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RESUMO

O Brasil encontra-se em uma importante fase no uso de medicamentos
fitoterapicos, que passam a ter que satisfazer os mesmos critérios de eficicia e
seguranca exigidos para os medicamentos convencionais, obtidos por sintese. O registro
de medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2004) estabelece o controle de qualidade da
matéria-prima vegetal como pré-requisito essencial para a obtencdo de fitoterdpicos com
reprodutibilidade de acdo. Uma das dificuldades de se desenvolver fitoterapicos que
apresentem estas caracteristicas de reprodutibilidade lote a lote da agdo terapé€utica ¢ a
variabilidade na concentragdo de marcadores, decorrente dos efeitos de sazonalidade no
cultivo das plantas. O presente trabalho estuda a relacdo existente entre algumas
variaveis que podem estar relacionadas com a variagdo da quantidade de dleo essencial
da espécie Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng cultivada, através do monitoramento
do oleo essencial por cromatografia a gas. Foram conduzidos experimentos que tiveram
0 objetivo de avaliar a maior concentracdo de dleo essencial sob diferentes condigdes de
adubacdo (adubo organico, adubo mineral 1 e adubo mineral 2), irriga¢do (irrigagao
diaria e irrigacdo alternada), incidéncia solar (direta e indireta), horario de coleta (7h,
12h e 16h) e idade da planta (60, 90, 120 e 150 DAP), em diferentes ciclos vegetativos
(1 e 2). Nas diferentes condi¢cdes de adubagado, foi verificado que no ciclol o adubo
organico obteve melhor desempenho e no ciclo 2 a adubac¢ao mineral 1 foi superior. A
irrigacao alternada e a incidéncia solar direta demonstraram ser a melhor condi¢do nos
dois ciclos. No ciclo 1 o melhor horério de coleta foi o das 7h, ja no ciclo 2 o melhor
horario foi o das 16h. A concentragdo de 6leo essencial variou nos diferentes estagios de
desenvolvimento da planta, tendo sido obtido os melhores indices aos 60 DAP no ciclo

le2.

Palavras-chave: Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng, planta medicinal,

sazonalidade, cromatografia gasosa.
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Abstract

Currently, Brazil is in an important phase in the use of phytotherapy drugs, which are
replaced by that meet the same standards of effectiveness and safety required for
conventional medicines, obtained by synthesis. The registration of medicines
phytotherapy (Brazil, 2004) provides the quality control of raw material plant as
essential prerequisite for the achievement of phytotherapy with reproducibility of
action. One of the difficulties of developing phytotherapeutic showing these
characteristics of reproducibility lot to lot of action therapy is the variability in the
concentration of markers, resulting from the effects of seasonality in the cultivation of
plants. This study examines the relationship between variables that may be related to the
change in the amount of essential oil of the species Plectranthus amboinicus (Lour)
Spreng grown, through the tracking of essential oil by gas chromatography. Were
conducted experiments that had to evaluate the highest concentration of essential oil
under different conditions of fertilizer (organic fertilizer, mineral fertilizer 1 and mineral
fertilizer 2), irrigation (irrigation and irrigation alternating daily), solar impact (direct
and indirect), hours of collection (7h, 12h and 16h) and age of the plant (60, 90, 120 and
150 DAP), in different growing seasons (1 and 2). In different conditions of
fertilization, it was found that in the loop1 organic fertilizer obtained better performance
and the cycle 2 to mineral fertilizer 1 was higher. The alternating irrigation and solar
direct impact demonstrated to be the best condition in two cycles. In cycle 1 the best
time of the collection was from 7 am, already in the cycle 2 was the best time of 16h.
The concentration of essential oil varied in different stages of development of the plant,

having been obtained the best rates at 60 DAP in the cycle 1 and 2.

Key-words: Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng, medicinal plant, seasonality, gas

chromatography



Abreviaturas e siglas

CV = Coeficiente de variagao

DAP = Dias ap0s o plantio

DP = Desvio padrao

dpr = Desvio padrao relativo

fe = Fase estacionaria

FID = Detector de ionizagdo em chama
fm = Fase movel

CG  =Cromatografia a gas

LD = Limite de detec¢ao

LQ = Limite de quantificagao

MS = Espectrometro de massa
NPK = Nitrogénio, fosforo e potassio
pH = Potencial hidrogenionico

PE = Ponto de ebuli¢ao

PF = Ponto de fusdo

Xm = Média
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1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, plantas tém sido utilizadas como medicamentos, na
prevencao, no tratamento e na cura de distirbios, disfungdes ou doencas em homens e
animais. Capasso (1986); Garcia et al. (2003); Korolkovas (1996); Rates (2001). Os
povos primitivos iniciaram a identificagdo de vegetais que melhor se adequavam ao uso
medicinal, da época de colheita, das técnicas de extracao e de modos de conservagao.
Garcia et al. (2003); Korolkovas (1996).

A descoberta de substancias ativas em plantas medicinais impulsionou uma
revolugdo cientifica e tecnologica e os medicamentos vegetais foram sendo substituidos
por farmacos sintéticos. Capasso (1986); Korolkovas (1996); Rates (2001). Nas ultimas
décadas, porém, tem-se verificado tendéncia mundial de aumento na demanda por
plantas e preparagdes de origem vegetal como recurso terapéutico, influenciado por
fatores econdmicos, sociais e culturais. Abu-Irmaileh; Afifi (2003); Bent; Ko (2004);
Calixto (2000); Capasso (1986); Chan (2003); De Smet (2004); Elvin-Lewis (2001);
Giveon et al (2004); Mahady (2001).

A maior industrializacdo e comercializagdo de medicamentos naturais tornaram
seu uso um problema de Saude Publica. O aumento da demanda, associado a falta de
fiscalizacdo efetiva que garanta desde a exploragdo racional dos recursos naturais
empregados como matéria-prima, até a dispensacdo do produto acabado, contribuem
para a disponibilidade e acesso a produtos muitas vezes sem condi¢cdes adequadas ao
uso, sem garantia da qualidade, seguranga e eficiéncia, fundamentais para a recuperagao
ou preservagao da saude do consumidor. Bent; Ko (2004); Calixto (2000); Chan (2003);
De Smet (2004); Elvin-Lewis (2001); Giveon et al (2004); Rates (2001); Marques
(1996). Fatores como poluicdo na agua de irrigagcdo, atmosfera, solo, condi¢cdes da
coleta, manipulacdo, secagem e estocagem sao importantes a serem considerados no
controle de produtos naturais. Abou- Arab et al. (1999); De Smet (2004); Fennell et al.
(2004). Considerando os produtos de origem vegetal com finalidade terapéutica,
verifica-se a importancia de especificacdes adequadas de qualidade para garantir a
eficécia e seguranga.

Plantas ndo cultivadas possuem desvantagens em relagdo as cultivadas por

ocorrer disponibilidade decrescente, fornecimento instavel, controle de qualidade falho,



sendo passivel de adulteragdes: havendo por isso, interesse crescente em se utilizar
métodos de cultivo para as plantas medicinais, permitindo avangar com melhor
aproveitamento da variabilidade contida nas espécies empregando-se, para tanto,

rigorosos métodos de sele¢ao visando obter plantas de principios ativos desejados.

Entendendo que ¢ importante verificar nos produtos de origem vegetal com
finalidade terapéutica, as especificacdes adequadas de qualidade para garantir a eficacia
e seguranca. Considerando que a biossintese dos metabdlitos secundarios e,
consequentemente, dos principios ativos em plantas medicinais e aromaticas depende de
fatores genéticos, fisiologicos e ambientais. Logo, os fatores que influenciam as
variagdes nas concentracdes destes principios ativos em plantas devem ser avaliados,
visando obter uma matéria-prima de qualidade, ja& que a qualidade das plantas

medicinais esta relacionada ao seu teor de principios ativos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da varia¢do sazonal e diferentes técnicas de coleta e cultivo no
teor de Oleo essencial presente na espécie Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng

através da quantificagdo deste por meio do marcador f3-cariofileno.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver plantio experimental da espécie Plectranthus amboinicus (Lour)
Spreng;

e (oletar as amostras vegetais de acordo com metodologia definida;

e Realizar extracdo do 6leo essencial;

e Desenvolver e validar metodologia analitica para a quantificacdo de oleo

essencial através do marcador B-cariofileno por cromatografia gasosa.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos gerais

No processo histdrico das plantas medicinais, muitas civilizagdes descreveram a
utilizagdo de ervas e outros vegetais, como forma de medicamento, em seus registros e
manuscritos, como os babildnios, sumerianos, egipcios, gregos € os romanos. Devienne
(2004).

Na primeira metade do século XX, os produtos de origem vegetal foram
esquecidos, temporariamente, em decorréncia do grande sucesso dos compostos
quimicos obtidos de microorganismos, 0s quais eram capazes de curar infecgdes graves.
Devienne (2004).

A descoberta de principios ativos, em plantas medicinais, impulsionou uma
revolucdo cientifica e tecnologica e os fitoterapicos foram sendo substituidos por
farmacos sintéticos. Capasso (1986); Korolkovas (1996); Rates (2001).

