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Producao de Fitomassa e Teor de Alcaloides
Totais em Bulbos de Agucena (Hippeastrum
elegans (Spreng.) H. E. Moore)

Rita de Céssia Alves Pereira’

Kirley Marques Canuto?

Ana Sheila de Queiroz Souza®

José Regis de Paiva*

Francisco das Chagas Silva Almeida®
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Resumo - A agucena (Hippeastrum elegans) € encontrada em areas de
cerrado e caatinga e revelou-se uma fonte promissora de alcaloides bioativos.
Porém, informagdes sobre o seu ciclo de crescimento ainda sao restritas. Este
trabalho objetiva avaliar a produgao de fitomassa e rendimento de alcaloides
totais de agucena (H. elegans) e definir a melhor época de colheita dos bulbos.
O delineamento experimental foi blocos ao acaso com seis tratamentos e
cinco repeticdes. As coletas foram realizadas em intervalo de 60 dias durante
16 meses. A massa fresca total dos bulbos ao final do ciclo foi em média
de 684,80 g. Em relacéo ao teor de alcaloides totais de agucena, verificou-
se aumento continuo no periodo de 150 (DAP) até 330 (DAP), quando o
teor maximo 17,14 mg de alcaloides foi registrado. Nesta época (300 DAP),
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as plantas se encontravam no estagio de floragcao, e a partir dessa época
o teor de alcaloides totais decresceu linearmente. A presencga do alcaloide
galantamina nas fracdes alcaldidicas foi confirmada, e foram identificados
outros cinco alcaloides comuns a todas as épocas de colheita. O alto teor de
alcaloides totais, atrelado a grande fitomassa dos bulbos, torna essa espécie
uma fonte promissora de compostos bioativos para o cultivo comercial.

Termos para indexagao: Amarilis, época de colheita, compostos bioativos,
galantamina.
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Phytomass Production and Total
Alkaloids in Sugar Bulbs (Hippeastrum
elegans (Spreng.) H. E. Moore)

Abstract - The lily (Hippeastrum elegans) is found in areas of cerrado and
caatinga and has proved to be a promising source of bioactive alkaloids.
However, information about its growth cycle is still restricted. This work aims
to evaluate the phytomass production and yield of total alkaloids (H. elegans)
and to define the best season for harvesting the bulbs. The experimental
design was randomized blocks with six treatments and five replicates. The
samples were collected at intervals of 60 days for 16 months. The total fresh
mass of the bulbs at the end of the cycle was on average 684.80 g. Regarding
the total alkaloid content of sugarcane, there was a continuous increase
in the period from 150 (DAP) to 330 (DAP) when the maximum content of
17.14 mg of alkaloids was recorded. At this time (300 DAP) the plants were in
the flowering stage and from that time the total alkaloids content decreased
linearly. The presence of the galantamine alkaloid in the alkaloid fractions
was confirmed, and five other common alkaloids were identified at all harvest
times. The high content of total alkaloids, coupled with the great phytomass
of bulbs, makes this species a promising source of bioactive compounds for
commercial cultivation.

Index terms: Amaryllis, harvest season, bioactive compounds, galantamine.
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Introducao

A familia Amaryllidaceae € composta por 1.605 espécies e 73 géneros
pela classificacdo Angiosperm Phylogeny Group (APG-Ill), dentre eles o
Hippeastrum, formado por 55 espécies (Chase et al., 2009). Quase todas
as espécies deste género sao originarias da América do Sul, muitas delas
nativas do Brasil. Popularmente sdo conhecidas como lirios, agucenas,
tulipas, cebola-do-mato, cebola-berrante; e entre os floricultores pelo nome
de Amarilis, os quais sao comercializados mundialmente (Tombolato et al.,
2004).

No Brasil, ocorrem aproximadamente 15 géneros e cerca de 150 espécies
de Amaryllidaceae, das quais 19 taxons foram citados para a regido Nordeste
(Dutilh, 2006). Dentre eles, a espécie Hippeastrum elegans (sinonimia
Hippeastrum solandriflorum), que ocorre em areas de cerrado e caatinga
(Alves-Araujo et al., 2009).

