992).

Em levantamentos sobre a flora util da Amazdnia cerca de 29% das plantas s&o
exclusivamente medicinais € 38% como medicinal mais outro uso (VAN DEN BERG, 1982;
DENEVAN et al, 1984; BENETT, 1992). Levando-se em consideracdo a vastiddo da
Amaz6nia com seus 4 milhdes de km? ¢ sua incrivel variabilidade de espécies estimadas entre
50 ¢ 60 mil somente para as superiores (CLEMENT et al, 1982) e o estado atual das
pesquisas de botanica econdmica na regiao, pode-se concluir que esta lista ainda podera ser
consideravelmente aumentada. ’

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes O Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento € na cura
de enfermidades ¢ tdo antigo quanto a espécie humana. Antigas civilizagdes, em diversos
paises, como na China e India, utilizavam ¢ ainda hoje usufruem terapeuticamente dos
vegetais. As plantas medicinais sempre foram objeto de estudo na tentativa de descobrir novas
fontes de obtengdo de principios ativos. Através de dados fornecidos pela Orgahizagzéo
Mundial de Saide (OMS), constata-se que o uso de plantas medicinais pela populagdo
mundial tem sido significativo nos ltimos anos (MATOS, 1987). i

As observagdes populares sobre 0 uso € 2 eficacia de plantas medicinais contribuem,
de forma relevante para a divulgaggo das propriedades terapéuticas dos vegetais, prescritos
com freqiiéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de algumas espécies
permanecerem sem o conhecimento dos seus principios ativos. Dessa forma, os usuédrios de
plantas medicinais de todo 0 mundo, mantém a pratica do consumo de fitoterépicos, tornando
validas informagdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos. De maneira
indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos
envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo, a botdnica, a farmacologia € a
fitoquimica, que juntas enriquecemn 0S conhecimentos sobre essa excelente fonte medicinal

natural, a flora mundial.
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A exploragdo de recursos medicinais no Brasil, no entanto, estd relacionada, em
grande parte, & coleta extensiva e extrativa de material silvestre. Apesar da exportagio de
varias espécies medicinais na forma bruta ou de seus subprodutos, poucas espécies chegaram
ao nivel de serem cultivadas, mesmo em pequena escala. O fato mais marcante é quando se
consideram as espécies nativas, onde as pesquisas basicas ainda sdo incipientes (BENETT,
1992).

Atualmente, como grande parte da populagio mundial é carente de elementos
basicos para sobrevivéncia, tais como medicamentos, torna-se de extrema importincia para os
paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, adotarem politicas voltadas para os menos
favorecidos. Dentre essas, pode-se citar o incentivo para a pesquisa € 0 comércio dos
fitoterapicos, visto apresentarem custos inferiores, facil aceitagfo e acesso.

Entre os inimeros vegetais nativos com ag¢fio medicinal e que apresentam
substincias quimicas biologicamente ativas, estd o género Copaifera, compreendendo
diversas espécies produtoras de um 6leo-resina extraido do tronco das arvores de grande porte

podendo alcancar até 40 metros de altura (Figura 1).

Figura 1. Aspecto da arvore de Copaifera martii Hayne (A); Inflorescéncia de
Copaifera reticulata Ducke (B). Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2004.
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Dentre as vérias espécies que compdem o género Copaifera, destaca-se a Copaifera
duckei Dwyer, encontrada em toda a Amazdnia, ocorrendo principalmente na Amazdnia
Oriental, na Amazdnia Ocidental e na Amazénia Central, a Copaifera martii Hayne,
ocorrendo na Amazdnia, na regido sudeste, no Mato Grosso do Sul, no Parang e em Santa
Catarina e a Copaifera reticulata Ducke, encontrada principalmente na Amazénia e na regido
nordeste do Brasil. O 6leo-resina é extraido do tronco das 4rvores de diversas espécies do
género, sendo conhecido popularmente como éleo de copaiba ou bélsamo de copaiba podendo
ser encontrado & venda em quase todas as feiras livres, mercados populares, ervanirios e
farmécias de produtos naturais de todo o pais (VEIGA Jr. e PINTO, 2002 ).

Segundo Lawrence (1980), uma das espécies botanicas mais freqiientemente usadas
na produgdo de 6leo de copaiba ¢ a C reticulata com 70% de utilizagfo sobre as outras
espécies. O género Copaifera pertence a familia Legunﬁnosae-Caesalpmoideae, sendo
caracterizada principalmente por drvores compostas de folhas alternas com 2 a 6 pares de
foliolos, com inflorescéncia branca, as vezes ligeiramente rosadas e sem pétalas. Seus frutos
sdo legumes deiscentes com 3,5 4 4,0 cm, ovoides, com uma Unica semente, negra, oval e
coberta com um arilo amarelo (ALMEIDA et al., 1998).

O género Copaifera possui grande plasticidade ecolégica (capacidade de adaptacdo a
diferentes ambientes), sendo encontrada nas seguintes regides fitoecolégicas do Brasil,
cerrado, caatinga, mata seca, campos gerais, campos rupestres, floresta ombrofila densa,
floresta ombréfila mista, floresta semidecidual, entre outras (CARVALHO, 1994).

Barata (1997), caracteriza o Oleo-resina de Copaifera como proveniente da
decomposicdo das paredes das células no interior do tronco da 4rvore. Este lco se acumula
internamente em cavidades, formando bolsas no interior do tronco da arvore. O 6leo-resina de-
copaiba ¢ um liquido transparente, consistente, de diferentes cores conforme a espécie,
variando de amarelo claro ao marrom, sabor amargo, odor aromadtico, insoh’n}el em 4gua e
parcialmente solivel em dlcool. constituido por uma parte resinosa (55 a 60%) e por uma
parte volatil (40 a 50%) que ¢ formada por 6leos essenciais.

Dentre as vérias utilidades da arvore de copaiba destacam-se seu uso madeireiro,
medicinal, cosmético e industrial (NELSON, 1987; CARVALHO, 1994). Sua utiliza¢io
madeireira ocorre em fungdo de caracteristicas como superficie lisa e lustrosa (Figura 2),

textura média e uniforme, durdvel ¢ de alta resisténcia a ataque de fungos xiléfagos, e
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apresenta baixa permeabilidade, sendo por isso, largamente utilizado na construgfo civil e
naval (CARVALHO, 1994). '

Figura 2. Aspecto da madeira
Fonte: SOUZA, 1997.

de Copaifera sp.

Atualmente seu uso estd também muito direcionado para o 6leo, na area medicinal,
com agdo especifica contra numerosas énfermidades, tais como cicatrizantes de feridas e
tlceras, antitetdnico, especialmente sobre o umbigo de recém-nascidos, além de atuar contra
catarro pulmonar, bronquites rebeldes, dermatoses como a psoriase, € de apresentar agdo
antisséptica das vias urinarias (CORREA, 1984; MACIEL et al., 2002; RAO et al., 2002).

O oleo de copaiba tem sido utilizado na medicina popular ¢ na. industria de
cosméticos como se fosse uma unica droga vegetal, apesar da existéncia de mais de 20
espécies de Copaifera no Brasil ¢ das significativas diferencas de composi¢iio quimica que
ocorrem entre elas. Atividades bactericida, antiinflamatoria, anti-helmintica, analgésica,
gastroprotetora, antitumoral ¢ tripanossomicida foram relatadas, muitas substé.nciaé foram
identificadas, mas ainda nfo estd bem estabelecida a relagdio estrutura-atividade dos
componentes do 6leo de copaiba (CASCON et al., 2000).

