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1. RESUMO

A espécie medicinal Pothomorphe umbellata (L.) Miq. (Piperaceae),
conhecida popularmente como pariparoba e/ou capeéba, ¢ uma planta perene, autdctone,
caracteristica da Mata Atlantica, possui um amplo potencial medicinal e diversas atividades
farmacoldgicas de interesse industrial, dentre elas, a a¢do antioxidante, atribuida a substancia 4-
nerolidilcatecol (4NC). O objetivo deste trabalho foi realizar estudos agrondmicos e fitoquimicos,
visando obter um protocolo inicial com informacdes sobre espacamento de plantas, idade de
colheita, variag¢do interpopulacional, sazonalidade, hordrio de colheita e temperatura de secagem,
para um cultivo sistematizado que assegure uma producdo regular e padronizada, e dessa forma,
contribua para conservagdo da espécie. Para tanto foram realizados trés experimentos durante o
periodo de 2006 a 2008. Experimento 1: espacamento de plantas (0,5 x 0,5; 0,75 x 0,5; 0,5 x 1,0
metros) x idade de colheita (6 meses e 12 meses) em esquema fatorial com parcelas sub-divididas
no tempo com plantas procendente de Jundiai/SP; Experimento 2: populacido de plantas coletadas
no Estado de Siao Paulo (Piquete, Iporanga, Barra do Turvo e Jundiai) x sazonalidade
(inverno/07, primavera/07, verdo/08 e outono/08), com o mesmo delineamento estatistico
anterior; Experimento 3: hordrio de colheitas (6:00; 9:00; 12:00; 15:00, 18:00 e 21:00 horas) x
temperatura de secagem (folha fresca, 40°C; 60°C e 80°C) em esquema fatorial, utilizando plantas
procedentes de Piquete/SP. Foram avaliadas varidveis biométricas (altura de plantas, nimero de
ramos e folhas, drea foliar, biomassa fresca e seca de folhas) e fitoquimicas (teor e composi¢cao
quimica do 6leo essencial, rendimento de extrato bruto foliar e do composto 4-nerolidilcatecol no

extrato). Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de



Scott-Nott. De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o espacamento de plantas ndo
apresentou respostas significativas para nenhuma das varidveis estudadas, embora a densidade de
40.000 plantas ha™ (0,5 x 0,5m) tenha proporcionado maior quantidade de biomassa foliar, 6leo
essencial e extrato bruto foliar. As plantas colhidas aos 6 meses de cultivo apresentaram maiores
producdes de biomassa fresca e seca, Oleo essencial e extrato bruto foliar; ja o teor de 4-
nerolidilcatecol foi maior nas plantas colhidas aos 12 meses. As proporcdes relativas das
principais substancias quimicas do 6leo essencial foram influenciadas pela idade de colheita,
sendo que os teores de O-elemeno, germacreno-D e «o-selineno foram maiores nas plantas
colhidas aos 6 meses, 0 inverso ocorreu para 0Os compostos, y-muuroleno, d-cadineno e
espatulenol. A populacio de Jundiai apresentou as maiores producdes de biomassa foliar fresca e
seca e os maiores teores de 6leo essencial. A composi¢do quimica do Sleo essencial ndo variou
entre as populacdes de plantas e as estacdes do ano, mas sua propor¢do relativa sim: germacreno-
D foi o composto majoritdrio na populacido de Jundiai e o E-nerolidol nas populac¢des de Piquete,
Barra do Turvo e Iporanga. As estacdes do outono e verdo apresentaram maiores producdes de
biomassa fresca e seca das folhas. Os hordrios de colheita e as temperaturas de secagem
influenciaram as varidveis fitoquimicas estudadas na populacdo de Piquete. O rendimento do
extrato bruto foliar e o teor de 4-nerolidilcatecol foram maiores no periodo da tarde, enquanto
que o teor do 6leo essencial foi maior nos periodos da manha e da noite. As proporcdes relativas
dos compostos E-cariofileno e E-nerolidol foram maiores no periodo da manha e o aumento da
temperatura de secagem provocou uma inversdao da proporcao relativa desses compostos: o E-
cariofileno diminuiu e o E-nerolidol aumentou. As folhas frescas apresentaram os maiores
rendimentos do extrato bruto foliar e do composto 4-nerolidilcatecol, j4 o maior teor de dleo

essencial ocorreu nas folhas secas a 40°C.

Palavras-chave: planta medicinal, densidade de plantas, sazonalidade, idade de colheita,

secagem.
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2. SUMMARY

The medicinal specie Pothomorphe umbellata (L.) Miq. (Piperaceae),
known popularly as pariparoba and/or capeéba, is a perennial plant, autochthonous and Atlantic
Forest characteristic, has a large potential medicinal, with a range of pharmacological activities of
industrial interest, including antioxidant activity, attributed to substance 4-nerolidylcatechol
(4NC). The objective of this work was to accomplish agronomical and phytochemistry studies, to
obtain a protocol with information initial spacing of plants, harvest age, interpopulation variation,
seasonal variation, time harvest and drying temperature, to a culture that ensures a systematic and
regular production standardized, and thus contribute to species conservation. For this three
experiments were accomplished during the period 2006 to 2008. Experiment 1: plant spacing (0.5
x 0.5, 0.75 x 0.5, 0.5 x 1.0 meters) x age harvest (6 months and 12 months) in a factorial scheme
with “split-splot in the time” with plants at Jundiai/SP, Experiment 2: Plants Population (Piquete-
SP, Iporanga-SP, Barra do Turvo-SP and Jundiai-SP) x seasonality (winter/07, spring/07,
summer/08 and fall/08) with the same previous statistical design; Experiment 3: Time harvest
(6:00, 9:00, 12:00, 15:00, 18:00 and 21:00 hours) x drying temperature (fresh leaf, 40C, 60C and
80C) in factorial scheme, with plants at Piquete/SP. They were evaluated biometric variables
(plant height, number of branches and leaves, leaf area, fresh and dry leaves biomass) and
phytochemistry (yield and chemical composition of essential oil and yield crude leaf extract and
the compound 4-nerolidilcatecol in extract). Data were submitted to variance analysis and Scott-
Nott test. According to results, that the plants spacing showed no significant responses any
variables studied, but the density of 40,000 plants.ha” (0.5 x 0.5 m) provided the major
productions of fresh and dry biomass, essential oil and crude leaf extract. Plants harvested at 6

months obtained higher yields of fresh and dry biomass, essential oil and leaf crude extract,



already the 4-nerolidylcatechol yield was higher in plants harvested at 12 months. The relative
proportions chemical substances of the essential oil were influenced by the age of harvest, and
the compounds d-elemene, germacrene-D and a-selinene were higher in plants harvested at 6
months and reverse occurred for the compounds y-muurolene, d-cadinene and spatulenol. The
Jundiai population showed higher production fresh and dry leaf biomass, and higher yield of
essential oil. The chemical composition of essential oil was not influenced by the plants
populations and sazonality, but this relative proportions yes, the Jundiai population presented as
majority compound germacrene-D, while Piquete, Barra do Turvo, Iporanga populations
presented the E-nerolidol. The fall and summer seasons of provided major productions fresh and
dry leaves biomass. Os hordrios de colheita e as temperaturas de secagem influenciaram as
varidveis fitoquimicas estudadas na populacdo de Piquete. The yield crude leaf extract and 4-
nerolidilcatecol content were higher in the afternoon, since essential oil yield was higher in the
morning and evening. The relative proportions compounds E-nerolydol and E-caryophyllene
were higher in the morning and increase drying temperature there was reversal in relative
proportion these compounds: E-cariophyllene decreasing and E-nerolydol increasing. The crude
leaf extract yield and compound 4-nerolidilcatecol was higher in fresh plants; while higher yield

of essential oil was in leafs drying at 40°C.

Key-words: medicinal plant, density plants, seasonality, harvest age, drying.



1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais € um importante recurso terapéutico no
tratamento da satide humana, principalmente em paises em desenvolvimento, cuja populacio
utiliza-se da medicina caseira como alternativa aos medicamentos sintéticos de alto custo e
segundo a Organizacdo Mundial de Saidde - OMS (2001), esse indice chega a 80% da populagao
mundial.

O conhecimento popular ¢ uma ferramenta na descoberta de novos
fitoterdpicos e medicamentos. Cerca de 75% dos principais medicamentos sintéticos
comercializados foram obtidos a partir de estudos realizados sobre informagdes originadas da
medicina popular, demonstrando ser altamente objetivo e eficaz (Ming, 1994), como € o caso dos
principios ativos emetina, vincristina, quinino, diosgenina, pilocarpina, dentre outros, que talvez
ndo estivessem em uso na medicina moderna se ndo fosse o uso tradicional que comunidades
locais faziam das plantas.

Os mercados nacional e internacional de plantas medicinais vém se
ampliando nos ultimos anos; no Brasil, as vendas de fitoterdpicos atingem US$ 260 milhdes, na
Europa o mercado anual é de US$ 6 bilhdes e apenas a Alemanha responde por mais da metade

desse valor e onde 80% dos médicos prescrevem fitoterdpicos e 84% deles sdo vendidos nas



farmécias. Nos Estados Unidos, os fitoterdpicos sdo vendidos como suplementos alimentares e
representam um mercado de US$ 5 bilhdes anuais e cerca de 30% dos adultos utilizam
fitoterdpicos (Agnol, 2002). Pafses como Japdo e alguns outros da Asia também acumulam
vendas e importacdes volumosas (Garcia et al., 2000).

Paralelamente ao crescimento do mercado consumidor, observa-se um
ritmo acelerado das pesquisas na drea de bioprospeccdo de genes e de novas moléculas, por
parcerias entre instituicdes publicas e empresas privadas farmacéuticas, de perfumaria e
cosméticos, em busca de informacdes sobre a quimica, a bioquimica e a farmacologia desses
produtos naturais. Em conseqiiéncia das descobertas cientificas do potencial medicinal de
diversas espécies vegetais, sobretudo as nativas, e do aumento do uso e comercializacdo do
material vegetal, os recursos genéticos dessas espécies encontram-se ameacados pelo
extrativismo elevado, cuja atividade predatéria tem comprometido a perpetuacdo e dificultado
estudos relacionados a conservacao e preservacao dessas espécies (Vieira et al., 2002).

A maioria das plantas medicinais brasileiras € coletada em seu habitat
natural, e carece de estudos cientificos basicos, como é o caso de Pothomorphe umbellata (L.)
Miq., conhecida popularmente como pariparoba ou caapeba, espécie perene, autdctone,
caracteristica da Mata Atlantica (Reitz, 1978) e que, atualmente vem sofrendo pressdo antrépica
regular (Vieira et al., 2002).

O uso da pariparoba foi oficializado na primeira edi¢do da Farmacopéia
Brasileira, na qual as raizes secas foram registradas como droga. Seu potencial terapéutico estd na
cura de feridas e inflamacOes em geral. Dentre os usos etnofarmacolégicos descritos para a
espécie estdo: tratamento de epilepsia (Coimbra, 1958), disfuncdo hepatica, bronquite asmadtica,
cicatrizante e antiinflamatério (De Feo, 1991), febrifugo (Di Stasi et al., 1993), sedativa e
analgésica (Hammer & Johns,1993), repelente de insetos (Chartol, 1964) e anti-maldrica
(Amorim et al, 1988).

Estudo realizado por Mattana (2005) com o Oleo essencial de P.
umbellata demonstrou a predominancia de compostos pertencentes a classe dos monoterpenos e
sesquiterpenos. Estudos tém demonstrado que os Oleos essenciais brutos e/ou seus constituintes
apresentam importantes atividades farmacoldgicas, como é o caso do 6leo essencial da erva-

baleeira (Cordia verbenacea DC.), empregado na fabricacdo do produto comercial “Acheflan”,



indicado para tendinite cronica e dores musculares, considerado primeiro fitomedicamento 100%
brasileiro registrado pela ANVISA e desenvolvido pelo Laboratério Farmacéutico Aché.

Estudos fitoquimicos de P. umbellata levaram ao isolamento de alguns
principios ativos, como a N-benzoilmescalina, substincia com atividade contra tulcera géstrica
induzida por Heliobacter pilori (Isobe et al., 2002) e o 4-nerolidilcatecol (Kijoa et al., 1980).

Esta udltima substincia merece atencdo especial, devido ao seu alto
potencial antioxidante comprovado cientificamente. Testes in vitro (Barros et al., 1997) e in vivo
(Ropke,1999), demonstraram atividade antioxidante 2,5 vezes superior ao alfa-tocoferol
(vitamina E), indicando-a como firmaco potencial para condi¢cdes patologicas onde ocorra
participacdo de estresse oxidativo (Barros et al., 1997; Desmarchelier at al.,1997) e no uso de
formulacdes cosméticas, com o objetivo de combater os efeitos nocivos causados por radicais
livres (Ropke, 2003a). Outras propriedades farmacoldgicas tém sido conferidas a esta substancia:
anti-maldrica (de Ferreira-da-Cruz et al, 2000), inibitdria da replicacdo do HIV (Gustafson et al.,
1992), analgésica (Bioka & Abena, 1990) e antimicrobiana (Mongelli et al.,1999).

No entanto, apesar dos varios estudos cientificos que confirmam diversas
atividades farmacoldgicas atribuidas as substancias presentes nesta espécie, evidenciando desta
maneira, seu grande potencial medicinal, estudos na drea agronOmica sobre cultivo e manejo
desta espécie ainda sdo muito incipientes.

Perante o elevado potencial medicinal atribuido a P. umbellata, além do
grande interesse da empresa privada, e ainda, ressaltando que € uma espécie nativa, nao
cultivada, tornam-se necessdrios e urgentes estudos agrondmicos conjugados aos fitoquimicos
que fornecam informacdes relevantes para um cultivo sistematizado que assegure uma produc¢do

regular e padronizada, e dessa forma, contribua para sua conservacao.



4. OBJETIVOS

4.1. GERAL

Realizar estudos agrondmicos e fitoquimicos, visando obter um protocolo
inicial contendo informag¢des para um cultivo sistematizado de Pothomorphe umbellata L. que
assegure uma producdo regular e padronizada, e dessa forma, contribua para sua conservacao

e/ou exploragdo.

4.2. ESPECIFICOS

1. Avaliar a producdo de biomassa foliar, teor e composi¢do quimica do
6leo essencial, rendimento de extrato bruto de folhas e do composto 4-nerolidilcatecol no extrato
em funcdo de espacamentos de plantas e idades de colheita;

2. Avaliar a produgdo de biomassa foliar, teor e composi¢do quimica do
6leo essencial em funcio de diferentes populacdes de plantas e da sazonalidade;

3. Avaliar o teor e composi¢do quimica do 6leo essencial, rendimento de
extrato bruto de folhas e do composto 4-nerolidilcatecol no extrato em funcdo do horario de

colheita e de secagem das folhas.



5. REVISAO DE LITERATURA

5.1. A familia Piperaceae e a espécie Pothomorphe umbellata (L.) Miq.

A familia Piperaceae foi descrita em 1829 pelo botanico J.H.F. Link,
compreende representantes herbaceos, arboreos e algumas epifitas e sua distribuicdo geografica
ocorre por todo o globo terrestre, na faixa compreendida entre os Trépicos de Cancer e de
Capricornio (Yuncker, 1973). No Brasil estd representada pelos géneros Piper, Peperomia,
Ottonia, Pothomorphe e Sarcorhachis, com um total aproximado de 460 espécies (Barroso et al.,
2004), sendo Piper e Peperomia os mais representativos.

O género Pothomorphe foi estabelecido por Miquel em 1840 e ¢é
constituido por duas espécies, Pothomorphe umbellata (L.) Miq. e Pothomorphe peltata (L.)
Miq., que se diferenciam macroscopicamente pela presenca de folhas peltadas em P. peltata
(Yuncker, 1973). Este gé€nero € caracterizado por plantas providas de folhas largas de contorno
arrendondado, base cordiforme ou peltada e dpice acuminado. As flores sdo reunidas em
inflorescéncias densas espiciformes e situadas nas axilas dos peciolos dilatados em bainhas
(Reitz, 1978). Pothomorphe se distingue de Piper por possuir inflorescéncias compostas de 3-7
espigas reunidas, axilares as folhas e pelo habito subarbustivo, ao contrdrio do género Piper,
cujas inflorescéncias sdo solitdrias, simples, terminais, opostas as folhas e possui hdbito tanto

arbustivo quanto arboreo (Boza, 1998; Gentry, 1993; Moraes, 1983; Moraes et al., 1986/1987).
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A espécie P. umbellata (sinonimias Piper umbellatum L. e Heckeria
umbellata L.) é um subarbusto perene, ereto, multicaule com os ramos angulosos, nodosos de cor
marrom esverdeado, medindo quando adulto de 1-3 m de altura (Figura 1A). As folhas sdo
grandes, de consisténcia herbacea, arredondadas, rugosas com margens inteiras, dpice subagudo e
base cordiforme (Figura 1C), dotadas de glandulas translicidas, medindo em torno de 14-24 cm
de comprimento e 17-25 cm de largura; possui peciolo puberulento, sulcado longitudinalmente,
medindo de 11-22 cm de comprimento e terminando em bainha alargada que envolve o n6 (Reitz,
1978; Moraes et al., 1986/1987). As inflorescéncias sdo axilares com um pedinculo comum de
10-15 cm de comprimento, formando espigas dispostas em umbelas, medindo 6 a 9 cm de
comprimento (Figura 1B) com grande nimero de flores pequenas congestas possuindo 2 estames
(Peckolt & Peckolt, 1896). O fruto é glabro do tipo drupa com 0,5-0,6 mm de comprimento.
Floresce nos meses de marco a junho e de outubro a dezembro (Reitz, 1978). A raiz se apresenta
de diferentes espessuras (5 mm a 3 cm de didmetro), de cor pardacenta, estriada
longitudinalmente com saliéncias verrucosas. E lenhosa, tortuosa e aromadtica quando fresca
(Silva, 1926).

Esta espécie € tipica da Mata Atlantica e ocorre nos Estados de Sao Paulo,
Minas Gerais, Espirito Santo e sul da Bahia (Riedel,1941). Seu habitat natural € sob a sombra de
grandes 4rvores e nas orlas das matas, as quais contribuem para seu crescimento em plenitude; é
considerada escidfita seletiva (Mattana, 2005).

Popularmente, é conhecida como ‘“caapeba”, porém este nome ¢é
indiferentemente empregado para diversas piperdceas (Riedel, 1941). No entanto, na
Farmacopéia Brasileira, esta espécie estd descrita como pariparoba, sendo esta denominacao
também atribuida a outras espécies vegetais do género Piper e Pothomorphe. E comum se
chamar de pariparoba a espécie Piper regnelli (Miq.) C. DC. var. regnelli (Pio Correa, 1926;
Yunker, 1973; Machado et al., 1995). Riedel (1941) chama a atencdo para o fato de indmeras
plantas serem denominadas de caapeba, plantas estas pertencentes as familias mais diversas

como: Malphigiaceae, Aristolochiaceae e, especialmente, Piperaceae.



Figura 1. Pothomorphe umbellata cultivada

em Botucatu-SP (A); Detalhe do peciolo e das
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inflorescéncias (B); Detalhe da folha (C).
Fotos: J.A.Marchese.

Oliveira et al. (1997), trabalhando com a identificacio de plantas
medicinais, afirmam que os nomes vulgares sdo causas de equivocos, pois, ¢ comum designar-se
mesmo nome para plantas diferentes e a mesma planta com diversos nomes em diferentes
regioes.

Salatino & Silva et al. (1975) estudaram a anatomia das folhas e a
quimica de 6leo essencial de Piper regnellii e encontraram 0,6% de teor, sendo a composi¢ao
quimica predominante: cariofileno, limoneno, geraniol e linalol. Estes autores alertam para o fato
de esta espécie ser usada para falsificar P. umbellata, que é a droga oficial recomendada por Silva
(1929) na 1? edi¢do da Farmacopéia Brasileira, assim como P. peltata que também € confundida
com P. umbellata.

O nome pariparoba significa “amargo que acaba com as feridas”, sendo a
expressao derivada do Tupi Pari através de perebi, que significa ferida, Pa= acabar; Rob=
amargo. Caapeba, por sua vez, deriva de caa= vegetal e peba= plano, como denominavam os
indios as Pothomorphe, por terem folhas largas ou chatas (Riedel, 1941).

A parte da pariparoba que consta na 1* edicdo da Farmacopéia Brasileira é
a raiz, fresca ou seca (Silva, 1926), porém, a folha, o caule e o fruto também apresentam
propriedades farmacoldgicas comprovadas cientificamente. O infuso das raizes e folhas de
pariparoba estimula fun¢des estomacais e hepaticas e também € considerado diurético. O decocto
de caules e folhas alivia febres e afeccdes nas vias respiratdrias e serve para limpar feridas e
banhos contra hidroxia e doencas do ttero. O cataplasma das folhas age contra queimaduras
superficiais, furinculos e dores de cabecga, além de indicagcdes para ictericia, hepatite, célicas,
hemorréidas, amenorréias, ulceras, etc. (Freize, 1933; Stellfeld, 1938; Founque, 1980; Moraes,
1986; Vieira, 1991; Di Stasi et al., 2002; Lorenzi & Matos, 2002).

As folhas da pariparoba sdo empregadas na medicina popular na forma de
suco para o tratamento de hemoptises (expectoracdes sanguineas), de coqueluche, de tosses
rebeldes e de bronquites asmadticas. Topicamente, o suco das folhas misturado com vinagre e sal é
utilizado pelos sertanejos como curativo de queimaduras e em forma de lo¢Oes nas contusoes. As

folhas frescas aquecidas agem sobre ulceras sifiliticas, o cataplasma, obtido pelo cozimento das
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folhas frescas com 6leo de améndoas, é empregado nas afec¢des do figado e do baco e também
em obstrugdes das visceras abdominais, lavagens de feridas ulcerosas, inflamacdes gerais, no
tratamento da hepatite, cicatrizac¢des e hidropisias (Riedel, 1941; Ming, 1995).

As sementes também tém aplicacdo na medicina. O pd, misturado com
6leo de linhaca, € aplicado em forma de cataplasma, nas costas, na regido dos pulmdes para tratar
pleurites (inflamag¢do da membrana que reveste o pulmdo). A mesma mistura se aplica também
sobre furtinculos, para ajudar e apressar o processo maturativo. A raiz € sudorifera,
antiblenorragica, tdnica, estimulante, estomdquica, diurética e febrifuga. Emprega-se por
decocgdo, nas moléstias do figado e do baco, na ictericia, na opilacao (Berg, 1993).

Além das diversas indicagdes populares de uso medicinal de P.
umbellata, a partir de 1980, iniciaram-se os estudos cientificos das atividades farmacolégicas ja
citadas empiricamente, além de novas pesquisas de possiveis atividades farmacoldgicas ainda nao
estudadas.

Pupo et al. (1988) comprovaram o efeito analgésico e sedativo dos
extratos das folhas desta espécie. Kashima et al. (1998), estudando o efeito do extrato
hidroalcodlico das partes aéreas de P. umbellata frente a diferentes cepas de Micobacterium
tuberculosis, verificaram uma atividade antimicobacteriana do extrato. Os dados deste
experimento indicam uma fonte potencial de novos principios ativos no combate a doengas, como
no caso da tuberculose e da AIDS. Em 2000, Mors et al. constataram efeito antiofidico na fracao
esteroidal dessa planta.

Trabalhos realizados in vitro e também em ratos mostraram atividade
antimaldrica nas folhas de P. umbellata, tanto para o protozodrio Plasmodium berghei (Amorim
et al., 1988; Ferreira-da-Cruz et al., 2000) quanto para P. falciparum (Adami et al., 1998).
Antidehou et al. (2004) também comprovaram que as folhas desta espécie apresentam efeitos
téxicos para Trypanossoma bruceirhodesiense causador da doenca do sono.

Perazzo et al. (2005) comprovaram que o extrato bruto das folhas de
P.umbellata possui efeito analgésico e antiinflamatério e Braga et al. (2007) constataram que as
folhas desta espécie possuem, além de atividades antifungicas contra Candida albicans, efeitos
contra Leishmania amazonensis, um dos causadores da leishimaniose.

Diante do exposto € notdvel que a espécie P. umbellata possui um forte

potencial medicinal para o combate de vérias moléstias de elevada importancia para os humanos.



14

5.2. Fitoquimica de Pothomorphe umbellata

As espécies que compdem a familia Piperaceae apresentam vérios grupos
de metabdlitos secunddrios que sdo de grande importancia econdmica para as industrias
farmacéuticas, de alimentos e cosméticos (Gottlieb et al., 1981; Achenbach et al., 1984/1986). Na
familia Piperaceae € sdo encontradas diversas classes quimicas como flavondides, alcaldides
pirrolidinicos e piperidinicos (Gibbs, 1974; Wu et al.,, 1997), benzopiranos, fenilpropandides
(Baldoqui et al., 1999), pironas, terpenos (Parmar et al., 1997), amidas (Alécio et al., 1998),
ligndides (Jensen et al., 1993), 6leos volateis e lignanas (Evans, 1996).

Os metabdlitos secunddrios correspondem a um grupo de compostos
quimicos formados a partir da biossintese dos produtos provenientes do metabolismo primario, e
sdo caracterizados por apresentarem baixo peso molecular e marcantes atividades bioldgicas,
sendo encontrados em concentracdes relativamente baixas e em determinados grupos de plantas
(Simdes et al., 2007); Estes compostos atuam na defesa do vegetal, na prote¢do contra raios UV,
na atragdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes, além de ter efeito alelopdtico
(Mann, 1994).

Segundo Trap & Croteau (2001), os metabdlitos secunddrios sao
controlados geneticamente, porém, a quantidade e concentracdo variam em funcdo de fatores
ambientais, tanto bidticos quanto abidticos, dentre eles, podem-se destacar a luz (intensidade e
fotoperiodo), a latitude, a temperatura (minima, maxima e média), o solo (propriedades fisicas e
quimicas), os ventos, a disponibilidade de d4gua, ou mesmo, a interacdo entre esses fatores. Esses
fatores apresentam influéncias distintas nas espécies sendo, portanto, necessario considerar as
condicdes ambientais ideais para obtencdo da mdxima producdo desses compostos em cada
espécie (Palevitch, 1987).