A obtengdo de novos farmacos, a partir de substancias sintéticas, ndo foi mantida
por muito tempo devido os elevados custos para as suas pesquisas € desenvolvimento.
Dados indicam que o custo médio de um novo medicamento pode variar de 100 a 300
milhdes, representando cerca de 15% do faturamento da industria farmacéutica.Varias
pesquisas demonstram que medicamentos originados de plantas medicinais sao
desenvolvidos em menor tempo com custos, muitas vezes, inferiores aos obtidos
sinteticamente. Yunes (2001); Devienne (2004).

Como as plantas medicinais constituem importantes fontes de compostos
bioativos, foram incorporadas em diversas formulagdes farmacéuticas industrializadas.

Nas ultimas décadas, tem-se verificado tendéncia mundial de aumento na
demanda por plantas e preparacdes de origem vegetal como recurso terapéutico,
influenciado por fatores econdmicos, sociais e culturais.

A fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo
notadamente nestes ultimos anos, ao ponto que o mercado mundial de fitoterapicos
atingiu em 2001 em torno de aproximadamente 22 bilhdes de dolares. Yunes (2001).

Nas duas décadas passadas inimeros esforcos t€ém sido dirigidos para conferir
as plantas seu real papel e valor na terapia. Tal paradigma refere-se principalmente as
suas aplicagdes na cura, disfungdes e disturbios organicos. Santos (1995).

A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) acredita que a pratica do uso de

plantas medicinais ¢ tida com a principal opgdo terapéutica de aproximadamente 80 %



da populagdo mundial e relata que as plantas medicinais seriam a maior ¢ a melhor fonte
de obtencdo de farmacos para a humanidade. Tal aceitacdo estd contida no programa
daquela organizagao intitulado: “Saude para todos no ano 2000 Santos (1995).

Plantas medicinais produzem diferentes substincias quimicas (alcaloides,
taninos, flavondides, saponinas, entre outros) ¢ o fazem em diferentes proporgoes,
dependendo do habitat, do regime de chuvas, da insolagdo, do solo, enfim, das
caracteristicas climdaticas-edaficas. Entretanto, algumas substancias quimicas sao
bastantes caracteristicas para um determinado vegetal, e desta forma podem servir como
parametro para sua caracterizagao e identificacao. Migliato (2007).

Dentre as técnicas de controle do processo extrativo encontram-se as técnicas
cromatograficas, com as quais torna - se possivel realizar avaliagdes tanto qualitativa
quanto quantitativas. A analise da composicdo da droga vegetal e de preparagdes
extrativas derivadas pode ser direta, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
ou cromatografia a géas, ou indireta, com o emprego de cromatografia em camada
delgada ou cromatografia em papel, seguidas de extragdo do componente e
determinagdo por analise quimica quantitativa ou fisico-quimica tais como térmicas,
volumetria, espectrofotometria, fotocolorimetria ou densitometria.

Apesar das técnicas mencionadas serem performantes em andlise quantitativa,
podem ser qualitativas em concep¢do normal ou com acoplamentos com detectores
especificos. Essas técnicas buscam o conhecimento da distribuicao das espécies na
amostra com a finalidade de seletividade e isolamento para a identificacdo ou

quantificacao.

3.2 Cromatografia a Gas

r

A cromatografia a gas ¢ uma técnica analitica, qualitativa e quantitativa, que
permite a separagdo de compostos de uma mistura (amostra) através da particdo dos
componentes da amostra entre uma fase liquida (estaciondria) e uma fase gasosa
(movel). A interagdo que ocorre entre os componentes da amostra e as duas fases ¢ do
tipo particdo gas-liquido, onde a fase estacionaria ¢ um liquido ndo-volatil ligado a
parede interna de um tubo capilar de silica fundida, e a fase movel ¢ um gas inerte,

chamado gas carreador, H2, N2 ou He. Medeiros (2006Db).



A amostra ¢ introduzida no equipamento através de um injetor sob aquecimento,
favorecendo a vaporizacdo dos compostos, um fluxo de gés continuo carreia a amostra
através da coluna, que se encontra em um forno, onde a temperatura pode se manter
constante, ou aumentar através de uma rampa de aquecimento. Essa programacao de
temperatura favorece uma melhor separacdo dos compostos e diminui o tempo de
analise. O analito segue até um detector que gera um sinal para um sistema de
aquisi¢@o. Rouessac et al., (2000). A figura 01 apresenta um esquema de equipamento

de cromatografia gasosa.

- Seringa de njecio

i
- Injotor

Sistema
de
Detector Aepusicio

Emeal

s
Cilmdro de gas

Forno

Figura 01: Diagrama esquematico de um cromatografo a gas.

A cromatografia a gés ¢ um dos métodos mais utilizado para a analise
quantitativa e qualitativa de componentes volateis, ou passiveis de derivatizagdo. Esta
técnica possui alto poder de resolugdo, o que torna possivel a andlise de dezenas de
compostos de uma mesma amostra. A identificagdo pode ser feita comparando-se o
tempo de retencdo de um padrdo com o da amostra, ou relacionar o logaritmo de um
dado de retengdo com uma outra propriedade da amostra, como temperatura de
ebuli¢do, nimeros de atomos de carbono ou massa molecular, este método ¢ chamado
de indice de retencao de Kovats. Harris (1998). O indice de retencao tem a vantagem de
variar muito pouco, ou de maneira linear, com a temperatura.

Viérios detectores podem ser utilizados, como Detector de Ionizacdo por Chama
(FID), considerado universal ja que ¢ capaz de detectar qualquer substincia orgénica;
Detector de Condutividade Térmica, que se baseia na modulacdo da condutividade
térmica dos gases de arraste pelos analitos; Detector de Nitrogénio/Fosforo; de
Infravermelho por Transformata de Fourier; e Espectrometria de Massas, que ¢ seletivo,

sensivel e universal. Collins et al., (1997).
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Dependendo do tipo de substancia analisada e do detector empregado,
conseguese detectar até cerca de 10'%g. Essa sensibilidade faz com que haja
necessidade de introduzir apenas pequenas quantidades de amostra (respeitando sempre
a capacidade de massa das colunas capilares), o que em certos casos ¢ uma grande
vantagem em relagdo a outras técnicas que necessitam quantidades maiores de amostra.
Vogel (1992). E importante salientar que a cromatografia a gis ¢ excelente como
técnica quantitativa, sendo possivel a obten¢do de resultados quantitativos em
concentragdes que variam de picogramas a miligramas.

A cromatografia a gas ¢ uma técnica com excelente poder de resolugdo, tornando
possivel, muitas vezes, a andlise de dezenas de substancias de uma mesma amostra. Um
dos principais motivos que a torna de uso bastante acentuado ¢ a sua sensibilidade.

A cromatografia a gés se aplica a analise de substancias volateis e termicamente
estaveis. Esta ¢ a principal limitacdo de seu uso. Entretanto, mesmo com substancias
ndo volateis, muitas vezes ¢ possivel formar um derivado com estas caracteristicas
através da reacdo do analito com um reagente de derivatizacdo. Willard et al., (1992).
Esta consiste em transformar a substincia de interesse em um derivado com
caracteristicas adequadas para serem analisadas por cromatografia gasosa. A derivagao
também pode ser usada para a introdu¢do de grupos especificos. A analise
cromatografica isoladamente ¢ rapida, podendo ser efetuada em minutos. No entanto, na
maioria das vezes ha necessidade de etapas de preparagdo da amostra, antes que ela
possa ser analisada, para que nao haja interferéncias durante a analise e contaminacao
da coluna cromatografica. As vezes, esta etapa de preparacdo é longa e complexa,
aumentando em muito o tempo e o custo da andlise. Além disso, a cromatografia gasosa
ndo ¢ uma técnica qualitativa eficiente, necessitando, muitas vezes, de técnicas
auxiliares para a identificagdo segura das substancias presentes na amostra. Willard et

al., (1992).

3.2.1 Aplicacdes

A cromatografia gasosa é, atualmente, uma das técnicas de andlise de maior uso. E
utilizada para a separagdo e quantificacao de produtos diversos, podendo, também, ser
usada como técnica de identificacdo, em casos especiais, principalmente quando
acoplada um espectrometro de massas. O recente avango na area de utilizagdo de
colunas capilar faz da cromatografia gasosa uma técnica altamente atrativa. Alvarez

(2004).
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Assim, a cromatografia gasosa estd sendo usada nas mais diversas areas, como na
analise ambiental, nas industrias quimicas e farmacéuticas, na analise de alimentos e de
produtos petroquimicos, na medicina, nas pesquisas e outras. Alvarez (2004).

A analise ambiental pode-se citar como exemplo, a utilizagdo de cromatografia
gasosa no controle da poluicao de ar, agua, solos, etc. Exemplos interessantes estdo
ligados a analise de residuos de pesticidas, herbicidas e fungicidas.

As industrias quimicas e farmacéuticas podem utilizar a cromatografia gasosa desde
a analise da matéria prima, até¢ a do produto acabado. Na industria alimenticia pode-se
usar a cromatografia gasosa para analise de alguns constituintes de alimentos, como
lipideos e carboidratos. Em alguns casos, com técnicas adequadas de concentracdo de
amostra, podem ser detectados constituintes alimenticios ao nivel de tragos, como
exemplo, esferdides e vitaminas.