Na medicina popular da regifio norte, o 6leo de copaiba é utilizado de maneira

intensa administrado topicamente sob a forma de pomadas, cremes ou in natura. (GODINHO
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e VASCONCELOS, 2002). O dleo de copaiba é freqiientemente encontrado nos mercados
municipais das cidades amazdnicas e comercializado para os mercados nacional e
internacional. Toda a produggo é obtida manualmente na floresta por trabalhadores florestais.
N&o ha informagdes sobre uma produgfo continua desse produto. Sabe-se que, a extragéio do
dleo € feita em drvores isoladas na floresta e que esporadicamente o extrator retorna & mesma
arvore para outra coleta (ALENCAR, 1982).

A coleta do éleo de copaiba ainda € feita de maneira bastante rudimentar sem
considerar nephum critério. Sdo vérios os métodos relatados para a retirada do oleo.
Antigamente, obtinha-se o éleo através de cortes a machado no tronco, o que inutilizava a
arvore. A incisio em V, colocando-se abaixo vasos apropriados para receber o dleo, a
semelhanga da extragio de borracha, e o chamado método do arrocho, que consiste em selar 0
tronco, abaixo das incises, com embiras e cipés e coletar o 6leo da arvore até o seu
esgotamento, provocando sua morte, sdo métodos b4 muito tempo abandonados. A retirada
por meio de bomba de sucgdio também ¢ descrita, porém pouco difundida (VEIGA Jr e
PINTO, 2002; VEIGA Jr., et al., 2003).

A tnica pritica de coleta ndio agressiva é aquela realizada através de uma incisdo
com trado a cerca de 1 metro de altura do tronco. Terminada a coleta, o orificio é vedado com
argila para impedir a infestagfio da 4rvore por fungos ou cupins. A argila pode ser facilmente
retirada, permitindo que se fagam outras coletas no mesmo tronco, obtendo-se quantidade de
6leo igual ou mesmo superior a da primeira retirada. Nesta primeira extragiio a quantidade de
6leo obtida varia bastante. Alguns cronistas descreveram que uma tinica arvore pode gerar até
40 ou 50 litros de dleo por ano, apesar de nem todas as espécies serem capazes de produzir
esta quantidade (P10, 1931). |

No processo de extragdo nio € considerada a época mais apropriada do ano.
Normalmente, o coletor extrai em qualquer época ndo levando em considéraqﬁo fatores
climaticos como a preciptagio pluviométrica, que na regifio amazbnica estd diretamente
relacionada com a produgfo das espécies.

De acordo com o SERVICO BRASILEIRO DE APOIO A MICRO E PEQUENA
EMPRESA (SEBRAE, 1998), em testes de produgdo, foi verificada a maxima produgéo de
3,5 litros de 6leo por planta, porém este volume varia conforme a espécie, o tipo de solo, a

disponibilidade de 4gua, a época do ano e a heranga genética.
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1.2.2 Espécies fiingicas

De acordo com Cimanga et al. (2001), diversas plantas medicinais tém revelado
algumas atividades biol6gicas importantes como, por exemplo, antibacterianas, antifingicas e
inseticidas, com diversos metabdlitos secundérios j4 isolados.

A moderna agricultura baseou-se no uso indiscriminado de agentes quimicos,
colocando em risco o meio ambiente. Os resultados destas préticas, por vezes desastrosas,
conseguiram despertar os pesquisadores para a busca de tecnologias que ndo favoregam o

desequilibrio ecolégico. Assim, o controle biolégico de doengas em plantas apresenta-se

como alternativa importante e realista.

O género Rhizoctonia (De Candolle) inclui fungos agonomicetos provenientes do
solo e que produzem esclerédios indiferenciados (nfo constituidos internamente por camadas
de células especializadas). Muitas espécies de Rhizoctonia constituem fitopatégenos, algumas
das quais apresentam ampla gama de espécies hospedeiras (SNEH et al, 1991). Nesse
sentido, destaca-se a espécie Rhizoctonia solani Xuhn [Thanatephorus cucumeris (Frank)
Donk.], a qual, ¢ uma das principais causadoras de podriddes radiculares e no tombamento em
geral. Destacando-se a queima-da-bainha e a mancha-da-bainba do arroz, componente
essencial do complexo de doengas fingicas do colmo e da bainha em arroz irrigado, em
diferentes paises, tanto em climas temperados como tropicais (WEBSTER e GUNELL, 1992).

Outro fitopatégeno que merece destaque € o Sclerotium rolfsii Sacc, uma espécie
responsavel pela chamada “podriddo branca”, cujos sintomas sdo, murcha das plantas,
principalmente nas horas mais quentes do dia, além de podridio nas raizes. Além disso, causa
escurecimento da regiio do colo da planta e a formagio de um micélio branco de aspecto-
cotonoso nas regides atacadas e na superficie do solo (DANTAS et‘al., 1999). O patogeno
pode causar tombamento em mudas e podriddo do coleto e de raizes em plantaé mais velhas,
resultando em murcha, o que, na maioria das vezes, culmina com a morte da mesma. S. rolfsii
¢ amplamente distribuido pelas regides tropicais ¢ subtropicais do mundo, sendo favorecido
por condigdes de temperaturas médias em tormno de 27°C e alta umidade relativa do ar. Na
auséncia de hospedeiros, o fungo sobrevive no solo por meio de esclerédios e pelo
crescimento micelial saprofitico e sua disseminagfo ¢ feita, principalmente, pelo transporte de
solo infestado. Areas altamente infestadas por S. rolfsii podem ficar comprometidas para o
cultivo de muitas culturas (PUNJA e GROGAN, 1981).
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O fitopatégeno Macrophomina phaseolina (Tassi) Gold, ¢ uma espécie de fungo
relatado em mais de 500 espécies de plantas. E um agente causal da podridio preta das raizes
da soja e causa prejuizos a culturas em condi¢des de clima seco. A transmissdo por semente
parece ndo ser importante, uma vez que o inéculo existe na maioria dos solos, porém
sementes infectadas podem ter a germinagio reduzida. A infec¢fio das plantas se inicia pelas
raizes. Embora essa infec¢do possa ocorrer nos primeiros estadios de desenvolvimento da
planta, os sintomas sdo visiveis nos entrends inferiores, apds a polinizagfio. A podriddo por
Macrophomina ¢ favorecida por altas temperaturas (37°C) e baixa umidade no solo. A
sobrevivéncia de M. phaseolina no solo bem como sua disseminacfio ocorre na forma de
esclerécios. Esse fungo apresenta um grande nimero de hospedeiros, inclusive o sorgo € a
soja 0 que torna a rotagiio de cultura uma medida de controle pouco eficiente (VIVAS e
BARROS, 1992).

A presenga de espécies fiingicas patogenas a vegetais de grande interesse econdmico
resulta em indesejavel redugdio na qualidade da produgfio vegetal. Para o combate desses
agentes nocivqs, utilizam-se substincias quimicas eficazes, se usadas de maneira racional,
porém, quando exageradas, podem ser prejudiciais a0 homem. Na tentativa de minimizar a
agdo toxica dessas substdncias faz-se necessdrio encontrar maneiras alternativas para
minimizar a agdo desses patogenos por meio de um contrple bioldgico, utilizando compostos
quimicos extraidos de plantas.