Os principais metabdlitos secunddrios que compdem quimicamente P.
umbellata, sdo os terpenos provenientes do 6leo essencial, sendo que os sesquiterpenos ocorrem
em maior propor¢do (Mattana, 2005); também os fenilpropandides, flavondides e esterdides
(Hammer & Jonhs, 1993).

Os fenilpropandides sdo compostos aromdticos com uma cadeia lateral
composta por trés dtomos de carbono, ligada ao anel aromdtico, tendo como precursor o dcido

cindmico, formado a partir do 4cido chiquimico, a partir da eliminacdo de uma molécula de
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amonia pela acdo da fenilalanina amonialiase (PAL). A formac¢do dos isoprendides procede a
partir de duas vias independentes (Figura 2). A biossintese dos esterdides, dos triterpenos e dos
sesquiterpenos ocorre a partir da via acetato/mevalonato e a via alternativa do 1-deoxi-D-
xilulose-5-fosfato origina os carotendides, os mono e diterpenos (Figura 2). Ambas as vias
utilizam o acoplamento de isopentenil-PP e dimetilalil-PP como precursores dos compostos

formados (Dewick, 2002; Lichtenthaler, 1999).
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Figura 2. Vias metabdlicas e substincias sintetizadas a partir da
glicose, no metabolismo secundério das plantas (Dewick, 2002).
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Os carotendides, os quais sdo muitos utilizados em medicamentos,
cosméticos e alimentos para propiciar coloracdo vermelha, amarela, marrom ou violeta, também
sdo metabdlitos secundarios encontrados nos cloroplastos das folhas de P. umbellata. Moraes et
al. (1994) isolaram o prolicopeno nas folhas desta espécie, sendo este um isdmero do licopeno.

A primeira substancia isolada desta espécie, citada na literatura foi um
fenilpropandide denominado de 4-nerolidilcatecol (Kijoa et al., 1980) que € encontrado nas raizes
e folhas, provavelmente, responsavel pelas atividades anti-maldrica (Amorim et al., 1988), anti-
plaquetdria (Janudrio et al., 1992), anti-bacteriana (Kashima et al., 1998), inibidora da replicacdo
do HIV (Gustafson et al., 1992) e analgésica (Bioka & Abena, 1990).

Bastos et al. (1998) isolaram um flavondide denominado 2-hidroxi-5,7-
dimetoxi-3’4’-metilenodioxi-flavonol das folhas de P. wumbellata. Mais tarde foi isolado o
alcaléide N-benzoilmescalina, que possui atividade antibacteriana significativa contra o
Helicobacter pylori (Isobe et al., 2002). Outras substincias também foram isoladas por Bergamo
(2003), entre as quais duas amidas (arboreumina e arboreumina glicosilada), cinco flavonas
(vitexina 2”-O-B- glucopiranosideo, apigenina 8-C- 3 -D- glucopiranosideo, orientina 8-C- 3 -D-
glucopiranosideo, 5-hidroxi-7,3’4’-trimetoxi-flavona e velutina), duas lignanas (sesamina e
diidrocubebina) e outro fenilpropandide (dcido p-cumdrico). Perazzo (2005) isolou também, além
do 4-nerolidilcatecol, as substincias oxiranemetanol, hinoquinina e os fitoesterdides,
estimasterol, B-sistosterol e campesterol. Na Figura 3, observa-se a estrutura quimica de algumas
das substancias isoladas nesta espécie.

Dentre as substancias isoladas em P. umbellata, a substancia 4-
nerolidilcatecol merece atencdo especial, por apresentar dentre as atividades farmacoldgicas ja
citadas, a atividade antioxidante (Barros et al., 1996), que despertou interesse de diversos
pesquisadores e de industrias farmacéuticas e de cosméticos, devido a possibilidade de
desenvolvimento de novos farmacos e/ou cosméticos para a prevencdo de fotoenvelhecimento,
fator preocupante em um pais tropical como o Brasil, onde a incidéncia de radiag¢do ultravioleta
torna-se cada vez maior, bem como o indice de cancer de pele.

A atividade antioxidante dessa substiancia é considerada como um
“scavenger”, isto é, um receptor de elétrons, superior ao de grupos bem conhecidos com a
vitamina E e C ou catequinas, utilizadas como controle positivo (Perazzo, 2006). Este composto

isolado ou o extrato metandlico, rico em compostos fendlicos, € apto a neutralizar radicais, tais
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como, peroxil e hidroxil, reduzindo o estresse oxidativo que induz a peroxidacdo de lipideos e
alteracdo do 4cido desoxiribonucléico (Desmachelier et al, 1997).

A atividade antioxidante no extrato de P. umbellata foi constatada tanto
in vitro (Barros et al., 1997), quanto in vivo (Ropke et al., 1999, 2003a), sendo superior ao -
tocoferol, além da atividade fotoprotetora. Com relag@o a essa atividade, estudos constataram que
o extrato de raizes padronizado protegeu e reduziu a incidéncia de alteragdes de pele de ratos
submetidos a radiacdo solar UVB (Ropke et al., 2005). Esta substincia isolada também se
mostrou eficiente na inibigdo da atividade de metalloproteinases MMP-2 e MMP-9, enzimas
responsaveis pela formacdo das rugas tipicas do fotoenvelhecimento cutaneo (Ropke et al., 2006;
Almeida et al., 2008). Os autores recomendam o uso desta planta para atenuacdo das radiacdes
UVB solares que induzem a carcinogénese de pele. Apds esta constatacdo e sugestdo dos autores,
surgiram outros trabalhos a respeito do extrato bruto padronizado de raizes, em formulagdes
cosméticas, bem como a estabilidade quimica dessas formulagdes contendo o extrato bruto e/ou a
substancia isolada (Ropke et al., 2002; Silva et al., 2005; Noriega et al., 2008).

Foi demonstrada ainda, a citotoxicidade do 4-nerolidilcatecol como

composto bioativo antitumoral, extraido das folhas de P. peltata, (Mongelli et al., 1999).
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Figura 3. Substancias isoladas de P. umbellata. Fonte: Rezende (2002).
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Os 6leos essenciais também sao muito estudados em P. umbellata, porém,
mais em relacdo a caracterizacdo quimica propriamente dita € ao rendimento, que na atividade
farmacoldgica atribuida a eles. No entanto, sabe-se que vdrias atividades farmacoldgicas das
espécies medicinais, tais como, carminativa, antiespasmoédica, estimulante do sistema digestivo,
cardiovascular, secretolitica, antiinflamatdria, anti-séptica, estimulante ou depressiva do sistema
nervoso central e anestésica local, sdo atribuidas aos 6leos essenciais (Simdes & Spitzer, 2007).
Em vista disso, eles constituem um dos mais importantes grupos de matérias-primas para as
industrias alimenticias, de perfumaria, farmacéuticas e afins.

Martins et al. (1998) estudando quatro espécies de Piperaceae das Ilhas de
San Tomé e Principe na Africa, caracterizaram seus constituintes quimicos e as substincias
encontradas em maior quantidade no 6leo essencial de P. umbellata foram B-pineno (26,8%), o
pineno (17,6%) e E-nerolidol (12,4%). Luz et al. (1999) também estudaram o dleo essencial de
plantas de P. umbellata coletadas na Universidade de Sao Paulo, porém identificaram as
substéncias [B-cariofileno (14,8%), germacreno-D (27,4%), biciclogermacreno (11,5%) e «-
cadineno (13,3%), como sendo as majoritdrias. Outro trabalho, também realizado com a
caracterizacdo do Oleo essencial desta espécie, coletada no Parque Estadual do Rio Doce-MG
(Mesquita et al., 2005), apresentou os constituintes germacreno-D (8,6%), biciclogermacreno
(10,1%), E-cariofileno (12,0%) e E -nerolidol (7,0%).

Com relacdo ao rendimento do 6leo essencial de folhas de P. umbellata
observa-se nos trabalhos realizados também com as folhas desta espécie, que hd uma variacdo em
torno de 0,1 a 0,6% no teor: 0,1% (Martins,1998), 0,2% (Moraes, 1983), 0,4% (Luz et al., 1999),
0,3% (Mesquita et al., 2005), 0,2-0,6% (Mattana, 2005).

As variagOes encontradas na composicdo quimica e no rendimento dos
Oleos essenciais das folhas de P. umbellata nos diversos trabalhos citados podem estar
relacionadas com diversos fatores, principalmente pelo genético (Trap & Croteau, 2001) e por ser
uma espécie silvestre, essas variagdes podem ser bem discrepantes. Porém, a quantidade e a
concentracdo das substincias também podem variar em fun¢do de fatores ambientais e técnicos,

ou mesmo, a interagdo entre esses fatores (Palevitch, 1987).
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5.3. Aspectos agronomicos de plantas medicinais

Todas as literaturas citadas anteriormente fazem mengdo somente a
atividades farmacolégicas de extratos e substancias quimicas na espécie P. umbellata; trabalhos
relacionados a drea agrondmica sdo escassos. Diante do potencial medicinal atribuido a espécie e
do interesse das indudstrias em desenvolver produtos farmacéuticos e cosméticos de origem
vegetal e da flora nativa, a tendéncia é sua exploracdo predatéria dos recursos genéticos, visto
que € uma espécie nativa e ndo existem informacgdes agrondmicas de cultivo, o que também
ocorre com a maioria das espécies medicinais nativas.

No levantamento de campo realizado em Barra do Turvo na regido do
Vale do Ribeira/SP, foi identificado apenas um produtor de plantas medicinais que cultivava esta
espécie para comercializacdo por meio de um convénio chamado “Terra Medicinal” (CTM),
segundo relatos do mesmo, iniciou o cultivo auxiliado pela empresa de quem era fornecedor.

Na literatura, foram encontradas poucas referéncias ligadas ao cultivo
desta espécie. Marchese et al. (2004) e Mattana (2005) estudaram os efeitos do sombreamento e
constataram que as plantas cultivadas com 30% de sombreamento obtiveram maiores valores de
biomassa vegetal, 6leo essencial, taxa de assimilacio de CO,, condutincia estomdtica e
transpiracdo, além de observarem que as plantas cultivadas a pleno sol apresentavam sintomas de
clorose e necrose. Os autores recomendam o cultivo de P. umbellata juntamente com outras
espécies de maior porte ou o0 seu manejo em sub-bosques.

A abordagem referencial sobre os aspectos agrondmicos pesquisados
neste trabalho foi embasada em trabalhos realizados com outras espécies medicinais referentes
aos assuntos pertinentes, devido ao fato de possuir pouca literatura sobre aspectos agrondmicos
envolvendo a espécie,

O cultivo e/ou o manejo sustentado € de extrema importancia, tanto para
preservacdo e conservagdo, quanto para atingir qualidade satisfatéria de principios ativos e de
biomassa vegetal das plantas medicinais. Segundo Marchese & Figueira (2005) a obtengdo dessa
qualidade ocorre durante todo o processo produtivo desde a identificagdo botanica, escolha do
material vegetal, época e local de plantio, tratos culturais, determinagcdo da época de colheita e

cuidados na colheita e pos-colheita.
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No entanto, nem sempre as condi¢cdes ideais para producdo de biomassa
sdo as mesmas para producdo de principios ativos. Muitas espécies produzem maior quantidade
de substancias ativas quando sdo submetidas a condicdes de estresse, mas geralmente existe uma
boa adaptacgdo as situagdes que se assemelham com seu local de origem; Achyrocline satureioides
e Bacharis trimera se desenvolvem melhor em solos 4cidos e com pouca fertilidade (Correa
Junior et al, 1994), Pothomorphe umbellata e Piper cernum que desenvolvem-se melhor sob
sombreamento (Mattana, 2005; Reis et al, 2007), ja& Cymbopogon citratus, Rosmarinus
officinalis, Cynaras scolymus adaptam-se melhor em condicdes de pleno sol, condi¢des
encontradas nos locais de origem das espécies citadas (Reis et al., 2007).

Além da adaptacdo das espécies ao local de cultivo, fatores como horério
e época ideal para colheita sdo importantes para obtencdo da qualidade quimica do produto
vegetal. Em geral, as espécies apresentam épocas especificas em que contém maior quantidade de
principios ativos no seu tecido e essa variagdo pode ocorrer tanto no periodo de um dia como em
épocas do ano.

Martins et al. (1995) mencionam que, de acordo com a substincia ativa da
planta, existem hordrios em que a concentracdo ¢ maior. No periodo da manha € recomendada
colheita de plantas produtoras de Oleos essenciais e no periodo da tarde de plantas com
glicosideos. Silva et al. (2003) estudando os efeitos de duas épocas e dois hordrios de colheitas
observaram que em janeiro € no periodo da manha hd maior producdo de 6leo essencial de
Ocimum basilicum, Fonseca et al. (2007) recomendam colher Porophyllum ruderale na parte da
manha para obtencdo de maior teor de 6leo essencial, e no final da tarde, para obten¢do de maior
teor de tanino.

As épocas do ano influenciam na produgdo e concentragdo de principios
ativos das espécies medicinais por meio das condi¢cdes ambientais que as caracterizam como
temperatura, precipitacdo umidade relativa e intensidade de luz. Esse conjunto de fatores é
denominado de sazonalidade (Palevitch, 1987; Simdes & Spitzer, 2000).

Virios autores ja constataram efeitos da sazonalidade na producdo de
principios ativos de plantas medicinais; Silva et al. (2006) observaram que em Lippia Alba o
rendimento do 6leo essencial foi semelhante nas estacdes da primavera, verdo e outono, variando
de 0,19 a 0,17%. Andrade & Gomes (2000) observaram que folhas de Eucalyptus citriodora

coletadas no outono proporcionaram maiores rendimentos em 6leo essencial, comparadas com as
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coletadas no verdo. Haber (2008) observou influéncia da sazonalidade na propor¢do relativa dos
constituintes majoritdrios do 6leo essencial de Lychnophora pinaster, obtendo-se uma maior
propor¢ao relativa média do trans-cinamato de metila no outono e do trans-cariofileno no verdo.

Ap6s a determinagdo da época e do horério ideal de colheita, o processo
de secagem € uma etapa importante que demanda cuidados especiais, pois cada espécie responde
de forma diferente, devido ao tipo de principio ativo produzido, as estruturas secretoras, € sua
localizagdo dentro dos tecidos. E considerada um dos métodos mais utilizados para a preservagio
da qualidade ndo s6 de espécies medicinais, mas de produtos agricolas de uma forma geral, sendo
a principal vantagem, o seu baixo custo e a sua simplicidade de operagdao (Martinazzo et al.
2007). A secagem consiste na remocdo de grande parte da dgua contida no produto e tem a
funcdo de estabilizar o metabolismo da planta, imobilizando a acdo enzimdtica degradadora dos
principios ativos existentes (Corréa Jr. et al., 1991; Hertwig, 1991).

No entanto, a temperatura ideal para a secagem do material vegetal varia
conforme o 6rgdo da planta e o principio ativo de interesse. Segundo Corréa Junior et al. (1994),
para secagem de folhas e flores a temperatura deve estar em torno de 38°C, bem como para 6leo
essenciais; para cascas e raizes até 60°C. Trabalhos realizados com temperaturas de secagem no
rendimento e composi¢do quimica de 6leos essenciais de diversas espécies mostram resultados
variiveis.

Buggle et al. (1999) estudaram a influéncia de temperaturas de secagem
na producdo de 6leo essencial de Cymbopogon citratus e obtiveram teores semelhantes entre as
temperaturas de 30°C a 50°C, recomendando a temperatura de 50°C devido ao tempo de secagem
mais rdpido, Martins et al. (2000), estudando a mesma espécie, observaram que o teor de dleo
essencial aumentou conforme o aumento da temperatura até 60°C, sendo que os autores
atribufram esse resultado a lignificacdo das paredes internas das células armazenadoras e a
localizagdo interna. Rocha et al. (2000) estudando a espécie C. winterianus observaram
diminui¢do do teor de dleo essencial em temperaturas acima de 60°C.

Em relagdo a outras espécies produtoras de Oleos essenciais, estudos
realizados com Mentha piperita mostraram que a secagem acima de temperaturas de 40°C ¢é
altamente prejudicial ao rendimento e composi¢do quimica do seu 6leo essencial (Blanco et al.,
2000), os mesmos autores estudando alecrim (Rosmarinus officinalis) observaram que

temperaturas até 60°C ndo influenciaram na composicdo quimica, porém o teor do 6leo essencial
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foi reduzido acima de 40°C (Blanco et al, 2000a). Ja, Borsato et al. (2005) alegam que
temperaturas entre 35 e 50°C, sdo insuficientes para secagem de flores de camomila (Chamomilla
recutita), além de ndo impedirem a perda de 6leo essencial e recomendam temperatura de 80°C.
Como se observa, hd necessidade de estudos especificos de temperatura de secagem ideal para
cada espécie.

Diante dos trabalhos apresentados, nota-se que cada espécie medicinal e
aromdtica se comporta de forma diferenciada e especifica, conforme o manejo ao qual €
submetida. No caso de espécies silvestres esse fator € mais acentuado, portanto trabalhos

envolvendo todos os fatores ambientais e técnicos sd@o essenciais para se obter sucesso na

producdo de biomassa e principios ativos de plantas medicinais.
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6. MATERIAL E METODOS

Foram elaborados trés experimentos de campo com material botanico de
Pothomorphe umbellata de diferentes procedéncias. A metodologia utilizada para a propagacdo
das mudas, plantio e conducdo no campo foi padronizada para todos os experimentos, alterando

apenas os tratamentos utilizados.

6.1. Coleta de material botanico

Durante os meses de agosto e setembro de 2006, foram realizadas quatro
coletas de material vegetal em quatro populacdes distintas de P. umbellata, com o intuito de
estabelecer os estudos em campo, partindo de mudas propagadas por estacas.

No més de agosto de 2006, foram coletadas duas populacdes nos
municipios de Iporanga e Barra do Turvo, pertencentes a regido do Vale do Ribeira no Sul do
Estado de Sao Paulo; em ambos locais as plantas foram coletadas em capoeiras. No més de
setembro de 2006, foram realizadas mais duas coletas de material vegetal nos municipios de
Piquete, na regido do Vale do Paraiba no Estado de Sdao Paulo, onde plantas foram coletadas em
uma encosta de morro parcialmente sombreadas e, no municipio de Jundiai no interior do Estado,
foram coletadas nas bordas de uma mata na orla de uma estrada vicinal.

O material vegetal coletado em cada populacdo foi colocado em sacos de
polietileno umedecidos com dgua, para manuten¢do da umidade, transportado ao Laboratério de

Plantas Medicinas do Departamento de Producdo Vegetal da UNESP/Botucatu e acondicionado
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em camara fria a 5°C, at¢é o momento do plantio. O periodo entre a coleta e a propagacdo do

material vegetal ndo ultrapassou 48 horas.

6.2. Propagacao do material vegetal

As mudas de pariparoba foram obtidas apds cada coleta realizada, nos
meses de agosto e setembro, por meio de estaquia no viveiro do Setor de Horticultura do
Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondomicas-UNESP/Botucatu.

Estacas de caule de aproximadamente 10 cm foram retiradas da porcao
mediana dos ramos das plantas matrizes coletadas nos seus habitats naturais, em seguida,
acondicionadas em sacos de polietileno de dimensdes 10 x 13 cm, previamente preenchidos com
substrato composto por solo (Latossolo vermelho distréfico), esterco bovino, substrato comercial
(Plantimax) e vermiculita, na propor¢do 3:1:1:1 (Figura 4A e 4B). No inicio do processo de
enraizamento as estacas foram cobertas com folhas de palmeira para evitar luz direta e também
manutencdo da umidade do substrato (Figura 4C).

As estacas permaneceram sob sombreamento de 50% e irrigadas
diariamente através de sistema automatico de aspersdo, a cada 12 horas, durante 5 minutos, por um
periodo de 120 dias, tempo que foi necessario para o enraizamento e desenvolvimento das mudas,
até serem transplantadas para a drea experimental no pomar do Setor de Horticultura do da

UNESP/Botucatu, cujas plantas apresentavam-se com altura de 30 cm em média.



Figura 4. Propagacdo das estacas em telado com 50%
de sombreamento (A); Detalhe da cobertura com folhas
de palmeiras (B); Detalhe da estaca no substrato com
inicio da brotacao (C).
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6.3. Preparo da area experimental

Os experimentos foram conduzidos em uma drea de aproximadamente
500 m?, localizada no pomar do Setor de Horticultura do Departamento de Produgio Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agronomicas — UNESP/Botucatu, que apresenta as seguintes coordenadas
geograficas: 22°51°S, 48°26°’WO e 786 m de altitude. Os dados meteorologicos de temperatura
(médxima, minima e média), precipitacdo, umidade relativa e radiacdo solar do periodo em que o
experimento foi mantido em campo, estdo expostos respectivamente nas figuras 26 a 29 do

apéndice 6.

Foram coletadas amostras de solo da drea experimental (profundidade de
20 cm) e enviadas para o Laboratério de Solos do Departamento de Recursos Naturais — Setor de
Ciéncia do Solo para anélise quimica e posterior corre¢do da acidez do solo (Tabela 1). A partir
dos resultados dessa andlise, o solo foi calcareado recebendo a dose de 2,6 t/ha de calcario

dolomitico, sendo posteriormente preparado com arado e grade rotativa.

Tabela 1. Andlise quimica do solo na drea experimental localizada no pomar do Setor de
Horticultura do Departamento de Produgdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas —

UNESP/Botucatu/SP.

pH M.O. Peina K Ca Mg AI” H+Al CTC SB V B Cu Fe Mn Zn
CaCl, g/dm3 mg/dm’ LTV Te) I/ |50 N— % mg/dm’

4,4 22 3 31 12 6 48 70 21 30 0,28 09 46 206 7,1

M.O: matéria orgdnica; SB: soma de bases; H+Al: acidez potencial; CTC: capacidade de troca catidnica; V: saturagdo de bases.

Com o objetivo de proporcionar sombreamento durante o cultivo das
plantas de P. umbellata, cuja espécie é considerada escidfita (Mattana, 2005; Marchese et al.
2004), foi realizada a semeadura da espécie Cajanus cajan L., conhecida popularmente como
feijdo guandu, entre as linhas de P. umbellata, com espacamento de 2,5 metros entre linhas x 0,5
metro entre plantas, trés meses antes do plantio das mudas.

Esta espécie foi escolhida devido a facilidade de aquisicdo de sementes e,
principalmente, por ser considerada fornecedora de sombra para outras espécies susceptiveis a
radiacdo solar (Lunz & Frank, 1997, Morais et al., 2003, Loss, 2007).

O feijao guandu (Cajanus cajan ) € uma leguminosa tropical fixadora de

grande quantidade de N atmosférico, se adapta a diferentes condicOes ambientais e € utilizada
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amplamente como adubo verde, com o potencial produtivo de 6,5 a 9,5 t.ha de massa seca na
parte aérea e, ainda como quebra-ventos, forragem e alimento humano (Fernandes et al. 1999).
Possui um porte arbustivo ereto, com a altura variando entre 2 ¢ 3 m e um ciclo de vida de 3 a 4
anos. A espécie tem rapido crescimento com elevado aumento da biomassa no estdgio inicial e
ciclo de vida curto, o que dificulta a competicdo com espécies invasoras (Beltrame & Rodrigues,
2007). Trata-se de uma espécie amplamente difundida em pequenos estabelecimentos rurais no
Brasil, oferecendo a possibilidade tanto de consumo dos grdos como de comercializacdo em
mercados locais. Torna-se, assim, uma espécie adequada para integrar sistemas de producdo de

hortalicas com base agroecoldgica (Alves et al., 2004).

6.4. Plantio das mudas e conducio dos experimentos

As mudas de P.umbellata foram levadas para campo nos meses de
dezembro de 2006 e janeiro de 2007, apds 120 dias aproximadamente, periodo suficiente para o
enraizamento e formag¢do das mudas, cujas plantas apresentavam-se com altura de 30 cm em
média.

Foram abertas covas (15 cm x 15 cm) com espacamento de 0,5 m entre
linhas nas ruas formadas entre as plantas de feijao guandu (2,5 metros); em cada rua de 2,5 metros
foram plantadas 4 linhas de plantas, considerando-se as exteriores como bordaduras, e as interiores
como fileiras uteis (Figura SA). No momento do plantio foi realizada uma adubag¢do com meio
litro de esterco comercial de galinha curtido por cova (Figura 5B).

Foi instalado na 4rea experimental, um sistema de irrigacdo por
gotejamento; no inicio, as plantas foram irrigadas diariamente, durante meio periodo; apds o
pegamento das mudas (aproximadamente 20 dias), foi adotado um procedimento de irrigacdo em

dias alternados (Figura 5C).



Figura 5. Plantio das mudas de P.umbellata no campo.
Abertura das covas (A); Adubacdo das covas (B);
Sistema de irrigacdo e sombreamento das mudas

plantadas (C).
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O sombrite de 50% de sombreamento instalado na drea experimental
(Figuras 5A e 5C) foi retirado, assim que o sombreamento com as plantas de feijao guandu ficou
adequado as mudas de pariparoba, apds 30 dias aproximadamente.

Durante a condugdo dos experimentos foram realizadas capinas manuais,
poda dos ramos laterais das plantas de guandu, adubagdo de cobertura das plantas de pariparoba,

com meio litro de esterco de galinha comercial apds seis meses do plantio.

6.5. Experimento 1: Populacoes de plantas x Sazonalidade

Este experimento foi conduzido com as mudas procedentes de plantas
coletadas nos municipios de Piquete, Iporanga, Barra do Turvo e Jundiai todas pertencentes ao
Estado de Sdo Paulo, conforme relatado no item 6.1.