As espécies da familia Amaryllidaceae sao conhecidas por possuirem
alcaloides com notaveis atividades farmacoldgicas, tais como antiviral,
antiparasitario, anticancerigeno e anticolinesterasico (Torras-Claveria et al.,
2014). Dentre eles, a galantamina tornou-se o mais importante alcaloide de
Amaryllidaceae pelo uso no tratamento da doencga de Alzheimer (DA) leve a
moderada. Atua como um inibidor seletivo, reversivel e competitivo de acao
prolongada da acetilcolinesterase, produzindo efeitos sistémicos benéficos
mesmo apods o término da terapia (Lopez et al., 2003; Maelicke et al., 2001).
No Sul do Brasil, varias Amaryllidaceae do género Hippeastrum foram
investigadas quanto ao teor de alcaloides e atividades bioldgicas (Silva et al.,
2006, 2008; Pagliosa, et al., 2010; Andrade et al., 2015).

Os alcaloides de Amaryllidaceae séo derivados da fenilalanina e da tirosina
e possuem como estrutura basica o nucleo tetraidroisoquinolinico (Bruneton,
2001). Estes compostos estao presentes em todo o vegetal, porém ocorrem
predominantemente nos bulbos (Bruneton, 2001). Dependendo do estagio
de desenvolvimento da planta e da parte relacionada, ocorre uma variagéo
importante no teor de alcaloides. Além disso, as diferengcas no conteudo e
teor dessas substancias podem ser grandes quando se comparam diferentes
espécies pertencentes a um mesmo género (Elgorashi et al., 2003).
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Pesquisas com Hippeastrum corroboram a afirmativa de que espécies
de Amaryllidaceae sao fontes potenciais de compostos anticolinesterasicos,
sendo as principais fontes os bulbos e as raizes das plantas (Giordani et
al., 2008). Esses alcaloides apresentam estrutura complexa e, segundo
alguns autores, sao exclusivos dessas espécies ou mesmo restritos a familia
e tém demonstrado diversas atividades bioldgicas, o que despertou grande
interesse por parte dos fitoquimicos (Andrade et al., 2014).

Apesar dos numerosos estudos sobre esta familia, trabalhos envolvendo
a caracterizacdo quimica das espécies de Amaryllidaceae (Hippeastrum spp,
Crinum sp, Griffinia spp, Hymenocallis spp. e Zephyranthes spp.) nativas do
Ceara sao raros. De modo que é possivel que muitas espécies ainda estejam
por serem estudadas agronomicamente e prospectadas na busca de novos
compostos com importantes atividades farmacoldgicas. Assim, este trabalho
objetiva avaliar a produgéo de fitomassa e o rendimento de alcaloides totais
de agucena (Hippeastrum elegans) e definir a melhor época de colheita dos
bulbos.

Material e Métodos

As coletas das plantas matrizes de agucena foram realizadas no final do
més de janeiro/2016 na localidade Estacao das Flores, municipio de Pacatuba,
CE. O clima deste municipio é classificado como tropical Aw (Classificagao
climatica de Képpen e Geiger), com temperatura média anual de 25,7 °C
pluviosidade média anual de 1.305 mm e coordenadas geograficas: latitude
03° 59’ 03” S, longitude 38° 37° 13" W e altitude de 65 m. O material foi
identificado no Herbario Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceara,
sob Registro 60762 - Hippeastrum elegans (Spreng.) H. E. Moore. O estudo
foi conduzido na Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE, sendo o
experimento em campo instalado no Horto Medicinal desta instituigao.

Para a produg¢do das mudas, foram utilizados bulbos originarios dessas
plantas matrizes isentas de danos mecanicos, ataques de pragas e incidéncia
de doencas, realizada em viveiro coberto com sombrite (50% de iluminagao),
durante 90 dias. Os bulbos foram plantados em vasos plasticos com
capacidade de 5 litros preenchidos com uma mistura constituida de substrato
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comercial tipo “Germina Plan” + areia fina e lavada + vermiculita na proporgao
volumétrica de 3: 2: 1.