No que se refere as pesquisas realizadas para avaliar o efeito medicinal do éleo-
resina de copaiba, a agdo antiinflamatéria € considerada por Veiga Jr. e Pinto (2002), como a
mais estudada, citando também seu uso como analgésico, antimicrobiano,. anti-séptico,
antifingico, entre outros, podendo ser uma das alternativas para controle de funigos-‘
fitopatégenos.

Considerando a caréncia de informagdes técnico-cientificas sobre a época propicia
para a coleta do 6leo de copaiba e da atividade antifungica do 6leo-resina, o trabatho teve
como objetivo identificar a época mais adequada para coleta desse dleo através da
quantificagdio e qualificacio mensal para o municipio de Moju, PA, bem como, avaliar suas

atividades antiftingicas no crescimento micelial in vitro de fitopatégenos.
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CAPITULO Il - IDENTIFICACAO DA EPOCA DE COLETA DO OLEO-RESINA DE
COPAIBA (Copaifera spp.) NO MUNICIPIO DE MOJU, PA.

2.1 RESUMO

No processo de extragio do 6leo-resina de copaiba ndo ¢ considerada a época mais apropriada
do ano, normalmente o coletor extrai em qualquer época ndo levando em consideragéo fatores
climiticos como a preciptagio pluviométrica, que na regiio amazdnica estd diretamente
relacionada com a produgdio de vérias culturas. A presenga de substincias qufmicas em uma
determinada espécie pode estar ligada a fatores climéticos. Considerando a presencga desses
compostos quimicos nas espécies de copaiba e a falta de informagGes na literatura consultada
sobre a época mais indicada para extragdo do dleo, o presente trabalho teve como objetivo
identificar a época mais adequada para coleta do 6leo para o municipio de Moj4, PA, através
da quantificagdo e qualificagio do Oleo correlacionados com a preciptagéio pluviométrica.
Amostras de Oleo-resina de Copaifera duckei , Copaifera martii e Copaifera reticulata foram
coletadas no Campo Experimental do Moju da Embrapa Amazodnia Oriental, localizado no
municipio de Mojt, PA. O periodo de coleta foi de setembro de 2003 a agosto de 2004. Nos
meses de setembro e outubro ocorreram as maiores produgdes de Oleo para a espécie C.
reticulata e de setembro a novembro para a espécie C. duckei, coincidindo com o periodo de
menor preciptagio pluviométrica. A menor producdo de 6leo ocorreu no periodo de janeiro a
maio de 2004, principalmente para as espécies C. reticulata ¢ C. duckei, coincidindo com o
periodo mais chuvoso. As espécies C. duckei e C. reticulata, produziram respectivamente, um
6leo-resina de aspecto liquido e de coloragdo vermelho intenso e amarelo claro. Enquanto, a
C. martii produziu um oOleo-resina denso de coloragdo marrom. A concentragdo do
sesquiterpeno, $-bisaboleno na C. duckei foi superior a do B-cariofileno em todos os meses do
ano, ocorrendo variagdes nos percentuais das substincias independentes do periodo de
chuvas. Na C. reticulata, a concentragio do sesquiterpeno, B-cariofileno foi superior a do §-
bisaboleno independente do periodo de preciptagdo pluviométrica. A concentragdo do
sesquiterpeno a~-copaeno na C. martii, foi superior ao A-amorfeno e apresentou variagdes nos
percentuais das substéincias, independentes do perfodo de chuvas.

Palavras-chave: Copaifera, preciptagdo pluviométrica, produgfo de 6ieo, sesquiterpenos.
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ABSTRACT

In the process of extration of the oil-resin of copaiba is not considered the time most
appropriate of the year, normally, the collector extracts at any time not leading in
consideration climatic factors as the pluviometric preciptation, that in the Amazon region
directly is related with the production of some cultures. The chemical substance presence in
one determined species can be on the climatic factors. Considering the presence of these
chemical composites in the species of copaiba and the lack of information in the literature
consulted on the indicated time more for extration of the oil, the present work had as objective
to identify the time most adequate for collection of the oil for the city of Mojt, Par4, through
the quantification and correlated qualification of the oil with the pluviometric preciptation.
Oil-resin of Copaifera duckei, Copaifera martii and Copaifera reticulata had been collected
in the Experimental Field of the Moju of the Embrapa Eastern Amazon, located in the city of
Moj, Para. The period of collection was of September of 2003 the August of 2004. In the
months of September and October the biggest productions of oil for the species C. reticulata
and of September had occurred the November for the species C. duckei, coinciding with the

- period of lesser pluviometric preciptation. The lesser oil production occurred in the period of

January the May of 2004, mainly for species C. reticulata and C. duckei, coinciding with the
period rainiest. Species C. duckei and C. reticulata, had produced respectively, an oil resin of
liquid aspect and intense and yellow red coloration clearly. While the C. martii produced an
oil-resin dense of brown coloration. The concentration of the sesquiterpene, B-bisabolene in
the C. duckei was more of the B-caryophyllene in every month of the year, occurring
variations in the percentages of independent substances of the period of rains. In the C
reticulata, the concentration of the sesquiterpene, B-caryophyllene it was more of the
independent B-bisabolene of the period of pluviometric preciptation. The sesquiterpene -
caryophyllene in the C. martii was more of the A-amorphene, occurring variations in the
percentages of independent substances of the period of rains.

Key words: Copaifera, pluviometric preciptation, oil production, sesquiterpenes.
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2.2 INTRODUCAO

As arvores “copaiba”, assim denominadas vulgarmente, sio plantas pertencentes ao
género Copaifera, apresentando no interior do tronco um dleo-resina ou balsamo
(MESQUITA 1989, MACIEL et al., 2002; PINTO et al.,, 2002). Em todas as espécies, os
canais secretores acham-se na regifio cortical dos caules, porém dispostos de modo que se
prolonguem até o lenho, onde existem em notavel abundéncia, formando bolsas. Os canais de
uma zona nfo tém comunicagdo com outras e, por isso, 0s extrativistas retiram o dleo de
diversos pontos, até o centro do caule, destruindo a arvore ou tornando-a incapaz de produzir
o 6leo durante muitos anos (CORREA, 1984).

No processo de extragdo do 6leo de copaiba nfo é considerado o periodo mais
apropriado do ano, normalmente, o coletor extrai em qualquer época nfo levando em
consideragdo fatores climaticos como a preciptagéio pluviométrica, que na regifio amazonica
estd diretamente relacionada com a produgio de varias culturas. Em algumas espécies
cultivadas na regido como na cultura do dendé a produgfo de Oleo estda diretamente
relacionada com o perfodo de chuvas, ocorrendo maior produgfo na época mais chuvosa
(MORAES e BASTOS, 1972).

O oleo natural de copaiba apresenta uma certa variedade nos seus componentes,
parecendo essa ser mais sensivel a fatores abiGticos (como insetos ¢ fungos) do que a
luminosidade e nutrientes. Como produto..ﬂorestai primério, a exploragio do 6leo de copaiba
apresenta algumas caracteristicas originarias de seu manejo que vio definir, em ultima
insténcia, as possibilidades de suas aplicagdes industriais e, portanto, estabelecer o seu padrdo
de qualidade para o mercado. A principal delas refere-se & eventual mistura dos 6leos de
espécies botinicas variadas, ou ainda de espécimes de idades e locais distintos. Este fato €
sobremaneira agravado, pela dificuldade de se proceder a diferenciagéio morfoldgica entre as
espécies, € mesmo pela dificuldade pratica em se obter orgéos florais das espécies, dados o
curto periodo em que ocorrem ¢ a elevada altura das arvores (TAPPIN et al., 2004).