As mudas foram transplantadas no més de janeiro de 2007 no espacamento
de 0,5 x 0,75 m (26.666 plantas/ha). Foram avaliadas plantas cultivadas a partir de ramos de
plantas matrizes coletadas em quatro diferentes locais de acesso (Piquete, Iporanga, Barra do
Turvo e Jundiai) e colhidas nas quatro estacdes do ano (inverno, primavera, verdo e outono). O
delineamento experimental adotado foi de blocos ao acaso com parcelas subdivididas no tempo,
sendo as parcelas populacdes de plantas e as sub-parcelas as 4 estacdes do ano, com 4 repeticoes
de 6 plantas tteis cada.

No momento de cada colheita (julho/07, outubro/07, janeiro/08 e abril/08),
foram tomados a altura das plantas e o nimero de folhas e ramos emitidos, para o
acompanhamento do re-estabelecimento das plantas entre uma colheita e outra (intervalo de trés
meses); as folhas foram acondicionadas em sacos de polietileno e transportadas para o Laboratério
de Plantas Medicinais da FCA-UNESP/Botucatu para determina¢do da massa da matéria fresca de
todas as folhas de uma planta e, em seguida, acondicionadas em sacos de papel e colocadas em
estufas de secagem a 40°C, até a obtencdo de valores de massa constantes, que se deu em 72 horas.
ApOs esse periodo, foi realizada a determinacdo da massa de matéria seca das mesmas e entdo, foi
armazenada em camara seca até o momento das andlises fitoquimicas.

Os dados biométricos e fitoquimicos avaliados neste experimento

constaram de: altura de plantas, nimero de folhas e de ramos emitidos, drea foliar, biomassa fresca
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e seca de folhas, rendimento e composicdo quimica do 6leo essencial de folhas (itens 6.8.1 e

6.8.2).

6.6. Experimento 2: Espacamento entre plantas x Idades de colheita

Para este experimento foram utilizadas mudas provenientes das plantas
coletadas no més de setembro de 2006 no municipio de Jundiai/SP, cujo transplantio ocorreu no
més de dezembro do mesmo ano. O delineamento experimental adotado foi de blocos ao acaso
com parcelas subdivididas no tempo (sendo a parcela, densidade de plantas e as sub-parcelas,
idades de colheitas) com 4 repeti¢des, contendo 9 plantas uteis cada.

Os tratamentos adotados constaram de 3 espacamentos de plantas: 0,5 m
entre as linhas e variando o espacamento entre de plantas: 0,5 m, 0,75 m e 1,0 m que
corresponderam a 40.000, 26.666 e 20.000 plantas por hectare; e duas idades de colheitas nas
mesmas parcelas: aos 6 meses apos o plantio no campo e, aos doze meses de transplantio.

A primeira colheita foi realizada no més de junho de 2007 e a segunda
colheita no més de dezembro de 2007 nas mesmas plantas da primeira colheita. As plantas tiveram
as folhas retiradas (como se colhe couve-folha) (Figura 6B). Este modo de colheita foi observado
em visita realizada a um produtor de P. umbellata, na regiao do Vale do Ribeira - SP.

Em cada colheita, foram tomados os dados de altura das plantas e o
nimero de folhas e ramos emitidos até aquele momento (item 6.8.1). As folhas colhidas foram
acondicionadas em sacos de polietileno (Figura 6B) e transportadas para o Laboratério de Plantas
Medicinais da FCA-UNESP/Botucatu, onde foi realizada a medida de area foliar (aparelho digital
Automatic Area Meter — Model AAM-7 - Hayashi Denkoh Co. LTD-Tokyo/Japan) e determinacio
da massa de matéria fresca.

As folhas foram acondicionadas em sacos de papel e colocadas em estufas
de secagem a 40°C, até a obtenc@o de valores de massa constantes, que se deu em 72 horas. Apos
esse periodo foi realizada a determinacdo da massa de matéria seca e, em seguida, foi armazenado
em camara seca e escura até o momento das andlises fitoquimicas.

Os dados biométricos e fitoquimicos avaliados neste experimento
constaram de: altura de plantas, nimero de folhas e de ramos emitidos, drea foliar, biomassa fresca

e seca de folhas, rendimento e composi¢do quimica do 6leo essencial de folhas, rendimento do
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extrato bruto de folhas e quantificagdo da substancia 4-nerolidilcatecol no extrato (itens 6.8.1 e

6.8.2).



Figura 6: Vista geral da colheita das plantas de P.
umbellata ap6és seis meses do plantio (A);
Procedimentos durante a colheita (B); Vista geral das

plantas colhidas (C).
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6.7. Experimento 3: Horarios de colheita x Temperaturas de secagem.

Para este experimento foram utilizadas mudas provenientes do material
coletado no més de setembro de 2006 no municipio de Piquete/SP e o plantio no campo ocorreu no
més de janeiro de 2007. A metodologia adotada para propagacdo das mudas, bem como para o
plantio e conducdo do experimento no campo esté relatada no item 6.4.

As mudas foram plantadas em um espacamento de 0,5 m x 0,75 m. Os
tratamentos adotados constaram de seis horarios de colheita, com intervalos de trés horas (6:00;
9:00; 12:00; 15:00, 18:00 e 21:00 horas) e trés temperaturas de secagem (40°C; 60°C e 80°C) e
uma testemunha in natura (planta fresca). O delineamento experimental estabelecido foi de blocos
ao acaso, no esquema fatorial 6 x 4 (horarios de colheita x temperatura de secagem) e 3 repeti¢oes
com 6 plantas uteis cada.

A colheita das folhas ocorreu no més de outubro de 2007, apds nove meses
do plantio. As folhas foram cortadas, acondicionadas em sacos de papel devidamente identificados
e transportadas para o Laboratério de Plantas Medicinais da FCA-UNESP/Botucatu, onde foram
colocadas em trés estufas de secagem com diferentes temperaturas: 40°C, 60°C, e 80°C até a
estabilizacdo total da massa e, em seguida, estocadas em camara seca para posteriores andlises
fitoquimicas (item 6.8.2.). As folhas frescas foram colocadas em sacos polietileno e armazenadas
em freezer a -18°C.

Os dados fitoquimicos avaliados neste experimento foram: rendimento e
composicdo quimica do Oleo essencial de folhas, rendimento do extrato bruto de folhas e

quantificacdo da substancia 4-nerolidilcatecol no extrato (item 6.8.2).



34

6.8. VARIAVEIS AVALIADAS

6.8.1. VARIAVEIS BIOMETRICAS

6.8.1.1. Altura de plantas
A altura de cada planta foi medida no momento da colheita, utilizando
régua graduada em centimetros, partindo-se do solo até o dpice caulinar na ultima folha

totalmente expandida.

6.8.1.2. Numero de ramos e folhas
O ndmero de folhas e ramos por planta foi obtido no momento de cada
colheita, contando-se as unidades. Consideraram-se nesta contagem as folhas completamente

expandidas.

6.8.1.3.Area foliar

A érea foliar total de cada parcela (9 plantas), contendo todas as folhas de
uma planta inteira, foi determinada através do aparelho de medi¢do de area foliar que expressa a
drea em cm” (aparelho digital - Automatic Area Meter — Model AAM-7 da Hayashi Denkoh Co.

LTD-Tokyo/Japan). A area foliar medida incluiu o peciolo.

6.8.1.4. Biomassa Foliar

A biomassa foliar de cada parcela foi obtida através da pesagem total das
folhas frescas e secas. As folhas foram consideradas secas quando, depois de colocadas em estufa
elétrica de circulacdo forcada de ar a uma temperatura constante de 40° C, a massa se manteve
constante apds 3 determinacdes que se deu em média apds 72 horas apds o inicio do periodo de

secagem.
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6.8.2. VARIAVEIS FITOQUIMICAS

6.8.2.1. Extracio e analise da composicao quimica do é6leo essencial.

As extragdes dos 6leos essenciais das folhas de P.umbellata colhidas em
todos os experimentos foram realizadas no Laboratorio de Plantas Medicinais do Departamento
de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondomicas/UNESP-Botucatu, enquanto que, a
analise da composi¢do quimica dos mesmos foi realizada no Laboratério de Produtos Naturais do
Centro de P&D de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agronomico de Campinas - TAC/SP.

Os 6leos essenciais foram extraidos pelo método de hidrodestilagdo em
aparelho Clevenger, utilizando-se amostras de 50,0 gramas de folhas secas amostrados de cada
parcela (200,0 gramas, no caso do material fresco), rasuradas manualmente e, em seguida,
colocadas em baldes de 2000 mL, preenchidos com dgua destilada até a metade do seu volume e
mantidos sobre manta aquecedora até o término da extragdo. Apds o término da hidrodestilacao,
que se deu em um periodo de trés horas, os 6leos essenciais foram recolhidos em frascos ambar,
previamente pesados e identificados e em seguida, realizado o célculo do rendimento e,
posteriormente armazenados em freezer (-18°C) para a andlise da composi¢do quimica. O célculo
do rendimento da extracdo dos 6leos essenciais foi baseado na massa da matéria seca das folhas.

A andlise da composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais extraidos foi
realizada em cromatrégrafo a gas acoplado com espectrometro de massas (Shimadzu,QP-5000),
operando a 70 eV, dotado de coluna capilar DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25um), hélio como gés de
arraste (1,0mL/min), com injetor a 240°C e detector 230°C seguindo a programacdo: 60°C-125°C
a 6°C/minuto;125°C-175°C, 3°C/minuto;175°C-240°C, 6°C/minuto; split 1/20. Os 6leos essenciais
foram solubilizados em acetato de etila e injetado no volume de 1uL de solucgao.

A identificacdo dos constituintes quimicos foi baseada na comparacdo de
seus espectros de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist 62.1ib), literatura
(McLafferty e Stauffer, 1989) e indice de reten¢do (Adams, 1995).

Os indices de retencdo de Kovats (IR) das substancias foram obtidos
através da co-injecdo do Oleo essencial com uma mistura padrdo de n-alcanos (Co-Cas),

aplicando-se a equagdo de Van den Dool e Kratz (Van den Dool e Kratz, 1963).
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6.8.2.2. Preparo do extrato bruto e quantificacio do 4-
nerolidilcatecol.

Os extratos brutos foram preparados no Laboratério de Plantas
Medicinais do Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas/UNESP-Botucatu, e a quantificacdo da substancia 4-nerolidilcatecol foi realizada
em Jaguariina/SP, na unidade Embrapa - Meio Ambiente.

Para otimizacdo do rendimento dos extratos foram realizados alguns
testes para estabelecimento do solvente mais adequado, modo e tempo de extracdo e relacdo
solvente:material vegetal. Para tanto, foram executados alguns procedimentos baseados em
referéncias de literatura descritos no Apéndice 1, a fim de estabelecer um protocolo para
extracao.

Desta forma, amostras representativas das folhas de P.umbellata de cada
parcela dos tratamentos dos devidos experimentos supracitados foram pulverizadas em moinho
de facas tipo “Wiley” e submetidas a tamisacdo em malha 22 mesh. Aliquotas de 5,00 gramas do
material pulverizado foram acondicionadas em erlenmeyers, devidamente identificados e vedados
com aluminio (prote¢do contra luz), juntamente com 50,0 mL de metanol (P.A. marca “Synth”) e
colocados em mesa agitadora em temperatura ambiente, com rotagao de 150 rpm, por um periodo
de uma 60 minutos.

Os extratos metandlicos foram filtrados em funil contendo papel filtro e
recolhidos em frascos dmbar de 50,0 mL, previamente pesados e identificados; em seguida esses
extratos (nos proprios frascos ambares) foram concentrados em rotaevaporador , com pressao
reduzida e temperatura a 40°C, até a evaporagdo total do solvente. Os frascos contendo os
extratos brutos foram colocados em dessecador a vicuo em temperatura ambiente para retirada do
restante de umidade. Apds esta etapa, esses frascos foram pesados em balanca analitica para
célculo do rendimento, em seguida, foram armazenados em freezer (-18°C) até a andlise de
quantificacdo da substancia 4-nerolidilcatecol.

Para a quantificacdo dessa substincia, os extratos brutos foram
ressuspendidos em 10 mL de metanol, grau CLAE, em seguida diluidos em fase moével
acetonitrila:dgua (80:20), utilizando-se 0,5 mL em um baldo de SmL. A solucdo foi filtrada em
membranas filtrantes (0,45 pm Alltech) para frascos de 1,5 mL.
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A quantificagdo da substincia 4-nerolidilcatecol nos extratos foi realizada
em Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Agillent) acoplado ao detector Ultra-violeta visivel
(CLAE-UV) e injetor automatico. A coluna utilizada foi SupelcosilTM LCI18 (4,6mm x 250mm,
particulas de Sum, Supelco). A fase mdével empregada consistiu de acetonitrila: dgua (85:15) de
forma isocrética por 10 min; com volume de injecdo das amostras de 20 puL e o fluxo da fase
moével de 1,0 mL/min, a deteccdo a 282nm. O metanol grau CLAE (Merck) foi filtrado antes de
ser utilizado no sistema cromatografico e a dgua destilada e deionizada foi purificada pelo
sistema Millipore Milli-Q.

Para a quantificacdo do composto 4-nerolidilcatecol foi construida a
curva padrdo, utilizando-se a substancia isolada previamente, conforme protocolo de isolamento
apresentado no Apéndice 2. Para a realizacio da curva, utilizou-se o padrdo de 4-nerolidilcatecol
contendo 60 mg do analito, dissolvido em 10 mL de metanol grau CLAE, com sucessivas
diluicdes em fase movel acetonitrila:dgua (80:20). As concentragdes do analito utilizadas estdo
expostas na figura 7.

A curva de calibracdo foi determinada por regressao linear, relacionando
a drea dos picos com as concentracdes do padrao (Figura 7). A linearidade do método foi
verificada através do coeficiente de regressio (R*) da curva obtida na anilise de regressdo. A
identificacdo de 4-nerolidilcatecol nas amostras foi baseada no tempo de retengdo. A
concentragdo de 4-nerolidilcatecol (pg/mL) nos extratos foi estimada por meio da equagdo da reta

da curva padrio: Y = 11622X — 38,654, onde Y = concentragdo e X = drea, r =0,99.
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Figura 7. Curva de calibragdo do padrio isolado de 4-

nerolidilcatecol de raizes de P. umbellata.

6.9. Analise dos resultados

Todos os dados experimentais foram submetidos a andlise de variancia, e

ao teste de Scott-Nott, com nivel de significincia P<0,05.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Experimento 1: Populacoes de plantas x Sazonalidade

7.1.1. Producao de biomassa foliar e variaveis relacionadas

A andlise de variancia (Tabela 2) mostra as respostas das varidveis
biométricas estudadas, em funcido dos tratamentos populacdes de plantas e sazonalidade, bem
como a interagdo dos mesmos. Os resultados demonstraram através do teste F, que a maioria das
varidveis estudadas sofreu forte influéncia das populacdes de plantas, com exce¢do, da biomassa
fresca de folhas, ja a sazonalidade influenciou significativamente todas as varidveis biométricas
estudadas. Com relacdo a interagdo, as varidveis nimero de ramos e de folhas ndo foram afetados

pela influéncia mutua dos fatores.
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Tabela 2. Valores de F das varidveis biométricas: altura de plantas (ALT), nimero de ramos
(NR), mimero de folhas (NF), biomassa fresca (BFF) e seca de folhas (BSF) de P. umbellata, em
funcdo das populacdes de plantas e sazonalidade. UNESP-Botucatu/SP, 2009.

q Causas GL  ALT NR NF BFF  BSF
€ variacao
Populagdes (P) 3 9052% 104827% 7.900%  3.548™  5,509%
Blocos 3 2058  0413™  0,1397™ 0489™ 0,547™
Residuo (¢) 9
Sazonalidade (S) 3 84.761* 20.441% 14,622  6224* 19,906
Interacio P x S 9 7.494%  1,023" 0,895  3,176% 2,846*
Residuo (c) 36
CV.p (%) - 1673 2162 3247 4243 39.30
CV.e (%) - 1298 2195 2535 30,00 32,11
Média geral - 67152 235 1445 6134 13,15

* - significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F;
ns - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

A Tabela 3 mostra as médias gerais das varidveis estudadas em funcdo de
diferentes populacOes e sazonalidade. A populacdo de Jundiai obteve os melhores resultados,
diferenciando significativamente em relacdo as demais populagcdes, cujas plantas apresentaram
maior altura, maior nimero de ramos, apesar de nao terem se diferenciado da populacdo de Barra
do Turvo e, também, maiores valores de nimero de folhas e de biomassa fresca e seca de folhas.

As plantas colhidas no periodo do outono apresentaram resultados
significativamente superiores do restante das estacdes, proporcionando maiores valores de altura,
nimero de folhas e biomassa seca de folhas; o nimero de ramos também foi maior no periodo do
outono, mas ndo se diferenciou expressivamente das estagdes da primavera e do verdo. J4 a
biomassa fresca de folhas apresentou diferenga significativa entre as estacdes do outono e verao,

obtendo maiores valores no verao.
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Tabela 3. Média das variaveis: altura (cm), nimero de ramos e folhas, biomassa fresca e seca de

folhas (gramas) de P. umbellata, em funcdo de diferentes populacdes de plantas e da

sazonalidade.
Populacoes de plantas ALT NR NF MFF MSF
Piquete 65,38B 2,18B 11,64B 50,25B 10,82B
Barra do Turvo 58,80B 2,47A 14,67B 55,24B 12,14B
Iporanga 66,00B 1,89B 12,49B 61,50B 13,11B
Jundiai 79,96 2,85A 19,012 73,39A 17,96
Sazonalidade ALT NR NF MFF MSF
Inverno 65,45B 1,48B 10,09C 50,38B 10,28B
Primavera 42,21C 2,63A 15,29B 52,76B 10,29B
Verio 71,21B 2,63A 13,88B 73,39A 12,95B
Outono 91,227 2,67A 18,552 68,86A 20,527

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna ndo diferem significativamente pelo teste Tukey (p < 0,05)

7.1.1.1. Altura de plantas

Os maiores valores da altura ocorreram nas plantas provenientes de
Jundiai, nos periodos do inverno de 2007 (101 cm) e do outono de 2008 (105 cm), diferenciando
significativamente, das demais populacdes, cujas alturas das plantas ndo se distinguiram entre si,
principalmente nas estagdes da primavera de 2007 e verdo de 2008, que ndo influenciaram a
altura das plantas provenientes de todas as populagcdes (Tabela 4). O periodo da primavera foi o

que apresentou os menores valores de altura em todas as populagdes estudadas.

Tabela 4. Média da altura de P. umbellata em funcdo das populacdes de plantas e da

sazonalidade.
Sazonalidade

Populacoes Inverno/07  Primavera/07  Verao/08  Outono/08 Média
Piquete 57,92Bd 40,18Ac 75,01Ab 88,19Ba 65,38B
Barra do Turvo 45,92Bc 35,91Ac 69,22Ab 84,13Ba 58,80B
Iporanga 56,44Bb 45,08 Ab 75,29Aa 87,15Ba 66,00B
Jundiai 101,50Aa 47,64Ac 65,31Ab 105,39Aa 79,96

Média 65,45B 42,21C 71,21B 91,22A

Meédias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste

Scott-Nott (p < 0,05).
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Ap6s a primeira colheita, no periodo entre o inverno € a primavera, as
plantas tiveram um decréscimo na altura, este fendmeno ocorreu, possivelmente por alguns
fatores. Pela condi¢@o climética peculiar compreendida pelo intervalo entre estas estagdes (julho
a outubro), periodo caracterizado por temperaturas mais amenas € menor intensidade de chuvas, o
que favorece a queda do metabolismo vegetal. Muitas espécies vegetais apresentam esse
comportamento de diminui¢do do metabolismo durante o periodo do inverno (Larcher, 2000), por
ser uma época de dias mais curtos, mais secos € mais frios. Autores como Correa Junior (2003),
Guerreiro (2006) e Alves (2008), também observaram reduc¢do na altura de plantas de Pfaffia
glomerata ap6s a primeira colheita.

Outros dois fatores a serem considerados sdo: o estresse ocasionado pela
primeira colheita das folhas, pois a partir da segunda colheita, as plantas recuperaram o
crescimento novamente e, a priorizagdo de formacdo de ramos laterais e novas folhas, conforme
se observa nas Tabelas 5 e 6 e Figuras 8 € 9, onde o nimero de ramos e folhas foram maiores na
primavera.

Observa-se na Figura 8, que depois da primavera as plantas retomam seu
crescimento, aumentando em média 30 cm até a estacdo do verdo; nota-se que é a fase de maior
aumento da altura das plantas. Nestas duas estagdes, as plantas apresentam respostas bem
similares, ndo se diferenciando significativamente. Entre o verdo e o outono, as plantas de
Jundiai, tiveram um crescimento bem mais acelerado em relagdo as outras populagdes,

divergindo das demais.
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Figura 8. Altura de plantas (cm) de P. umbellata em funcdo das

populacdes de plantas e da sazonalidade.
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7.1.1.2. Namero de ramos

O ndmero de ramos, de modo geral, foi superior nas populacdes de
Jundiai e Barra do Turvo, respectivamente, se diferenciando das plantas procedentes de Piquete e
Iporanga, principalmente nas estacdes da primavera e verao; logo na época do inverno nao houve
variacdo entre as populacdes estudadas, contudo, o nimero de ramos nessa estacdo foi
significativamente inferior que as demais estacOes (Tabela 5), como na época do inverno foi
realizada a primeira colheita, ¢ compreensivel que a quantidade de ramos ainda seja inferior nesta
época. Segundo Metcalfe & Chalk (1986) e Cutter (1986), a espécie prioriza a formacao de folhas
nos estdgios iniciais do desenvolvimento para acelerar e aumentar a atividade fotossintética, para

depois, aumentar sua sustentacao através dos tecidos lignificados do caule.

Tabela 5. Média do niimero de ramos de P. umbellata em fungdo das populagdes de plantas e da

sazonalidade.
Sazonalidade

Populacoes Inverno/07  Primavera/07  Verao/08  Outono/08 Média
Piquete 1,32Ab 2,34Ba 2,17Ba 2,88Aa 2,18
Barra do Turvo 1,68 Ab 2,89Aa 3,00Aa 2,33Bb 2,47
Iporanga 1,08 Ab 2,19Ba 2,19Ba 2,11Ba 1,89
Jundiai 1,82Ab 3,07Aa 3,34Aa 3,18Aa 2,85
Média 1,48b 2,63* 2,63a 2,67a

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mindscula na linha néo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p < 0,05).

Observa-se na Figura 9 que houve um aumento no nimero dos ramos da
estagcdo do inverno para a primavera, certamente devido a colheita das folhas, incluindo as
apicais, o que provavelmente estimulou o desenvolvimento lateral, com a emissdo de novos
ramos. Chaves (2000), também constatou este fendmeno em Ocimum gratissimum, cuja producdo
de caules foi inferior na primeira colheita, neste caso, na época do outono, com um significante
aumento linear da produgdo entre a estacdo do inverno até o verao.

A partir da primavera, nota-se que o aumento da quantidade de ramos
emitidos ja € bem menor, chegando, em algumas populacdes como Barra do Turvo e Iporanga, a
decair do verdo para o outono. Segundo Alves (2008) o maior niimero de caules, favorece a
producdo de estacas, assim, dependendo do objetivo, as plantas que produzem mais caules sdo

aquelas de maior interesse.
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Figura 9. Numero de ramos de P.umbellata em funcdo das populagcdes

de plantas e da sazonalidade

7.1.1.3. Numero de folhas

A maior quantidade de folhas ocorreu na populacdo de Jundiai, em quase
todas as estacoes do ano, somente no outono, as plantas procedentes de Barra do Turvo
apresentaram nimero igual de folhas. Esta estacdo foi a que proporcionou mais folhas em relagao
as demais épocas do ano, de uma forma geral, e o inverno, foi a estacio em que as plantas
obtiveram menor nimero de folhas (Tabela 6). Estes dados corroboram com o niimero de ramos
que também foi inferior no inverno, certamente, devido ao periodo de tempo entre o plantio e a

primeira colheita, cujas plantas estavam a seis meses no campo.

Tabela 6. Média do nimero de folhas em P. umbellata em fungdo das populacdes de plantas e da

sazonalidade.
Sazonalidade
Populacoes Inverno/07  Primavera/07  Verao/08  Outono/08 Média
Piquete 8,65Ba 12,53Ba 10,73Ba 14,63Ba 11,64
Barra do Turvo 7,96Bc 15,58Bb 13,77Bb 21,37Aa 14,67
Iporanga 9,08Bb 11,88Bb 11,65Bb 17,35Ba 12,49
Jundiai 14,68Ab 21,16Aa 19,38Aa 21,37Aa 19,01
Média 10,09 15,29 13,88 18,55

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mintiscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p < 0,05).
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Na Figura 10, nota-se que a producdo de folhas teve um acréscimo da
estacdo do inverno para primavera, aumentando em média 5 folhas, apds esse periodo, houve
uma pequena queda na época do verdo, ou seja, as plantas praticamente mantiveram a quantidade
das folhas colhidas anteriormente; ja da estacdo do verdo para o inverno houve uma recuperagao.

As diferencas apresentadas do nimero de ramos e folhas, superior na
populacdo de Jundiai, provavelmente sdo devidas a variabilidade genética das populacdes
estudadas, o que permite conhecer a existéncia de materiais com caracteristicas de interesse para

a propagacido vegetativa por estaquia.
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Figura 10. Nimero de folhas de P. umbellata em fungdo das

populacdes de plantas e da sazonalidade.

7.1.1.4. Biomassa foliar

As populacdes de plantas ndo se diferenciaram significativamente, em
relacdo a biomassa fresca das folhas, embora a popula¢do de Jundiai tenha sobressaido somente
no inverno, com maior quantidade de biomassa fresca em relagdo as demais, porém no decorrer
das estacoes houve um equilibrio dos valores (Tabela 7). Nota-se que a producdo de biomassa
fresca aumentou gradativamente com o passar das estacOes, até o verdo de 2008, cujos valores
foram significativamente superiores comparados a primavera e ao inverno; apds essa época até o

outono, houve um pequeno declinio na biomassa fresca, porém nao significativo (Figura 11).
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Tabela 7. Média da biomassa fresca de folhas de P. umbellata em fung¢do das populacdes de

plantas e da sazonalidade.