A area médica também encontra na cromatografia gasosa uma ferramenta poderosa,
tanto no estudo de substancias endogenas, como no controle terapéutico de certas
drogas, ou em casos de intoxicacao.

Pesquisas nas mais diversas areas podem usar a cromatografia gasosa, tornando-a de

grande utilidade nos laboratorios.

3.3 Validacéo

A técnica de cromatografia a gas vem sendo utilizada por apresentar uma
variedade de parametros passiveis de modificagdo, pelo operador, para otimizar o
procedimento de separacdo dos consttuintes, além da facilidade na manipulacdo do
equipamento e a presenga de softwares modernos que possibilitam analises completas
dos cromatogramas.

Aliados ao desenvolvimento de metodologias analiticas quantitativas utilizando
cromatografia a gas estdo os procedimentos de validacdo, onde orgaos
regulamentadores como International Conference on Harmonization (ICH),
Farmacopéia Americana (USP), e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabelecem normas para a sua realizagdo, garantindo assim a confiabilidade nos
resultados alcangados.

Podem ser encontrados na literatura um nimero significativo de trabalhos que
apresentam métodos de quantificagdo de substancias quimicas em medicamentos
utilizando cromatografia a gas que apresentam metodologia de analise validada. Por

outro lado, para matérias-primas vegetais ou fitoterapicos, a publicacao de trabalhos que
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relatam o desenvolvimento e a validacdo de metodologias para a realizagao do controle
de qualidade esta em ascendéncia. Sendo assim, os pardmetros de performance analitica
utilizados estdo fundamentados naqueles utilizados para os medicamentos, segundo
USP (1994), ICH (1996), Swartz; Krull (1997), Hong; Shah (2000), BRASIL (2003),
Shabir (2003), Ribani et al. (2004), sao eles:

Especificidade 1 Seletividade — Um método instrumental de separagdo que produza
resposta para uma unica substancia de interesse, normalmente um dado elemento, pode
ser chamado de especifico e um método que produza resposta para varios compostos
quimicos com caracteristicas em comum, seletivo. Apesar do termo mais adequado para
a descricdo do parametro seja seletividade, o ICH (1996) e a USP (1994) consideram
especificidade como o termo correto. Entdo, especificidade traduz-se como a capacidade
de medir exata e especificamente o analito de interesse na presengca de outros
componentes que podem ser esperados na amostra (cada um dos ativos, excipientes.
impurezas e produtos de degradacdo bem como outros compostos de propriedades
similares). Se a especificidade ndo for assegurada, a linearidade, exatidao e precisdo

estardo comprometidas.

Linearidade — Corresponde a capacidade de um método fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substincia em exame dentro de urna
determinada faixa de aplicagdo que deve possuir, no minimo, cinco concentragdes no
intervalo de 80 — 120%. O comportamento dos resultados obtidos com a andlise deve

ser descrito por uma equacao linear. (BRASIL, 2003)

Exatiddo — Indica o percentual de recuperagdo de um composto (substanca referéncia,
marcador) adicionado a uma amostra cuja concentracdo ¢ conhecida. Para esta analise.

devem-se executar no minimo trés niveis de concentra¢do. (BRASIL, 2003)

Precisdo - E a medida de concordancia entre valores experimentais obtidos que
resultam da aplicagao repetida do método a amostra homogénea. Usualmente ¢ avaliada
nos resultados o desvio padrao (DP) e coeficiente de variagdo (CV), que corresponde ao
desvio padrdo relativo (dpr). O ICH (1996) ¢ a resolu¢do n° 899 (BRASIL, 2003)

concordam que a precisdo pode ser medida em trés niveis:

e Repetibilidade: medicdo de precisdo entre ensaios com condi¢des analiticas

mantidas. A avaliacao do resultado ocorre através de medi¢des sucessivas em
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um curto periodo de tempo de uma mesma amostra, porém em diferentes
preparacdes, como pela avaliacdo de seis determina¢des a 100% da concentracio

tedrica da amostra, ou nove determinacdes em trés niveis de concentragao.

e Precisdo Intermediaria: expressa a variabilidade em longo prazo de um processo
de determinacao. Indica o efeito das variagdes dentro de um laboratorio devido a
eventos como diferentes dias ou diferentes analistas ou equipamentos. E a mais
representativa variablidade dos resultados em tUnico laboratério e podem ser
monitoradas as variaveis individuais dos analistas (rotina analtica). Expresso em

DP ou DPR.

e Reprodutibilidade: refere-se a estudos colaborativos entre laboratorios, no

sentido de reproducdo dos resultados da metodologia de andlise aplicada.

Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ) — O primeiro pode ser
defindo como a menor concentracdo do analito detectado em uma amostra, mas nao
necessariamente quantificada, enquanto que o LQ representa a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser quantificado com precisao e exatidao aceitaveis,
ambos sob as condi¢des experimentais previamente estebelecidas. Podem ser calculados
com dados obtidos do desvio padrio do intercepto e da inclinagdo da curva de
calibragcdo, previamente construida com o composto de interesse. Outros meios para
determinagdo do LD e LQ sdo aqueles baseados na avaliacao visual em métodos nao
instrumentais e na relagao sinal-ruido para procedimentos analiticos que exibem ruido

de base. (BRASIL, 2003)

Robustez — Medida da capacidade do método de analise em resistir a pequenas e
deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Para cromatografia gasosa os fatores
que devem ser considerados na determinacdo da robustez sdo: diferentes lotes ou
fabricantes de colunas, temperatura e velocidade do gas de arraste. (BRASIL, 2003)

Na validag¢dao de metodologias analiticas cromatograficas o ICH (1996) e a USP
(1994) reconhecem que nao existe a necessidade de avaliar todos os parametros de
performance analitica. O tipo de método e seu respectivo uso determinam quais os
parametros devem ser investigados. Swart; Krull (1997). Entdo, ¢ de inteira
responsabilidade do analista identifica-los para que os resultados gerados pela aplicacao

do método sejam de total confiabilidade quando o seu wuso for rotineiro.
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RESUMO

Os principais usos de Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng relatados pela populagéo
sdo relacionados ao tratamento de uma grande variedade de disturbios gastricos, porém
um grande numero de agdes farmacologicas foram testadas e comprovadas. Entre os
aspectos farmacologicos mais estudados, destacam-se: Dispepsias organicas,
tratamentos de pele, broncodilatacdo, antiinflamatoria, antiflingica, antibacteriana,
antiepilética e antitumoral. Visando contribuir para um maior conhecimento da espécie
apresentamos uma revisdo das principais publicagdes envolvendo estudos quimicos e
farmacologicos.

Palavras-chaves: Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng, plantas medicinais,

farmacologia.

Popular use and pharmacological actions of Plectranthus amboinicus
(Lour) Spreng.
ABSTRACT

The main uses of the Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng told by the population are
related to the treatment of a great variety of gastric riots; however a great number of
pharmacological actions had been tested and proven. It enters the studied
pharmacological aspects more, are distinguished: Dyspepsia organic, treatments of skin,
bronchodilator activity, anti-inflammatory, antiphonic, antibacterial, antiepileptic and
antitumoral. Aiming at to contribute for the enrichment of the knowledge regarding this
species, a revision of the main publications involving chemical and pharmacological
studies.

Key words: Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng, medicinal plants, pharmacology.
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INTRODUCAO

As espécies de Plectranthus (Lamiaceae) sdo usadas na medicina popular em
vérias partes do mundo (Hedge, 1992). O género ocorre em quatro continentes: Africa,
América, Oceania e Asia e estudos fitoquimicos divulgaram que diterpenos abietanos e
triterpendides sao os metabodlitos mais comuns no género, sendo responsavel por
variadas e importantes propriedades medicinais tais como: antiviral, antifungica, anti-
hipertensiva entre outras. O o6leo essencial das folhas de algumas espécies de
Plectranthus tem sido estudado previamente, principalmente P. barbatus e P.
amboinicus (Albuquerque, R. L, 2000).

Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng é uma planta aromatica nativa da Asia
do Sul Oriental, encontrada em toda América tropical (Hedge, 1992). E uma erva
perene, tortuosa, piloso-tormentosa e aromatica. No Nordeste brasileiro nao chega a
produzir flores. Possui um o6leo essencial responsavel por variadas e importantes
propriedades medicinais, dentre elas antifungica, antibacteriana, antiinflamatoéria, etc
(Albuquerque, R. L, 2000).

A Plectranthus amboinicus e a Plectranthus barbatus sao usados para tratar uma
larga escala de doencas e estdo relacionadas a aproximadamente 68% de todos os usos
tradicionais do género.

Os sindnimos de Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng incluem: Plectranthus
aromaticus Roxb, Coleus aromaticus Benth e Coleus amboinicus Lour.

Popularmente conhecida por hortela da folha grossa, ¢ um anti-séptico bucal,
demulcente e balsdmico, muito util no tratamento de rouquidao, de inflamagdes da boca
e garganta, sendo também usado tradicionalmente, contra tosse e bronquite, na forma de
xarope (lambedor) e de balas. As folhas inteiras podem ser sugadas lentamente no caso
de rouquiddo ou dor de garganta. E utilizado popularmente como expectorante e para
tratar a dor de ouvido (Diniz et al., 1998).

A Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng também ¢ citada freqiientemente no
tratamento de gripe cronica, de asma, de bronquite e de inflamagdo da garganta na India
e no Caribe (Morton, 1992; Jain; Lata, 1996; Ruiz et al., 1996), ¢ em Cuba ¢ usada para
tratar infec¢des e a asma (Castillo; Gonzalez, 1999; Cano; Volpato, 2004). Nas folhas
de Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng foram encontradas atividade
broncodilatadora em cobaia e atividade anti- tuberculose (Carbajal et al., 1991; Frame et

al.,1998).
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Os principais constituintes quimicos sao Oleos essenciais, como carvacrol,
cariofileno, terpineol e timol; flavondides com apigenina, quercetina, luteonina e
taxifolina; além de 4cidos terpénicos e taninos (Carriconde et al., 1995).

A hortela da folha grossa apresentou atividade antibacteriana, exercida pelo
timol e carvacrol presentes no Oleo essencial da planta e, devido a isso, ocorre uma
melhora nas patologias do trato respiratorio. O carvacrol tem uma reconhecida agdo
germicida, anti-séptica e antifingica (Matos, 1994).

Um estudo avaliou a atividade antifungica “in vitro” da hortela da folha grossa
frente a leveduras do género candida isoladas da cavidade bucal, mostrando que os
extratos da planta revelaram atividade antifungica a partir da concentragdo de 2500
mg/mL (Queiroz, 1998).

A Plectranthus barbatus e a Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng sdo as
espécies mais freqiientemente citadas para o tratamento das queimaduras, das feridas,
das mordidas de inseto e das alergias.

E usada no Brasil para o tratamento das ulceragdes da pele causados pela
Leishmania brasiliense (Franca et al., 1996). E usada também para tratar queimaduras e
em mordidas de escorpiio na Malasia (Morton, 1992). Na India, o suco das folhas ¢
usado para tratar alergias da pele (Harsha et al., 2003).

A Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng ¢ usado para tratar uma grande
variedade de problemas digestivos.

Uma atividade antioxidante, que pode prevenir a formacdo de ulceras, foi
detectada, “in vitro”, provavelmente devido ao conteudo de flavondides das folhas da
horteld da folha grossa (Salman et al., 1996).

E popular no tratamento da dispepsia, indigestdo, diarréia e como carminativo na
[ndia e na Africa (Morton, 1992; Gurib-Fakim et al., 1996; Jain; Lata, 1996; Ong;
Nordiana, 1999)

Em camundongo Swiss ficou demonstrado intenso efeito antinociceptivo
periférico e central com a administracao da horteld da folha grossa (Nunes et al., 2000).

Revisao de Castillo & Gonzales (1999), mostrou que héa alguns estudos de
farmacologia pré-clinica identificando atividades antitussigenas e antiepiléticas.

A Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng ¢ usada no Caribe para tratar falha
congestiva do coragdo (Morton, 1992).

Entre as espécies de Plectranthus usadas no tratamento de disturbios nervosos

inclui-se a Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng. Prescreve-se nos casos de epilepsia,
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de convulsdao (Morton, 1992; Ruiz et al., 1996; Castillo; Gonzalez, 1999) e meningites
(Neuwinger, 2000).

As espécies de Plectranthus sdo usadas também para tratar as desordens
sensoriais associados ao ouvido e ao olho. Por exemplo, o o6leo de semente de
Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng ¢ utilizado no tratamento de otite na Polinésia
(Zepernick, 1972), visto que na India suas folhas sdo friccionadas nos olhos para aliviar
as conjuntivites (Morton, 1992).

Um ntmero de espécies, incluindo a Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng
(Bhakuni et al., 1969), tem a atividade citotoxica e anti-tumoral e pode ser usada no
tratamento do cancer.

E importante na Asia e na América do Sul para o tratamento das febres (Morton,
1992; Harsha et al., 2002) e na cura do colera (Gurib-Fakim et al., 1996). Tem também
a atividade antimicrobiana (Bos et al., 1983; Castillo; Gonzalez, 1999) e sao relatadas
atividades antivirais de encontro a inibi¢ao simples (Hattori et al., 1995) sendo anti-HIV
e Herpes virus-1 (Kusumoto et al., 1995).

As folhas sdo utilizadas freqiientemente no tratamento de doengas urinarias no
Amazonas e na India (Jain; Lata, 1996; Yoganarasimhan, 2000). Ha relatos de uso para
aliviar problemas geniturindrios, e ¢ bebida também apo6s o parto (Morton, 1992).

Nao deve ser ingerida em grandes quantidades por criancas e lactentes, bem
como deve ser utilizada com moderacao antes de dormir por poder provocar insénia
(Colegate, 1993).

Experimento utilizando o extrato aquoso bruto da folha da hortelda da folha
grossa nas doses de 400 e 600 mg/kg ndo apresentou manifestagdes toxicas em ratos
Wistar bem como nenhuma alteragdo significante nos parametros hematologicos
(hemacias, hemoglobina, hematocrito, leucécitos, linfocitos e neutrdfilos) e bioquimicos
(glicose, creatinina, bilirrubina total e direta, fosfatase alcalina, colesterol total, lipidios
totais, trigliceridios, AST, ALT e uréia) (Nunes et al., 1998).

Como género alimenticio as folhas de Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng
sao empanadas com farinha e fritas no 6leo ou na manteiga (Dymoc, 1885). Sao usadas
no preparo do alimento (Purseglove, 1987), como tempero de carne e galinha (Epling,
1981; Kuebel; Tucker, 1988; Bodner; Gereau, 1988; Craig; Mayenda, 1990; Marrom,
1997), e para mascarar o cheiro forte associado a cabra, aos peixes € aos mariscos
(Morton, 1992). As folhas sio as vezes comidas cruas com pdo e manteiga e na India,

podem ser adicionadas a cerveja e ao vinho (Morton, 1992).
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A revisdo dos trabalhos publicados envolvendo agdes farmacoldgicas de
Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng, evidencia o potencial medicinal da espécie
justificando a grande utiliza¢do na medicina popular.

A potencialidade terapéutica de Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng
demonstra a necessidade de investimentos nesta planta para fins industriais, sendo
imprescindivel a realizacdo de estudos sobre o cultivo desta espécie visando a

padronizagdo da matéria-prima a ser utilizada em futuros medicamentos.
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RESUMO

A espécie Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng ¢ usada na medicina popular em
varias partes do mundo por apresentar um Oleo essencial responsavel por variadas e
importantes propriedades medicinais. O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar
a metodologia analitica, por cromatografia a gas, para a determinacao de -Cariofileno.
O presente método desenvolvido e validado mostrou-se sensivel, preciso, reprodutivel,

robusto e linear na concentragao de 0,050 pg/mL a 0,450 ng/mL de B-Cariofileno.

Palavras-chaves: Validagdo, B-Cariofileno, cromatografia gasosa.

ABSTRACT

The species Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng is used in popular medicine in
various parts of the world to present an essential oil responsible for varied and
important medicinal properties. The purpose of this study was to develop and validate
the analytical methodology by gas chromatography, for the determination of -
caryophyllene. The method developed and validated proved to be sensitive, accurate,
reproducible, robust and linear in the concentration of 0,050 pg/mL a 0,450 pg/mL of
B-caryophyllene.

Key words: Validation, B-caryophyllene, gas chromatography.
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INTRODUCAO

Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng é uma planta aromatica nativa da Asia
do Sul Oriental, encontrada em toda América tropical (HEDGE, 1992). E uma erva
perene, tortuosa, piloso-tormentosa e aromatica. No Nordeste brasileiro nao chega a
produzir flores. Possui um O6leo essencial responsavel por variadas e importantes
propriedades medicinais, dentre elas antifungica, antibacteriana, antiinflamatoéria, etc
(ALBUQUERQUIE, 2000).

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdo ou implementagdo de
método conhecido envolve processo de avaliagdo que estime sua eficiéncia na rotina do
laboratério. Determinado método ¢ considerado validado se suas caracteristicas
estiverem de acordo com os pré-requisitos estabelecidos (BRITO et al, 2003).

A validagdo ¢ essencial para definir se métodos desenvolvidos estdo
completamente adequados aos objetivos a que se destinam, a fim de se obter resultados
confidveis que possam ser satisfatoriamente interpretados. Desta forma, possibilita o
conhecimento das limitagOes e da confiabilidade nas medidas realizadas nas analises.

O principal objetivo da validacdo de metodologias analiticas € assegurar que o
método seja exato, especifico, reprodutivel e resistente dentro da variagdo especificada
para a substancia em exame, assegurando assim sua credibilidade no uso rotineiro
(USP, 1994).

Os objetivos deste trabalho consistem no desenvolvimento e validagao de
metodologia analitica para o doseamento do B-cariofileno do 6leo essencial extraido de

Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng.

MATERIAL E METODOS

A substancia quimica de referencia usada (B-cariofileno) foi obtida do fabricante
Sigma-Aldrich (USA). A planta fresca Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng foi
coletada no canteiro experimental do Laboratério Rabelo.