No que se refere & composigio quimica dos éleos-resinas das espécies de Copaifera,
observa-se a predomindncia de sesquiterpenos, como o o-humuleno, o e B-selineno, B-
bisaboleno e P-cariofileno (LANGENHEIM e FEIBERT, 1988; PINTO, 2000). O B-

bisaboleno possui propriedades antiinflamatéria e analgésica e o P-cariofileno € descrito na
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literatura como anti-edémico, antiinflamatorio, bactericida e insetifugo (VEIGA Jr. e PINTO,
2002).

A composi¢io quimica dos 6leos de copaiba encontra-se citada em vérios artigos
cientificos, onde foram utilizadas técnicas mais antigas, bem como, metodologias modernas
de isolamento ¢ de identificagfio, tais como cromatografia gasosa acoplada & espectrometria
de massa com colunas cromatograficas de fase estaciondria quiral (B-ciclodextrina
permetilada). Além dos sesquiterpenos foram detectados também diterpenos (LANGENHEIM
¢ FEIBERT, 1988; VEIGA Jr. e PINTO, 2002).

A presenga de substincias quimicas em uma determinada espécie pode estar atrelada
a sua sazonalidade, variando conforme o ambiente, principalmente, aqueles ligados a fatores
climaticos (MORAES e BASTOS, 1972). Nas espécies de Copaifera essa relagio deve existir,
podendo a concentragiio das substdncias variar ou ndo em fung@io da temperatura, radiagdio
solar e preciptagfio pluviométrica, dentre outros. Ndo foi encontrada na literatura, nenhuma
referéncia sobre o assunto.

Considerando a presenga desses compostos quimicos de maneira geral nas espécies
de copaiba e a falta de informagdes na literatura consultada sobre a época mais apropriada
para extragdo de 6leo, o trabatho teve como objetivo identificar a época mais adequada para
coleta do 6leo para o municipio de Moju, PA, através da quantificagfio e qualificago do dleo

correlacionados com a preciptagdo pluviométrica.

2.3 MATERIAL E METODOS
2.3.1- Caracterizacio da area

As amostras de 6leo-resina de C. duckei, C. martii e C. reticulata foram coletadas no
Campo Experimental do Moji da Embrapa Amazdnia Oriental, localizado no .municipio de
Moju, PA (Figura 3), no Km 30 da rodovia PA-150, entre as coordenadas geogréficas de 2°
08’ 14” 3 2° 12’ 26” de latitude sul ¢ 48° 47’ 34” 3 48° 14” de longitude a oeste de Greenwich
e altitude de 16 m, possuindo uma 4rea total aproximada de 1.059 ha (COSTA et al,, 1998). O
municipio de Mojt esta localizado na Microrregifio de Tomé-Agt, PA (Figura 4).
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Figuara 4. Mapa da Microrregidio de Tomé-Agi onde se localiza o Municipio de Mojii
(Fonte: citybrazil.com.br/pa/regioes/tomeacu/index.htm).
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O clima'local ¢ do tipo Am; (quente Gmido), de acordo com a classificagdio de
Koppen (NASCIMENTO e HOMMA, 1984). A temperatura média anual ¢é elevada, variando
entre 25° C e 27} C. A precipitagio pluviométrica anual oscila de 2.000 mm a 3.000 mm, com
distribuigdo ,irréé:lllar, sendo de janeiro a junho sua maior concentragio (cerca de 80%), porém
possui um pequéno periodo de estiagem que ocorre geralmente de setembro a novembro. A
insolagdo mensal varia entre 148,0 e 275,8 horas, apresentando estreita relagio com a
preciptagdo e a umidade relativa do ar gira em torno de 85% (COSTA et al., 1998).

Os dados de precipitagio do municipio de Moju foram obtidos dos altimos 24 anos e
do periodo de '_éetembro de 2003 a setembro de 2004, fornecidos pela Fazenda Sococo,
localizada no municipio em estudo.

O local apresenta um relevo plano, com pequenos declives variando de 0 a 3%. O
solo predominante é o Latossolo Amarelo com diferentes texturas, ocorrendo também solos
Podzélicos Vermelhos-Amarelos, Glei Pouco Huimico e Plintossolos (COSTA et al., 1998).

A cobertura vegetal é formada por drvores com grande porte variando de 25 a 35 m
de altura. As copas sdo grandes e de forma irregular. O sub-bosque é denso com presenga de
algumas palmeifas, predominando as familias Lecythidaceae, Violaceae, Sapotaceae,

Burseraceae, Moraceae e Leguminosae.
2.3.2- Caracterizacdo das espécies

A espécie C. reticulata, produz um 6leo de aspecto liquido, fino, odor fraco e de
coloragio amarelo claro. A espécie C. duckei , produz um 6leo de aspecto liquido, viscoso, de
odor forte e de coloragdio vermetho intenso. Esses tipos de 6leo séio geralmente empregados,
na medicina caseira, industria farmacéutica e cosmética. O éleo-resina da C. martii, é denso,
de odor forte e colorago marrom, utilizada principalmente na fabricacio de vernizes. Na
coleta de material boténico as exsicatas foram depositadas no Herbéario (IAN) da Embrapa
Amazénia Oriental. C. reticulata (1) sem registro, C. reticulata (2) sem registro, C.-duckei
registro n° 178851 e C. martii n° 175918.
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2.3.3- Coleta de oleo

Para a coleta do 6leo foram utilizadas plantas adultas nativas dispersas de espécies
de Copaifera com mais de trinta anos de idade, segundo informagdes do Herbéario IAN da
Embrapa Amazdnia Oriental. As arvores foram perfuradas aleatoriamente com um trado
iradicional de 2 cm de didmetro e 45 cm de comprimento (Figura 5A), fazendo-se dois
orificios na altura de 1m e 1,50m, respectivamente (Figura 5B). As amostras de 6leo foram
armazenadas em recipientes de -pléstico (1000ml) e protegidas da agdo da luz com papel
aluminizado. Posteriormente, foram transferidos em frascos de vidros (10ml) para posterior
analise. O periodolde coleta foi de setembro de 2003 a agosto de 2004, realizado sempre nos
10 primeiros dias de cada més. O orificio da arvore, apés o completo escoamento do 6leo, foi
vedado com cano do tipo PVC com % de didmetro e 10cm de comprimento contendo uma

tampa de plastico visando facilitar as outras coletas e evitar residuos de madeira (Figura 5C).

Figura 5. Processo atilizado na extraggio do 6leo de copaiba. Trado tradicional (A); Orificios
(B) € Cano PVC (O). Embrapa Amazdnia Oriental, 2003.

2.3.4- Analise das amostras

Uma aliquota de todas as amostras de Oleo-resina coletadas foi encaminhada a0

Museu Paraense Emilio Goeldi para analise da composigio quimica atraves de cromatografia
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de gas (CG) e cromatografia de gis acoplada a espectrometria de massa, para verificar a
variagdo ocorrida na porcentagem dos componentes quimicos. Quando a amostra de dleo-
resina estava muito viscosa, a mesma era submetidas a hidrodestilagio para a obtengéo do
dleo essencial, em sistema tipo Clevenger durante 3h, acoplado a um sistema de refrigeragio
para manutengio da dgua de condensagdo entre 10-12°C. O éleo essencial foi centrifugado,
desidratado com NapSO4 anidro, centrifugado e imediatamente analisado através de

cromatografia de gis.