Sazonalidade
Populacoes Inverno/07  Primavera/07  Verao/08  Outono/08 Média
Piquete 29,71Ba 49,00Aa 66,80Aa 55,51Aa 50,25A
Barra do Turvo 36,26Ba 50,38Aa 69,23Aa 65,14Aa 55,24A
Iporanga 32,89Bb 59,16Aa 80,53Aa 73,41Aa 61,50A
Jundiai 102,69Aa 52,16Ab 76,99Aa 81,38Aa 78,39A
Média 50,38b 52,76b 73,39a 68,86a

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mintscula na linha néo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p
< 0,05).

Observa-se na Tabela 7, que as populagdes procedentes de Piquete e
Barra do Turvo tém desempenhos similares, ou seja, as estacdes do ano ndo influenciaram a
producdo de biomassa fresca das folhas, apesar de haver um aumento progressivo até a estacao
do verdo, conforme mostra a Figura 11.

Alguns autores, com Czepak (1998) e Chaves (2000) também
constataram que no periodo do inverno a producdo de biomassa de folhas de Mentha arvensis e
Ocimum gratissimum, respectivamente, foi menor, j4 na primavera e verao estas plantas tiveram
aumentos significativos, segundo os autores foi devido ao aumento de temperatura, umidade
relativa e pluviosidade que proporcionou melhores condicdes para o desenvolvimento das
espécies estudadas. Figueiredo et al. (2006) também averiguaram maior producdo de biomassa
em Cymbopogon citratus na estagdo do verdo, alegando que nao somente a época do ano, mas

também a freqii€ncia dos cortes influenciaram.
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Figura 11. Biomassa fresca (gramas) de folhas de P. umbellata em

funcdo das populagdes de plantas e sazonalidade.

A producido de biomassa seca das folhas apresentou a mesma resposta que
a biomassa fresca na média das diferentes populacdes de plantas estudadas, ou seja, nao houve
diferenca estatistica entre elas, apesar das plantas procedentes de Jundiai terem alcancado
maiores valores, principalmente na época do inverno (Tabela 8). J4, em relagdo a sazonalidade,
pode-se notar um aumento progressivo da biomassa seca das folhas até a estacdo do outono
(Figura 12), ao contrario da biomassa fresca, que teve um pequeno decréscimo nesta época,

todavia ambas as varidveis ndo diferiram estatisticamente nestas estacoes.

Tabela 8. Média da biomassa seca de folhas de P. umbellata em funcido das populagcdes de

plantas e da sazonalidade.

Sazonalidade
Populacoes Inverno/07  Primavera/07  Verao/08  Outono/08 Média
Piquete 5,75Bb 8,92Ab 10,92Ab 17,67Aa 10,82A
Barra do Turvo 6,86Bb 9,15Ab 12,05Ab 20,51Aa 12,14A
Iporanga 5,79Bc 10,54Ab 14,01Ab 22,80Aa 13,11A
Jundiai 22,72Aa 12,54Ab 14,80Ab 21,80Aa 17,96A
Média 10,28b 10,29b 12,95a 20,52a

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mintscula na linha néo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p
<0,05).
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Uma hipétese considerdvel para essa diferenca ocorrida entre a biomassa
fresca e seca das folhas nas estagdes do verdo e outono, apesar de ndo significativa, é a presenca
de maior quantidade de dgua nas folhas frescas durante o verdo. Devido a maior pluviosidade
nesta época, as plantas podem absorver maior quantidade de dgua, ji na estacdo do outono a
precipitacdo diminui e, certamente a biomassa fresca também. Este fendmeno também foi
observado por Blank et al. (2007) em Cymbopogom winterianus. Os autores também alegaram
que a maior producdo de biomassa fresca no verdo e seca no outono estd relacionada com as
condicodes climaticas das respectivas estacdes. Castro et al. (2008) estudaram a produc¢do de 6leo
essencial de Eucalyptus citriodora em diferentes localidades de Minas Gerais, e constatou que as
folhas apresentaram maiores teores de umidade no més de fevereiro em relacdo as folhas colhidas
no més de agosto, e o autor relaciona este resultados com o indice pluviométrico dessas estagoes

(207 mm no més de fevereiro € 33 mm no més de agosto).
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Figura 12. Biomassa seca (gramas) de folhas de P. umbellata em

funcdo das populagdes de plantas e da sazonalidade.

Relacionando todas as varidveis biométricas estudadas em fungdo das
populacdes de plantas e da sazonalidade, pode-se notar que, apesar da populacdo de Jundiai
apresentar maiores valores de altura de plantas, nimero de folhas e ramos, a producdo de
biomassa foliar, tanto fresca quanto seca, foi semelhante estatisticamente para todas as
populacdes. Supde-se entdo, que as plantas procedentes de Jundiai sdo mais altas, com mais
ramos e com folhas menores, pois dividindo o nimero de folhas por ramos, tem-se em média 9

folhas por ramo, enquanto que as demais populacdes tém em média 6,5 folhas.
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Uma hipétese provavel para esses resultados é que a espécie P. umbellata
apresenta um gendtipo marcante para caracteristica biomassa foliar e, portanto, todas as
populacdes estudadas neste trabalho sdo promissoras para producdo de biomassa foliar. No
entanto, a selecdo de materiais vegetais, a partir de caracteristicas morfologicas de interesse, €
importante para programas de melhoramento genético. Neste caso, as plantas procedentes de
Jundiai s@o as mais promissoras, pois apesar de ndo terem se diferenciado estatisticamente das
demais populagdes para producdo de biomassa, foi a populagdo que produziu maiores nimeros,
de uma maneira geral.

Avaliando a sazonalidade sobre as caracteristicas biométricas estudadas,
o outono foi a época mais adequada para obtencdo de biomassa foliar em todas as populagdes
estudadas, devido a evolugdo das varidveis com o decorrer das estagdes, com exce¢do do nimero
de ramos, que teve um desenvolvimento bem mais lento da estacdo da primavera em diante. No
entanto, a sazonalidade estd relacionada diretamente com a idade das plantas, no inverno as
plantas estavam com 6 meses, na primavera com 9 meses, no verdo com 12 e no outono com 15
meses. E possivel relacionar o aumento dos valores das caracteristicas avaliadas 2 medida com
que as plantas foram se desenvolvendo.

Existem alguns trabalhos que abordam a produ¢do de biomassa vegetal
conforme a idade das plantas. Leal et al. (2003) avaliaram a biomassa seca de Cymbopogon
citratus dos 60 aos 120 dias apds o plantio e observaram um incremento gradual linear da
biomassa ao longo do periodo avaliado. Costa et al. (2007) estudaram Ocimum sellloi em oito
épocas de colheita (45; 60; 75; 90; 105; 120;135 e 150 dias apds o transplante das mudas) e
constataram que a massa seca das folhas apresentou uma resposta quadrdtica, atingindo o
maximo da producdo aos 115 dias.

Como se pode notar, cada espécie responde de forma diferente, tanto a
sazonalidade quanto a idade de corte. May et al. (2008) estudaram intervalos de cortes em duas
espécies de Cymbopogon, para C. flexuosus, maiores intervalos entre cortes proporcionaram
maior massa seca acumulada ao longo do ciclo de cultivo, jid C. citratus apresentou resposta
linear decrescente da massa seca acumulada da parte aérea, devido ao maior intervalo entre cortes
utilizado, corroborando com Figueiredo et al. (2006) que observaram um decréscimo da biomassa
foliar de C. citratus com o aumento da freqii€éncia de cortes, devido as caracteristicas de uma

maior demora para a recomposi¢do dos 6rgaos vegetais retirados durante os cortes.
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7.1.2. Rendimento e composicao quimica do 6leo essencial

Os resultados apresentados na Tabela 9 apontam forte influéncia das
populagdes e sazonalidade nas varidveis fitoquimicas estudadas, cujos valores de F foram
significativos. O rendimento de 6leo essencial foi influenciado tanto pelas populagdes quanto
pela sazonalidade, bem como a interagdo dos tratamentos. As substancias quimicas presentes no
Oleo essencial ndo diferiram na composicio em fung¢do das populacdes de plantas e da
sazonalidade, apresentando as mesmas substancias (Tabelas 47 a 50), entretanto, o rendimento de
cada substancia variou em fun¢do dos tratamentos estudados isolados e em conjunto, somente o

composto germacreno-D nao demonstrou diferenga significativa na interagao.

Tabela 9. Valores de F das varidveis fitoquimicas: rendimento de 6leo essencial (OLEO), B-
elemeno (BEL), E-cariofileno (ECA), germacreno-D (GED), a-selineno (ASE), y-cadineno
(GCA), E-nerolidol (ENE) e 6xido de cariofileno (OCA), em folhas de P. umbellata, em fungao

das populacdes de plantas e da sazonalidade.

Causas

. GL OLEO BEL ECA GED ASE GCA ENE OCA
de variacio

Populagdes (P) 3 16,199*% 8536* 13,895* 60,905* 4,454* 4,206* 85,190* 39,026*
Blocos 3 1,991 1,380 0,446™ 0,082™ 1,537 0,372™ 1,109" 0,563™
Residuo (e) 9 --- --- --- --- --- --- --- ---
Sazonalidade (S) 3 9,426*% 47,7741*% 66,305*% 19,270* 63,264* 6,549* 28,852* 11,072%
Interacdo P x S 9 2,396* 2,500*% 10,168* 9,986™ 2,644* 2,429% 5839% 3,498*
Residuo (¢) 36 --- --- --- --- --- --- --- ---
C.V. p (%) - 21,32 26,48 25,08 19,44 13,04 22,20 23,91 20,25
C.V.s (%) --—- 30,11 22,98 9,16 15,40 10,92 21,62 27,93 15,82
Média geral - 0,16 2,91 12,48 20,27 8,98 5,85 12,14 3,65

* - significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F;
ns - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

7.1.2.1. Rendimento do dleo essencial

O rendimento do 6leo essencial foi maior nas plantas provenientes de
Jundiai na media geral das populacdes (0,21%), apesar de, somente no inverno, ter sido
estatisticamente superior as demais populacdes (0,31%). Ao contrdario dos resultados das
varidveis biométricas, cujos valores foram menores no inverno, esta estacdo foi a que
proporcionou maior rendimento de Oleo essencial de uma maneira geral (0,19%), embora
estatisticamente semelhante as estagdes do verdo e outono (0,17%). J4 a primavera, foi a estagdo

que rendeu o menor rendimento do O6leo (0,08%) em todas as populagdes estudadas,



51

principalmente as plantas procedentes de Jundiai e Barra do Turvo que foram estatisticamente

influenciadas pelas estacdes do ano (Tabela 10).

Tabela 10. Rendimento de O6leo essencial (%) em folhas de P. umbellata em fungdo das
populacdes de plantas e da sazonalidade.

Populacs Sazonalidade
opuiacoes Inverno Primavera Verao Outono Média
Piquete 0,15Ba 0,10Aa 0,17Aa 0,19Aa 0,15B
Barra do Turvo 0,16Ba 0,08ADb 0,15Aa 0,18Aa 0,14B
Iporanga 0,13Ba 0,11Aa 0,13Aa 0,14Aa 0,13B
Jundiai 0,31Aa 0,13Ac 0,21Ab 0,18Ab 0,21A
Média 0,19a 0,10b 0,17a 0,17a -

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste

Scott-Nott (p < 0,05).

Observa-se na Figura 13, que o rendimento do 6leo essencial de todas as
populacdes estudadas declinou entre as estagdes do inverno e primavera recuperando-se apds esse
periodo, com um aumento gradativo, com exce¢do da populacdo de Jundiai que, cujo rendimento

de Oleo teve um decréscimo entre o verao € o outono.
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Figura 13. Rendimento de 6leo essencial de folhas de P. umbellata
em funcdo das populacdes de plantas e da sazonalidade.

A influéncia sazonal e populacional na producdo de 6leos essenciais de
plantas medicinais e seus constituintes sdo temas bastante estudados por diversos pesquisadores e

0 que se analisa nos trabalhos realizados é que cada espécie apresenta um perfil diferente, niao
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existindo um padrdao de resposta. No entanto, para a espécie P. umbellata, ainda ndo existem
relatos na literatura sobre o tema em questdo, apenas para a espécie P. peltata, pertencente ao
mesmo género (Moraes et al, 2004).

Além da semelhanca morfologica, ambas as espécies parecem ter a
mesma resposta do 6leo essencial frente as variagdes sazonais, Moraes et al. (2004) averiguaram
que o maior rendimento do 6leo essencial de P. peltata (0,2%) ocorreu nos periodos de julho de
1997 e abril de 1998, Mattana (2005) avaliou P. umbellata com 15 meses e 27 meses de idade
(abril de 2003 e de 2004) e observou uma média no rendimento de 0,4%, valor bem acima que o
encontrado neste trabalho, média de 0,17% na estacdo do outono.

Esta variagdo ocorrente entre os rendimentos da mesma espécie pode
estar relacionada com diversos fatores, tais como: a idade da planta, a forma de propagacdo,
material genético. Mattana (2005) propagou as plantas a partir de sementes provenientes de
Adrianépolis/PR, no caso do presente trabalho, as plantas foram propagadas vegetativamente a
partir de estacas coletadas nos diferentes locais de acesso do estado de Sdo Paulo ja citados
anteriormente, portanto as idades das plantas eram diferentes, bem como a procedéncia do
material genético.

Nao existe um consenso na literatura com relacdo a melhor época de
producdo de 6leos essenciais em espécies medicinais. Alguns autores alegam que a diminui¢do da
temperatura e da pluviosidade, caracteristicas das estagdes outono e inverno, estdo relacionados
com o aumento do rendimento de Sleo essencial de algumas espécies medicinais, devido ao
estresse 0 que ocasiona o aumento desse metabdlito secunddrio, provavelmente o ocorrido neste
experimento.

Figueiredo et al. (2006) constataram aumento do rendimento do 6leo
essencial de Cymbopogom citratus na época do inverno (1°.corte) e 0 menor rendimento no verao
(4°.corte), os autores relacionam os resultados a freqiiéncia de cortes. Carreira (2007) estudou o
rendimento do 6leo essencial de Baccharis trimera nas diferentes épocas do ano e constatou que
os menores rendimentos ocorreram na época do verdo, Souza (2007) estudando B.
dracunculifolia observou que o periodo de fevereiro a abril foi o mais produtivo para o
rendimento de 6leo essencial (1%) e também constatou que nem todas as populacdes avaliadas
foram vidveis para cultivo. Nagao et al. (2004) alegam que o baixo rendimento de 6leo essencial

registrado em plantas de Lippia alba durante a estacdo chuvosa estd ligada a diminui¢do da
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radiacdo solar, caracteristica dessa época.

Blank et al., (2007) constataram que no periodo do inverno foi verificado
o menor rendimento de leo essencial de Cymbopogon winterianus,segundo os autores 0 aumento
das chuvas e o comegco do periodo vegetativo pode ter respondido por estes resultados, vale
ressaltar que este estudo foi conduzido em Sergipe, regido de inverno chuvoso.

Outros autores reportam a maior producdo de 6leo essencial em épocas
quentes e imidas como € o caso de Ocimum gratissimum, (Chaves, 2000), Piper aduncum (2002)
e diversas espécies e variedades de Mentha (Dechamps, 2008).

Castro et al. (2008) também encontraram maior rendimento de dleo
essencial de Eucalyptus citriodora, no més de fevereiro, porém outros autores trabalhando com a
mesma espécie, constataram maiores rendimentos nos meses de agosto (Vitti & Brito, 1999;
Andrade & Gomes, 2000) e consideram que nesse periodo essa concentragdo ¢ maior em funcao
do menor teor de umidade nas folhas.

Dentro deste contexto, avaliando os trabalhos mencionados e o presente
trabalho, pode-se afirmar que as épocas do ano e as caracteristicas ambientais que as envolvem,
tais como temperatura, precipitacdo e radiacdo solar sdo fatores ambientais relevantes e
influenciadores dos metabdlitos secundarios, neste caso dos Oleos essenciais, e cada espécie

medicinal se comporta diferentemente a essas varidveis.

7.1.2.2. Composicao quimica do é6leo essencial

As Tabelas 47 a 50 apresentam a propor¢do relativa média de todas as
substancias quimicas identificadas no 6leo essencial em fun¢do das populagdes de plantas e
sazonalidade estudadas. Foram identificadas 34 substincias, perfazendo em média 95% do total
identificado. A principal classe de compostos presente no 6leo essencial sdo os terpendides, em
sua maioria os sesquiterpenos e alguns monoterpenos como 0-pineno e B-pineno, também foram
identificados dois aldeidos, decanal e octadecanal.

A composicdo quimica do O6leo essencial ndo foi influenciada pelas
populagdes de plantas e pela sazonalidade, sendo identificadas as mesmas substancias em ambos
os fatores estudados, porém a propor¢do relativa média das principais substancias variou
conforme os tratamentos (Tabelas 11 a 16).

Para andlise da comparagdo de médias das substincias presentes no 6leo
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essencial, foram selecionadas aquelas que apresentavam uma média minima de 3% em pelo
menos um dos tratamentos. Dentre elas estdo [B-elemeno, E-cariofileno, germacreno-D, o-
selineno, E-nerolidol e o 6xido-cariofileno, totalizando em média 67% do total das substancias
presentes no 6leo essencial.

A composicao quimica do 6leo essencial da espécie estudada no presente
trabalho se assemelha a estudada por Mattana (2005), cujos compostos majoritdrios foram os
mesmos, com excecao do espatulenol que neste experimento apareceu em pequenas quantidades,
além de outros compostos em comum como monoterpenos. Vale ressaltar que no trabalho de
Mattana (2005) as plantas, apesar de serem de procedéncias diferentes, foram também cultivadas
no municipio de Botucatu/SP.

As Tabelas 11 a 16 e a Figura 14 apresentam a média da propor¢dao
relativa das principais substancias quimicas identificadas no 6leo essencial das folhas de P.
umbellata em funcao das populagdes e das estacdes do ano avaliadas. Cada substancia apresentou
uma resposta distinta frente aos tratamentos estudados.

O rendimento de B-elemeno foi significativamente maior na esta¢do do
outono nas populacdes de Barra do Turvo e Iporanga (3,23 e 3,51%), por outro lado a primavera
foi a estacdo que proporcionou menores rendimentos (1,50%). Observa-se na Figura 14 um
decréscimo desta substincia entre as estacdes do inverno para primavera, em seguida um
aumento gradativo até a estacdo do outono, principalmente nas populacdes de Barra do Turvo e

Iporanga, cujo rendimento foi bastante similar (Tabela 11).

Tabela 11. Rendimento de B-elemeno (%) no dleo essencial de folhas de P. umbellata em fungdo
das populacdes de plantas e da sazonalidade.

. Sazonalidade
Populacoes 5 ~ Py
Inverno/07 Primavera/07 Verao/08 Outono/08 Média
Piquete 2,75Aa 1,22Ab 3,14Aa 3,41Ba 2,63B
Barra do Turvo 3,37Ab 1,52Ac 2,96Ab 5,07Aa 3,23A
Iporanga 3,29Ab 1,80Ac 3,43Ab 5,51Aa 3,51A
Jundiai 1,60Bb 1,46Ab 2,73Aa 3,27Ba 2,26B
Média 2,75b 1,50c 3,08b 431a

Meédias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste

Scott-Nott (p < 0,05).
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Mattana (2005) trabalhando com a mesma espécie em funcdo dos niveis
de sombreamento constatou que esta substancia estd diretamente relacionada com o aumento do
sombreamento. E possivel relacionar a temperatura como o fator de influéncia em ambos os
casos, pois no outono e em locais mais sombreados tem-se uma temperatura mais amena.

No caso da substancia germacreno-D, ocorreu o inverso, foi
estatisticamente superior na populacdo de Jundiai em todas as estacdes e com maior quantidade
na estacdo da primavera, ja no restante das populacdes os maiores valores ocorreram nas estagoes

da primavera e verdo, o que acarretou nos maiores rendimentos nestas estacoes (Tabela 12).

Tabela 12. Rendimento de germacreno-D (%) no 6leo essencial de folhas de P. umbellata em
funcdo das populagdes de plantas e da sazonalidade.

Ponulacs Sazonalidade
OPUIALOES Inverno/07  Primavera/07  Verao/08  Outono/08  Média
Piquete 10.52Bb 8.35Ch 2136Ba  2252Ba 15,698
Barrado Turvo  13.91Bb 12,70Bb 2143Ba  20.54Ba  17.14B
Iporanga 12,44Bb 13,76Bb 20,06Ba 19,65Ba 16,47B
Jundiai 28.73Ab 40,02Aa 2796Ab  3036Ab  31,77A
Média 19.22b 15.88¢ 22.70a 2307

Meédias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste

Scott-Nott (p < 0,05).

Observa-se na Figura 14 um desempenho bem distinto desta substincia;
entre as estacdes do inverno e primavera, sua quantidade diminuiu na populacdo de Jundiai e
aumentou nas demais populacdes de plantas, € o inverso ocorreu entre a primavera € 0 verao.

A resposta da substincia o-selineno foi similar ao B-elemeno, ou seja, seu
rendimento foi significativamente maior na estacdo do outono nas populacdes de Barra do Turvo
e Iporanga, enquanto que a primavera proporcionou menores rendimentos (Tabela 13). A Figura
14 evidencia estes resultados, porém com algumas distin¢cdes, a substincia o-selineno, nas
populacdes de Barra do Turvo e Iporanga, tendeu a uma estabilizacdo a partir do verdo, ja o

rendimento de B-elemeno nessas populacdes tendeu a um aumento gradativo.
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Tabela 13: Rendimento de a-selineno (%) no 6leo essencial de folhas de P. umbellata em fungao
das populacdes de plantas e da sazonalidade.

. Sazonalidade
Populacoes 5 ~ Py
Inverno/07 Primavera/07 Verao/08 Outono/08 Média
Piquete 8,39Aa 4.79Bb 10,26Aa 9,35Ba 8,20B
Barra do Turvo 9,33Ab 6,11Ac 10,71Aa 11,65Aa 9,45A
Iporanga 9,05Ab 6,77Ac 10,46Aa 11,74Aa 9,50A
Jundiai 8,96Aa 7,33Ab 9,16Aa 9,65Ba 8,77B
Média 8,93b 6,25¢ 10,15a 10,60a

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste

Scott-Nott (p < 0,05).

Na populacdao de Piquete obteve-se o maior rendimento de E-nerolidol,
seguida pelas populacdes de Iporanga e Barra do Turvo que ndo se diferenciaram entre si, e
Jundiai que foi estatisticamente inferior (Tabela 14). Com relacdo a sazonalidade, a primavera se
destacou com o maior rendimento dessa substancia, principalmente na populacdo de Piquete,

logo a populagdo de Jundiai ndo foi influenciada.

Tabela 14. Rendimento de E-nerolidol (%) no 6leo essencial de folhas de P.umbellata em fungao
das populacdes de plantas e da sazonalidade.

. Sazonalidade
Populacoes 5 ~ Py

Inverno/07 Primavera/07 Verao/08 Outono/08 Média
Piquete 16,22Ab 30,25Aa 12,99Ab 11,99Ab 17,87A
Barra do Turvo 12,23Ab 23,51Ba 10,73Aa 10,47Aa 14,23B
Iporanga 12,45Ab 20,41Ba 11,46Ab 11,70Ab 14,01B

Jundiai 0,50Ba 1,59Ca 2,21Ba 5,48Ba 2,41C

Média 10,36b 18,942 9,35b 9.91b

Meédias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste

Scott-Nott (p < 0,05).

A populacdo de Jundiai também obteve os menores rendimentos de E-
cariofileno, diferenciando-se significativamente das demais, e ndo foi influenciada pelas estagdes
do ano como o ocorrido com a substancia E-nerolidol; ja populagdes de Piquete, Barra do Turvo
e Iporanga obtiveram maior rendimento no inverno decrescendo gradualmente até a estagcdo do

outono (Tabela 15, Figura 14).
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Tabela 15. Rendimento de E-cariofileno (%) no 6leo essencial de folhas de P. umbellata em
funcdo das populagdes de plantas e da sazonalidade.

Povulacs Sazonalidade
Opuacoes Inverno/07  Primavera/07  Verdo/08  Outono/08  Média
Piquete 17.96Aa 14.67Ab 1337Ab  11.13Ac  14.28A
Barrado Turvo  18,65Aa 11,58Bb 11.81Ab  1121Ab  133IA
Iporanga 18,86Aa 13,84Ab 12,18Ac 11,80Ac 14,17A
Jundiaf 8,03Ba 8,05Ca 7.76Ba 8.77Ba 8.15B
Média 15.87° 12,03b 11,28¢ 10,73¢

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste

Scott-Nott (p < 0,05).

Observa-se a mesma resposta para o 6xido de cariofileno em relacdo as
populacdes, cujo rendimento foi significativamente inferior na populacdo de Jundiai que foi
influenciada pelas estagdes do ano, obtendo os maiores rendimentos na primavera e verdao. Os
maiores rendimentos ocorreram na primavera (Tabela 16). Na Figura 14 verifica-se que a
populacdo de Jundiai se diferenciou das demais, pois enquanto o rendimento de 6xido de
cariofileno nas populagdes de Piquete e Barra do Turvo aumentou entre o inverno € a primavera,
houve um decréscimo nas plantas de Jundiai e o inverso ocorreu entre as estacdes da primavera e

verdo e do verdo para o outono.

Tabela 16. Rendimento de 6xido de cariofileno (%) no 6leo essencial de folhas de P. umbellata
em funcdo das populacdes de plantas e da sazonalidade.