Decorridos 90 dias apods o plantio nos vasos, efetuou-se o transplantio
para canteiros de alvenaria com dimensdes de 8 m de comprimento e 1 m
de largura, previamente adubados com de 20 L de humus de minhoca/metro
linear, parcelados a cada trés meses.

O delineamento experimental foi blocos ao acaso com seis tratamentos e
cinco parcelas com quatro plantas e um total de 120 plantas. Os tratamentos
foram constituidos pelas seguintes épocas de colheita: 150, 210, 270, 330,
390 e 450 dias apos o transplantio.

O espagamento utilizado foi de 30 cm entre plantas e 30 cm entre fileiras.
As covas de plantio possuiam 20 cm de largura x 20 cm de altura e 20 cm
de profundidade. A irrigagéo realizada nas plantas foi por gotejamento, com
uma lamina d’agua diaria de 8 mm por todo o ciclo da planta. Durante o
periodo experimental, foram feitas capinas manuais para o controle de
plantas daninhas. O solo permaneceu protegido pela camada de matéria
seca (cobertura morta) proveniente das proprias capinas realizadas.

As coletas das plantas iniciaram-se 90 dias apds o transplantio nos
canteiros. A partir do material colhido, as plantas foram separadas por parte
(raiz, bulbo e folhas), lavadas em agua corrente, pesadas e cortadas em partes
menores e submetidas a secagem em estufa com circulagao de ar forgado a
40 °C até se obter peso constante. Apds a secagem, esses materiais foram
pesados e submetidos 8 moagem em moinho de facas. Foram avaliados
o didmetro do bulbo, a massa fresca e seca dos bulbos e das raizes. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e de regressao, conforme
Pimentel-Gomes (2009).

Para a extragdo dos alcaloides, utilizaram-se amostras de 100 mg dos
bulbos secos e moidos, de cada tratamento em quintuplicata, e foram
submetidas a microextracdo com 4 mL de hexano (desengorduramento)
e 4 mL de uma solugdo hidrometanodlica acida (0,05 M), em banho
ultrassénico por 20 min. Transcorridos os 20 min, 0,5 mL da fragao
acida de cada tratamento (n = 5) foi aplicada a um cartucho de extragéao
em fase sdélida (SPE — 100 mg) de troca catidnica (Bond Elut SCX,
Agilent), previamente acondicionado com 2 mL de metanol, seguido de
2 mL de solugdo aquosa de H,SO, (0,05 M). Apds aplicar a amostra,
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seguiu-se a etapa de limpeza com 2 mL de H,O e 2 mL de MeOH para
remocgao dos interferentes e, por fim, os alcaloides foram eluidos com 8 mL
de uma solugéo basica composta por NH,OH/MeOH na proporgéo 25:75 (v/v)
(Long et al., 2012). Para se obter a massa final de alcaloides, a quintuplicata
de cada tratamento foi reunida e rotaevaporada sob pressao reduzida em
rotaevaporador a 100 rpm e 40 °C. Os resultados foram expressos em
miligramas de alcaloides totais por grama de bulbo seco (mg Alcaloide/g
bulbo seco).

As analises qualitativas por cromatografia a gas acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) foram realizadas em um instrumento Agilent modelo
GC-7890B /MSD-5977A (quadrupolo), com impacto de elétrons a 70 eV,
coluna HP-5MS metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym, Agilent), gas
carreador hélio com fluxo 1,00 mL.min"* (8,8 psi) e velocidade linear constante
de 37,3 cm.s™', temperatura do injetor 250 °C, temperatura do detector
150 °C, temperatura da linha de transferéncia 300 °C, volume de injegcéo de
5 pL, no modo Splitless. Programagao do forno cromatografico: temperatura
inicial de 100 °C, com rampa de aquecimento de 15 °C/min até 180 °C e
acréscimo de 5 °C/min até 300 °C, mantendo-se por 10 min. O tempo de
corrida foi de 36,4 min.