2.3.4.1- Analise dos componentes volateis por CG

Os componentes foram identificados através de cromatografia de gas acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM), em sistema Finnigan Mat INCOS XL, equipado com
coluna capilar de silica DB-SMS (30m x 0,25mm; 0,25um de espessura de filme) nas
seguintes condigdes dperacionais: gas de arraste: hélio, em velocidade linear de 32 cm/s
(medida a 100°C); “split flow™: numa razdo de 20:1; “septum sweep”: 10ml/min; tipo de
injecéio: “splitless”, (2ul de 6leo em 1 ml uma solugdo 2:1000 de hexano; temperatura do
injetor e do detetor: 250° C; programa de temperatura: 60°C-240°C (3°C/min); EM: impacto
eletrdnico, 70V; temperatura da fonte de ions e partes de conexdo: 180°C. Os componentes
foram identificados através da comparagéo dos‘seus espectros de massas e indices de retengfo
(IR) com os de substincias padrio existentes nas bibliotecas do sistema e, com dados da
literatura (ADAMS, 1995). Os IR foram obtidos utilizando a série homologada dos n-alcanos.
A quantificagfio dos componentes foi obtida através de cromatografia de gas (CG), utilizando
cromatografo HP5890-II, equipado com detetor de ionizagiio de chama (DIC), e a um
integrador HP 3396-11, nas mesmas condigdes operacionais, exceto o gas de arraste que foi o

hidrogénio.

2.4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 6, sfo apresentados os dados de precipitagio pluviométrica do periodo

setembro de 2003 a agosto de 2004 e a média dos ultimos 24 anos do municipio de Moji, PA.
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Os meses de maior preciptagio pluviométrica do perfodo estudado ocorreu de janeiro a maio.
Enquanto que, na média dos ultimos 24 anos de janeiro a junho. Os menores indices

pluviométricos para ambos os periodos foram registrados de agosto a novembro.

[——e— media - - ® - -2004

W 202
:

S 1678 1732

JAN FEV MAR ABR MA} JUN JUL AGO SET OouT NOV DEZ
Meses

Figura 6. Precipitagdo pluviométrica do periodo setembro de 2003 a agosto de 2004 e média
dos tltimos 24 anos do municipio de Moja, PA. (Fazenda Sococo S. A. 2004).

Os dados de produgio de 6leo de todas as espécies sdo apresentados na Figura 7. Os
resultados indicaram que nos meses de setembro e outubro ocorreram as maiores produgfes
de dleo para a espécie Copaifera reticulata, respectivamente, 2.800 e 3.000 ml, e de setembro
a novembro para a espécie Copaifera duckei, sendo que 0 maior valor foi obtido no més de -
outubro com 500 ml, coincidindo com o periodo de menor precipitag:éo pluviométrica.
Embora a espécie Copaifera martii, tenha obtido 100 mi de produgio de 6leo no més de
janeiro ¢ tendo sido a maior obtida pela mesma, essa produgdo pode ser considerada
irrelevante diante das produgdes das outras duas espécies. As duas primeiras produziram um
6leo de aspecto liquido que favoreceu a coleta, conseqiientemente, o volume final. Enquanto
que, a espécie C. martii produziu um Oleo-resina denso que dificultou a coleta e
conseqiientemente, a. produgdo (Figura 8). A menor produgio foi observada no periodo de
janeiro a maio de 2004, principalmente para as espécies C. reficulata e C. duckei, coincidindo

com o periodo mais chuvoso. Nos més de julho ndo houve produgio de 6leo para a espécie C.
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reticulata 1. Para a espécie C. reticulata 2, ndo houve produgio nos meses de outubro a
fevereiro, assim como no més de agosto. A espécie C. martii, ndo produziu 6leo nos meses de
novembro e dezembro.

Os dados indicaram que para a 4rea em estudo a preciptagdo pluviométrica
provavelmente, estd diretamente relacionada com a produgdo de oleo. Alencar (1982; 1988)
relata que a maior produgdo de 6leo-resina de C. multijuga ocorreu na época chuvosa, porém
nem todas as arvores selecionadas produziram 6leo, ocorrendo ainda um decréscimo no
volume de produgdo entre a primeira e a ultima extragfio. Nesta avaliagdo, a arvore com
méxima produggo apresentou 3.500 ml de éleo.

Trabalhos conduzidos por Ferreira e Braz (1999) na floresta do Antimari no Estado
do Acre entre os anos de 1997 e 1998 relataram que na coleta de Oleo-resina de copaiba
realizada em dois periodos, chuvoso (outubro a novembro) ¢ seco (julho a agosto) a maior
producdo média (2.100 ml), foi obtida no periodo seco.

Moraes e Bastos (1972), Olivin (1986), Miiller e Alves (1997) trabalhando com a
cultura de dendé na regifio amazdnica, mostraram que as maiores produgdes de 6leo foram
obtidas no periodo mais chuvoso. Enquanto Pinheiro et al. (2001) observaram que na cultura
da seringueira, espécie nativa da Amazodnia ¢ produtora de latex, foram observados em
cultivos no municipio de Sfo Francisco do Pard que a maior produgdo de latex ocorreu tanto
nos meses de menor preciptagio pluviométrica (agosto a outubro), quanto no periodo chuvoso

(margo a maio).
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Figura 7. Média de produgio (ml) de 6leo de espécies de copaiba do periodo setembro de
2003 a agosto de 2004. Mojt, PA. |
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Figura 8. Oleo resina de espécies de Copaifera. C. reticulata (A), C. duckei (B) e C. martii
(©).

O teor do sesquiterpeno B-bisaboleno na C. duckei, variou de 14,0 a 17,6% e foi
superior a do B-cariofileno em todos os meses do ano (Tabela 1) e os maiores valores foram
observados no final do periodo de menor preciptagdo pluviométrica. O percentual de B-
cariofileno variou de 11,3 a 15,5% € o maior valor foi observado em margo, més do periodo’
de maior preciptagfio pluviométrica. O menor percentual dos dois constituintes ocorreu no
periodo de janeiro a fevereiro, coincidindo com o inicio do periodo chuvoso. Os dados
demonstraram que ocorre variagdo na concentragfio das substincias independente do periodo
de chuvas, porém, a diferenga entre os valores pode ser considerada irrelevante. O

cromatograma da espécie ¢ apresentado na Figura 9.
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Tabela 1. Principais componentes volateis dos 6leo-resinas das espécies de Copaifera.

Componentes Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago

Quimicos (%)

C. reticulata 01
B-cariofileno 57,4 41,3 53,0 51,1 39,0 58,7 61,8 50,1 52,8 50,1 O 52,1
B-bisaboleno 17,4 99 143 156 12,5 17,0 14,8 155 164 155 0 174

C reticulata 02

B-cariofileno 25,1 25,1 0 0o 0 O 50,2 41,6 31,5 373 39,7 0

B-bisaboleno 120 120 0 0 0 0 98 81 64 45 60 0

C. duckei

B-cariofileno 14,8 132 133 13,0 11,3 11,8 15,5 13,1 132 14,1 14,5 140

f-bisaboleno 16,7 16,1 16,3 164 14,0 14,5 15,7 16,7 170 17,6 173 174

C. martii

a-copaeno 395 512 0 0 432 44,0 448 372 364 394 476 397

A-amorfeno 164 139 0 0 1.7,2 15,8 15,7 16,6 16,3 16,0 13,7 16,3
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Figura 9. Cromatograma da espécie Copaifera duckei.