Povulacs Sazonalidade
Opuacoes Inverno/07  Primavera/07  Verdo/08  Outono/08  Média
Piquete 4,56Aa 5.12Aa 3.33Ab 4,25Aa 4.32A
Barrado Turvo  4,54Ab 5.45Aa 3,60Ac 3,66Ac 431A
Iporanga 4,46Aa 4,31Ba 3,52Aa 3,97Aa 4,06A
Jundiai 1,35Bb 2,34Ca 2.47Ba 1,55Bb 1,93B
Média 3.72b 4.30° 3.23¢ 3.36¢

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste

Scott-Nott (p < 0,05).

A partir da representacdo gréifica das respostas das principais substancias
quimicas do 6leo essencial em fun¢do das populacdes de plantas e da sazonalidade (Figura 14), é

possivel fazer uma andlise global e alguns resultados bem interessantes podem ser visualizados.
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Os compostos do Oleo essencial da populacio de Jundiai tém uma
resposta bem diferente em relacdo aos das populacdes de Piquete, Barra do Turvo, Iporanga,
principalmente as substincias germacreno-D, E-cariofileno, 6xido de cariofileno e E-nerolidol.
Constata-se também, que as populacdes de Barra do Turvo e Iporanga apresentam uma forte
relacdo, talvez por serem populacdes muito proximas geograficamente, ¢ provavel que tenham
um parentesco genético proximo. Todavia seriam necessdrios estudos moleculares para

comprovagdo desta afirmagao.
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Figura 14. Proporcdo média relativa das principais substincias quimicas presentes no O6leo

essencial de folhas de P. umbellata em fungdo das populacdes de plantas e da sazonalidade.
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A andlise dos componentes principais (ACP) aplicada a composicao
quimica das principais substancias presentes no 6leo essencial nas quatro populacdes de P.
umbellata estudadas revelou 94,33% da variacdo total nos dois primeiros componentes principais
(eixos), sendo de 70,84% no primeiro eixo e de 23,49% no segundo. Essa andlise permitiu
separar as quatro populacdes estudadas em 3 grupos: grupo germacreno-D, constituido pelas
populacdes Piquete, Barra do Turvo e Iporanga nas estacdes do outono e verdo e pela populacdo
de Jundiai, na primavera e no verdo; grupo E-nerolidol, composto pelas populagdes Piquete,
Barra do Turvo e Iporanga na estacdo da primavera e o ultimo grupo E-cariofileno e demais
substancias formado populagdes Piquete, Barra do Turvo e Iporanga na estacdo do inverno
(Figura 15).

A andlise de componentes principais complementa e corrobora com o0s
resultados de teste de médias apresentados, onde a populacdo de Jundiai se destaca das demais
por apresentar um perfil das substancias quimicas presentes no 6leo bem diferente do restante das
populacdes, principalmente as substancias E-nerolidol, cujo rendimento foi menor para Jundiai e
maior Piquete, Barra do Turvo e Iporanga em todas as esta¢des climdticas, e germacreno-D, na

estacdo da primavera.
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Figura 15: Andlise de Componentes Principais (ACP) de quatro popula¢des de plantas e quatro
estacdes do ano baseada nas principais substancias quimicas do 6leo essencial de folhas de P.
umbellata. Onde: BT= Barra do Turvo, JD=Jundiai, [P=Iporanga, PQ=Piquete, IV=inverno,

PR=primavera, OU=outono, VE= verdo.

A partir dos resultados apresentados € possivel afirmar que existe uma
variacdo quimica interpopulacional e decorrente dos fatores ambientais envolvidos em cada
estacdo climdtica no 6leo essencial de P. umbellata. Todavia, esta ocorréncia ndo € caracteristica
apenas dessa espécie, muitos metabdlitos secundarios sdo influenciados por fatores ambientais e
genéticos, sendo uma caracteristica tipica das espécies medicinais.

A proporcdo relativa das substincias do 6leo essencial de P. umbellata
cultivada sob diferentes sombreamentos tiveram variagdes. Os rendimentos dos compostos 3-
elemeno e germacreno-D aumentaram com o aumento do sobreamento, enquanto que oOs
rendimentos de E-nerolidol, E-cariofileno e o 6xido de cariofileno diminuiram com o aumento do
sombreamento (Mattana,2005). J4 em Lippia alba, os rendimentos de E-cariofileno e de 6xido de
cariofileno aumentaram com o aumento do sombreamento (Ventrella, 2000)

Chaves (2002) constatou variagdo sazonal na composi¢cdo quimica do

6leo essencial de Ocimum gratissimum, no inverno a propor¢do relativa de eugenol decresceu,
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aumentando em funcdo de estacOes com temperaturas mais elevadas, o autor observou que os
monoterpenos tiveram menores rendimentos no inverno, enquanto que os sesquiterpenos tiveram
0s maiores nesta estacao.

Em Cymbopogon citratus, no periodo chuvoso ocorreu uma diminui¢ao
no rendimento de citronelal, enquanto que o de geraniol aumentou, j3 no periodo seco, o
conteido de citronelal aumentou e o de geraniol diminuiu e o rendimento de neral ndo foi
influenciado pelas variacdes climdticas (Blank et al., 2007). J4, Castro et al. (2008) estudando
variacdo estacional na composi¢do de 6leo essencial de Eucalyptus citriodora constataram que no
més de fevereiro a concentracido de citronelal foi superior no 6leo essencial extraido de folhas
colhidas em Sdo Bento Abade, diferentemente de folhas colhidas em Sdo Jodo del Rei, onde o
rendimento foi superior no 6leo de folhas colhidas em agosto.

Em Mentha x piperita segundo Deschamps et al. (2008), existe uma
variacdo na composi¢do quimica entre cultivares desta espécie. Na cultivar Grapefruit Mint o
linalol € constituinte majoritdrio, as demais cultivares apresentaram composicdes variadas, sendo
o-terpineol e D-germareno presentes em maior porcentagem na cultivar Banana Mint e o-
felandreno-8-ol e cis-ocimeno, na cultivar Persian Mint. Os autores alegam que esta variacao da
composi¢ao quimica nos genotipos de Mentha estd relacionada com interagdo de diversos fatores,
como gendtipo, ontogenia, luz, temperatura, d4gua e nutrientes.

A espécie de Lippia alba cultivada em Ilhéus apresentou o citral como
constituinte majoritdrio, atingindo a maxima produc@o na primavera e, no verao, os menores re
rendimentos (Silva, et al., 2006). As variacdes na constituicdo quimica dos éleos essenciais da
Lippia alba, podem ser atribuidas aos fatores ambientais como a influéncia do clima e solo sobre
as plantas analisadas, bem como a época de colheita das mesmas.

No caso da variacdo da proporcao relativa das substancias que compdem
o Oleo essencial de P.umbellata nas diferentes populacdes de plantas e no decorrer das estagdes
do ano avaliadas, é notdvel que exista uma relacdo do metabolismo secunddrio nao s6 com
fatores ambientais, como temperatura, umidade relativa e precipitacdo, mas também com fatores
genéticos, como a divergéncia nitida da populacdo de Jundiai com as demais, podendo supor a
existéncia de quimiotipos dentro desta espécie, neste caso germacreno-D para populacdo de

Jundiai e E-nerolidol para as populagdes de Piquete, Barra do Turvo e Iporanga.
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7.2. Experimento 2: Espacamentos entre plantas x Idades de Colheita

(populacao Jundiai)

7.2.1. Producao de biomassa foliar e variaveis relacionadas

Os resultados apresentados na Tabela 17 mostram que a espécie P.
umbellata respondeu apenas as idades colheitas, cujas varidveis biométricas altura de plantas,
nimero de ramos e de folhas, drea foliar e biomassa fresca e seca de folhas tiveram efeito
significativo. Enquanto que o espacamento entre plantas e a conseqiiente interagdo dos fatores
espacamentos x colheitas ndo ofereceram resposta de nenhuma das varidveis biométricas

estudadas.

Tabela 17. Valores de F das varidveis biométricas: altura de plantas (ALT), nimero de ramos
(NR), nimero de folhas (NF), area foliar (AF), biomassa fresca de folhas (BFF) e seca de folhas

(BSF) de plantas de P. umbellata, em funcdo dos espacamentos entre plantas e das idades de

colheita.
Causas de variacao GL ALT NR NF AF BFF BSF

Espacamento (E) 2 0,148" 3414 1,691 0,611" 1,796" 1,416™
Blocos 3 1,080™ 1,116  1,479™ 1,066™ 1,475 1,452™

Residuo (e) 6
Colheita (C) 1 42,617 39,68*  7,359* 13,708* 7,121* 7,328*
Interagdo E x C 2 1,627 0,145 0,012 0,181" 0,213™ 0,149™

Residuo (c) 9
C.V.e (%) - 21,69 15,21 31,89 74,61 39,00 38,44
C.V.c (%) --- 15,09 24,40 27,61 77,59 44,58 4422
Média geral --- 81,31 2,67 16,41 6742,49 108,45 19,86

* - significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F;
ns - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

A Tabela 18 apresenta a média geral das varidveis biométricas estudadas
em funcdo dos diferentes espacamentos entre plantas e idades de colheita. Observa-se que nao
houve diferenca significativa para o tratamento espacamento de plantas, no qual todas as
varidveis tiveram valores semelhantes, porém as plantas espacadas a 1,0 m obtiveram maiores
valores, devido provavelmente ao maior espaco ttil de cada planta que favoreceu seu crescimento

e desenvolvimento.
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Tabela 18. Médias das varidveis biométricas: altura de plantas, em centimetros (ALT), nimero
de folhas (NF), niimero de ramos (NR), area foliar, em cm’ (AF), biomassa fresca (BFF) e seca
de folhas (BSF), em gramas, de P. umbellata, em funcido dos espacamentos entre plantas e das

idades de colheita.

Espacamentos (m) ALT NR NF AF BFF BSF
0,5X0,5 78,69 A 246 A 1427A 515830A 89,30 A 16,63 A
0,5x0,75 8341 A 258A 17,03A 730896 A 106,77 A 19,88 A
0,5x1,0 81,84 A 297A 1794A 7760,22 A 129,27 A 23,06 A
Colheitas ALT NR NF AF BFF BSF

6 meses 97,67A 1,83B 13,90B 10.696,52 A 134,78 A 24,72 A
12 meses 6496B 3,51 A 18,92A 278247B 82,11B 15,00 B

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna nio diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p < 0,05)

A idade de colheita influenciou significativamente todas as varidveis
estudadas. Na 1* colheita, as plantas com 6 meses estavam mais altas, com folhas maiores e
produziram maior quantidade de biomassa fresca e seca de folhas, na 2* colheita, as plantas com
12 meses produziram mais ramos € folhas, porém estavam mais baixas, com menor 4rea foliar e
produziram menos biomassa fresca e seca de folhas em relacdo as plantas colhidas pela primeira

VEZ.

7.2.1.1. Altura de plantas

As plantas colhidas com 6 meses apresentaram-se mais altas em relacao
as da 2* colheita (64,96 cm), cerca de 30 centimetros maiores (97,67 cm), em todos os
espacamentos estudados. Todavia, os espacamentos entre plantas ndo apresentaram diferenca
significativa no teste de médias nas duas colheitas realizadas, sendo que nas plantas de 6 meses a
maior altura ocorreu no espacamento de 0,5 x 0,75 m, j4 as plantas com 12 meses espacadas 0,5 x
1,0 m foram mais altas que as demais, porém sem efeito significativo em ambas as colheitas

(Tabela 19).
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Tabela 19. Média da altura de P.umbellata em funcdo dos espacamentos entre plantas e das

idades de colheita.

Espacamentos (m)

Colheitas 0,5 x 0,5 0,5 x 0,75 0,5 x1,0 Meédia
6 meses 99,50Aa 101,50Aa 92,00Aa 97,67A
12 meses 57,88Ba 65,31Ba 71,68Ba 64,96B

Média 78,69a 83,41a 81,84*

Meédias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste

Scott-Nott (p < 0,05).

Observa-se que este resultado € semelhante ao ocorrido no experimento
de sazonalidade x populacdes, onde a altura das plantas diminuiu entre o inverno (1* colheita) e a
primavera (2° colheita), priorizando a ramificacdo e formagdo de folhas conforme se observa
também neste caso (Tabela 19).

Nascimento et al. (2007) também observaram que os espacamentos
estudados em Pfaffia glomerata ndo geraram diferencas entre as colheitas estudadas, ja as
colheitas estudadas sim, cuja altura de plantas apresentou uma resposta quadrética, atingindo o
maximo aos 172 dias apds a germinacdo, fato também observado para Ocimum selloi (Costa et
al., 2007).

No trabalho realizado por Blank et al. (2007) que estudaram diferentes
densidades de plantio e épocas de colheitas de capim-limdo, também foi observada interacao
destes fatores na altura das plantas. Na segunda colheita, as plantas mais adensadas (111.111
plantas.ha™) apresentaram-se mais altas, j4 na terceira, quarta e quinta colheitas houve uma
resposta quadritica e a densidade de 55.555 plantas.ha” favoreceu maior altura, os autores
concluiram que no inicio do cultivo ndo houve competi¢c@o entre as touceiras e a partir da terceira,
a competicdo limitou o crescimento em altura.

No presente trabalho a diminuic@o da altura das plantas entre as colheitas
estd relacionada, provavelmente a colheita das folhas, que mesmo sem a poda da regido apical,
favoreceu o desenvolvimento de ramos laterais, com a ativacdo das gemas axilares para formagao
dessas brotacOes, em conseqiiéncia desse fator houve detrimento do crescimento em
comprimento, resultados semelhantes foram observados por Chaves (2002).

Outro fator que pode certamente estd relacionado € a técnica utilizada

para afericdo da altura, cujo valor foi tomado a partir do colo até a ultima folha totalmente
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expandida. Como o peciolo dessa espécie € relativamente longo, favorece com que as folhas do
apice da planta ultrapassem o comprimento do ramo principal, no entanto entre uma colheita e
outra as folhas tenderam a ser menores e em maior quantidade, devido ao favorecimento das

brotacdes laterais, fato este que levou a diminui¢ao da altura neste intervalo de tempo.

7.2.1.2. Nimero de ramos e folhas

O nimero de ramos ndao foi influenciado pelos espacamentos entre
plantas, no entanto houve efeito significativo nas colheitas estudadas (Tabela 20). A colheita das
plantas com 12 meses proporcionou uma quantidade de ramos, significativamente superior (3,51)

as colhidas com 6 meses (1,83), cerca de duas vezes a mais em todos os espacamentos estudados.

Tabela 20. Média do nimero de ramos de P. umbellata em funcdo dos espacamentos entre

plantas e das idades de colheita.

Espacamentos (m)

Colheitas 0,5 x 0,5 0,5 x 0,75 0,5 x1,0 Meédia
6 meses 1,64Ba 1,82Ba 2,03Ba 1,83B
12 meses 3,28Aa 3,34Aa 3,90Aa 3,51A
Média 2,46a 2,58a 2,97a

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mindiscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p < 0,05).

No experimento de sazonalidade x populacdo também se observou um
aumento da quantidade de ramos no decorrer das estacdes do ano que também estd relacionado
com a idade das plantas, esta varidvel, na primeira colheita (inverno) foi inferior que nas demais
colheitas. Chaves (2000), também constatou este efeito em Ocimum gratissimum, cuja producdo
de caules foi inferior na primeira colheita com um aumento linear da producdo de ramos
conforme a intensidade das colheitas.

O ndmero de ramos, segundo Taiz & Zeiger (2004), estd relacionado com
o grau de dominancia apical que cada vegetal apresenta. Algumas espécies apresentam um unico
eixo de crescimento com poucas ramificacdes laterais, devido a caracteristica de forte inibi¢cdo do
crescimento das gemas laterais, em outras espécies que nao expressam dominancia apical ocorre
o crescimento de ramos laterais e, ainda existem os fatores genéticos e ambientais que
influenciam o crescimento de ramos e gemas laterais. Neste caso o fator genético, no caso a idade

das plantas parece ser um fator relevante na formacdo dos ramos, por ser considerada uma
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espécie perene tem tendéncia de ramificar conforme o aumento de sua idade e da intensidade de
podas.

O numero de folhas acompanhou o nimero de ramos, cujo valor foi maior
nas plantas colhidas com 12 meses em todos os espacamentos estudados, com um aumento de 5
folhas da primeira para segunda colheita (Tabela 21). No entanto, ao analisar os fatores
isoladamente, observa-se que nao houve diferenca significativa nas colheitas dentro de cada
espacamento e nem dos espacamentos dentro de cada colheita, porém as plantas submetidas a 0,5

x 1,0me 0,5 x 0,75 m obtiveram maior quantidade de folhas (média de 17 folhas).

Tabela 21. Média do nimero de folhas de P. umbellata em funcdo dos espacamentos entre

plantas e das idades de colheita.

Espacamentos (m)

Colheitas 0,5x 0,5 0,5 x 0,75 0,5 x1,0 Média
6 meses 11,57Aa 14,68 Aa 15,46Aa 13,90
12 meses 16,97Aa 19,38Aa 20,42 Aa 18,92
Média 14,277 17,032 17,94a

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mintiscula na linha néo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p < 0,05).

Apesar de o espacamento de plantas ndao ter provocado respostas
significativas no niimero de ramos e folhas, 0 aumento destas varidveis foi proporcional ao maior
espacamento e pode estar relacionada a uma competicdo por luz, 4gua e nutrientes no menor
espacamento, o que muitas vezes dificulta o desenvolvimento da planta (Ferreira et al, 2004;

Blank et al., 2007; Costa et al., 2007)

7.2.1.3. Area foliar

A drea foliar foi significativamente inferior nas plantas colhidas com 12
meses em relagdo as com 6 meses, uma diminuicdo de 74% em média da primeira para segunda
colheita (Tabela 22), j4 os espacamentos entre plantas ndo foram significativos para esta varidvel,

apesar de se notar um aumento da 4rea foliar a medida do maior espagcamento.
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Tabela 22. Média da drea foliar (cm®) de P. umbellata em fungio dos espacamentos entre plantas

e das idades de colheita.

Espacamentos (m)

Colheitas

0,5x0,5 0,5 x 0,75 0,5 x1,0 Média
6 meses 8.234,76Aa 11.909,14Aa 11.945,63Aa  10.696,52A
12 meses 2.081,83Aa 2.708,77Ba 3.574,80Aa 2.782,47B
Média 5158,30° 7308,96a 7760,22a

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mindscula na linha néo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p < 0,05).

Guerreiro (2006) também observou uma queda da 4rea foliar apds a
primeira colheita e segundo a autora, essa queda ocorreu devido ao direcionamento de
fotoassimilados para outras regides da planta, que ndo a folha, o que € aceitdavel, uma vez que
houve um aumento do nimero de ramos e folhas, ou seja, a planta priorizou a formac¢do de novos

orgdos em detrimento da expansdo da drea foliar.

7.2.1.4. Biomassa foliar

As plantas colhidas com 6 meses produziram maior quantidade de
biomassa fresca foliar em relagdo as plantas com 12 meses em todos os espacamentos (Tabela
23). O espagamento 0,5 x 1,0 m proporcionou maiores valores de biomassa fresca em ambas as
colheitas, mais expressivamente, na segunda colheita onde a biomassa foi praticamente o dobro
das plantas no espacamento 0,5 x 0,5 m (de 57 gramas para 111 gramas), porém sem efeitos
estatisticos. A biomassa seca apresentou uma resposta semelhante a biomassa fresca das folhas,
cujos valores s6 foram significativos para o fator colheita, a segunda colheita também foi inferior

(Tabela 24).

Tabela 23. Valores médios da massa de matéria fresca (gramas) de folhas de P. umbellata em

funcdo dos espacamentos entre plantas e das idades de colheita.

Espacamentos (m)

Colheitas

0,5x0,5 0,5x 0,75 0,5 x1,0 Média
6 meses 121,21Aa 136,55Aa 146,58 Aa 134,78 A
12 meses 57,39Aa 76,99Aa 111,96Aa 82,11 B
Média 89,30° 106,777 129,27a

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mindscula na linha néo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p < 0,05).
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Tabela 24. Valores médios da massa de matéria seca (gramas) de folhas de P. umbellata em

funcdo dos espagamentos entre plantas e das idades de colheita.

Espacamentos (m)

Colheitas 0,5x 0,5 0,5 x 0,75 0,5 x1,0 Média
6 meses 22.55Aa 24.96Aa 26,62Aa 272 A
12 meses 10,72Aa 14,80Aa 19,50Aa 15,00 B
Meédia 16,63a 19,88 23,06°

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mindiscula na linha néo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p < 0,05).

Analisando as varidveis em conjunto, € provdvel que apds a primeira
colheita tenha ocorrido a quebra da dominancia apical, que pode ter favorecido o surgimento de
ramificagdes e novas folhas diminuindo a altura das plantas. Mesmo com maior nimero de ramos
e folhas na segunda colheita, a area foliar total foi inferior, o que certamente ocasionou a menor
producdo de biomassa fresca e seca nessa colheita, visto que essa varidvel estd diretamente ligada
producdo de biomassa das plantas.

A Tabela 25 exibe a densidade de plantas por hectare em funcdo dos
espacamentos estabelecidos e as relativas massas de matéria fresca e de matéria seca (kg ha™)
baseadas nos resultados obtidos da média geral destas varidveis (Tabelas 23 e 24). Perante esses
resultados, pode-se concluir que a densidade de 40.000 plantas ha™ (0,5 m x 0,5 m) apresenta
maior producdo de biomassa fresca (3.572 kg ha™) e seca total por hectare (665.2 kg ha™) que as

demais densidades de plantas.

Tabela 25. Producgdo de massa de matéria fresca e da matéria seca total de P .umbellata (kg ha™)

em funcdo dos trés espagcamentos utilizados no experimento.

Espacamentos (m) Densidade1 Biomassa flresca Biomassa 1seca
Plantas ha kg ha kg ha
0,5x0,5 40.000 3.572 665,2
0,5 x 0,75 26.666 2.845 530,1
0,5x1,0 20.000 2.585 461,8

Apesar de o espacamento 0,5 x 1,0 m ter proporcionado maior producao
de biomassa, quando se avalia este aspecto considerando o nimero total de plantas por drea em

cada espacamento estudado, nota-se que essa relacdo tem efeitos significativos em termos
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rentdveis para o produtor, visto que € possivel produzir mais biomassa em uma menor area
cultivavel.

Os resultados deste trabalho corroboram com Wanderer & Barros (2007)
que estudaram efeito do espacamento de plantas sobre o rendimento de biomassa de duas
cultivares de Melissa officinalis e constataram que o espacamento em si ndo teve efeito
significativo sobre o rendimento de biomassa, mas o maior adensamento de plantas por area
proporcionou o melhor rendimento de biomassa de melissa.

Portanto, vale ressaltar que quando se analisa os efeitos de espacamentos
entre plantas na producdo de biomassa foliar deve-se levar em consideracdo o fator densidade
total de plantas por hectare que cada espacamento acomoda.

Ferreira et al. (2004) analisaram o crescimento de Trapaeolum majus
“Jewel”, em funcdo de diferentes espacamentos entre plantas (0,20, 0,30 e 0,40 m x 0,60m,
respectivamente 60.000, 43.956 e 33.000 plantas.ha™) e constataram que as plantas néo toleraram
adensamento intensivo, sendo que a altura e massa seca maximas ocorreram no espagamento 0,40
x 0,60 m, jd a maior drea foliar ocorreu no espacamento 0,30 m entre plantas.

Da Silva et al. (2004) avaliaram o crescimento e a produgdo de circuma
em fungdo de populagdo de plantas e foi verificado que a produtividade decresceu de 25 t ha™,
obtida com o espacamento de 5 cm entre plantas, para 18 t ha™ com o espacamento de 40 cm, no
entanto, os ganhos de produtividade obtidos em espacamentos menores que 10 cm em clircuma
ndo superaram as diferencas de gastos de rizomas para os respectivos plantios.

Blank et al. (2007) constataram que o aumento da densidade de plantio
(33.333, 49.382, 55.555 ¢ 111.111 plantas ha™) na produgio de Cymbopogon citratus, apresentou
uma resposta linear decrescente da massa seca por touceira.

Gomes et al. (2007) estudaram a densidade de plantio em Calendula
officinalis (60.000, 80.000, 100.000 e 120.000 plantas ha'l) e os resultados mostraram que a
producdo méxima de biomassa fresca da parte aérea das plantas foi de 20.037 kg ha™, sob
populacio de 91.037 plantas ha™ e a biomassa seca néo foi influenciada pelos tratamentos.

Vasconcelos et al. (2008), estudando a produtividade de material vegetal de
Achilleia millefolium sob o efeito de diferentes densidades de plantio (80.000, 40.000, 26.667
plantas ha') e averiguaram que a densidade de 80.000 plantas ha’ proporcionou maior

produtividade.
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Trabalhos sobre os efeitos de espacamentos entre plantas na producao de
biomassa de P. umbellata ndo foram encontrados, porém este tema vem sendo estudado em
diversas espécies medicinais, como se verifica nos trabalhos relatados e, ao que tudo indica cada
planta parece responder de forma diferenciada, segundo Andrade & Casali (1999), acredita-se

que exista um espacamento 6timo para cada espécie.

7.2.2. Rendimento e composicao quimica do 6leo essencial

A andlise de varidncia das varidveis fitoquimicas do o6leo essencial
apresentou efeito apenas para o fator idade de colheitas, cujos valores de F foram significativos
para a maioria dos dados analisados, tais como o rendimento do 6leo essencial e as substancias
que o compdem: d-elemeno, y-muuroleno, germacreno-D, o-selineno, d-cadineno e espatulenol,
com excecdo, da substancia E-cariofileno, que nao respondeu a nenhum dos fatores estudados. O
fator espacamento entre plantas, bem como sua interagdo com as idades de colheita ndo
obtiveram respostas significativas dessas varidveis (Tabela 26).

Observa-se que a andlise de variancia fitoquimica acompanhou o mesmo
padrdo dos dados biométricos, ou seja, a variacdo estatistica das varidveis estudadas ocorreu

somente para o fator idade de colheita.

