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Resumo

A colbnia (Alpinia zerumbet, sin. = A. speciosa) é uma espécie utilizada
tradicionalmente como diurético, sedativo e no controle da hipertensao
arterial. As propriedades terapéuticas do cha das folhas dessa planta

ja& foram comprovadas em ensaios farmacolégicos, sendo por isso uma
das 71 plantas medicinais de interesse do Sistema Unico de Saude.

As atividades anti-hipertensiva e ansiolitica da col6nia sado atribuidas a
presenca de flavonoides e ao monoterpeno terpinen-4-ol, componente
majoritario do 6leo essencial. Em virtude de a composicdo quimica de
6leos essenciais ser muito sensivel a fatores ambientais, o presente
trabalho visou avaliar a influéncia do horério de colheita na composicao
quimica do 6leo essencial de colénia. Os 6leos foram extraidos de
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folhas colhidas em cinco horérios diferentes (6h, 9h, 12h, 15h e 18h)

e analisados por cromatografia gasosa com espectrometria de massas

e deteccao de ionizagdo em chama. As andlises cromatograficas
mostraram que nao ha diferenca estatisticamente significativa no
rendimento de extracdo e na composicdo quimica de 6leos extraidos em
diferentes horas do dia.

Termos para indexacao: Alpinia zerumbet, cromatografia gasosa com
espectrometria de massas, planta medicinal.



Influence of Harvest Time
on Chemical Composition of
Essential Oil From Leaves of
Colonia (Alpinia zerumbet)

Abstract

Colonia (Alpinia zerumbet, syn. = A. speciosa) is an herb traditionally
used as a diuretic, sedative and arterial hypertension. Therapeutic
properties of the leaves tea have been demonstrated in pharmacological
tests, therefore Col6nia is one of the 71 medicinal plants of interest
to the National Health System. The anti-hypertensive and anxiolytic
activities of Col6nia are attributed to the presence of flavonoids and
monoterpene terpinen-4-ol, the major component of the essential oil.
Since the chemical composition of essential oils is very sensitive to
environmental factors, this study aimed to evaluate the influence of
harvest time on the chemical composition of Colénia essential oil. The
oils were extracted from leaves harvested at five different times (6am,
9am, 12am, 3pm and 6pm) and analyzed by gas chromatography
coupled with mass spectrometry and flame ionization detection. GC
analysis showed no statistically significant difference in oil yield and in
chemical composition of oils extracted at different hours of the day.

Index terms: Alpinia zerumbet, GC-MS, GC-FID, medicinal plant.
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Introducéao

A colonia (Alpinia zerumbet Burt e Smith, sinonimia cientifica A. speciosa
K. Schum) é uma espécie perene oriunda da india, que foi introduzida no
Brasil no inicio do século 19. Pertencente a familia Zingiberaceae, essa
espécie tem uso ornamental e medicinal, sendo utilizada tradicionalmente
como diurética, sedativa e no controle da hipertensao arterial, por meio do
consumo do ché ou da infusdo das suas folhas (MATOS, 2007; MACEDO
et al., 2013).

As propriedades terapéuticas da col6nia tém sido comprovadas em
diversos estudos farmacolégicos. Em razao disso, € uma das 71 plantas
medicinais de interesse do Sistema Unico de Satde (BRASIL, 2009).
As atividades anti-hipertensiva e vasorrelaxante do 6leo essencial e do
extrato hidroalcodlico das folhas foram demonstradas em estudos pré-
-clinicos realizados em ratos (LAHLOU et al., 2002; 2003; MOURA et
al., 2005; VICTORIO et al., 2009a; BARCELOS et al., 2010; CUNHA
et al., 2013). Além disso, o 6leo essencial exibe efeito ansiolitico
(MURAKAMI et al., 2009a,b; SALOU et al., 2010), antimicrobiano
(VICTORIO et al., 2009b), miorrelaxante (BEZERRA et al., 2000),
antinociceptivo (PINHO et al., 2005) e antioxidante (ELZAAWELY et
al., 2007), bem como acao sobre a excitabilidade neuronal (LEAL-
-CARDOSO et al., 2004) e aumento dos niveis do colesterol HDL

(LIN et al., 2008). Cavalcanti et al. (2012) demonstraram que o 6leo
essencial ndao tem efeito mutagénico.

As atividades farmacoldgicas da col6nia sdo atribuidas a presenca de
flavonoides, como rutina e 3-0O-glicosil-campferol, e ao monoterpeno
terpinen-4-ol, componente majoritario do 6leo essencial (MOURA et al.,
2005; VICTORIO et al., 2009a,b; LAHLOU et al., 2002; 2003).