Os estudos quantitativos e qualitativos dos 6leos essenciais obtidos a partir de
Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng foram realizados em dois tipos de técnicas de

deteccgao:
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e Identificacdo dos constituintes volateis de Plectranthus amboinicus

(Lour) Spreng.

As analises de identificagdo dos constituintes volateis foram realizadas por
cromatografia gasosa acoplado a um espectrometro de massas. Foi realizado em um
sistema Shimadzu GC/MS-QP5050A equipado com uma coluna capilar DB-5 5 fenil
methylpolysiloxane (30 m x 0,25 mm; 0,10 micron). O gés de arraste utilizado foi o
Helio com fluxo de 1,6 ml/min, split 1:200, temperatura do injetor 260 °C; temperatura
inicial da coluna igual a 60 °C aquecida em uma razao de 10 °C/ min até¢ 280 °C. O
volume de inje¢ao foi de 1,0 ul.Tempo de analise de 30 minutos.

O espectrometro de massas foi operado no modo SCAN com escala de varredura
de 50-400 u.m.a com impacto de elétrons (70 eV) e temperatura do detector igual a 280
°C.

¢ Quantificacdo do B-cariofileno.

Os estudos de quantificagdo foram realizados em um Cromatografo Gasoso da
Shimadzu (modelo GC-17A) equipado com uma coluna capilar DB-1
dimethylpolysiloxane (30 m x 0,25 mm; 0,25 micron) e detector de ionizagdo em chama
(FID) foi usado para analises das amostras. O gas de arraste foi N, com fluxo de 1,3
ml/min, split 1:5, temperatura do injetor 260 °C; temperatura do detector 280 °C;
temperatura inicial da coluna igual a 60 °C aquecida em uma razao de 8 °C/ min até 280
°C permanecendo por 10 minutos a esta temperatura. O volume de inje¢ao foi de 1,0 pl.

Tempo de andlise de 30 minutos.

e Preparagdo da solugdo padrao

A solugdo padrao de 0,180 pg/ml foi preparada diluindo 0,20 ml da substancia

quimica de referencia (B-cariofileno) em 20 ml de hexano e uma aliquota de 0,5 ml

desta solugao foi diluida em 25 ml de hexano.
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e Preparagdo da solugdo amostra

Os dleos essenciais obtidos da planta fresca de Plectranthus amboinicus (Lour)
Spreng foram analisados a fim de se observar a presenca de marcadores (B-cariofileno)
e possiveis interferentes.

As plantas foram coletadas as 7h, 12h e 16h e submetidas, separadamente, a
hidrodestilagdo em aparato de Clevenger, seguindo os parametros da Farmacopéia
brasileira IV edicao, utilizando aproximadamente 60 g de material vegetal.

O tempo de extracdo foi determinado através da quantificacdo das fracdes
hexanicas obtidas por clavenger em intervalos de 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 horas e analisados
por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama (GC/FID), para tanto
ap6s 7 horas de anédlise foi observado a nao mais presenga de componentes volateis,

sendo dessa forma definido o tempo de 7 horas para extragdo dos 6leos essenciais.

e Procedimento para validacao da metodologia analitica

O protocolo de validagdo analitica aplicado no estudo baseou-se nas
recomendacdes da Resolucdo RE 899, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para
matéria-prima, estabelecendo os seguintes parametros:

A especificidade do método foi demonstrada através da injecdo da solucao
padrao, da solugdo amostra e do solvente (hexano). As injecdes foram executadas a fim
de demonstrar a auséncia da interferéncia que possam promover elui¢do com o pico da
substancia quimica de referéncia (p3-cariofileno).

A linearidade da curva érea versus concentragdo do B-cariofileno (padrdo) foi
obtida na seguinte faixa de concentra¢do 0,050 pg/mL a 0,450 pg/mL. A linearidade da
curva foi avaliada através da andlise de regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados dos pontos médios de 3 (trés) curvas de calibragdo auténticas.

Os estudos de repetibilidade e precis@o intermediaria foram realizados utilizando
seis replicas de dilui¢des da solugdo padrao. A repetibilidade foi avaliada no mesmo dia,
para cada amostra, e a precisao intermediaria foi realizada em trés dias consecutivos,
também para cada amostra. Os estudos seguiram o método proposto ¢ os dados foram

expressos como desvio padrao relativo (dpr). A repetibilidade e precisao intermediaria
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da solucdo padrao foram analisadas nas concentragdes de -cariofileno equivalente a
0,180 pg/ml, respectivamente.

A exatidao do método foi realizada através dos estudos de recuperacao do [3-
cariofileno a partir da matriz vegetal, por intermédio da adicdo de uma quantidade
conhecida do padrdo do B-cariofileno ao extrato de Plectranthus amboinicus (Lour)
Spreng (Brasil, 2003), sendo expresso a partir do resultado encontrado (concentracio
média experimental) dividido pelo valor adicionado (concentragdo tedrica) multiplicado

por 100, sendo a recuperagdo média obtida das analises em triplicatas.

Os limites de deteccdo e de quantificagdo foram obtidos com dados da curva de
calibragdo da substancia quimica de referéncia e calculados matematicamente utilizando
as equacdes abaixo:

Equagdao 1. Calculo para determinagdao dos limites de detec¢ao (LD) e

quantifica¢do (LQ).

LD=(33.5 L& =(10.5)

Onde:
S = desvio padrao do intercepto das trés curvas padrao;

I = inclinacdo média das trés curvas.

Na robustez foram realizadas variagdes referentes a diferentes temperaturas e
fluxos avaliando o impacto destas variagdes nas areas obtidas. Os estudos foram
realizados com diluicdes da solugdo padrao com nivel de concentragdao de 0,180 pg/ml.
As analises foram preparadas em triplicata e os dados avaliados através do desvio

padrdo relativo (dpr).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Validagéao do ensaio

As solucdes das amostras e branco (placebo) foram analisadas pelo método
proposto. Nenhuma interferéncia dos demais constituintes foi observada no tempo
correspondente ao pico do marcador cariofileno. Os dados de area e tempo de retengao
do ao pico do marcador ndo mostraram co-elui¢do dos picos, indicando que o método ¢é
especifico.

A identificacao dos picos se baseou na comparagao entre o tempo de retencao do
padrao e da amostra, além da comparacao entre seus espectros de massa obtidos nas
mesmas condi¢des e com o espectro de massas da biblioteca do instrumento (Wiley, 6"
Edition for Class-5000 de 1999, com 229.119 espectros).

ApoOs a otimizagdo das condi¢des analiticas, os parametros seletividade,
linearidade, precisao, exatidao, limites de deteccao e de quantificacdo e robustez foram
avaliados.

A linearidade foi ensaiada com uma solugdo diluida, em hexano, de
concentragdo entre 0,050 pg/mL a 0,450 pg/mL de B-cariofileno, realizando trés
repeticdes auténticas conforme descrito na Tabela 1. Os resultados mostrados
graficamente na figura 1 apresentaram linearidade na faixa especifica, onde o
coeficiente de correlagdo nao deveria ser menor que 0,99.

A repetibilidade (precisdo intra-corrida) foi avaliada a partir de inje¢cdes em
sextuplicata conforme Brasil (2003) onde a concentracdo utilizada foi de 0,180 pg/ml,
representando o ponto médio do intervalo especificado pelo procedimento (0,050
png/mL a 0,450 ug/mL), cujos resultados sdo mostrados na Tabela 2, e expressado pela
média (Xm), desvio padrdao relativo (dpr). Os ensaios de precisdo intermedidria
(precisdo inter-corrida) foram realizados em dias diferentes e os valores expressos na
Tabela 3. A precisdo intermedidria expressa os efeitos das variagdes entre condi¢des
diferentes. O valor do desvio padrdo abaixo de 5% indica que o método tem um nivel de
precisao aceitavel.

A recuperagdo, da matriz vegetal, por intermédio da adi¢do de uma quantidade
conhecida do padrdo P-cariofileno ao extrato de Plectranthus amboinicus (Lour)
Spreng. A recuperagdo média realizada em triplicata com os resultados apresentados na

tabela 4 indicam que o método tem um nivel aceitdvel de precisdo.
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Através da medida da linearidade, com os dados obtidos por area, foi calculado o

limite de detecgdo e de quantificacdo através das equagdes:

LD=(33.5 L& =(10.5)

Onde:
S = desvio padrao do intercepto das trés curvas padrao;
I = inclinacdo média das trés curvas.

Tendo sido obtidos os valores 0,00004 pg/ml para o limite de detec¢do e de
0,00012 pg/ml para o limite de quantificagdo. Esses resultados demonstram que o
método proposto ¢ suficientemente sensivel para detectar e quantificar a amostra.

Os estudos de robustez foram avaliados através dos resultados de recuperagdo
obtidos apds as alteragdes dos parametros analiticos mostraram que ¢ possivel
considerar o método robusto em relagdo a estes parametros, pois os dados mostraram

uma exatidao do método na faixa de 90 — 100 %, conforme tabela 5.