Tabela 26. Valores de F das varidveis fitoquimicas do éleo essencial, rendimento (OLEO) e
principais substincias: d-elemeno (DEL), E-cariofileno (ECA), Yy-muuroleno (GMU),
germacreno-D (GED), a-selineno (ASE), d-cadineno (DCA), e espatulenol (ESP), em folhas de

P. umbellata, em fungdo dos espacamentos entre plantas e das idades de colheita.

Causas

. GL OLEO DEL ECA GMU GED ASE DCA ESP
de variacio

Espacamentos (E) 2 0,837" 1,905 2,090 0,070® 1,587 4,537 0,948™ 1,998™
Blocos 3 3,741™ 0,065 0,308 0,105® 0,646™ 0,564™ 0,309™ 0,385™
Residuo (e) 6 --- --- --- --- --- --- --- ---
Colheitas (C) 1 184,650*% 65,436* 0,287™ 68,781* 184,451* 79,222* 174,73* 99,140*
Interagdo E x C 2 1,350™ 0,609 0,284™ 0,886™ 0,082™ 0,932™ 2,006 0,599™
Residuo (¢) 9 --- --- --- --- --- --- --- ---
C.V.e (%) - 22,08 10,87 17,07 12,87 5,82 5,87 8,98 21,25
C.V.c (%) --- 19,00 15,40 28,62 13,08 12,03 9,01 9,54 29,52
Média --- 0,21 3,23 7,25 4,02 30,26 8,29 7,84 2,57

* - significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F;
ns - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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7.2.2.1. Rendimento do dleo essencial

As plantas colhidas com 6 meses de idade tiveram maior rendimento de
6leo essencial (0,32%), sendo significativamente superiores as plantas com 12 meses (0,10%) em
todos os niveis de espacamentos. Na primeira colheita, o0 maior rendimento ocorreu nas plantas
sob 0,5 x 1,0 m e, na segunda, nas plantas sob 0,5 x 0,5 m, porém sem efeitos significativos em

ambas as colheitas (Tabela 27).

Tabela 27. Rendimento de 6leo essencial (%) nas folhas de P. umbellata em funcido dos

espacamentos entre plantas e das idades de colheita.

Espacamentos (m)

Colheitas 0,5x 0,5 0,5 x 0,75 0,5 x 1,0 Média
6 meses 0.31Aa 0.31Aa 0,36Aa 0,32A
12 meses 0,11Ba 0,09Ba 0,10Ba 0,10B
Média 0.21a 0,20a 0,23a

Meédias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste

Scott-Nott (p < 0,05).

Como se pode constatar, as colheitas exerceram forte influéncia no
rendimento do 6leo essencial de P. umbellata, entre a primeira e a segunda colheita decaiu de
0,32% para 0,10% em média. No presente trabalho, as colheitas estdo relacionadas a dois fatores
em conjunto, a idade das plantas e época em que foram colhidas.

A primeira colheita foi realizada no periodo do inverno de 2007 quando
as plantas estavam com 6 meses de idade, como se pode observar nas Figuras 26 e 27 dos dados
meteorolégicos, no més de julho a temperatura e a precipitacdo foram relativamente baixas,
quando comparadas com os demais meses; a segunda colheita (plantas com 12 meses de idade)
foi realizada em dezembro de 2007, més em que as temperaturas estavam mais elevadas e
também houve um aumento da precipitacdo neste intervalo de tempo.

Segundo Taiz & Zeiger (2004), as fases de crescimento e
desenvolvimento dos ciclos fenolégicos das plantas medicinais podem apresentar alteracdes
bioquimicas e fisiolégicas, capazes de afetar a elaborac@o dos principios ativos, tanto no aspecto
quantitativo quanto qualitativo. No caso do presente trabalho pode ter ocorrido uma alteracao em

termos quantitativos no rendimento do 6leo essencial devido ao clima e a idade em que as plantas
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se encontravam no momento de cada colheita. Marchese & Figueira (2005) também relatam que
os fatores ambientais, tais como, fotoperiodo, radiacdo e temperatura sdo fortes influenciadores
do crescimento e desenvolvimento das plantas.

Mattos & Inecco (2002) avaliaram Mentha arvensis em duas épocas
distintas (seca e chuvosa), e averiguaram uma resposta quadratica com o decorrer das colheitas
independente da época estudada, cujo maximo rendimento de 6leo ocorreu aos 81 dias apds o
plantio, decaindo até a ultima colheita (102 dias); os autores observaram que a estacdo seca
proporcionou maior rendimento de 6leo que a chuvosa e conferem esse resultado ao estresse
ocasionado pelas baixas temperaturas. Resultados semelhantes foram observados em Baccharis
trimera, cuja maxima producdo de 6leo essencial ocorreu na terceira colheita (12 meses apds o
transplante), 2,5 a 3,0%, periodo que coincidiu com o outono (Palicio et al., 2007)

Outro resultado interessante no trabalho de Mattos & Inecco (2002) é a
correlacdo positiva encontrada entre o rendimento de Oleo essencial e biomassa foliar,
corroborando com os dados do presente trabalho, onde essas varidveis foram maiores na primeira
colheita.

A relacdo entre producdo de biomassa e 6leo essencial € relatada por
Marchese & Figueira (2005) que afirmam que a produgdo de 6leos essenciais estd associada a
maior radiacdo e maior taxa fotossintética das plantas, porém altas irradidncias em plantas
esciofitas, como é o caso P. umbellata, normalmente causam sintomas de clorose e necrose com a
fotodegradagdo dos cromopigmentos, levando a redugdo da fotossintese e da biomassa (Marchese
et al., 2004; Mattana et al., 20006).

J& Cymbopogon citratus, estudada por Leal et al. (2003), apresentou um
decréscimo gradual do 6leo essencial na medida em que a idade das plantas aumentava, segundo
os autores esta queda ocorreu devido as baixas temperaturas verificadas no intervalo de tempo
das colheitas, estes resultados corroboram com o presente trabalho. West (1990) citado por Leal
et al. (2003), afirma que a medida que a planta envelhece ocorre a reducdo proporcional dos seus
processos biossintéticos e, o conseqiiente decréscimo gradativo nos rendimentos de oéleos
essenciais, € devido as alteracdes internas nas glandulas que os produzem.

Blank et al. (2003) estudando a mesma espécie ndo constataram
influéncia das colheitas no rendimento de 6leo, no entanto as densidades de plantio (33.333,

49.382, 55.555 e 111.111 plantas ha™) resultaram em regressdes lineares crescentes para o



74

rendimento de 6leo essencial e a massa seca da parte aérea, recomendado a utilizagdao de 111.111
plantas ha™ (0,30 x 0,30 metros).

Khazaie et al. (2007) avaliaram o efeito de épocas de colheita e diferentes
densidade de plantas no rendimento do 6leo essencial de duas espécies medicinais (Thymus
vulgaris e Hyssopus officinalis), que demonstraram respostas distintas. O rendimento do 6leo
essencial de 7. vulgaris foi menor na segunda colheita e nas plantas mais adensadas, para H.
officinalis ndo houve efeitos significativos.

Os trabalhos expostos evidenciam que cada espécie responde
diferentemente aos fatores ambientais, genéticos e técnicos, como época, idade e densidade de
plantio, portanto a necessidade de estudos especificos relacionados aos aspectos agrondmicos
com diferentes técnicas de cultivos e/ou manejo de espécies medicinais.

A Tabela 28 mostra a producao de biomassa seca e do 6leo essencial das
folhas (baseado na biomassa seca) conforme a densidade de plantas ha™. Neste caso, é importante

considerar a relagdo biomassa seca/6leo essencial em funcio dos fatores estudados.

Tabela 28. Producio biomassa seca e de 6leo essencial de folhas de P. umbellata (kg ha™) em

funcdo da densidade de plantas e das idades de colheita.

Biomassa seca (kg ha™)

Densidade Plantas ha-1

Colheitas 40.000 26.666 20.000 Média

6 meses 902,0 665,5 532,4 700,0
12 meses 428,8 394,6 390,0 404,5

Média 665,4 530,1 461,2

Oleo essencial (kg ha'l)
Colheitas Densidade Plantas ha™!
40.000 26.666 20.000 Média

6 meses 3,26 2,43 2,28 2,66

12 meses 0,54 0,46 0,45 0,48

Média 1,90 1,44 1,37

Na colheita de 6 meses, um quilo de 6leo essencial foi produzido em 263
quilos de folhas, enquanto que na colheita de 12 meses foram necessarios 842 quilos de folhas. Ja
nas densidades de plantas, nota-se que para cada quilo de 6leo essencial, sdo necessérios 350 368

e 336 quilos de folhas (40.000, 26.666 e 20.000 plantas ha™), ou seja, as plantas mais adensadas
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produziram maior quantidade de biomassa seca, cerca de 200 kg ha'l a mais em relagcdo as menos
adensadas, porém a relagdo biomassa/dleo essencial foi muito semelhante entre os espagamentos
estudados.

Marchese (1999) relata que um aumento na concentracdo ou rendimento
de compostos secundérios sob condicdo de estresse, ndo significa necessariamente um aumento
no rendimento destes compostos (produgdo por planta ou por drea cultivada), pois geralmente
ocorre uma reducdo da fitomassa em face da concorréncia por assimilados entre o metabolismo
secundario e o metabolismo primaério.

Perante esses resultados, pode-se afirmar que a producdo de Oleo
essencial de P. umbellata é fortemente influenciada pela idade e/ou época de colheita e nio
responde ao adensamento de plantas, o que leva a crer ndo existir estresse por competicdo
intraespecifica. Mas, como ¢é habitual a comercializacdo de plantas medicinais por quantidade de
biomassa e ndo de principio ativo, ainda € mais vantajosa a utilizacdo da densidade de 40.000
plantas ha”, evidenciando neste trabalho a importincia dos estudos agrondmicos e fitoquimicos

na qualidade quimica das plantas medicinais.

7.2.2.2. Composicao quimica do 6leo essencial

Foram identificadas 36 substancias quimicas no 6leo essencial, em ambos
os tratamentos, espacamento de plantas e idade de colheita, perfazendo em média 95% do total
identificado, ndo havendo compostos diferentes entre os tratamentos estudados (Tabela 46). Os
terpenos foram as substdncias encontradas em maior propor¢do no 6leo essencial dentre as
identificadas, em sua maioria os sesquiterpenos e dois monoterpenos O-pineno e P-pineno,
também foram identificados dois aldeidos: decanal e octadecanal.

As substancias identificadas em maior proporcio em média no Oleo
essencial foram germacreno-D (30,26%), a-selineno (8,29%), d-cadineno (7,83%), E-cariofileno
(7,25%), y-muuroleno (4,0%), d-elemeno (3,23%) e espatulenol (2,57%), compreendendo em
média 63% do total identificado, conforme expdem as Tabelas 29 e 30.

Conforme os resultados da Andalise de Variidncia, somente a idade de
colheita influenciou estatisticamente a proporcao relativa média das substancias quimicas (Tabela

30), o que ndo ocorreu para o espacamento de plantas (Tabela 29).
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Tabela 29. Composi¢do quimica (% relativa média) do 6leo essencial de folhas de P. umbellata

(L.) em fun¢do dos espacamentos entre plantas.

Espacamentos (m)

Substancias (%)

0,5x0,5 0,5 x 0,75 0,5 x1,0 Média
d-elemeno 3,11a 3,167 3,43a 3,23
E-cariofileno 7,33a 7,832 6,58a 7,25
Yy-muuroleno 3,96a 4,02* 4,03a 4,00
germacreno-D 31,02a 30,317 29.46a 30,26
o-selineno 8,46a 7,872 8,55a 8,29
d-cadineno 7,56a 8,012 7,93a 7,83
Espatulenol 2,26a 2,69? 2,77a 2,57
Total 63,70 63,89 62,75 63,45

Médias seguidas de mesma letra mintiscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p>0,05).

A idade de colheita foi significativa para quase todas as substincias
estudadas, com excecdo do E-cariofileno que variou muito pouco entre a primeira e segunda
colheita (7,02 para 7,48%). As proporgdes relativas dos compostos d-elemeno (4,06/2,41%),
germacreno-D (40,36/20,17%) e a-selineno (9,65/6,93%) foram praticamente o dobro nas plantas
colhidas com 6 meses em relacio as plantas com 12 meses, sendo significativamente superior, € o
inverso ocorreu para os compostos, y-muuroleno (3,12/4,90%), d-cadineno (5,82/9,86%) e

espatulenol (1,03/4,12%), cujas proporgdes relativas aumentaram na segunda colheita (Tabela
30).

Tabela 30. Composi¢do quimica (% relativa média) do Sleo essencial de folhas de P. umbellata

(L.) em fun¢do das idades de colheita.

A . COLHEITAS
Substancias (%) 6 meses 12 meses Média
d-elemeno 4,06a 2,41b 3,23
E-cariofileno 7,02a 7,48a 7,25
Yy-muuroleno 3,12b 4,90a 4,00
germacreno-D 40,36a 20,17b 30,26
o-selineno 9,65a 6,93b 8,29
d-cadineno 5,82b 9,86a 7,83
Espatulenol 1,03b 4,12a 2,57
Total 71,06 55,87 63,47

Médias seguidas de mesma letra mintiscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p>0,05).
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Esta variacio na concentragdo de alguns compostos pode estar
relacionada tanto com as condigdes climdticas no momento da colheita como também com
estadio fenoldgico (ciclo de producdo) das plantas que pode favorecer ou desfavorecer a
producdo de compostos de acordo com sua necessidade de gasto de energia, prote¢do e/ou atragdo
de insetos.

A maioria dos trabalhos sobre a variacdo de metabdlitos secundarios em
plantas medicinais sob influéncia de colheitas refere-se mais as condi¢des climdticas que
caracterizam as estacoes do ano que aos fatores intrinsecos, como as fases de crescimento e
desenvolvimento.

Blanco (2001) verificou alteracdo da proporcao relativa dos compostos do
6leo essencial de alecrim conforme as épocas em que as plantas foram colhidas. O composto o-
pineno apresentou maior propor¢do relativa nas colheitas durante o inverno e primavera, o
mirceno e canfora na primavera, 1,8 cineol nas colheitas do verdo, outono e inverno e oOs
compostos borneol e E-cariofileno nas colheitas de verdo e outono. Segundo a autora, a variacao
desses compostos estd relacionada aos fatores externos a planta, que influenciam de forma
contrdria a biossintese, favorecendo o aumento da concentragdo de um composto em detrimento
da formagdo de outro, que podem ser por diversas causas, ambiental, bioldgica ou mesmo
agronomica.

Mattos & Inecco (2002) constataram que a producdo de mentol de
Mentha arvensis avaliada em duas €pocas distintas (seca e chuvosa), foi maior na estacdo
chuvosa e acompanhou a produ¢do do 6leo essencial, obtendo uma resposta quadritica com
rendimento mdximo de 6leo aos 81 dias apds o plantio.

No presente estudo, a pritica agronOmica ndo influenciou a proporc¢do
relativa das substancias presentes no 6leo essencial da espécie em questdo, visto que nao houve
variacdo dos mesmos nos espacamentos entre plantas estudadas, estando, as variagdes ocorrentes,
relacionadas as varidveis que influenciam a idade das plantas colhidas.

No experimento populacdes de plantas x sazonalidade foi avaliada a
populacdo de Jundiai, cujas plantas do presente estudo pertencem a esta populacdo, portanto é
possivel averiguar algumas similaridades em ambos os experimentos e chegar a algumas

conclusoes.
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No caso de E-cariofileno, pode-se afirmar que € uma substincia estdvel
na espécie, pois nos dois experimentos ndo foi influenciado pelas épocas de colheita, tanto pelos
fatores intrinsecos como ambientais, pois no experimento de sazonalidade, houve 4 colheitas nas
mesmas plantas em estacdes distintas. Todavia é valido salientar que cada espécie, bem como
seus metabdlitos secundarios, apresenta respostas diversas aos fatores estudados.

Haber (2008) observou que esse composto em Lychnophora pinaster teve
um aumento significativo nas colheitas realizadas (verdo, outono e inverno), atingindo maior
propor¢ao no verao, a autora salienta que além das condi¢des de crescimento e estadio fenologico
das plantas, fatores ambientais influenciam a biossintese dos metabdlitos secundérios presentes
nos 6leos essenciais, podendo ocasionar grandes variacdes inter e intraespecificas. Resultados
semelhantes para esta substincia foram encotrados por Facanali (2008) estudando Ocimum selloi.

A proporcdo relativa de germacreno-D ja foi diferente em ambos os
estudos, ou seja, no experimento de sazonalidade a maior propor¢@o ocorreu na primavera, ja no
presente trabalho foi nas plantas colhidas com 6 meses que coincide com o inverno. Facanali
(2008) constatou maior propor¢ao desta substancia em O. selloi na colheita de inverno.

Como se pode notar, ndo existe uma tendéncia uniforme na variagdo dos
metabdlitos conforme as colheitas, visto que as substdncias majoritdrias selecionadas sao
sesquiterpénicas originadas pela mesma rota metabdlica, ndo havendo prioriza¢do para formacgao
de um ou outro metabdlito. No entanto, é possivel afirmar que existe influéncia das colheitas
devido a variagdo ocorrida nestes compostos, certamente influenciada pelos fatores ambientais e

genéticos envolvidos nestas alteracdes, ou mesmo a interacao de ambos os fatores.

7.2.3. Rendimentos do extrato bruto foliar e do composto 4-
nerolidilcatecol.

Os resultados apresentados na Andlise de Varidncia (Tabela 31) mostram
que as varidveis fitoquimicas estudadas: rendimentos do extrato foliar e do 4-nerolidilcatecol
responderam aos efeitos dos tratamentos, ora por um, ora por outro, ou mesmo pela interacdo

desses.
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Tabela 31. Valores de F das varidveis fitoquimicas: rendimento de extrato bruto (EB) e de 4-
nerolidilcatecol (4NC) em folhas de P. umbellata, em funcdo dos espacamentos entre plantas e

idades de colheita.

Causas GL EB ANC
De variaciao
Espacamentos (E) 2 7,099% 1,063™
Blocos 3 4,159%* 0,117™
Residuo (e) 6 -—- -—-
Colheitas (C) 1 11,963 49,126%*
Intera¢do E x C 2 14,503* 0,404™
Residuo (¢) 9 -—- -—-
C.V.e (%) — 4,47 20,74
C.V.c (%) --- 4,25 18,80
Média geral - 11,60 8,48

* - significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F;
ns - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

O rendimento do extrato bruto foliar foi significativamente influenciado
por ambos os fatores, espacamento de plantas e idade de colheita, bem como a interacdo dos
fatores, conforme mostra os valores de F da Analise de Varidncia. No entanto, o rendimento de 4-
nerolidilcatecol respondeu somente a idade de colheita, ndo sendo influenciado pelos
espacamentos entre plantas e a conseqiiente interagdo das varidveis estudadas.

O rendimento do extrato bruto foi maior nas plantas colhidas com 12
meses, porém no espacamento 0,5 x 0,5 m as plantas com 6 meses obtiveram valores
significativamente maiores (12,48%) em relacdo as colhidas com 12 meses (11,65%), contudo,
0,75 e 1,0 m entre plantas proporcionaram rendimentos superiores nas plantas com 12 meses

(Tabela 32).

Tabela 32. Rendimento do extrato bruto (%) nas folhas de P. umbellata em fungdao dos

espacamentos entre plantas e das idades de colheita.

Espacamentos (m)

Colheitas

0,5x 0,5 0,5 x 0,75 0,5 x1,0 Média

6 meses 12,48Aa 10,86Bb 10,44Bb 11,26B

12 meses 11,65Ba 12,47Aa 11,75Aa 11,96A
Média 12,07° 11,67a 11,10b

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mindiscula na linha néo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p < 0,05).
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O maior espacamento entre plantas (0,5 x 1,0 m) proporcionou os
menores valores para o rendimento do extrato bruto, porém somente as plantas colhidas com 6
meses responderam aos efeitos do espagamento, cujo rendimento do extrato foi superior nas
plantas espacadas por 0,5 x 0,5 m em relag@o as demais plantas.

A interacdo dos fatores espacamento x idade de colheitas mostra um
comportamento distinto do rendimento do extrato em cada colheita, conforme apresenta a Figura
16. Nas plantas colhidas com 6 meses, o rendimento teve uma resposta linear decrescente a
medida que houve aumento do espacamento entre plantas, ja as plantas colhidas com 12 meses,
ocorreu uma resposta quadratica, onde o maximo rendimento ocorreu no espacamento

intermediario (0,5 x 0,75 m).

46 meses: y=-1019x +1329 R* = 089*
ul2 meses: y=-0,767x2 +3 116x+ 9305 R? = 1*

14,00
13,00
12,00

11,00 *

10,00
9,00

8,00
7,00

Extratobruto (%)

05x05 05x0,75 05x10

Espacamentos (1n)

Figura 16. Rendimento do extrato bruto (%) nas folhas de
P. umbellata em fun¢do dos espacamentos entre plantas e

das idades de colheita.

O rendimento de 4-nerolidilcatecol (4-NC) acompanhou o do extrato em
funcdo das colheitas (Tabela 33), cujo efeito foi significativo, cerca de 40% a mais nas plantas
colhidas com 12 meses (10,77%) em relacdo as colhidas com 6 meses (6,20%) em todos os
espacamentos entre plantas avaliados, no entanto o 4-NC ndo respondeu a esse fator em ambas as
colheitas, observa-se pela Figura 17, que as plantas espacadas por 0,5 x 0,75 m apresentaram os

menores valores, tendo um efeito quadrético, porém nao significativo.
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Tabela 33. Rendimento de 4-Nerolidilcatecol (%) nas folhas de P.umbellata em funcio dos

espacamentos entre plantas e das idades de colheita.

Espacamentos (m)

Colheitas 0,5x0.5 0.5 x 0,75 0.5 x1,0 Média
6 meses 6.16Ba 5.53Ba 6.92Ba 6.20B
12 meses 11,50Aa 9,96Aa 10,84Aa 10,77A
Média 8.83a 7.75a 8.88"

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mindscula na linha néo diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p < 0,05).

| #6 meses: y=1005x2-3641x+ 8,794 R* =1™

ml2 meses y=1215x2-5192x + 1547 R2=1"™

1200
3 1100 .\._/.
<
= 10,00
<
< 900
=
< 8,00
o
E 7,00
+ 6,00

5,00

05x05 05x0,75 05x10
Espacamentos (In)

Figura 17: Rendimento de 4-nerolidilcatecol (%) no
extrato bruto das folhas de P. umbellata em fungdo dos

espacamentos entre plantas e das idades de colheita.

Relacionando os dados apresentados dos rendimentos do extrato e do 4-

NC das folhas, nota-se que a variacdo mais evidente ocorre em fun¢do das colheitas nas duas

varidveis estudadas, cujas plantas com 12 meses obtiveram os maiores valores, j4 com relacao

aos espacamentos, nota-se uma relacdo inversa entre as varidveis, principalmente na segunda

colheita, onde houve o maior rendimento do extrato € o menor de 4-NC.

Portanto, pode-se dizer que a variacdo nessas varidveis frente aos

tratamentos estudados, parece estar fortemente relacionada a idade de colheita, que por sua vez

estd ligada a época do ano em que as plantas foram colhidas (6 meses no inverno e 12 meses no

verdo), sendo esta estacdo a mais adequada para obtencdo de extrato foliar e 4-nerolidilcatecol

nas folhas.
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Analisando as caracteristicas ambientais ocorridas durante a colheita do
verdo, temperaturas mais elevadas e alta precipitacdo (Figuras 26 e 27) e relacionando com a
caracteristica da molécula, antioxidante, é presumivel uma relacdo direta entre esses fatores,
supondo que a maior produgdo de 4-NC esta diretamente ligada aos fatores ambientais, neste caso
as altas temperaturas. E provdvel também, que o fator genético, como a idade das plantas seja
influenciador da producdo dessa substincia, mas para tal confirmagdo seriam necessdrios
intervalos de colheita menores e mais freqiientes para saber quais desses fatores estdo ligados a
producdo desse metabdlito secundério em P. umbellata.

Trabalhos relacionados com o presente tema na espécie P. umbellata, nao
foram encontrados, todavia os relatados evidenciam que a variagdo de metabdlitos secunddrios
parece estar mais ligada aos fatores genéticos que os ambientais.

Na espécie Pfaffia glomerata, ja é constatado que a produgdo de S
ecdisona estd relacionada a idade de colheita das plantas, onde a maior produgdo ocorre apds um
ano de transplantio, j4 a época das colheitas e o espacamento de plantas ndo apresentaram
influéncia nesse metabdlito secundario (Montanari et al., 1999, Correa Junior, 2003; Guerreiro,
2006, Correa Junior et al., 2008).

J4 a producdo de taninos em Baccharis myriocephala varia conforme o
acesso e as época de colheita, Castro et al. (1999) coletaram plantas em dois locais diferentes no
municipio de Vicosa/MG, denominando acessos A e C. Cultivaram e colheram esses acessos em
diferentes épocas e foi constatado que no acesso C, a maior producdo de taninos ocorreu no
periodo da floragdo e, no acesso A, no final da floragdo. Os autores atribuem essas variagdes aos
fatores genéticos envolvidos nessa espécie, tais como alogamia e ciclo fenoldgico.

Silva et al. (2006) estudando o teor de flavondides em plantas de
Baccharis trimera, na regido de Lavras/MG nas estagdes seca e imida, constataram que as duas
flavonas 5,3’-diidr6xi-4’,6,7-trimetoxiflavona e 5-hidréxi-3’,4°,6,7-tetrametoxiflavona obtiveram
maiores teores em plantas coletadas na estacdo timida. Os autores relacionam esses resultados
com a maior temperatura e precipitacdo na época da colheita e sugerem um efeito indireto dos
fatores ambientais no metabolismo desta flavona por influenciar diretamente no crescimento do
vegetal, pois observaram um intenso crescimento vegetativo na estagdao umida. J4 o teor de fendis
totais foi menor na época mais Umida, com maiores temperaturas € no periodo de intenso

crescimento vegetativo (Silva et al., 2007)
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Nesta mesma espécie, B. trimera, o teor de flavondides expressos em
rutina apresentou um incremento no teor em plantas colhidas no verdo em relacdo a plantas
colhidas no inverno e na primavera (Borella et al., 2001).