Os ¢6leos essenciais de coldnia sao produzidos em todas as partes

da planta, contudo as folhas apresentam os maiores rendimentos de
extracao (0,3-0,7%) (ZOGHBI et al., 1999). Eles sao constituidos
basicamente por monoterpenos, sendo terpinen-4-ol e 1,8-cineol,

em geral, os componentes mais importantes (LAHLOU et al., 2003;
VICTORIO et al., 2009a,b). Entretanto, a composicdo quimica do
6leo das folhas da col6nia pode variar com a época do ano e a origem
geogréfica (VICTORIO et al., 2010; ZOGHBI et al., 1999; MURAKAMI
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et al., 2009a). Victério et al. (2010) observaram que folhas colhidas
em abril (outono) sao ricas em terpinen-7-al (40,5%), porém, em
agosto (inverno), o 6leo é formado principalmente por terpinen-4-ol
(29,4%) e 1,8-cineol (23,1%). Em dleos extraidos de mudas cultivadas
em Okinawa, no Japao, o p-cimeno foi o constituinte majoritario
(MURAKAMI et al., 2009a), enquanto o limoneno foi o componente
mais abundante de plantas coletadas em Belém, PA (ZOGHBI et al., 1999).

Além dos fatores mencionados acima, a composicao quimica de 6leos
essenciais pode ser influenciada pelo horéario de colheita tal como
acontece com a alfavaca (Ocimum gratissimum), cujo teor de eugenol
atinge 98% as 17h, porém ao meio-dia é de apenas 11% (SILVA et
al., 1999). Tendo em vista que essa variagcdo na composicao quimica
pode afetar fortemente o efeito farmacolégico do cha ou fitoterapico,
o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do ciclo
circadiano (horério de colheita) na composicao quimica do éleo
essencial em folhas de col6nia.

Materiais e Métodos

Extracao do dleo essencial

Plantas de coldnia foram cultivadas no Horto de Plantas Medicinais

da Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza, CE), em 2008, a partir
de mudas adquiridas em um ervanario local. As condi¢cGes de cultivo
foram: adubacdo organica com esterco curtido de gado (20 L/m linear),
irrigacao diaria por gotejamento e capinas quando necessario. Folhas
jovens foram colhidas em maio de 2010, durante quatro semanas
consecutivas, em cinco horérios diferentes: 6h, 9h, 12h, 15h e 18h. As
condicdes meteoroldgicas nos horérios de colheita encontram-se descritas
na Tabela 1. Porcdes de 110 g a 120 g de folhas, previamente
fragmentadas com cortes de tesoura, foram extraidas em duplicata

por hidrodestilagcdo em aparelho do tipo Clevenger. Apés 3 horas de
extracao, os 6leos foram centrifugados, separados do hidrolato e
tratados com sulfato de sédio anidro. Por fim, os 6leos foram pesados
em balanca analitica e armazenados em freezer a -18 °C até o momento das
andlises cromatograficas. As extracdes foram realizadas imediatamente
apds a colheita das folhas, utilizando-se duas replicatas biolégicas em
cada horério.
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Tabela 1. Condicdes meteoroldgicas nos horérios de colheita das folhas de
plantas de col6nia (Alpinia zerumbet), cultivadas no Horto de Plantas Medicinais
da Embrapa Agroinduastria Tropical (Fortaleza, CE), em maio de 2010.

Horario de colheita
6h 9h 12h 15h 18h
Temperatura média (°C) 28,3 + 1,0 33,6 + 4,1 365+19 34,0+ 1,2 29,7+ 0,5

Umidade relativa do ar
média (%)

Condicdes

62+8 47 + 16 38+8 49 + 7 59 + 2

Andlise por Cromatografia Gasosa — Espectrometria de
Massas

A analise por CG-EM foi realizada em um instrumento Shimadzu QP-
2010 (Quioto, Japao), com impacto de elétrons a 70 eV, coluna
DB-5MS polimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm x 1,0 pm; J&W Scientific
Inc., Folsom, EUA), modo de injecdo com divisao de fluxo de 1:100,
durante toda a corrida (30,3 min), gas carreador hélio com fluxo de
1,20 mL min"' (53,5 KPa) e velocidade linear constante de 42 cm s’',
temperatura do injetor 230 °C, temperatura da linha de transferéncia
260 °C. A programacao do forno cromatografico foi: temperatura inicial
de 70 °C com rampa de aquecimento de 4°C min' até 180 °C por
27,5 min, seguida por rampa de aquecimento de 25°C min’
até 250 °C, ao término da corrida. A identificacdo dos compostos

foi realizada pela andlise dos padroes de fragmentacao exibidos nos
espectros de massas, tendo sido confirmada por comparacao dos seus
espectros de massas com aqueles presentes em base de dados (NIST —
147.198 compostos), bem como pela comparacao dos seus indices de
retencao, obtidos por injecdo de uma mistura de padrées contendo uma
série homdloga de alcanos C7-C22, com os de compostos conhecidos e
dados da literatura (NIST, 2014; ADAMS, 2009).