Na C. reticulata 1, o teor do sesquitérpeno P-cariofileno variou de 39% a 61,8% ¢
foi superior a do P-bisaboleno em todos os meses do ano em que houve. (Tabela 1). Os
maiores valores foram observados nos meses de fevereiro a margo, periodo de maiof
preciptagiio pluviométrica. O percentual de B-bisaboleno manteve-se com valores similares
durante todo o ano (9,9% a 17,4%), independente do periodo de chuvas. O cromatograma da
espécie ¢ apresentado na Figura 10.

Na C. reticulata 2, o teor do sesquiterpeno $-cariofileno variou de 25,1% a 50,2% e
foi superior a do P-bisaboleno que variou de 4,5% a 12%. E importante ressaltar que o
individuo 2 da C. reticulata ndo produziu 6leo nos meses de novembro a fevereiro, bem como
no més de agosto, inviabilizando assim a anélise dos seus constituintes quimicos. Os maiores
valores do [B-cariofileno foram observados nos meses de margo a abril, periodo de maior
preciptagio pluviométrica. Houve variagdo no teor de B-bisaboleno durante o ano de (4,5% a

12%), independente do periodo de chuvas.
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Figura 10. Cromatograma da espécie Copaifera reticulata.

A espécie C. martii apresentou na s;ua constituigdo quimica os sesquiterpenos a-
copaeno e A-amorfeno, sendo diferente das demais espécies. A percentagem de a-copaeno
variou de 36,4% a 51,2%, sendo superior 'a do A-amorfeno, o qual variou de 13,7% a 17,2%
durante o ano, exceto nos meses de novembro e dezembro quando ndio houve produgfio de
6leo. Os valores percentuais mantiveram-se similares independentes do periodo de chuvas

(Tabela 1). O cromatograma da espécie ¢ apresentado na Figura . .
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Figura 11. Cromatograma da espécie Copaifera martii.

E importante ressaltar que com os dados de produgdio, o aspecto e a constituigio
quimica do Oleo-resina das espécies estudadas, os resultados mostram que a C. martii é
substancialmente diferente da C. duckei, bem como, da C. reticulata.

Poucas espécies de Copaifera t€m sua composigdo quimica descrita na literatura
(VEIGA Jr. e PINTO, 2002). Alguns trabalhos (MAIA et al., 2000; TAPPIN \et al.,, 2004)
definem o local da coleta do 6leo, enquanto outros citam locais, ‘'onde a espécie nio é
endémica (VEIGA Jr. e PINTO, 2002). Entretanto, nenhum trabalho consultado relata o efeito
de fatores climaticos, como a preciptagdo pluviométrica influenciando o comportamento das
espécies quanto & composicdio quimica e poucos (ALENCAR, 1982; FERREIRA ¢ BRAZ,
1999) relacionam esse fator com a produgdo de 6leo. Os dados apresentados nesse trabalho
demonstraram que em determinados locais, como o estudado, a preciptagio pluviométrica
pode influenciar a produgfio de dleo. Enquanto, algumas substincias quimicas como os
sesquiterpenos B-bisaboleno e P-cariofileno sfo mantidos, independentes do perfodo de

chuvas, dependendo da espécie estudada.
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2.5 - CONCLUSOES

* Nos meses de setembro e outubro ocorrem as maiores produgdes de 6leo para a
espécie C. reticulata e de setembro a novembro para a espécie C. duckei,
coincidindo com o periodo de menor preciptagfio pluviométrica.

* A menor produgdo de éleo ocorre no periodo de janeiro a maio de 2004,
principalmente para as espécies C. reticulata ¢ C. duckei, coincidindo com o
periodo mais chuvoso.

* As espécies C. duckei e C. reticulata, produzem, tespectivamente, um oleo de
aspecto liquido de coloragdo vermelho intenso e amarelo claro. Enquanto, a C.
martii produz um 6leo-resina denso de coloragio marrom.

* A concentragdo do sesquiterpeno, B-bisaboleno na C. duckei é superior a do pB-
cariofileno em todos os meses do ano, ocorrendo variagdes nos percentuais das
substéncias independentes do perfodo de chuvas.

* Na C. reticulata, a concentragio do sesquiterpeno, B-cariofileno é superior a do B-
bisaboleno independente do periodo de preciptagdo pluviométrica.

* O sesquiterpeno a-copaeno na C. martii, apresenta concentracdes superiores ao A-
amorfeno, ocorrendo variagdes n(i)s percentuais independentes do periodo de

chuvas.
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CAPITULO I - AVALIACAO DO OLEO DE COPAIBA (Copaifera spp.) NA
INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL IN VITRO DE FITOPATOGENOS.

3.1. RESUMO

Na composigdo quimica das plantas medicinais, as substincias denominadas
metabdlitos secundarios, podem atuar nas interagdes entre a espécie vegetal e o fitopatogeno,
como ativador do sistema defensor da planta hospedeira ou diretamente contra os patogenos
fungicos. No que se refere a constituigdo quimica do dleo-resina das espécies de Copaifera,
observou-se em todas a presenga de diterpenos como o acido copdlico e de sesquiterpenos,
como o a-humuleno, o- e B-selineno, P-bisaboleno ¢ B-cariofileno, sendo o 6xido desse
dltimo efetivo contra fungos. Alguns fungos prejudiciais a agricultura causam danos
considerdveis aos vegetais, necessitando assim, de um controle biol6gico extremamente eficaz
e que seja inofensivo ao meio ambiente. O objetivo do trabalho foi de avaliar as atividades
antifingicas do 6leo-resina de duas espécies de Copaifera no crescimento micelial in vitro de
fitopatogenos. Para crescimento micelial, os patégenos foram cultivados em meio de cultura
BDA. As amostras utilizadas para a verificagio da inibigdo fingica foram dleos puros, sem
nenhuma diluigdo prévia. Os dleos utilizados nos testes pertenciam as espécies Copaifera
reticulata e Copaifera duckei. Para os testes antifiingicos foram utilizadas as espécies
Rizoctonia solani, Sclerotium rolfsii ¢ Macrophomina phaseolina. Para o fungo da espécie
Rhizoctonia solani entre os tratamentos testados o 6leo-resina das duas espécies de Copaifera
foi o mais eficiente na inibi¢io do ¢rescimento micelial. O dleo-resina de C. duckei foi o mais
eficiente na inibi¢fio do crescimento micelial dos fungos Sclerotium rolfsii € Macrophomina
phaseolina.