No presente estudo isso ndo ocorreu, pois a producdo de biomassa foi
maior na estacao seca e as producdes de extrato e 4-NC foram maiores na estagdo timida, ou seja,
nas plantas colhidas com 12 meses.

Tanto os flavondides como os fenilpropandides pertencem a classe dos
compostos fendlicos (Carvalho et al., 2007), no entanto o acimulo de metabdlitos pertencentes a
uma mesma classe é diferenciado, conforme o exposto, havendo a necessidade de estudos
especificos para os diferentes compostos dentro da mesma classe.

Ao analisar a producdo de extrato e 4-NC em funcdo da densidade de
plantas (Tabela 34), observa-se que, devido a biomassa seca foliar ter sido superior na primeira
colheita e a produgdo do extrato e 4-NC das folhas serem em fun¢do dessa varidvel, houve uma
maior producdo do extrato e do composto na densidade de 40.000 plantas ha'l, cerca de 30 quilos
a mais de extrato e dois quilos a mais de 4-NC, em relagdo as plantas menos adensadas. Ja a
producdo de 4-NC foi semelhante em ambas as colheitas, enquanto que o extrato foi maior na

colheita de 6 meses.
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Tabela 34. Producdo de biomassa seca, extrato e 4-Nerolidilcatecol (Kg ha'l) nas folhas de

P.umbellata em funcio da densidade de plantas e idade de colheita.

Biomassa seca (kg ha™)

Densidade Plantas ha-1

Colheitas 40.000 26.666 20.000 Média
6 meses 902,0 665,5 5324 700,0
12 meses 428.8 394,6 390,0 404,5
Média 665,4 530,1 461,2

Extrato (kg ha™)
Colheitas Densidade Plantas ha™
40.000 26.666 20.000 Média
6 meses 112,55 72,28 55,58 80,12
12 meses 49,97 49,20 45,83 48,33
Média 81,26 60,74 50,70
4NC (kg ha™)
Colheitas Densidade Plantas ha™
40.000 26.666 20.000 Média
6 meses 6,93 4,00 3,85 4,92
12 meses 5,72 4,90 4,96 5,19
Média 6,32 4,45 4,40

Esses resultados demonstraram que a produgdo de extrato estd ligada a
producdo de biomassa seca foliar, enquanto que o composto 4-nerolidilcatecol estd diretamente
ligado a idade e/ou épocas de colheita, pois a concentracdo do composto nas folhas foi maior nas
plantas colhidas com 12 meses, ou seja, para cada quilo de 4-NC produzido na colheita de 6
meses foram precisos 16 quilos de extrato, ja na colheita de 12 meses, cerca de 9 quilos,
praticamente a metade da quantidade de extrato.

Portanto, vale ressaltar a importancia dos estudos agrondmicos atrelados
aos fitoquimicos, visando a maior rentabilidade e otimizacdo da producdo de metabdlitos
secunddrios na qualidade de plantas medicinais, todavia, sabe-se que ainda a comercializacdo de
plantas medicinais, bem como de extratos vegetais € realizada pela quantidade de material

vegetal e ndo pela quantidade de principio ativo presente.
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7.3. Experimento 3: Horario de colheita x temperatura de secagem.

Os valores apresentados na Andlise de Variancia (Tabela 35) mostram
que as vdridveis fitoquimicas estudadas, rendimento de extrato foliar, rendimento de 4-
nerolidilcatecol no extrato, rendimento de 6leo essencial e as principais substincias quimicas
identificadas nas folhas de P. umbellata, foram influenciadas pelos hordrios de colheita e pelas
temperaturas de secagem, bem como, a interagdo dos mesmos, com nivel de significancia de 5%.
Com excecdo para as substancias quimicas do 6leo essencial, germacreno-D e o-selineno, que

ndo tiveram efeito significativo para o tratamento hordrio de colheita.

Tabela 35. Valores de F das varidveis: rendimento de extrato foliar (EXT), 4-nerolidilcatecol
(4NC), rendimento de 6leo essencial (OLEO), E-cariofileno (ECA), germacreno-D (GED), o-
selineno (ASE) e E-nerolidol (ENE), em folhas de P. umbellata, em funcdo de hordrios de

colheita e temperaturas de secagem.

Causas de variacido G.L. EXT 4NC OLEO ECA GED ASE ENE

Hordrio de colheita (H) 5  7,84*  11,68*  5,95*% 12,38* 2,18" 1,89  6,52%

Temperatura de 3 415.89% 1356,75% 10041% 230,55% 247,13% 367.27* 167,10%
secagem (T)

Interacdo Hx T 15 2,12% 9,86* 2,96*%  390*  440* 5,01*  3,37*
Repetigdo (r) 4 1,21 038" 1,35™ 147" 1,31 033" 217"
C.V.c (%) --- 11,59 10,29 26,51 12,84 16,86 12,81 13,29
Média geral --- 13,15 9,61 0,12 16,50 14,36 6,04 23,14

* - significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F;
ns - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

7.3.1. Rendimentos do extrato bruto foliar e do 4-nerolidilcatecol.

O rendimento do extrato bruto das folhas frescas foi maior durante todo o
periodo do dia, diferenciando-se significativamente das folhas que passaram pelo processo de
secagem (Tabela 36). Pode-se dizer que a partir desse resultado, o processo de secagem,
independente do horério de colheita, demonstrou-se desfavordvel para obtencdo do extrato foliar,
visto que o rendimento do extrato das folhas frescas foi, praticamente, o dobro (21,62%) do

restante dos tratamentos de secagem.
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Com relagdo aos hordrios de colheita, pela média do respectivo
tratamento (Tabela 36), pode-se verificar que o rendimento do extrato das folhas colhidas no
periodo da tarde foi maior em relacdo ao periodo da manhd, atingindo maior rendimento as 15

horas e diminuindo gradativamente a partir desse hordrio até as 21 horas.

Tabela 36. Rendimento de extrato bruto (%) de folhas de P. umbellata em funcdo de hordrios de

colheitas e temperaturas de secagem. UNESP-Botucatu/2009.

Temperaturas Horarios de colheitas (horas)
de secagem

“*C) 06:00 09:00 12:00 15:00 18:00 21:00 Média
Folhas frescas 19,68Ab 20,58Ab 23,18Aa 23,39Aa 21,28Ab 21,61Ab 21,62A
40°C 9,51Cb 8,6/Bb  10,29Bb 13,19Ba  8,69Cb  10,17Bb  10,09C
60°C 8,94Ca 8,86Ba  10,33Ba 10,20Ca 10,25Ca  9,62Ba 9,70C
80°C 11,60Ba 9,74Bb 10,11Bb 12,18Ba 12,57Ba 11,04Bb 11,21B
Média 12,44c¢ 11,97c 13,48b 14,74a 13,20b 13,11b -

Médias seguidas de mesma letra minudscula na linha e maitscula na coluna néo diferem significativamente pelo teste
Scott-Nott (p>0,05).

Contudo, esta evidéncia ndo pode ser generalizada para todos os
tratamentos de secagem, no caso das folhas frescas e secas a 40°C, os dados corroboram com a
média dos tratamentos, cujos rendimentos do extrato foram maiores nos horarios de 12 e 15
horas, respectivamente. O rendimento do extrato das folhas secas a 80°C apresentou o mesmo
perfil em parte, ou seja, obteve maior valor as 6 horas da manha, além de 15 e 18 horas, ja o
rendimento do extrato das folhas secas a 60°C nao foi afetado pelos horarios de colheita.

O rendimento da substancia 4-nerolidilcatecol (4-NC) nos extratos brutos
das folhas apresentou a mesma resposta do rendimento do extrato, frente as temperaturas de
secagem, onde as folhas frescas proporcionaram maior rendimento de 4-NC que as folhas
submetidas aos demais tratamentos de secagem, em todos os hordrios em que foram colhidas,
alcancando rendimento superior (Tabela 37), cerca de duas vezes a mais (19,16%) que o
tratamento de secagem a 60°C (8,58%), que foi significativamente maior que os demais
tratamentos a 40°C (6,82%) e a 80°C (3,89%), respectivamente. Este resultado confirma os
resultados de rendimento do extrato, evidenciando que a secagem ndao € um procedimento

adequado para a obten¢do da substancia no extrato.
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Ao analisar os hordrios de colheita, o rendimento de 4-NC respondeu
diferentemente dos resultados de rendimento do extrato, atingindo maior rendimento, no final do
periodo da tarde, as 18 horas. Durante o periodo da manhd, das seis horas ao meio dia, o
rendimento de 4-NC apresentou um pequeno acréscimo, porém nao significativo, decrescendo

apos esse periodo até as 15 horas (Tabela 37).

Tabela 37. Rendimento de 4-Nerolidilcatecol (%) em folhas de P. umbellata em funcdo de

horérios de colheitas e temperaturas de secagem.

Temperaturas Horarios de colheitas (horas)
de S(‘?,cé‘)gem 06:00  09:00  12:00  15:00  18:00  21:00  Média
folhas frescas  18,02Ab  19.90Aa 19.37Aa  18.14Ab 20.18Aa 19.37Aa  19.16A
40°C 826Ba  7.17Bb  622Cc  520Cc 868Ca 538Cc  6.82C
60°C 852Bb  6.10Bc  9.98Ba  8.46Bb  10.60Ba 7.82Bb  8.58B
80°C 1.90Cc  435Cb  3,10Dc  2.87Dc  4.74Db  6.40Ca  3.89D
Média 9.28b 9.38b 9.67b 867c  1095a  9.75b -

Médias seguidas de mesma letra minudscula na linha e maitscula na coluna néo diferem significativamente pelo teste
Scott-Nott (p>0,05).

No entanto, examinando os fatores isoladamente, nota-se que cada
tratamento de temperatura apresentou um efeito diferente, conforme os horarios em que as folhas
foram colhidas; para folhas secas, o rendimento de 4-NC foi inferior somente as 15 horas, para as
secas a 40°C, os maiores valores ocorreram no inicio da manha (6 horas) e no final da tarde (18
horas); no caso das folhas secas a 60°C, o rendimento foi maior ao meio dia e as 18 horas e para
as secas a 80°C, no periodo da noite. Contudo, na maioria dos tratamentos, 0s maiores
rendimentos de 4-NC ocorreram nas folhas colhidas as18 horas, com excecdo das secas a 80°C.

Em toda a literatura consultada foi encontrada apenas uma referéncia
sobre o tépico abordado com a espécie em questdo, que corrobora com os dados do presente
trabalho, cuja producdo de 4-NC sofreu um incremento da concentracdo ao longo do dia, com
valores maximos no periodo da tarde para folhas jovens de 1184,46 pg mL™" e adultas de 1819,55
g mL”, jd a concentragio de 4-NC nas amostras secas foi em média 536 ug mL™ (Castellani et
al., 2008). Segundo os autores € possivel que tenha ocorrido degradagdo do marcador, devido o
processo de secagem e recomendam que o processo de extracdo do 4-NC seja feito em plantas

frescas e a colheita de folhas no periodo da tarde.
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A Tabela 38 mostra a produ¢do de 4-NC em miligramas/grama de extrato
bruto foliar, conforme os horarios de colheita e temperatura de secagem, e, apesar das unidades
de medida serem diferentes [no trabalho de Castellani et al. (2008), os dados de produgdo estdao
em concentra¢io de solu¢do (ug mL™)], observa-se a mesma relacdo de valores de producio

entre as folhas frescas e secas.

Tabela 38. Producdo de 4-Nerolidilcatecol (mg/gr de extrato) em folhas de P.umbellata em

funcdo de hordrios de colheitas e temperaturas de secagem.

Temperaturas Horarios de colheitas (horas)
de secagem
*0) 06:00 09:00 12:00 15:00 18:00 21:00 Média

Folhas frescas 182,46 197,06 195,56 182,63 203,45 194,89 192,67
40°C 87,53 73,49 60,03 53,86 80,47 55,64 68,51
60°C 87,06 93,14 101,79 82,87 107,59 77,59 91,67
80°C 18,18 45,36 29,83 28,12 46,18 65,07 38,79
Média 93,81 102,26 96,80 86,87 109,42 98,30

Existem alguns trabalhos ja realizados sobre a resposta da molécula de 4-
NC frente as temperaturas elevadas e a fotoestabilidade, visto que é uma substancia promissora
para produgdo de cosméticos e medicamentos de prevencao do fotoenvelhecimento da pele, até
mesmo como medicamento no tratamento de cancer de pele, devido ao seu alto potencial
antioxidante (Barros et al, 1997). Da Silva et al. (2005), constataram que a formulagcdo cosmética
contendo a molécula € totalmente degradada a 45°C, sendo a temperatura um dos principais
fatores que influenciam a estabilidade quimica da molécula, e quanto a fotoestabilidade, o
produto cosmético apresentou-se estdvel quando submetido a radiacio UVB (Da Silva et al,,
2005; Almeida et al., 2008).

Diante das constatacOes expostas sobre o efeito da temperatura na
molécula de 4-NC, pode-se afirmar que o processo de secagem das folhas favorece sua
degradacdo, ndo sendo recomendado para extrair esta substancia.

Outro fator que se deve levar em consideracdo € o processo de extragdo e
as relacOes de polaridade existentes entre o solvente utilizado e a molécula que se pretende
extrair. Segundo Filho (1997), o solvente mais adequado para obtencdo do extrato bruto é o

metanol, pois possibilita a extracdo de um maior nimero de compostos. Provavelmente, a
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utilizacdo de metanol, que € um solvente polar, favoreceu o aumento do rendimento do extrato
bruto das folhas frescas, e este fato se deve a dois principais fatores, a presenca de dgua, cuja
molécula também € polar, além de as principais substincias presentes nas folhas também serem
polares, entre elas, o 4-nerolidilcatecol, conforme se observa na Figura 18.

Segundo, Melo et al. (2008) as moléculas polares sdo mais
hidrossoliveis, portanto a presenga da 4gua é fundamental para a eficiéncia do processo
extrativo; os autores estudaram a atividade antioxidante de diversas frutas e observaram que o
uso da 4gua no processo possibilitou a extracdo de maior teor de polifendis, que o extrato
acetonico. Portanto, é possivel afirmar a dgua presente nas folhas frescas favoreceu o maior
rendimento do extrato bruto pela extracdo de maior quantidade de substancias e também,

favoreceu o maior rendimento de 4-NC.

FIGURA 18: Estrutura quimica da
molécula de 4-nerolidilcatecol.

A Figura 19 mostra a relacdo do rendimento do extrato bruto foliar com o
do 4-NC, nela pode-se notar que existe uma relacdo diretamente proporcional, ou seja, o
rendimento de 4-NC acompanhou o rendimento do extrato, com relacdo as temperaturas de
secagem (23a e 23b), ambos os valores foram maiores nas folhas frescas, devido, provavelmente,
a relag@o de polaridade explicada anteriormente; contudo, quando se analisa a relacdo dos fatores
em cada temperatura isolada (Figuras 19c a 19f), observa-se uma resposta inversamente
proporcional, principalmente nos horarios de 12 e 15 horas, mais notavelmente para as folhas
frescas e secas a 40°C, cujo rendimento do extrato foi maior e do 4-NC foi menor.

Se o calor € um dos fatores responsaveis pela degradacdo da substancia,
conforme os relatos citados, uma hip6tese plausivel seria a degradacdo da molécula neste

intervalo de tempo (12 as 15 horas), devido a alta temperatura ocorrida nesses horérios e mais
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elevada na época do ano em que as plantas foram colhidas, no més de outubro de 2007, podendo

ser observada na Figura 26.
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Figura 19. Relacdo dos rendimentos do extrato bruto (%) e do composto 4- nerolidilcatecol (%)

em folhas de P.umbellata em fungdo dos horarios de colheitas e temperaturas de secagem.
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7.3.2. Rendimento e composicio quimica do 6leo essencial de folhas
de P. umbellata (L.)

A temperatura também foi um fator importante para o rendimento de 6leo
essencial das folhas de P. umbellata; de maneira geral, as folhas frescas e secas a 40°C (0,17% e
0,16%) proporcionaram valores significativamente maiores que o rendimento das folhas secas a
60°C e a 80°C respectivamente (0,09% e 0,05%), porém ndo se diferenciaram entre si (Tabela
39).

Tabela 39. Rendimento de 6leo essencial (%) em folhas de P. umbellata em funcdo de hordrios
de colheitas e temperaturas de secagem.

Temperaturas Horarios de colheitas (horas)

de S(‘?,cé‘)gem 06:00  09:00  12:00  15:00  18:00  21:00  Média
folhas frescas  0.15Ab _ 0.20Aa _ 0.17Ab _ 0.17Ab _ 0.14Ab _ 021Aa _ 0.17A
40°C 0,16Ab  0,23Aa  0,16Ab  0,13Bb  0,13Ab  0,18Ab  0,16A
60°C 0,00Ba  0,10Ba  008Ba  0,12Ba  007Ba  0,09Ba  0,09B
80°C 0,09Ba  003Cb  0,04Bb  0,03Cb 004Bb  0,08Ba  0,05C
Média 0.12a __ 0.14a __ 0.11b _ 0.11b __ 0,10b 0 14a

Médias seguidas de mesma letra minudscula na linha e maitscula na coluna néo diferem significativamente pelo teste
Scott-Nott (p>0,05).

No caso de dleos essenciais, este resultado esta relacionado a volatilidade
das substincias que os compdem, em sua maioria sao compostos monoterpénicos e
sesquiterpénicos, cujo peso molecular € baixo. Muitos autores recomendam a secagem de plantas
medicinais para extracdo de 6leo essencial a uma temperatura maxima de 40°C (Corréa Junior et
al., (1994); Furlan, (1998); Silva, (1998); Martins, (2000); Arruda et al., (2002); Chagas et al.,
(2003); Figueira et al., (2003) apud Marchese & Figueira, (2005)).

Segundo Correa Junior (1991) o processo de secagem € um dos métodos
mais utilizados para a preservacdo da qualidade de plantas medicinais, pois estabiliza o
metabolismo, imobiliza a ag¢do enzimdtica degradadora dos principios ativos existentes,
originando condi¢cOes desfavordaveis a continuidade das atividades metabdlicas e ao
desenvolvimento de microrganismos (Martinazzo et al., 2007). Hertwig (1991) recomenda
cuidados no processo de secagem, pois os 6leos essenciais sdao altamente volateis; Blanco et al.
(2000), alegam que cada espécie medicinal responde de forma diferenciada e aconselham estudos

especificos, visando assegurar rendimentos e composi¢do adequados do 6leo essencial.
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Como na maioria dos horarios de colheita em que as folhas foram
colhidas, com excecdo das 15 horas, o rendimento do 6leo essencial das folhas frescas e secas a
40°C foi semelhante, diferenciando-se apenas do rendimento das folhas secas a 60°C e 80°C, é
recomendavel seca-las, de preferéncia até 40°C, conforme relatos das referéncias citadas.

Os hordrios de colheita também influenciaram o rendimento do Oleo
essencial e este efeito parece estar relacionado com a temperatura, pois o periodo da manha, as 6
e 9 horas e o periodo da noite as 21 horas, foram os horarios em que o rendimento foi maior,
distinguindo do periodo da tarde, ou seja, horarios mais quentes do dia, das 12 as 18 horas, cujos
valores foram significativamente inferiores (Tabela 39). Mas, segundo Evans (1996) a formacao
de 6leos volateis, em geral, parece aumentar em temperaturas mais elevadas, apesar de dias muito
quentes levarem a uma perda excessiva do rendimento.

No entanto, os resultados apresentados no presente trabalho sdo opostos a
essa afirmativa, ndo podendo generalizar essa conceito; algumas espécies medicinais
apresentaram resultados semelhantes ao presente trabalho. Silva et al. (2003) averiguaram que em
Ocimum basilicum, o maior rendimento de 6leo essencial ocorreu no periodo da manha. Palé-
Padl et al. (2001) constataram uma correlacido negativa entre o rendimento do 6leo essencial com
o aumento da temperatura nas partes aéreas de Santolina rosmarinifolia. Blank et al. (2005)
estudaram os efeitos do horario de colheita e temperaturas de secagem em Melissa officinalis e
verificaram que o maior rendimento do 6leo essencial foi nas folhas frescas colhidas as 17 horas.

Segundo Reis & Mariot, (2000) os 6leos essenciais geralmente atingem o
rendimento mdximo nos hordrios da manha. Marchese & Figueira (2005) explicam que a maior
producdo dos 6leos essenciais € matutina, pelo fato de existir mais radiacdo fotossintéticamente
ativa (PAR) disponivel pela manhd e uma maior taxa fotossintética, e ainda, afirmam que a maior
producdo de terpenos, principalmente os monoterpenos, é dependente da fotossintese e ocorre nos
cloroplastos, através da via do metil-eritritol-fosfato. No final da manha e durante a tarde, devido
a elevacdo da temperatura do ar, hdA um aumento na respiragdo celular e uma diminuicdo da
condutancia estomdtica, provocando uma reducdo da fotossintese, contribuindo para a queda da
sintese de terpenos e do rendimento de dleo essencial nas plantas.

A composicdo quimica do Oleo essencial ndo foi influenciada pelos
tratamentos de secagem e hordrio de colheita, sendo identificadas as mesmas substincias em

todos os tratamentos, alterando apenas sua proporcdo relativa média. Foram identificadas 36
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substancias quimicas no 6leo essencial em ambos os tratamentos, totalizando em média 95% da
identificacdo, a proporcao relativa média de todas as substancias identificadas esta exposta nas
Tabelas 45 e 46. A principal classe de compostos encontrada foi a dos terpendides, em maior
quantidade os sesquiterpenos, e dentre 0os monoterpenos estao o-pineno, 3-pineno e o limoneno,
além de compostos aldeidos identificados como decanal e octadecanal.

As substancias identificadas em maior propor¢do no 6leo essencial foram
o E-cariofileno (16%), germacreno-D (14%), o-selineno (6,04%) e E-nerolidol (23,10%),
compreendendo 60% do total identificado, sendo estas as selecionadas para discussdo dos efeitos
dos fatores hordrios e temperatura, conforme expdem as Tabelas 40 e 41.

Os hordrios de colheita tiveram efeito significativo apenas para as
substancias E-cariofileno e E-nerolidol, cujas proporcdes relativas foram maiores nos periodos da
manha (6 horas) e da tarde (15 e 18 horas) respectivamente (Tabela 40). J4, com relagdo as
temperaturas de secagem, todas as substincias foram influenciadas, ocorrendo uma inversdao na
propor¢ao relativa com o aumento da temperatura, principalmente para o E-cariofileno e E-

nerolidol (Tabela 41).

Tabela 40. Composi¢do quimica (% relativa média) do Sleo essencial de folhas de P. umbellata

(L.) em fun¢do de horérios de colheitas.

Horarios de colheitas (horas)

Substancias (%)
06:00 09:00 12:00 15:00 18:00 21:00 Média

E-cariofileno 19,06a 16,26b 16,78b 13,85c 16,86b 16,22b 16,56
germacreno-D 15,04a 15,06a 14,71a 14,22a 12,92a 14,21° 14,39
o-selineno 6,28a 5,86a 6,02a 5,74a 5,95a 6,34° 6,04
E-nerolidol 21,06b  22,42b  23,12b  24,60a  25,77a 21,89b 23,10
TOTAL 61,3 59,77 60,64 58,49 61,43 58,9 60,09

Médias seguidas de mesma letra mintscula na linha nio diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p>0,05).
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Tabela 41. Composi¢do quimica (% relativa média) do Sleo essencial de folhas de P. umbellata

(L.) em fun¢do de temperaturas de secagem.

Temperaturas de secagem &)

Substancias (%) Folhas

40°C 60°C 80°C Média
frescas
E-cariofileno 25,00a 15,69 13,51c  11,83d 16,56
germacreno-D 18,84a 19,19a 15,08b 4,31b 14,39
o-selineno 7,62b 8,21a 6,12¢ 2,20d 6,04
E-nerolidol 16,44d 18,59¢ 24,95b  32,59° 23,10
TOTAL 67,88 61,72 59,8 50,77 60,04

Médias seguidas de mesma letra mintscula na linha nio diferem significativamente pelo teste Scott-Nott (p>0,05).

O E-cariofileno diminuiu pela metade com o aumento da temperatura,
passou de 25% nas folhas frescas para 11,83% nas folhas secas a 80°C, e o inverso ocorreu para o
E-nerolidol, que aumentou sua concentracdo com o aumento da temperatura de secagem (16,44%
para 32,59%). As substincias «-selineno e germacreno-D tiveram respostas similares, cujas
proporgdes relativas foram significativamente maiores nas plantas secas a 40°C, a partir dessa
temperatura houve um decréscimo dos valores de ambas as substancias.

Estes resultados podem estar ligados a volatilizacdo dos compostos de
menor massa molecular e conseqiientemente mais leves, neste caso o E-cariofileno e este efeito
provavelmente acarretou na maior concentracdo da propor¢do relativa de outros compostos
menos volateis.

A Figura 20 mostra a resposta de cada substancia nas diferentes
temperaturas de secagem em funcdo dos hordrios de colheita, observa-se o comportamento
inverso nas proporgdes relativas das substancias E-cariofileno e E-nerolidol tanto para as
temperaturas de secagem como para os hordrios de colheita. A maior propor¢do de E-cariofileno,
ocorreu pela manhd em folhas frescas e, para o constituinte E-nerolidol, as folhas colhidas as 15 e
18 horas e secas a 80°C obtiveram maior proporcdo. J4 as substincias germacreno-D e o-
selineno responderam de forma bem similar, durante todo o periodo do dia, no entanto, este fator

ndo apresentou uma relagcdo concisa com estas varidveis.
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Figura 20. Proporgdes relativas (%) das substancias E-cariofileno (a), E-nerolidol (b), a-selineno
(c) e germacreno-D (d) em folhas de P. umbellata em funcdo dos hordrios de colheitas e

diferentes temperaturas de secagem.