Andlise por Cromatografia Gasosa — Detector de
lonizacdo em Chama

A andlise por CG-DIC foi realizada num instrumento Varian CP-3380
(Palo Alto, EUA), com detector de ionizacao em chama (DIC), coluna
CP-Sil 8 CB de fase estacionaria polimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm x
0,25 pum; Varian Inc., Palo Alto, EUA), modo de injecdo com divisao
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de fluxo de 1:50, durante toda a corrida (30,3 min), gas carreador
hidrogénio com fluxo constante de 1,5 mL min”', temperatura do
injetor 230 °C, temperatura do detector 260 °C. A programacéao do forno
cromatogréfico foi: temperatura inicial de 70 °C com rampa de aquecimento
de 4 °C min™ até 180 °C por 27,5 min, seguida por rampa de aquecimento
de 25°C min™ até 250 °C, ao término da corrida. A contribuicdo de cada
composto volatil na mistura foi dada pela area relativa (%) do seu respectivo
pico no cromatograma registrado por DIC.

Analise estatistica

O delineamento experimental foi formado por 5 tratamentos e 8
repeticoes. Os resultados foram avaliados usando a andlise de variancia
(ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel
de significancia de 5%. A andlise estatistica foi realizada usando o
software SigmaStat (versdo 3.5).

Resultados e Discussao

Os ¢6leos essenciais extraidos das folhas de colénia apresentaram cor
levemente amarelada. O rendimento de extracdo foi em média 0,23% e
nao variou significativamente com o horério de colheita (Tabela 2).

As andlises por CG-EM e CG-DIC permitiram a deteccao de 28
constituintes, dos quais 21 foram identificados como monoterpenos e
seis sesquiterpenos (B-cariofileno, a-cariofileno, a-cadineno, 6xido de
cariofileno, y-eudesmol, a-eudesmol), perfazendo 99,8% (Tabela 3).

Tabela 2. Valores das estimativas de rendimento de 6leo essencial extraido das
folhas de col6nia ao longo do dia, em diferentes horéarios de colheita (Fortaleza,
CE, maio de 2010).

Horério de colheita Rendimento do dleo essencial (%)
6h 0,26 + 0,04
9h 0,23 + 0,05
12h 0,19 + 0,04
15h 0,23 + 0,03

18h 0,23 + 0,05
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Tabela 3 . Composicdo quimica do éleo essencial das folhas de col6nia (A/pinia
zerembet) coletadas em cinco horérios diferentes, ao longo do dia (Fortaleza, CE,
maio de 2010).

o-tujeno

0. -pineno

canfeno

sabineno

{3-pineno

mirceno
o-felandreno
o-terpineno
p-cimeno

limoneno

1,8-cineol
y-terpineno
4-thujanol
o-terpinoleno
linalool
cis-p-menth-2-en-1-ol
trans-p-menth-2-en-1-ol
NI(Z)

Terpinen-4-ol
o-terpineol
trans-piperitol
acetato de bornila
B-cariofileno
a-cariofileno
a-cadineno

dxido de cariofileno
y-eudesmol

a-eudesmol

933

942

957

980

984

993

1005
1022
1030
1035
1037
1064
1072
1091
1101
1126
1144
17N
1181
1193
1210
1289
1424
1458
1542
1613
1636
1657

2,87+0,60"
1,43+0,32°
0,19+0,12
25,40+7,09°
2,15+0,29*
1,43+0,24
0,17+0,07*
2,86+0,36°
4,48+0,99°
2,20+0,26°
14,13+1,02°
11,86+2,01°
2,04+0,70°
1,67+0,27°
3,23+1,35°
0,856+0,29
0,46+0,25°
0,10+0,11°
13,08+5,47°
0,96+0,62°
0,22+0,15
0,16+0,10®
3,17+0,82°
0,41+0,10°
0,52+0,15°
1,80+0,55°
0,33+0,10°
0,14+0,14