Performance do equipamento

Adequabilidade do sistema

Na validagdo usando o software Class -5000 (SHIMADZU, Japao) foram
calculados os valores de area e tempo de retengao segundo a USP-24. O desvio padrao
(dp) das replicatas de injegcdes da solucao padrao foi calculado para as areas de pico do
marcador. Os dados de adequabilidade do sistema sdo mostrados na tabela 6 e indicam

um nivel aceitdvel com desvio padrao inferior a 2%.
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CONCLUSAO

Neste estudo, pode-se concluir que o presente método cromatografico
desenvolvido e validado, mostrou-se sensivel, preciso, reprodutivel, robusto e linear,
podendo ser utilizado, portanto, para avaliacdo da concentragdo do P-cariofileno em

extragdes obtidas da planta Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng.
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LISTA DE TABELAS E FIGURA.

Tabela 1 — Linearidade do método a partir de uma solugao diluida em hexano com suas
respectivas areas, médias e trés repeticoes auténticas.

Conc. de B-cariofileno (ug/ml) Xm* £+ dp** dpr***
0,45 201926,6 + 2736,0 1,35
0,23 98561,0 £+1169,5 1,19
0,18 71092,6 £1415,3 1,99
0,09 41221,3 £797,1 1,93
0,05 18300,6 +1812,6 9,90

* Média; ** Desvio padrdo; *** Desvio padrio relativo

y = 450820,85x - 3240,42
R? = 10,9967
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Figura 1 — Equacao da reta de calibracdo do B-cariofileno y= a+bx, que mostra a relagdo
area do pico (Y) e a concentragao do padrao (X).
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Tabela 2 — Ensaio de repetibilidade (precisdo intra-corrida) com os valores médios das
areas dos picos.

R _— Area dos picos das Concentracéao
epeticdes
amostras (ng/ml)
1 70803 0,1803
2 70768 0,1802
3 71438 0,1819
4 71260 0,1814
5 70577 0,1897
6 70093 0,1785
Média 708232 0,1804
dpr (%)* 0,68 0,67

*Desvio padrao relativo

Tabela 3 — Avaliacao da precisdo intermediaria em dias diferentes expresso em
concentragdo de (-cariofileno.

A Conc. de B-cariofileno em 6leos
Parametros Essenciais de Plegtranthus amboinicus (ug/ml)
Dia 01 Dia 02 Dia 03
Médias* 0,1759 0,1751 0,1737
dpr** 0,65 1,19 1,31

n* = 3; **Desvio padrio relativo

Tabela 4 — Resultados da analise de exatidao.

Amostras* Concentracao Recuperacao (%)
Adicionada Recuperada
(Hg/ml) (ng/ml)
1 0,35 0,32+0,00031 91,42+4,50
2 0,18 0,17+0,00007 94,44+4,12
3 0,06 0,05+0,00002 83,33+4,00




Tabela 5 — Resultados da analise de robustez.
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Tempo de
Parametros Retencao Teor médio (%) + dp* dpr **
(min.) = dp*
Temperatura
detector 11,6+0,20 99,32 + 777,35 1,13
injetor 11,5+0,12 98,88 + 882,85 1,28
Fluxo da coluna 11,7+0,05 100,27 &+ 429,82 0,62

*Desvio padrao **Desvio padrdo relativo

Tabela 6 — Adequabilidade do sistema cromatografico para o B-cariofileno

Injecdes Area Tempo de retengdo

1 78807 9,786

2 75724 9,404

3 77134 9,579

4 76887 9,548

5 78583 9,759
Meédia 77427 9,615
dpr* 1,65 1,64

*Desvio padriio relativo.
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Artigo submetido para publicacdo na Revista Brasileira de Farmacognosia.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do adubo, da
irrigacao, da incidéncia solar, do horario de coleta e da idade da planta na quantidade de
B-cariofileno no 6leo essencial de Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng. As plantas
foram cultivadas em canteiros experimentais entre os meses de dezembro de 2006 a
setembro de 2007. O substrato utilizado foi adubo orgénico (esterco bovino), adubo
mineral 1 (NPK (nitrogénio, fosforo e potassio)) e adubo mineral 2 (NPK com calcario)
sob diferentes tratamentos. A técnica analitica quantitativa utilizada foi a cromatografia
a gas (GC/FID). De acordo com os resultados obtidos nos meses de menor precipitagdo
de chuvas obteve-se maior rendimento de Oleo essencial, ¢ os meses de maior
precipitacdo de chuvas mostraram uma tendéncia de baixos rendimentos.

Palavras-chave: sazonalidade, 3-cariofileno, cromatografia gasosa.

Variation in the amount of B-cariofileno in essential oil of Plectranthus

amboinicus (Lour) Spreng under different conditions of cultivation.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the influence of fertilizer, irrigation, the incidence
sun, the time of collection and the plant in the amount of B-cariofileno in the essential
oil of Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng. The plants were grown in experimental
beds between the months of December 2006 to September 2007. The substrate was used
organic fertilizer (esterco veal), fertilizer mineral 1 (NPK (nitrogen, phosphorus and
potassium)) and fertilizer mineral 2 (NPK with limestone) under different treatments.
The quantitative analytical technique was used to gas chromatography (GC / FID).

According to the results obtained in months of lower precipitation of rainfall received



38

are higher yield of essential oil, and the months of highest precipitation of rain
showed a trend of low income.

Keywords: seasonality, 3-cariofileno, gas chromatography.

INTRODUCAO

As espécies de Plectranthus (Lamiaceae) sdo usadas na medicina popular em
vérias partes do mundo (Hedge, 1992). O género ocorre em quatro continentes: Africa,
América, Oceania e Asia e estudos fitoquimicos divulgaram que diterpenos abietanos e
triterpendides sao os metabolitos mais comuns no género. (Albuquerque, R. L.,2000).

O o6leo essencial cariofileno, segundo Haslam (1996), pode ser empregado na
medicina tradicional como remédio, para o tratamento de diversas moléstias organicas.
O cariofileno apresentou as seguintes propriedades: antiedémico (Shimizu, 1990),
fagorrepelente (Keeler et al., 1991), antiinflamatoéria (Clso = 100 uM) (Shimizu, 1990),
antitumoral (Zheng et al., 1992), bactericida (Kang et al., 1992), insetifugo (Jacobson et
al., 1990) e espasmolitico (Duke, 1992). Algumas destas atividades foram conferidas ao
seu oxido-derivado (Shimizu, 1990; Zheng et al., 1992).

O registro de medicamentos fitoterapicos (Brasil, 2004) estabelece o controle de
qualidade da matéria-prima vegetal como pré-requisito essencial para a obtencdo de
fitoterapicos com reprodutibilidade de acdo. Uma das dificuldades de se desenvolver
fitoterapicos que apresentem estas caracteristicas de reprodutibilidade, lote a lote, da
acdo terapéutica ¢ a variabilidade no teor de constituintes majoritarios, decorrente dos

efeitos de sazonalidade no cultivo das plantas.

Variagdes temporais e espaciais no conteudo total, bem como as propor¢cdes
relativas de metabdlitos secundéarios em plantas ocorrem em diferentes niveis (sazonais
e diarias; intraplanta, inter- e intraespecifica) e, apesar da existéncia de um controle
genético, a expressao pode sofrer modificagdes resultantes da interagdo de processos
bioquimicos, fisioldgicos, ecologicos e evolutivos (Lindroth et al., 1987; Hartmann,
1996). De fato, os metabolitos secundérios representam uma interface quimica entre as
plantas e o ambiente circundante. (Kutchan, 2001). A biossintese do 6leo essencial

ocorre em tricomas glandulares principalmente de folhas e célices florais (Lawrence,
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1992) e depende, além dos fatores genéticos, também dos fisiologicos e ambientais
(Freitas et al., 2004).

Considerando que a quantidade dos constituintes presentes nas plantas varia
consideravelmente em funcao de fatores externos, incluindo: temperatura, irrigacao,
incidéncia solar, nutrientes do solo, horario de coleta, idade da planta, entre outros. Faz-
se necessario um estudo aprofundado destas caracteristicas objetivando a qualidade da
matéria-prima vegetal, garantindo a qualidade do produto final e a eficacia clinica do

medicamento fitoterapico.

Neste trabalho foi estudada a relacdo existente entre algumas variaveis que
podem estar relacionadas com a variagdo da quantidade de o6leo essencial da espécie
Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng cultivada. Foram avaliadas as influéncias das
seguintes variaveis: incidéncia solar, irrigagao em fun¢do do horario de coleta, estagios
do desenvolvimento das plantas e diferente tipo de adubagao. Para tanto foi monitorado

quantitativamente por cromatografia gasosa, o 6leo essencial -cariofileno.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O material vegetal (P. amboinicus (Lour) Spreng) foi cultivado em canteiros
experimentais nas dependéncias do Laboratorio Rabelo, no municipio de Cabedelo que
esta inserido na unidade geoambiental dos tabuleiros costeiros que apresenta altitude
média de 50 a 100 m. De modo geral, os solos sdo profundos e de baixa fertilidade
natural. O clima ¢ do tipo tropical chuvoso com verao seco. O periodo chuvoso comega
no outono tendo inicio em fevereiro e término em outubro, conforme o indice
pluviométrico apresentado na tabela 1.