Palavras-chave: Copaifera, Rizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, 6leo-resina, fitopatogé€nico.
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ABSTRACT

In the chemical composition of the medicinal plants, the called substances secondary
metabolites, can directly act in the interactions between the vegetable species and the
fitopathogen, as activator of the defending system of the plant bostess or against the fungal
pathogen. In that if it relates to the chemical constitution of oil-resin the species of Copaifera,
the presence of diterpenes as the acid copalico and sesquiterpenes is observed in all, as the o-
humuleno, and B-selinene, B-bisabollene and the B-cariophyllene one, being the oxide of this
Jast cash against fungus. Some fungus harmful to agriculture cause considerable damages to
vegetables, thus needing, of extremely efficient a biological control and that he is harmless to
the environment. The work had as objective to evaluate the antifungal activities of the oil-
resin of two species of Copaifera in the mycelial growth in vitro of fitopathogens. For
mycelial growth, the pathogens had been cultivated in way of culture BDA. The samples used
for the verification of the fungal inhibition had been pure oils, without any previous dilution.
The oils used in the tests belonged to the species Copaifera reticulata Ducke and Copaifera
duckei Dwyer. For the antifungal tests the species Rizoctonia solani, Sclerotium rolfsii and
Macrophomina phaseolina. For fungus of the species Rhizoctonia solani enters the tested
treatments the oil-resin of the two species of Copaifera was most efficient in the inhibition of
the mycelial growth. The oil-resin of C. duckei was most efficient in the inhibition of the
mycelial growth of fungus Sclerotium rolfsii and Macrophomina phaseolina. '

Key words: Copaifera, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, oil-resin, fitopathogens.
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3.2 - INTRODUCAO

Apesar da imensa diversidade biolégica amazo0nica, as espécies animais e vegetais
que a compdem ¢ suas relagdes filogenéticas, seus microorganismos e suas interagdes com
outros seres ainda séo pouco conhecidos (SOUZA et al., 2004).

Na composigdo quimica das plantas medicinais, as substincias denominadas
metabolitos secundarios, podem atuar nas interagdes entre a espécie vegetal e o fitopatogeno,
como ativador do sistema defensor da planta hospedeira ou diretamente contra os patdgenos
fingicos. Os metabolitos secundérios presentes nas plantas medicinais com bioatividade
contra fungos geralmente apresentam carter atéxico para humanos ¢ animais, maior agfio
fungitoxica e menor fitotoxicidade quando comparados com os fungicidas sintéticos
(SANTOS, 1996). Por outro lado, plantas medicinais tém sido vistas como fonte de
substdncias fungitéxicas (BONALDO et al, 1998), as quais, quando comparadas com
fungicidas sintéticos, mostram-se praticamente inofensivas para o meio ambiente, podendo,
em alguns casos, até supera-los em sua a¢do fungicida.

Silva et al. (1995) citam que algumas destas substincias, que comp&em os 6leos
essenciais, sintetizadas pelas plantas medicinais, s3o utilizadas em seres humanos por
possuirem propriedades antimicrobianas. Estes mesmos compostos secundarios podem
representar para a planta diversas fungfes importantes como nas interagSes planta — planta
(alelopatia), planta — animal (antiherbivoria) e planta ~ microorganismos patogénicos. Sob
este Ultimo aspecto, tais compostos poderiam participar das respostas de defesa da planta em
um patossistema natural, ou seja, na planta que os produz ou em outros pétossistemas, ,
atuando como substéncias fungitoxicas a semelhanga dos fungicidas sintéticos e por atuarem
desta forma em seres humanos.

Alguns trabalhos descrevem os sesquiterpenos, principalmente os lactdnicos,
extraidos de Oleos essenciais, como metabdlitos secundirios que apresentam atividade
fungitoxica reconhecida. Neste contexto cita-se a pesquisa de Harborne (1994), que
confirmou a agfio fungitdxica dessas moléculas, demonstrando que 62% dos metabolitos
testados apresentaram atividade inibitoria parcial e que metade apresentou elevada atividade
inibitdria contra fungos patogénicos.

No que se refere a constituigdo quimica das espécies de Copaifera, observa-se em

todas a presenca de diterpenos como o 4cido copdlico e de sesquiterpenos, como o a-
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humuleno, o e B-selineno, P-bisaboleno e B-cariofileno, sendo o 6xido desse fltimo efetivo
contra fungos (LANGENHEIM e FEIBERT, 1988; PINTO et al., 2000; TAPPIN et al., 2004).

Outros fungos prejudiciais a agricultura, como por exemplo, as espécies Rizoctonia
solani, Sclerotium rolfsii e Macrophominia phaseolina, causam danos considerdveis aos
vegetais (WEBSTER e GUNELL, 1992), necessitando assim, de um controle biologico
extremamente eficaz e que seja inofensivo ao meio ambiente.

Na literatura consultada alguns trabalhos (CASCON et al., 2000; MIRANDA et al.,
2000) demonstraram atividades antimicrobiana e antibacteriana do 6leo resina de copaiba.
Veiga Jr. e Pinto (2002) em seus estudos demonstraram maiores atividades bactericida e
bacteriostatica do 6leo de C. multijuga, frente a Strepfococcus mutans, enquanto o dleo
essencial apresentou melhor agfio bactericida e a resina apresentou-se apenas bacteriostética.
Nesse sentido, estudo direcionado para determina¢fio da atividade antiftngica do 6leo de
copaiba é de suma importincia, visando minimizar a agdo de fitopatdgenos. O objetivo do
trabalho foi de avaliar as atividades antifingicas do 6leo-resina de duas espécies de Copaifera

no crescimento micelial in vifro de fitopatdgenos.

3.3 - MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Amaz6nia Oriental. As amostras de 6leo de copaiba utilizadas nos testes foram procedentes
do campo experimental da Embrapa Amazdnia Oriental, localizado no municipio de Moji- |
PA. As espécies fungicas utilizadas foram obtidas da micoteca do Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Amazonia Oriental.

Para crescimento micelial, os patogenos foram cultivados em meio de cultura BDA
(batata, dextrose e 4gar). A selecio do meio de cultura BDA foi motivada pela melhor
producio de esporos para os fitopatégenos que 0 mesmo promove.

Os patogenos foram cultivados em meio de cultura previamente fundidos. Apés o
meio de cultura ser retirado do autoclave e um pouco antes de ser fundido nas placas, o 6leo-
resina de copaiba e o controle (Dithane M 45) foram adicionados e homogeneizados ao meio
de cultura. Em seguida, foram distribuidos em placas de Petri com dimensdes de 9 cm de

didmetro e 1,8 cm de profundidade, o processo foi realizado em cAmara de fluxo laminar.
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Os 6leos utilizados nos testes foram extraidos das espécies C. reficulata 1 e C.
duckei procedentes da coleta do més de outubro de 2003.

Para os testes antifingicos foram utilizadas trés espécies fitopatogenas, Rhizoctonia
solani, Sclerotium rolfsii e Macrophomina phaseolina. As amostras utilizadas para
verificagdo da inibigdo fitopatogénica foram os 6leos puros, sem nenhuma diluigio prévia e
como controle foi utilizado o produto sintético Dithane M 45.