3,21+0,32*
1,61+0,11°
0,14+0,12
21,88+3,73
2,14+0,29*
1,35+0,06°
0,12£0,11°
2,78+0,23
4,99+0,89*
2,17+0,10°
14,81+0,91°
12,01£1,13°
2,26+0,47°
1,51£0,11°
356+1,19°
0,97+0,19°
0,55+0,23
0,08+0,11°
15,86+1,86°
1,31+0,15°
0,24+0,15°
0,09+0,09*
2,47+0,90°
0,29+0,16°
0,36+0,26°
1,490,712
0,25:0,17°
0,04:0,08

3,47+0,23
1,62+0,17°
0,25+0,05°
22,14+6,99°
2,59+0,45°
1,47+0,31°
0,20+0,09
2,79+0,41°
5,97+0,75°
2,29+0,27°
13,99+1,39°
12,74£1,15°
1,69+0,59°
1,67+0,19°
2,80+1,25°
0,89+0,32°
0,52+0,27°
0,14£0,12
14,73+5,97°
0,86+0,56°
0,23+0,16°
0,21+0,04°
2,38+1,07°
0,32+0,12°
0,47+0,12°
1,80+0,31°
0,28+0,05
0,07£0,11°

3,04+0,25*
1,36+0,11°
0,15+0,09
21,48+4,63°
2,15+0,39*
1,40+0,18°
0,19+0,08
2,66+0,33
5,64+1,18
2,17+0,09
14,42+1,01°
11,95+0,90°
2,30+0,60°
1,61+0,15°
3,49+1,35°
1,00+0,25°
0,60+0,18
0,156+0,12°
16,01+3,94°
1,25+0,37°
0,25+0,15°
0,07+0,09°
2,32+0,39
0,29+0,15°
0,40+0,18°
1,66+0,29°
0,26+0,11°
0,05+0,10°

2,73+0,69
1,42+0,14
0,22+0,02*
24,80+0,91°
1,78+0,16°
1,31+0,03
0,19+0,09
2,540,112
4,360,567
2,11+£0,05°
14,49+0,84°
10,70+0,43
2,490,112
1,39+0,06°
4,19+0,24
1,00+0,06°
0,59+0,03*
0,18+0,09
14,69+0,87
0,96+0,69°
0,29+0,03
0,09+0,10®
2,85+0,75°
0,37+0,10°
0,440,112
1,54+0,27
0,29+0,06°
0,03+0,08

"IRL: indice de retencéo linear; ?NI: ndo identificado.
Médias seguidas pela mesma letra em cada linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.
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Os quatro componentes principais corresponderam a cerca de metade
dos constituintes do 6leo essencial. Sabineno (25,4% a 21,48%) foi
0 composto majoritario em todas as amostras, independentemente do
horério de colheita, seguido por terpinen-4-ol (13,08% a 16,01 %),
1,8-cineol (13,99% a 14,81%) e y-terpineno (10,70% a 12,74 %)
(Figura 1, Tabela 3). Geralmente, terpinen-4-ol e 1,8-cineol sdo

0s componentes mais importantes do 6leo essencial das folhas de
colénia (LAHLOU et al., 2003:; VICTORIO et al., 2009a,b). Contudo,
compostos como terpinen-7-al, limoneno e p-cimeno ja foram relatados
como constituintes mais abundantes (VICTORIO et al., 2010;
MURAKAMI et al., 2009a; ZOGHBI et al., 1999). Lin et al. (2008)
relataram o sabineno como principal constituinte do 6leo essencial das
sementes de colOnia. Essas variacoes podem ser explicadas por varios
fatores, como diferencas ambientais e método de extracdo (GOBBO-
-NETO; LOPES, 2007).

Comparando-se a composicao quimica do 6leo essencial extraido em
diferentes horarios, verificou-se que ndo houve diferenca relevante
entre as amostras. As Unicas variacOes estatisticamente significativas
foram a presenca de menores teores de a-tujeno, B-pineno e p-cimeno
nas plantas coletadas as 18h e, para este Ultimo composto, também
as 6h, além da reducao no teor de acetato de bornila observada no
material colhido as 15h. Por outro lado, as concentracdes relativas de
p-cimeno e acetato de bornila foram maiores ao meio-dia.

OH

Sabineno Terpinen-4-ol 1,8-cineol y—Terpineno

Figura 1. Estruturas quimicas dos quatros constituintes mais abundantes no
6leo essencial das folhas de colonia (Alpinia zerumbet).
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Conclusoes

O estudo circadiano mostrou que o horario de colheita ndo influencia
o rendimento e a composicao quimica do 6leo essencial das folhas
de col6nia (Alpinia zerumbet), ao menos nas condicoes investigadas.
Logo, o trabalho sugere que a colheita de folhas de col6nia para fins
farmacéuticos pode ser feita a qualquer hora do dia.
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