Uma amostra do material vegetal foi identificada, herborizada e incorporada ao

acervo do Instituto de Pesquisas agropecuarias de Pernambuco.

Local de cultivo e preparo do substrato: grupos experimentais

Plantas de P. amboinicus (Lour) Spreng foram cultivadas em canteiros
experimentais entre os meses de dezembro de 2006 a setembro de 2007. O substrato
utilizado foi adubo organico (esterco bovino), adubo mineral 1 (NPK (Nitrogénio,

fosforo e potassio)) e adubo mineral 2 (NPK com calcario), sob diferentes tratamentos.
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Em cada canteiro experimental foram cultivadas 8 mudas, distribuidas em grupo

de 3, cada canteiro experimental, de acordo com a tabela 2.

Coleta do material vegetal.

Foi considerada como a data de inicio do experimento (12 de dezembro de
20006), as coletas foram realizadas em 2 ciclos vegetativos (verdo e inverno) (DAP(dias
apos o plantio ou idade da planta) de acordo com as datas da tabela 3.

Em cada tratamento foram coletadas as folhas de 6 mudas para a obtencdo de

uma amostra homogénea.

Extracao do 6leo essencial e determinacéo do tempo de extracdo

As plantas foram coletadas as 7h, 12h e 16h e submetidas, separadamente, a
hidrodestilagdio em aparato de Clevenger, seguindo os parametro da farmacopéia
brasileira IV edi¢do, utilizando aproximadamente 60 g de material vegetal.

O tempo de extracdo foi determinado através da quantificacdo das fracdes
hexanicas obtidas por clavenger em intervalos de 1, 2, 3, 4, 5, 6 €7 horas e analisados
por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama (GC/FID), para tanto
apds 7 horas de analise foi observado a ndo mais presenga de componentes volateis,

sendo dessa forma definido o tempo de 7 horas para extracdo dos 6leos essenciais.

Analise do 0leo essencial

Quantificacao do B-cariofileno.

Os estudos de quantificagdo foram realizados em um Cromatografo Gasoso da
Shimadzu (modelo GC-17A) equipado com uma coluna capilar DB-1
dimethylpolysiloxane (30 m x 0,25 mm; 0,25 micron) e detector de ionizagdo em chama
(FID) foi usado para analises das amostras. O gas de arraste foi N, com fluxo de 1,3
ml/min, split 1:5, temperatura do injetor 260 °C; temperatura do detector 280 °C;
temperatura inicial da coluna igual a 60 °C aquecida em uma razao de 8 °C/ min até 280

°C permanecendo por 10 minutos a esta temperatura. O volume de injecao foi de 1,0 pl.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A) Ciclo vegetativo 1

No periodo de fevereiro a maio correspondente ao ciclo vegetativo 1 de acordo
com o grafico 1 pode-se deduzir que a maior concentracdo de B-cariofileno em func¢do
das condigdes experimentais ocorreu na condi¢cdo sol com irrigacao alternada, seguida
pelas condi¢des sombra com irrigacdo alternada, sol com irrigacdo diaria, adubo mineral
1, adubo mineral 2 e sombra com irrigagdo didria respectivamente.

Relacionando a melhor condi¢do experimental (sol com irrigagdo alternada) em
funcdo de DAP observa-se que a maior concentragdo de P-cariofileno ocorreu aos 60
DAP seguida de forma decrescente por 90, 120 e 150 DAP, respectivamente. Tal fato
também ¢é observado nas demais condigoes.

Em relacdo aos diferentes horarios de coleta (7, 12 e 16 horas). Os dados
mostram que o horario que apresentou maior concentragao de -cariofileno relacionado
a melhor condigdo experimental foi o das 7 horas (seguido por 16 e 12 horas
respectivamente) com concentracdo de (0,1005 mg/ml) 60 DAP, (0,0805 mg/ml) 90
DAP, (0,0742 mg/ml) 120 DAP e (0,0444 mg/ml) 150 DAP.

B) Ciclo vegetativo 2

No periodo de junho a setembro correspondente ao ciclo vegetativo 2, de acordo
com o grafico 2 observa-se que a maior concentragdo de B-cariofileno em funcdo das
condigdes experimentais ocorreu na condi¢do adubo mineral 1 (nitrogénio, fosforo e
potassio (NPK)) seguido pelas condi¢des adubo mineral 2 (NPK com calcario), sol com
irrigagdo alternada, sol com irrigagdo didria, sombra com irriga¢do alternada e sombra
com irrigacdo didria respectivamente. Relacionando a melhor condi¢do experimental
(adubo mineral 1) em fun¢do de dias apds o plantio (DAP) observa-se que a maior
concentragdo de B-cariofileno ocorreu aos 60 DAP seguida de forma decrescente por
90, 120 e 150 DAP, respectivamente. Tal fato, também ¢ observado na condi¢ao adubo
mineral 2. Nas demais condi¢gdes observa-se que a maior concentragdo de B-cariofileno
ocorreu aos 90 DAP seguida de forma decrescente por 120, 60 e 150 DAP,
respectivamente

Em relacdo aos diferentes horarios de coleta (7, 12 e 16 horas). Os dados

mostram que o horario que apresentou maior concentracdo de B-cariofileno relacionado
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a melhor condig¢ao experimental foi o das 16 horas (seguido pelos horarios 12 e 7 horas,
respectivamente) com concentragdo de (0,1175 mg/ml) 60 DAP, (0,1133 mg/ml) 90
DAP, (0,0799 mg/ml) 120 DAP e (0,0493 mg/ml) 150 DAP,

O grafico 3 relaciona a concentracdo de B-cariofileno da condi¢do sol irrigagdo
alternada nos diferentes ciclos vegetativos com o indice pluviométrico em fungdo de
DAP, os dados confirmam que a producdo de dleo essencial apresenta uma tendéncia de
aumento no rendimento nos meses de baixa precipitacdo e baixos rendimentos nos
meses de alta precipitagdo, com uma maior concentracdo de chuvas no més de junho
(Ciclo vegetativo 2/60DAP) com indice de 616,9 mm, também registrando o menor
rendimento de o6leo essencial (0,0541 mg/ml). Confirmando que a producao de 6leo
essencial ¢ reduzida na presenga de excesso de dgua.

De acordo com Salisbury et al.,(1991) e Bazaaz et al.,(1987), fatores fisiologicos
criticos, tais como fotossintese, comportamento estomatal, mobilizacdo de reservas,
expansao foliar e crescimento, podem ser alterados por estresse hidrico e,
conseqiientemente, levar a alteracdes no metabolismo secundario.

Os efeitos da chuva na vegetacdo devem ser considerados em relagdo ao indice
anual, sua distribuicdo pelo ano, seu efeito na umidade e seu efeito conjunto com a
capacidade de absorcao de agua do solo (Evans, 1996). Exemplos da influéncia do
indice pluviométrico na produgdo de metabodlitos secundarios € a correlagdo positiva de
alguns dos componentes do 6leo essencial de Santolina rosmarinifolia (Pala-Paul et al.,
2001) e a correlagao negativa entre a produg¢do de saponinas, como a lemmatoxina em
Phytolacca dodecandra, com os niveis de precipitacdo (Ndamba et al., 1994).

O efeito da seca na concentragao de metabolitos ¢, as vezes, dependente do grau
de estresse hidrico e do periodo em que ocorre, sendo que efeitos a curto prazo parecem
levar a uma produgdo aumentada, enquanto a longo prazo ¢ observado um efeito oposto
(Waterman; Mole, 1989; Horner, 1990; Mattson; Haack, 1987; Waterman; Mole, 1994;
Medina et al., 1986).

A idade e o desenvolvimento da planta, bem como dos diferentes 6rgaos
vegetais, também sdo de consideravel importancia e podem influenciar ndo s6 a
quantidade total de metabolitos produzidos, mas também as propor¢des relativas dos
componentes da mistura (Bowers; Stamp, 1993; Hendriks, 1997; Evans, 1996; Jenks et
al., 1996; Wilkinson; Kasperbauer, 1972).

Sabe-se também que tecidos mais novos geralmente possuem maiores taxa

biossintética de metabolitos (Hartmann, 1996), tais como 6leos essenciais (Hall et al.,
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1986; Gershenzon et al., 1989), lactonas sesquiterpénicas (Spring; Bienert, 19870,
acidos fendlicos (Koeppe et al., 1970), alcaldides (Hoft et al., 1998), flavonodides e
estilbenos (Slimestad, 1998).

Duriyaprapan et al. (1986) ¢ Tuomi et al. (1991), também afirmam que a
concentracdo de metabolitos secundarios utilizados para defesa das plantas tende a
apresentar concentracdo inversa as taxas de crescimento, havendo entdo desvio de
compostos do metabolismo primario (aglicares, proteinas, lipidios) para producdo de
metabolitos secundarios, tais como os terpendides.

Martins e Santos (1995) mencionam que, de acordo com a substancia ativa da
planta, existe horarios em que a concentra¢dao desses principios € maior. No periodo da
manha ¢ recomendado a colheita de plantas com o6leos essenciais e alcaldides, e no
periodo da tarde, de plantas com glicosideos.