A identificagdo dos compostos foi realizada pela analise dos padrées de
fragmentagéo exibidos nos espectros de massas com aqueles presentes na
base de dados fornecidos pelo equipamento (NIST, versdo 2.0 de 2008 —
287.324 compostos), bem como por meio da comparagado dos seus indices
de retencdo com os de compostos conhecidos, obtidos por injecdo de uma
mistura de padrbes contendo uma série homoéloga de alcanos C.-C, e de
dados da literatura (Berkov et al., 2009; Shawky et al., 2015; De Andrade et
al., 2015); NIST (National Institute of Standards and Technology-Chemistry
WebBook, 2018); (Guo et al., 2014).

Resultados e Discussao

O resumo da andlise de variancia com os coeficientes de variagcdo das
variaveis respostas medidas no experimento encontra-se na Tabela 1. Foram
observadas diferencgas estatisticas significativas em nivel de 1% probabilidade
para a maioria das variaveis respostas, exceto para massa fresca da raiz
(MFR), que foi significativa em nivel de 5% de probabilidade.



PRODUGAO DE FITOMASSA E TEOR DE ALCALOIDES TOTAIS EM BULBOS DE AGUCENA 1"
(HIPPEASTRUM ELEGANS (SPRENG.) H. E. MOORE)

Tabela 1. Analise de variancia e coeficientes de variagao referentes a diametro do
bulbo (DB), massa fresca do bulbo (MFB), massa seca do bulbo (MSB), massa fresca
da raiz (MFR), massa seca da raiz (MSR) de agucena em diferentes épocas de
colheita. Fortaleza, CE, 2018.

Quadrados Médios

MFB MSB
Epoca 5 28,4743** 4222,9749** 363,9207**  90,9426* 1,4229**
Residuo 24  2,9899 275,0987 22,3847 28,4849 0,2568

CV (%) 10,42 22,18 28,32 34,19 24,22

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F; * Significancia ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F.

Os dados do didmetro do bulbo, da massa fresca e da massa seca do
bulbo e das raizes sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Média do didametro do bulbo (DB), da massa fresca e massa seca dos bulbos
(MFB e MSB), da massa fresca e massa seca das raizes (MFR e MSR) de plantas de
acgucena (Hippeastrum elegans) cultivadas a pleno sol. Fortaleza, CE, 2018.

150 14,35 41,48 10,70 10,58 1,81
210 15,25 56,99 12,98 13,32 1,50
270 15,92 67,99 15,44 13,93 1,85
330 16,00 75,31 17,15 16,14 2,11
390 16,88 76,85 18,05 16,54 2,19
450 21,15 126,99 32,51 23,12 3,06

Foram observadas diferengas significativas entre as épocas de colheita
nas variaveis diametro do bulbo (DB), massa fresca e seca do bulbo (MF;
MS), (Figura 1), massa fresca e seca de raiz (MFR; MSR). Verificou-se o
aumento gradual no didmetro do bulbo durante todo o periodo, iniciando
com 14,35 cm (150 DAP), na metade do ciclo 15,92 (270 DAP) e finalizando
com 21,15 cm aos 450 DAP. Seguindo a classificacdo para os bulbos de
Narcissus proposta por Hanks, 2003, na qual sédo divididos de acordo com
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a circunferéncia: bulbo pequeno (10-12 cm), médio (12-16 cm) e grande
(>16 cm), os valores observados em H. elegans a partir de 330 (DAP)
enquadram-se no tamanho médio (DM=16 cm) e no final do ciclo 450 (DAP)
no tamanho grande (DM = 21 cm).
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0 : , . . .
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Epoca de avaliagdo (Dias)

Figura 1. Didmetro do bulbo (DB) em fungéo da época de colheita de agucena
(H. elegans) cultivada em Fortaleza, CE, 2018.

Os bulbos de agucena séo produzidos em resposta a algum estimulo,
como temperatura e/ou fotoperiodo, recebido pelas folhas e transmitido a
regido de formacao de sua estrutura de reserva, e durante o crescimento do
bulbo ocorre na planta o fendmeno de mobilizagcao de assimilados semelhante
ao verificado na frutificagcdo. Neste periodo, ndo ha crescimento de outras
estruturas na planta, ocorrendo, ao contrario, a perda de peso das estruturas
ja formadas, indicando a importancia da formagéo adequada do bulbo em
crescimento, representando um passo a mais no caminho da senescéncia
(Tombolato, 2004).