Na montagem dos experimentos, foram adicionados 250 pl do 6leo de copaiba para
cada 100 ml de meio de cultura € no preparo do Dithane M 45 foi utilizada uma diluigfio de 10
ppm para cada 100 ml do meio. Cada placa continha 15 ml de meio. Para cada espécie de
fungo foram utilizadas trés placas de Petri contendo 6leo de C. duckei, trés placas contendo
oleo de C. reticulata, quatro placas contendo Dithane M 45 e duas placas cdmo testemunha.
As placas de Petri foram colocadas em bancada sob temperatura ambiente.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial contendo
doze tratamentos ¢ trés repeti¢des. Na avaliagdo do crescimento micelial, foi utilizada uma
régua milimetrada ap6s sete dias de cultivo. A analise estatistica foi feita através da andlise de

variagdo, comparando as médias pelo teste de Student — Newman — Keuls.
3.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de varidncia da atividade antifingica do 6leo-resina de Copaifera para os
fitopatégenos, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e Macrophomin& Pphaseolina séo
apresentados na Tabela 2. Houve diferenga significativa apenas na interagfio tratamentos e
espécies fingicas. Na Tabela 3, sdo apresentados os resultados do efeito do 6leo-resina da

Copaifera e do Dithane M 45 no comprimento micelial das espécies fingicas.
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Tabela 2. Resumo da andlise de variincia da avaliagio do Oleo-resina de Copaifera na

inibi¢do do crescimento micelial in vitro de fitopatogenos.

Fonte de variag#o GL SQ oM F
Tratamentos 3 50.681111 16.293704 24.719™
Fungos 2 7.980000 3.990000 20.009%
Trat. X Fungos 6 4.320556 0.720093 3.611°
Erro 24 4.785833 0.199410

Total 35 67.767500

C.V (%) 5.88

Erro padrdo 0,2657

ns —ndo significativo  * significativo ao nivel de 5%

Tabela 3. Efeito do 6leo-resina de espécies de Copaifera e do Dithane M 45 na avaliagdo da

inibigdo do crescimento micelial in vitro de fitopatogenos.

Tratamentos Comprimento micelial (cm)

Rhizoctonia solani  Sclerotium rolfsii  Macrophomina phaseolina

C. dukei 5,50 a ' 6,66 a ’ 5,83 a
C. reticulata 583 a 8,26 6,66 b
Dithane M 45 8,62b 9,00 b 9,00¢ -
Testemunha 800b 875b - 850¢

Médias seguidas da mesma letra dentro das colunas ndo diferem entre si pelo teste de Student

— Newman - Keuls ao nivel de 5% de probabilidade.

Para o fungo da espécie Rhizoctonia solani entre os tratamentos testados os 6leo-
resinas das duas espécies de Copaifera foram o mais eficientes, induzindo uma maior inibigéo
no crescimento micelial do fungo (Figura 12). Entretanto, nfo houve diferenga significativa

entre as espécies testadas.
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Figura 12. Inibigfio do crescimento micelial do fungo Rhizoctonia solani por 6leo-resina de
Copaifera. A - C. duckei e Dithane M 45; B - C. reticulata e Dithane M 45.

O 6leo-resina de C. duckei foi o mais eficiente na inibi¢io do crescimento micelial do
fungo Sclerotium rolfsii (Figura 13). Embora o éleo-resina de C. reticulata tenha apresentado

maior inibigdo no crescimento micelial do fungo, ndo diferiu significativamente dos demais
tratamentos.

Figura 13. Inibi¢do do crescimento micelial do fungo Sclerotium rolfsii por Gleo-resina de
Copaifera. A - C. duckei e Dithane M 45; B — C. duckei e C. reticulata, C — C. reticulata e
Dithane M 45.

Na inibigdo do crescimento micelial do fungo da espécie Macrophomina phaseolina
0 6leo-resina de C. duckei foi o que apresentou maior eficiéncia (Figura 14A). O éleo-resina
de C. reticulata foi mais eficiente na inibigdo do crescimento micelial do fungo que o Dithane

M 45 na dosagem de 10 ppm e a testemunha (Figura 14B).
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e
Comparando-se o Dithane M 45 com a testemunha, esta induziu maior inibi¢do no

crescimento micelial para todas as espécies de fungos, ndo havendo, entretanto, diferenga

significativa entre os mesmos.

Figura 14. Inibi¢dio do crescimento micelial do fungo Macrophomina phaseolina por 6leo-

resina de Copaifera. A - C. duckei e Dithane M 45; B - C. reticulata e Dithane M 45.

Diniz (1996) avaliou a ag8o fungitoxica do balsamo de copaiba contra os patégenos
Fusarium moniliforme e Alternaria sp., confirmando uma alta redugéio no desenvolvimento
dos esporos desses fitopatogenos. Por sua vez Morais et al. (2000) confirmaram atividade
positiva do Oleo-resina de Copaifera spp. sobre o fungo Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici.

Trabalbos conduzidos por Amorim (2003) demonstraram que os extratos hexanico e
metanolico de folhas de Copaifera langsdorffi, promoveram a inibic¢o do crescimento
micelial das espécies fitopatogenas, Colletotrichum gloeosporioides e Bipolaris sorokiniana.

Trabalhos conduzidos por Miranda et al. (2000) demonstraram que dentre vérias
amostras de Copaifera spp. armazenadas por mais de dois anos e de diferentes procedéncias
testadas em fungos e bactérias, ocorreu atividade apenas antibacteriana diferenciada indicando
que a procedéncia e o tempo de armazenamento, influenciaram a atividade antibacteriana.

Cascon et al. (2000) utilizando amostras de Copaifera spp. ¢ C. duckei procedentes
dos Estados do Amapa, Amazonas e Pard demonstraram através do Bioautograma que houve
atividade inibitéria contra Staphylococcus aureus para todas as amostras testadas.

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que algumas espécies de
Copaifera podem apresentar atividade antifungica. Por outro lado, essa atividade poderd

ocorrer, dependendo da espécie fingica utilizada bem como a concentragfio do 6leo.
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3.5 - CONCLUSOES

e Para o fungo da espécie Rhizoctonia solani entre os tratamentos testados o éleo-
resina das duas espécies de Copaifera é o mais eficiente na inibigdo do
crescimento micelial.

® O oleo-resina de Copaifera duckei € o mais eficiente na inibi¢io do crescimento
micelial dos fungos Sclerotium rolfsii e Macrophomina phaseolina.

* O oleo-resina de C. duckei ¢ C. reticulata tem efeito antifiingico eficiente para o
fungo Rhizoctonia solani.

* O Oleo-resina de C. duckei é mais eficiente como antifiingico para os fungos
Sclerotium rolfsii e Macrophomina phaseolina do que o 6leo-resina de C.

reticulata.
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CONSIDERACOES FINAIS

Devido a grande quantidade de aplicagdes do 6leo-resina de copaiba, vérios estudos se
detiveram na avaliagio do potencial de produgio das espécies, porém sem levar em
considerago alguns fatores, como os climaticos. Nesse trabalho foi possivel observar que a
influéncia da preciptagdo pluviométrica foi bastante expressiva, tendo em vista que no periodo
menos chuvoso a produgdo de 6leo foi maior para todas as espécies estudadas.

Os resultados obtidos ndo permitem ainda identificar que o melhor periodo de coleta
do oleo-resina de copaiba, realizado no municipio estudado possa ser indicado para outras
areas de diferentes ambientes. Por outro lado, a produgiio de 6leo-resina de copaiba, bem
como a sua coloragdo, podem variar com a espécie.

No trabalho foi possivel observar que as principais substincias presentes no Oleo-
resina de copaiba como os sesquiterpenos identificados, mantiveram-se em niveis similares
durante todos os meses do periodo estudado.

Quanto ao uso do leo-resina de copaiba como antiftingico os resultados obtidos nesse
trabatho, demonstraram que as duas espécies estudadas, assim como as concentra¢des
utilizadas promoveram atividade antifingica, porém, nem todas as espécies de Copaifera,

bem como, outras concentragdes, conferem tal atividade.