Foi notada, por ex., uma variagdo de mais de 80% na concentragdo de eugenol
no oleo essencial da alfavaca (Ocimum gratissimum), o qual atinge um maximo em
torno do meio-dia, horario em que ¢ responsavel por 98% do 6leo essencial, em
contraste com uma concentracao de 11% em torno de 17h (Silva et al., 1999).

Os niveis de coniina em Conium maculatum sdo maiores quando as coletas sdo
efetuadas pela manha que no entardecer (Fairbairn; Suwal, 1961). O contetdo total de
taxanos em Taxus media mostrou-se menor pela manha, aumentando durante o dia ¢
atingindo um maximo no final da noite (EISohly et al., 1997).

Em relagdo ao ciclo vegetativo 2 observa-se que os resultados apresentados
fortalecem a hipotese que entre junho e setembro, com temperaturas mais amenas, o
solo com adubo mineral 1 (NPK) e adubo mineral 2 (NPK com calcario) propicia
melhores condi¢des de absorcao de nutrientes do que a adubagao organica.

De acordo com Evans (1996) a faixa em que ocorrem as variagdes anuais,
mensais e didrias na temperatura ¢ um dos fatores que exerce maior influéncia no
desenvolvimento da planta, afetando, portanto a produgdo de metabolitos secundarios.
De maneira geral, a formagao de 6leos volateis parece aumentar em temperaturas mais
elevadas, apesar de dias muitos quentes levar a uma perda excessiva destes metabolitos.

Koeppe et al. (1970) demonstrou em folhas de tabaco (Nicotiana tabacum), um
aumento de quatro a cinco vezes no conteudo de escopolamina, acido clorogénico e seus
isomeros (compostos antioxidantes) apos submissdo a baixas temperaturas.

Deve-se salientar que a aplicacdo do adubo organico destina-se a melhorar as

propriedades fisicas (densidade, aeracdo e drenagem, retengdo de agua, etc.), quimicas
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(fornecimento de nutrientes, correcao de substancias toxicas, indice de pH, etc.) e fisico-
quimicas (adsor¢do de nutrientes, capacidade de troca catidnica, etc.) do solo.
Participando na retencdo de agua e na regulacdo da temperatura do solo. (Manlio, 2006)

Lembrando-se que a adubagdo organica nao deve ser considerada a principal
fonte de nitrogénio, fosforo e potdssio do sistema solo-planta, embora o mesmo
contenha esses macronutrientes, porém em quantidade insuficiente para suprir as
necessidades da planta. (Roberto et al., 2007)

Os adubos minerais sdo fornecedores de nutrientes para as plantas, embora nao
propiciem melhorias as propriedades fisicas do solo, somente melhorando as
propriedades quimicas, pelo fornecimento de nutrientes.

Outro fator importante relacionado ao aumento do rendimento de 6leo essencial
na adubacdo mineral esta relacionado a perda de nitrogénio por volatilizagdo na forma
de amonia, sendo menor no ciclo vegetativo 2 provavelmente em virtude das
temperaturas mais baixas. (Ver tabela 1)

De acordo com Marschner, (1995); Malavolta et al. (1997), a deficiéncia de
nitrogénio na planta estd envolvida com a redugdo do crescimento como resultado de
uma das fungdes que o nutriente desempenha na planta. Normalmente, o N € o nutriente
mais exigido pelas culturas, uma vez que atua como estrutural nas moléculas dos
aminoacidos, proteinas, enzimas, pigmentos e produtos secundarios.

Correia Junior (1994) afirma que a complementacao da adubagdo organica com
adubo mineral ¢ capaz de garantir uma melhor concentracdo de principios ativos na
planta.

O adubo mineral 1 obteve indices maiores que o adubo mineral 2, pois, segundo
Oliveira Junior et al.,(2005) a quantidade de 6leo essencial produzida ¢ influenciada
nagativamente pela calagem (aplicacdo de calcério). Os maiores rendimentos de 6leo
essencial foram obtidos nos tratamentos mineral e misto (adubo organico com NPK)
sem calagem. Dentre os tratamentos recomenda-se a adubagdo mista sem calagem por

aliar alto rendimento de 6leo essencial.



45

CONCLUSAO

Os parametros estabelecidos permitem avaliar que em relagdo ao teor de -
cariofileno no 6leo essencial de Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng, observa-se que
nos meses de menor precipitacdo de chuvas obteve-se maior rendimento de o6leo
essencial, e os meses de maior precipitagao de chuvas mostraram menor rendimento. A
avaliacdo da quantidade de 6leo essencial em diferentes horarios de coleta mostrou que
nos meses de menor precipitagdo de chuvas o melhor horario de coleta foi as 7 horas
onde a planta apresentou uma maior retengdo de dleo, seguido por 16 e 12 horas,
respectivamente. No periodo chuvoso o melhor horario de coleta foi as 16 horas onde a
planta apresentou uma maior retencdo de O6leo, seguido por 12 e 7 horas,
respectivamente.

Os resultados apresentados fortalecem a hipdtese que no verdo (ciclo vegetativo
1) o adubo organico obteve melhor desempenho em relagcdo ao rendimento de dleo
essencial em virtude de sua caracteristica termo reguladora e na retengao de agua. Em
temperaturas elevadas a adubacdo mineral ¢ menos eficiente em relagdo as menores

temperaturas.
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Tabela 1: Precipitacao de chuvas (indice pluviométrico) e temperatura.

MES PRECIPITACAO (mm)* | TEMPERATURA (°C)**
Dezembro/2006 42,2 29.8
Janeiro/2007 31,7 30,0
Fevereiro/2007 162,1 30,0
Marg¢o/2007 194,0 29,9
Abril/2007 262,7 29,5
Maio/2007 2247 28,8
Junho/2007 616,9 27,4
Julho/2007 127,8 27,3
Agosto/2007 203,1 27,0
Setembro/2007 201,2 28,0

* Fonte: EMATER.
** Fonte: Laboratorio de energia solar UFPB.

Tabela 2 — Grupos experimentais.

Sol | *Sombra | Adubo NPK | NPK ¢/ | Irrigagéo | **Irrigagdo
organico calcario | diaria alternada

Canteiro1 | X X X

Canteiro2 | X X X
Canteiro 3 X X X

Canteiro 4 X X X
Canteiro 5 | X X X
Canteiro 6 | X X X

* Sombra = Coberto com sombrite a 50%
** Irrigacdo alternada = Trés vezes por semana.
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DIAS APOS O PLANTIO (DAP)

60 90 120 150
Ciclo vegetativo 1 | 12 a23/02/07 | 12 a23/03/07 16 a 27/04/07 14 a 25/05/07
(Veréao)
Ciclo vegetativo 2 | 11 a22/06/07 | 16 a27/07/07 13 a 24/08/07 10 a 21/09/07
(Inverno)
B SolID
CICLOVEGETATIVO 1 ® SombraID
0O Sol IA
B SombralA
B Adb. mineral 1
8 Adb. mineral 2
01 - 7 horas 12 horas 16 ho
0,08 A
% 0,06 A
§ 0,04 A
0,02 A
0 -
60 90 120 150 60 90 120 150 60 90 120 150
DAP

Grafico 1 — Grafico de estudo da sazonalidade do B-cariofileno. (Ciclo vegetativo 1).
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60 90 120 150 60 90 120 150 60 90 120 150

DAP

Grafico 2 - Gréafico de estudo da sazonalidade do B-cariofileno. (Ciclo vegetativo 2).
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Indice pluviométrico

Gréfico 3 — Concentragdo (mg/ml) x Indice pluviométrico em fungio de DAP.
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CONCLUSAO

A revisao dos trabalhos publicados relacionados as agdes farmacoldgicas de
Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng demonstram o potencial medicinal da espécie
justificando a grande utilizagdo na medicina popular e a necessidade dos estudos sobre
as condicdes de cultivo e coleta desta planta.

O desenvolvimento e validacdo do método cromatografico para avaliagdo da
concentracdo de [(-cariofileno em extragdes obtidas da planta, mostrou-se sensivel,
preciso econdmico, reprodutivel, robusto e linear.

O estudo de sazonalidade demonstrou que o rendimento do 6leo essencial da
espécie Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng varia com as condi¢des de cultivo e
coleta.

As condi¢des de cultivo e coleta com menos precipitacao de chuvas e coleta as 7
horas apresentaram melhor rendimento de 6leo essencial quando comparados aquelas
com maior precipitacdo de chuvas no mesmo horério.

As condicdes de cultivo com adubo organico mostraram melhor desempenho no
rendimento do 6leo essencial nos meses de maior incidéncia solar, enquanto que nos
meses de maior precipitacdo de chuvas a adubacdo mineral favoreceu ao maior
rendimento do 6leo essencial.

O maior rendimento do odleo essencial na Plectranthus amboinicus (Lour)
Spreng ocorre nas condigdes de cultivo com menor precipitacdo de chuvas, adubagao

organica e coletadas 60 dias apds o plantio no primeiro horario da manha.
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PERSPECTIVAS

Realizar estudos com diferentes técnicas de extragdo para obtencdo de melhor

rendimento de 6leo essencial.

Desenvolver forma farmacéutica para incorporacdo do Oleo essencial de

Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng
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