Os bulbos formados apresentam certo grau de dorméncia fisioldgica
que lhes permite resistir as condicdes adversas de vida e a um maior
tempo de armazenamento (Barbosa; Ferreira, 2011). Assim, a massa
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fresca total ao final do ciclo (450 DAP) foi igual a 205,91 g, dos quais
27,1% foram da massa fresca das folhas e o restante obtidos pelo bulbo
(127 g) e pelas raizes (23,12 g). Ao longo do ciclo, houve acumulo
continuo de massa seca do bulbo + raizes e da planta total, atingindo
o maximo de 35,57 g e 43,21 g, respectivamente. Do total da massa
seca produzida pela planta, 82% s&o constituidas por bulbo + raizes e
18% por folhas (Tabela 2 e Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Massa fresca (MFB) e massa seca do bulbo (MSB) em fungdo da época de
colheita de agucena (H. elegans) cultivada em Fortaleza, CE, 2018.
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Figura 3. Massa fresca (MFR) e seca da raiz (MSR) em fung&o da época de colheita
de acucena (H. elegans) cultivada em Fortaleza, CE, 2018.

A grande variagdo na produgédo de metabdlitos secundarios nas plantas
medicinais é conforme suas relagdes ecoldgicas, mudando continuamente
com o tempo e o espacgo, sendo influenciada por diversos fatores fisiolégicos,
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genéticos e ecologicos (Gobbo Neto; Lopes, 2007). A composigao qualitativa
e quantitativa das plantas medicinais pode mudar acentuadamente durante
as fases de crescimento. Para a melhoria da qualidade de plantas medicinais,
€ importante que a planta seja colhida na época apropriada e no estagio
certo de desenvolvimento. Os metabdlitos secundarios representam uma
interface quimica entre as plantas e o ambiente. Outros fatores abiéticos séo
luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricao, época e horario de coleta
(Castro et al., 2001).

O teor de alcaloides totais nos bulbos secos de agucena, expresso em mg
de alcaloides/g de bulbo seco, variou de 4,80 a 17,14 mg/g (Tabela 3).

Tabela 3. Teor de alcaloides totais nos bulbos secos de agucena em diferentes fases
de crescimento e épocas de colheita. Fortaleza, CE, 2018.

Epocas _de Coleta Fases de crescimento Teor de alcaloides
(dias) mg/g (Bulbo seco)

150 Crescimento vegetativo 515

210 Emergéncia da folha 7,7

270 Pré-floragao 8,8

330 Floragéo plena 17,1

390 Senescéncia das flores 6,0

450 Dorméncia dos bulbos 4.8

O teor de alcaloides totais de agucena aumentou continuamente no
periodo de 150 a 330 (DAP), ocasido em que o teor maximo de alcaloides
(17,14 mgq) foi registrado, e nesta época (330 DAP) a planta de agucena se
encontrava no estadio de floragao.

A maior concentragao de alcaloides nos bulbos esta de acordo com os
resultados observados em outras plantas de Amaryllidae, como Narcissus
confusus, que foi de 16,54 por ocasido da época de floragdo (Lopez et
al., 2003). Um estudo com carqueja (Baccharis trimera) demonstrou que
a quantidade de compostos fitoquimicos produzidos esta diretamente
relacionada ao periodo ontogenético (estagio fenoldgico) do vegetal, havendo
maior produg¢ao na época da floragdo, quando o metabolismo se torna mais
intenso (Castro etal., 2001). Aidade e o desenvolvimento da planta, bem como
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dos diferentes 6rgaos vegetais, também sido de consideravel importancia
e podem influenciar ndo s6 a quantidade total de metabdlitos produzidos,
mas também as propor¢des relativas dos componentes, segundo Jenks et
al. (1996), citado por Castro et al. (2001). Outro exemplo é o caso da planta
Tanacetum parthenium, em que a porcentagem de partenolideo é maior nos
primeiros estagios de desenvolvimento da planta, porém a quantidade total
obtida por planta aumenta cerca de 10 para 20 mg durante o crescimento,
devido ao surgimento de flores (Hendriks et al., 1997). Situagdo semelhante
ocorre com os metabdlitos de Gentiana lutea, cujas folhas séo ricas em C -
glicosideos, como a mangiferina, na fase de floragao (Menkovic, et al., 2000).

A partir da época de floracdo, o teor de alcaloides totais encontrados
nos bulbos de agucena decresceu linearmente com o aumento do numero
de dias de cultivo. Vale ressaltar a importancia da época e do estadio de
desenvolvimento mais adequado para colheita, tendo em vista que a
composi¢cao qualitativa e quantitativa das plantas medicinais pode mudar
acentuadamente durante as fases de crescimento (Falkenberg; Santos;
Simoes, 2000).

A analise quimica dos bulbos secos de agucena por CG-EM confirmou a
presenga de galantamina nas fragdes alcaldidicas obtidas de amostras de
bulbos secos de cada fase de crescimento das plantas, além de identificar
outros cinco alcaloides comuns a todos os tratamentos, dos quais trés sdo de
nucleo tipo galantamina, um de nucleo narciclasina e outro de nucleo crinina
(Tabela 4).

Tabela 4. Perfil quimico dos alcaloides presentes nas fragdes alcaldidicas extraidas
das diferentes épocas de colheita de agucena.

Alcaloide AR, bIR,, M*/ ion base (m/z) Nucleo

Trisfaeridina* 2302 2303,4 223,1/223,1 Narciclasina
Galantamina® 2388 2395,0 287 /286,1 Galantamina
Licoraminaf 2418 2423,0 289/ 288,1 Galantamina
O-Dimetilicoramina? 2451 2459,7 275/271,1 Galantamina
Norlicoramina® 2460 2471,7 275/271,1 Galantamina
8-O-Dimetilmaritidina® 2510 2512,0 273,1/273,1 Crinina

*indice de R?tent;éo observado; *indice de Retenc3o literatura; *Berkov et al., 2009; “Shawky et al., 2015; © Andrade
etal.,, 2015; NIST (National Institute of Standards and Technology-Chemistry WebBook, 2018); °Guo et al., 2014.
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O maior numero de alcaloides do tipo galantamina é uma caracteristica
desejavel, uma vez que compostos estruturalmente relacionados podem
ter propriedades farmacoldgicas semelhantes; por exemplo, os alcaloides
licoramina e sanguinina, que apresentam menor e maior inibicdo da
acetilcolinesterase quando comparados a galantamina, respectivamente
(Hanks, 2003; Simdes et al., 2017). Outros alcaloides foram relatados em
H. elegans por Carvalho et al. (2015), que descreveram a ocorréncia dos
alcaloides galantamina, narciclasina, pseudolicorina, sanguinina € licorina nos
bulbos de um espécime colhido na cidade de Russas, CE. Esses alcaloides
estdo entre os mais promissores de Amaryllidaceae (Evidente et al., 2009;
Lefranc et al., 2009; Giordani et al., 2012; Lorrio et al., 2007; Pereira et al.,
2010).

Conclusoes

Os constituintes quimicos das plantas variam em quantidade e natureza
nas diferentes épocas do ano. Neste estudo, observou-se que a maior
concentragéo de alcaloides é obtida em colheitas realizadas 330 dias apds
o plantio definitivo, alcangando 17,14 mg de alcaloide/g de bulbo seco, que
corresponde ao estagio de floragdo em que o metabolismo da planta é mais
intenso. Dessa forma, requer menor volume de fitomassa de bulbos secos
para extragao de alcaloide comparando-se aquelas das colheitas posteriores.

O alto teor de alcaloides totais, atrelado a definigdo da melhor época de
colheita dos bulbos de H. elegans, torna essa espécie uma fonte promissora
para o cultivo comercial, a fim de se obter matéria-prima em quantidade e
com alcaloides de grande importancia farmacoldgica.
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