Perante as observacdes constatadas, nota-se influéncia do ritmo
circadiano, no entanto o processo de secagem parece ser mais influente na variagdo dos
constituintes quimicos presentes no 6leo essencial da espécie estudada. Contudo, pode haver uma
falsa ilusdo do acréscimo ou decréscimo de certas substancias no processo de secagem, devido os
valores serem expressos em proporcao relativa média, ou seja, com o aumento da temperatura de
secagem, as substancias mais volateis, de menor peso molecular, tendem a evaporar e, com isso,
a propor¢do relativa média das substancias presentes no 6leo essencial torna-se maior pelo fato da
quantidade de componentes presentes serem menores.

Para poder afirmar com maior garantia que o processo de secagem,

aumenta ou diminui a quantidade real da substincia na planta, seria necessdrio a comparacao do
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peso da massa molecular presente na folha com um padrao referencial. Contudo, esse processo
tornaria muito dispendioso e demorado, niao sendo vidvel para o objetivo deste trabalho.

Silva et al. (1999) constataram uma variagdo de mais de 80% na
concentragdo de eugenol no 6leo essencial da alfavaca (Ocimum gratissimum), o qual atingiu um
maximo em torno do meio-dia, hordrio em que foi responsavel por 98% do 6leo essencial, em
contraste com uma concentracdo de 11% em torno de 17 horas.

Angelopoulou et al. (2002) também observaram variagdo na composi¢ao
quimica do 6leo essencial de Virola surinamensis. Conforme o horéario do dia, o nivel relativo de
monoterpenos as 6 e as 21 horas foi o dobro do nivel ao meio-dia, ja o contetdo de elemicina foi
maior ao meio dia.

O hordrio de colheita e a secagem das folhas de Melissa officinalis
também influenciaram na composi¢cdo quimica do 6leo essencial. Os constituintes majoritarios 3-
citral e a-citral alcangaram valores acima de 86% nas folhas secas a 40°C e colhidas as 9 horas da
manha e as 15 horas (Blank et al. 2005).

Os niveis de coniina em Conium maculatum sdo maiores quando as
coletas sdo efetuadas pela manha (Elsohly, 1997), ja o contetdo total de taxanos em Taxus media
€ menor pela manha, aumentando durante o dia e atingindo um méiximo no final da noite
(Fairbairn, 1961, apud Globbo-Neto & Lopes, 2007). Em Porophyllum ruderale, o maior
rendimento de tanino ocorreu as 18 horas (Fonseca et al. 2007).

Observa-se que o ritmo circadiano e o processo de secagem sao fatores
que influenciam intensamente a concentracdo, ndo s6 dos constituintes de 6leos essenciais, mas
de diversos outros metabdlitos secunddrios de plantas medicinais, conforme os trabalhos
relatados e os resultados do presente trabalho, sendo possivel afirmar que estes fatores sdo de
grande relevancia no metabolismo secundario de plantas medicinais, pois, cada espécie tem uma
resposta diferente, portanto, devem ser levados em consideracdo nas pesquisas e cultivos

comerciais, visando a qualidade e padronizacao de produtos naturais.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Estudar o cultivo de plantas medicinais brasileiras e todos os aspectos que
o envolvem é um desafio, pela caréncia de estudos nacionais focados na drea fitotécnica atrelada
a fitoquimica, além de outras dreas que compreendem a pesquisa com plantas medicinais; mas
também uma necessidade incontestdvel, devido aos avancos dos desmatamentos e do
extrativismo das plantas medicinais nativas, cuja flora brasileira € alvo de interesses industriais
que visam principios ativos naturais de alto valor medicinal e econdmico.

Algumas consideracdes valem ser ressaltadas, fatores que ndo puderam
ser abordados nas andlises estatisticas e assim ndo foram expostos dentro do corpo do texto, pois
foram observacdes de campo que ndo entraram na discussdo dos resultados, mas que foram
imprescindiveis para a realizacdo e conducdo deste estudo e devem ser levadas em consideracao
para se obter sucesso no cultivo de P. umbellata.

O primeiro fator relevante foi a propagacdo do material vegetal em
viveiro de mudas para realizacdo dos experimentos propostos. Com a inten¢do de conhecer
melhor o comportamento da espécie em ambiente cultivado e também de levantar possiveis
demandas existentes de produtores de plantas medicinais a respeito de melhor producdo dessa
cultura, resolveu-se visitar um produtor de pariparoba, que por sinal, foi o tnico encontrado na
época de realizacdo do presente trabalho. As recomenda¢des dadas por ele para propagar material
vegetal foram as seguintes: escolher estacas pequenas com apenas uma gema, de preferéncia que

esteja ativa, ou seja, soltando brotos, mais lenhosas que tenras, utilizar substrato rico em matéria
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orginica e manté-lo constantemente Umido e, principalmente, sob sombreamento até o
pegamento das mudas.

Essas informacdes foram indispensdveis para o sucesso na propagacao
das mudas, cujas recomendagdes foram seguidas, porém contestadas na drea académica, pelo fato
de se utilizar apenas uma gema para propagar as estacas. Em geral, o conhecimento popular nao é
valorizado no meio académico, no entanto, esses resultados comprovam que a observagao didria e
experimentacdo empirica da natureza por pessoas que convivem nela devem ser valorizadas e
respeitadas.

Outro fator que foi importante para o estabelecimento e manutencio das
plantas no campo durante o periodo de dois anos foi o consércio das plantas de pariparoba com as
de feijao guandu. Esta espécie trouxe muitos beneficios além do sombreamento das plantas que
era o objetivo principal, entre elas, o controle de formigas cortadeiras, cuja area dos experimentos
apresenta certa infestacdo desses insetos que preferiram atacar as plantas de guandu ao invés das
de pariparoba; dispensando o controle quimico, visto que se trata de uma espécie medicinal e ndo
se recomenda a utiliza¢do de agrotxicos no controle de pragas, doengas e plantas invasoras.

Além de controlar o ataque de formigas, observou-se também controle de
plantas invasoras, devido ao sombreamento proporcionado por essa espécie juntamente com as
plantas de pariparoba e também pela poda e incorporagdo da biomassa vegetal produzida pelas
plantas de guandu, e com isso aumentou o intervalo de capinas nos experimentos; foi observada
também um equilibrio de insetos praga, como pulgdes, pela ocorréncia de inimigos naturais,
como as ‘“joaninhas”, devido provavelmente ao ambiente proporcionado pelo consércio das
espécies.

Um beneficio também bem interessante verificado, porém nao
computado, € a producdo de feijao vagem e lenha oriunda da poda dos ramos laterais das plantas
de guandu, como alternativas de renda para o produtor entre as colheitas de pariparoba. Perante
essas observagdes de campo e os resultados apresentados no presente trabalho, pode-se afirmar
que a espécie P. umbellata é passivel de cultivo em consdrcio com espécie de maior porte, com
produtividade e rentabilidade atraentes para o produtor, principalmente pelos beneficios de
reducdo de gastos e alternativas de renda.

Outras consideragdes também sdo vdlidas a respeito dos resultados

alcancados. Nos estudos sobre espacamentos de plantas é imprescindivel relaciond-los com a
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densidade de plantas por érea, apesar de a maior producdo de biomassa foliar ter sido verificada
no maior espacamento de plantas, a produgdo por drea total foi maior nas plantas mais adensadas
e esses resultados sdo de grande valia quando se pensa na maior produtividade por area.

A selecdo de material genético também € um fator relevante, visto a
variacdo interpopulacional encontrada na producdo de biomassa e dleo essencial na espécie
estudada, as plantas procedentes de Jundiai mostraram-se promissoras para producdo dessas
varidveis. Logo, caso o interesse esteja em algum composto especifico, como no caso do E-
nerolidol, essa populacdo ja ndo € interessante, mas caso o interesse seja 0 germacreno-D, sim.
Visando a qualidade quimica do 6leo essencial, ¢ importante a avaliacdo da melhor época de
colheita, conforme o interesse das substadncias que o compdem, como constatado existe uma
variacdo considerdvel das substancias, conforme a idade das plantas e/ou época de colheitas, bem
como acessos populacionais diferentes. Portanto, recomenda-se a selecdo de material genético
conforme o interesse.

Nao s6 € importante selecionar material genético, idade das plantas e/ou
época de colheitas, como também o hordrio ideal de se colher, no caso da espécie P.umbellata ira
depender do interesse; para producdo de 6leo essencial recomenda-se colher no periodo da
manhd, para producdo de extrato foliar e 4-nerolidilcatecol no periodo da tarde, e assim
provavelmente deve ocorrer com outras espécies medicinais.

E uma ultima consideragdo, é com relac@o a temperatura de secagem, pois
¢ um fator que afeta diretamente a qualidade quimica das plantas medicinais. Para P. umbellata
recomenda-se a secagem das folhas a 40°C visando a producdo do OGleo essencial, ja para
producdo de extrato bruto foliar e de 4NC recomenda-se ndo secar o material vegetal.

Os objetivos deste trabalho foram alcangados e espera-se que as
informacdes fornecidas possam servir de subsidios uteis as classes produtora e consumidora de
plantas medicinais, em especial de P. umbellata, e também, como contribui¢do cientifica para
conservacdo e utilizacdo racional da espécie, com a producdo em escala comercial como
alternativa da atividade agricola e essencial para o fornecimento de matéria-prima de qualidade.

Contudo, o presente trabalho ndo exauriu as informagdes a respeito do
cultivo desta espécie, sugere-se que as pesquisas continuem em outras dreas afins ainda nao

estudadas e também o maior aprofundamento dos resultados até aqui alcancados.
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9. CONCLUSOES

*Espacamento de plantas:

Os espacamentos estudados influenciaram as plantas de P. umbellata,
sendo que as maiores producdes de biomassa foliar, 6leo essencial e extrato bruto foliar
ocorreram no espacamento 0,5 x 0,5 metros entre plantas (40.000 plantas ha™), portanto
recomenda-se a utilizacdo do menor espacamento, visto que acomoda uma maior quantidade de

plantas em um menor espaco fisico ocupado, sendo economicamente vidvel.

*Idade de colheita:

A idade de colheita tem influéncia sobre as plantas de P. umbellata, sendo
que a idade ideal dependerd do interesse: para obten¢do de biomassa, 6leo essencial e extrato
bruto foliar recomenda-se colheita das plantas aos 6 meses apds o transplantio e para producao de

4-NC aos 12 meses apds o transplantio.

* Populacoes de plantas:
Existe diferencas entre os materiais genéticos estudados e a populacao de

Jundiai mostrou-se mais promissora para a producdo de biomassa e 6leo essencial.
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*Sazonalidade:

Existe variacdo sazonal na producdo de biomassa foliar, teor e
composi¢do quimica do dleo essencial, sendo que as maiores producdes de biomassa foliar
ocorreram nas estacdes do outono e verdo e na primavera o menor teor de 6leo essencial, nao

sendo recomendada a colheita das folhas nesta época para extracdo de 6leo essencial.

* Horario de colheita:
O hordrio de colheita influencia as caracteristicas fitoquimicas do extrato
e do dleo essencial, recomendando-se a colheita no periodo da manha para extragdo do 6leo

essencial e no periodo da tarde para extracdo do extrato bruto e do comsposto 4NC.

*Temperatura de secagem:
O processo de secagem influéncia as caracteristicas fitoquimicas de
P.umbellata, recomendando-se a utilizacdao de folhas frescas para a produgdo do extrato e do

composto 4NC e secagem a 40°C para producao de 6leo essencial.
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Apéndice 1. Protocolo de preparo e obtencdo do extrato bruto de folhas
de P. umbellata

Objetivo

Otimizar as condicdes para a obten¢do do extrato bruto de folhas de P.
umbellata.

Metodologia

1. Determinacio do solvente de extracao

Folhas de P.umbellata coletadas no municipio de Jundiai/SP em abril de
2007 foram secas em estufa a 40°C por 48 horas, tempo suficiente para estabilizacdo da massa da
matéria seca. Posteriormente pulverizadas em moinho tipo “Wiley”. Duas aliquotas de 5,00
gramas do material seco foram colocadas em erlenmeyers, juntamente com 40 mL de metanol e
etanol respectivamente, € armazenadas em local escuro durante um periodo de 108 horas (4 dias e
12). ApOs esse periodo os respectivos extratos foram filtrados, concentrados em rotaevaporador e

calculados os rendimentos, conforme o resultado apresentado na Tabela 42.

Tabela 42. Rendimento dos extratos foliares de P.umbellata em funcdo de tipos de solventes.

Solvente Rendimento (mg) Rendimento %
Metanol 650 13,0
Etanol 330 6,6

2. Determinacao da relacao planta:solvente e do tempo de extracio.

Quatro aliquotas de 5,00 gramas do material tamisado foram
acondicionadas em erlenmeyer, devidamente identificados e vedados com aluminio para protecao
da luminosidade, juntamente com 25, 50, 75 e 100 mL de metanol, (P.A. marca “Synth”).

Os extratos metandlicos, contendo as respectivas quantidades do solvente,
foram testados em diferentes tempos e métodos de maceracao: maceragdo mecanica com agitacao
em temperatura ambiente por 60 e 120 minutos em mesa agitadora com rotacao constante de 150
rpm e maceragdo estdtica por um periodo de 24 horas.

Ap6s os periodos de extragdo estabelecidos, os extratos foram filtrados
para frascos ambar, previamente pesados e identificados, em seguida foram concentrados em
rotaevaporador, com pressao reduzida e temperatura de 40°C, até a evaporacdo total do solvente,

para posterior cdlculo do rendimento, conforme apresenta a Tabela 43. Visando a maximizagdo
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do trabalho e perante os resultados apresentados, foram estipulados a relacdo planta:solvente 1:10
(50,0 mL de metanol para 5,00 gramas de planta) com um tempo de agitacio de 1 hora, devido ao
pouco acréscimo no rendimento dos extratos a partir da quantidade de 50,0mL de metanol e do

tempo de uma hora de extragdo para maiores periodos de extracdo.

Tabela 43. Rendimento (%) dos extratos metandlicos de P. umbellata em funcido de quantidade

de solvente, tempo e processo extrativo. UNESP/Botucatu, 2009.

Quantidade Tempo/modo de extragdo
lvent
SO(I\IIE; ) 1 hora agitagao 2 horas agitac@o 24 horas maceracgio
25 ,0 4,2 3,8 4,4
50,0 10,4 11,6 7.5
75,0 12,3 13,1 9,2

100,0 14,5 14,0 11,8
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Apéndice 2. Protocolo de isolamento da substincia 4-nerolidilcatecol a

partir de raizes de P. umbellata.

Objetivo
Isolar uma quantidade suficiente de 4-nerolidilcatecol para realizar a

quantificacdo da substancia nos extratos brutos foliares da espécie em questao.

Metodologia

Raizes de P. umbellata foram coletadas no municipio de Jundiai-SP e
levadas para Instituto Agrondémico de Campinas, onde foram lavadas e secas em estufas de
secagem a 40°C, até a estabilizacdo total do peso. O material vegetal seco foi pulverizado em
moinho de facas tipo “Wiley” e submetido ao processo de tamisacao (20 mesh).

Cerca de 2,00 quilos de raizes pulverizadas foram percolados utilizando
aproximadamente 2,0 litros de metanol (P.A. “Synth”) durante 48 horas e armazenados em vidros
ambares em ambiente fechado e temperatura ambiente. Apds esse periodo o material foi filtrado a
vacuo através de placa sinterizada acoplada a um kitassato e, em seguida concentrado em
rotaevaporador a 40°C.

Uma aliquota de 100mg do extrato seco de raizes foi ressuspendida em
metanol grau CLAE e aplicada com capilar em placa cromatografica preparativa de vidro com
silica gel (Merck), e em seguida eluida com hexano:acetato de etila (80:20).

Ap6s o término da eluicdo (01h30min), a placa foi retirada da cuba e
deixada em capela até a total evaporacdo do solvente, para posterior visualizacio em camara
ultravioleta (284nm e 366nm). Foram identificadas quatro fracdes, as quais foram demarcadas e

separadas com auxilio de uma espatula (Figura 21).
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Figura 21. Placa cromatogréfica contendo as fracdes isoladas do extrato metandlico de raizes de

P. umbellata.

Cada fracdo foi acondicionada em erlenmeyers, juntamente com 10 mL
da solu¢do de hexano:acetato de etila (1:1) e agitada por alguns minutos. As solu¢des foram
filtradas a vacuo em funil de placa sinterizada, transferidas para baldes de fundo redondo,
concentradas em rotaevaporador e armazenadas em freezer (-18°C) até o momento da andlise por
Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) para A identificacio da substincia
4-nerolidilcatecol (Figura 22). A fragdo 2A foi identificada, como sendo a substincia 4-

nerolidilcatecol, por comparacdo do espectro com o de literatura (Perazzo, 2005).
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Central Andlitics Aml160 cdcl3/tri-res outlScanHé

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Temp. 235.0 C / 298.1 K
INOVA-500 *inova500%

Relax. delay 0.010 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 3.277 sec
Width 10000.0 Hz
16 repetitions
H1, 499. MHz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536
Total time 0 min, 52 sec

T
10 9 8
JE— JA— [T
2.10 0.43 21.99
1,00 3.96 0,70

Figura 22. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio da substancia 4-

nerolidilcatecol.
338082 55858 82538337
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Figura 23. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio da substancia 4-

nerolidilcatecol identificada por Perazzo (2005).
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Para a obtencdo de maior quantidade dessa substancia, o extrato
metandlico bruto de raizes foi submetido a cromatografia de adsor¢do em coluna (450 mm x 40
mm) com 50,0 gramas de silica gel (Merck) empacotada com hexano grau CLAE, utilizando
como eluente hexano:acetato de etila com polaridade crescente (90:10; 80:20; 10:10).

Foram coletadas 12 fragdes (Tabela 44), as quais foram concentradas em
rotaevaporador. As fracdes concentradas foram ressuspendidas, aplicadas em placas
cromatograficas e depois visualizadas em camara ultra-violeta para andlise comparativa com a
fracdo 2A (Figura 24). As fragdes 10 e 11 contendo 4-nerolidilcatecol foram reunidas e
purificadas por cromatografia preparativa, resultando em 60 mg.

Para confirmag¢do da substincia isolada 4-nerolidilcatecol, foi injetada
uma amostra em Cromatografia Liquida de Alta Efici€éncia acoplada a espectrometro de massas

(Figura 25).

Figura 24. Placa cromatogrifica comparativa contendo as 12 fragdes coletadas em

cromatografia em coluna, a fracdo 2A identificada na RMN e as 3 fracOes coletadas na

cromatografia preparativa de P. umbellata.
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Tabela 44. Fracoes 1 a 12 coletadas na coluna cromatogréifica com os eluentes hexano: acetato

de etila com polaridade crescente.

FracOes coletadas

Eluentes - Hexano: Acetato de Etila

1-7 9:1
8-11 8:2
12 1:1

Print Date: 28 May 2008 15:22:36

Sample: 28050802 am 5

MCounte! 00.0:400.0>(-)

MS Data Review All Plots - 5/28/2008 3:22 PM

File: c:\Irp\2008\herbicidas data 2008\maio\28050802 am 5.xms
Scan Range: 1 - 434 Time Range: 0.06 - 9.99 min.

Operator: MARIA/RAQUEL
Date: 5/28/2008 3:10 PM

MCoun$s100.0:400.0>(-)

i 3

3 T —T PR ALir Sanaasannr .
minutes
[Spectrum 1A
BP 313.1120 (1.466e+8=100%) 28050802 am 5.xms 1.501 min. Scans: 65-69 100.0:400.0>(-) lon: NA RIC: 2.802e+8 (BC),
- 313.1120

100% 1.485e+8 J
75% -
50% .
25%-] 314f2160 ]

3.348e+7 371.1520

2.426e+7

09 I I il [
160 150’ 260 250 3bo 3f0 abo

Figura 25. Espectro de massas da substincia 4-nerolidilcatecol identificada por

CLAE - EM.
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Apéndice 3. Composicdo quimica do 6leo essencial de folhas de P.

umbellata do experimento de hordrios de colheita x temperaturas de secagem.

Tabela 45. Porcentagem média relativa (%) de todas as substincias quimicas identificadas no

6leo essencial de folhas de P. umbellata em funcdo dos hordrios das colheitas.

Substancias Horarios de colheitas (horas)
Quimicas 06:00 09:00 12:00 15:00 18:00 21:00
o-pineno 0,52 0,52 0,56 0,39 0,41 0,49
B-pineno 0,75 0,71 0,75 0,59 0,56 0,66
Limoneno 0,02 0,06 0,13 0,05 0,07 0,08
Decanal 0,59 0,86 0,61 0,90 0,67 0,72
d-elemeno 0,57 0,34 0,49 0,38 0,43 0,46
o-cubebeno 0,88 0,77 0,69 0,65 0,70 0,83
Ciclosativeno 0,11 0,04 0,10 0,14 0,12 0,15
Ol-copaeno 1,65 1,51 1,51 1,24 1,39 1,51
-bouborneno 0,00 0,00 0,04 0,03 0,05 0,04
B-cubebeno 0,18 0,19 0,16 0,15 0,14 0,15
B-elemeno 2,73 2,54 2,58 2,37 2,62 3,01
Octadecanal 0,20 1,10 0,19 0,32 0,20 0,27
E-cariofileno 19,05 16,47 16,91 13,96 16,77 16,21
B-gurjuneno 1,05 0,90 0,83 0,77 0,94 0,96
Aromadendreno 0,57 0,40 0,45 0,39 0,51 0,50
o-humuleno 1,72 1,40 1,51 1,42 1,52 1,53
cis-muurola-4(14)-5 dieno 0,39 0,34 0,35 0,37 0,32 0,36
Y-muuroleno 2,03 1,64 1,76 1,53 1,82 1,91
Germacreno-D 14,97 15,20 14,91 14,13 12,79 14,34
B-selineno 0,76 0,65 0,57 0,67 0,75 0,89
cis-B-guaieno 0,69 0,70 0,64 0,64 0,38 0,19
o-selineno 6,24 5,87 6,05 5,67 5,96 6,41
o-muuroleno 0,80 0,68 0,66 0,62 0,70 0,76
E.E, o-farneseno 1,06 1,05 1,09 1,03 1,02 1,19
Y-cadineno 1,67 1,48 1,49 1,52 1,63 1,62
d-cadineno 4,06 3,42 3,56 3,26 4,14 3,63
Cubeneno 0,27 0,18 0,23 0,21 0,26 0,21
o-cadineno 0,27 0,18 0,23 0,18 0,25 0,22
o-calacoreno 0,28 0,20 0,25 0,20 0,29 0,24
E-nerolidol 21,04 22,23 22,77 24,73 25,91 21,94
Espatulenol 1,40 2,37 1,48 1,94 1,31 1,89
Oxido-cariofileno 3,39 3,94 3,66 3,87 3,88 4,33
1-epi-cubenol 0,66 0,59 0,68 0,82 0,69 0,70
epi-a-cadinol 1,75 1,99 2,01 2,52 2,15 2,16
Cubenol 1,06 1,16 1,17 1,48 1,16 1,19
o-muurolol 1,37 1,61 1,61 2,14 1,75 1,72

TOTAL 94,76 93,30 92,65 91,24 94,27 93,46
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Tabela 46. Porcentagem média relativa (%) de todas as substincias quimicas identificadas no

6leo essencial de folhas de P.umbellata em funcdo das temperaturas de secagem.

Substancias Temperaturas de secagem (°C)
Quimicas FOLHAS FRESCAS 40°C 60°C 80°C
Q-pineno 0,66 0,89 0,35 0,02
B-pineno 1,12 1,13 0,40 0,04
Limoneno 0,05 0,09 0,03 0,10
Decanal 2,07 0,69 0,13 0,02
d-elemeno 0,62 0,48 0,38 0,30
a-cubebeno 0,49 1,08 0,86 0,58
Ciclosativeno 0,00 0,00 0,00 0,44
Ol-copaeno 1,32 1,91 1,54 1,10
-bouborneno 0,00 0,00 0,00 0,10
-cubebeno 0,22 0,23 0,14 0,06
B-elemeno 2,50 2,92 2,72 2,41
Octadecanal 0,63 0,18 0,68 0,03
E-cariofileno 25,00 15,66 13,44 12,15
B-gurjuneno 0,72 1,34 0,93 0,65
Aromadendreno 0,26 0,61 0,48 0,54
a-humuleno 1,80 1,46 1,36 1,45
cis-muurola-4(14)-5 dieno 0,34 0,68 0,36 0,04
Y-muuroleno 1,40 2,09 1,76 1,87
Germacreno-D 18,83 19,27 15,13 4,34
B-selineno 0,71 0,99 0,75 0,41
cis-p-guaieno 0,43 0,45 0,61 0,68
a-selineno 7,59 8,20 6,14 2,22
o-muuroleno 0,74 0,81 0,64 0,63
E.E, o-farneseno 1,87 1,34 0,89 0,19
Y-cadineno 1,27 1,86 1,76 1,38
d-cadineno 3,03 4,12 3,73 3,83
Cubeneno 0,26 0,28 0,21 0,15
a-cadineno 0,14 0,27 0,23 0,25
a-calacoreno 0,00 0,25 0,27 0,45
E-nerolidol 16,46 18,56 25,02 32,38
Espatulenol 0,12 0,81 2,08 3,91
Oxido-cariofileno 1,61 3,27 5,51 5,00
1-epi-cubenol 0,41 0,56 0,82 0,97
Epi-a-cadinol 1,77 1,70 2,30 2,62
Cubenol 0,82 0,82 1,25 1,93
o-muurolol 1,53 1,36 1,58 2,34

TOTAL 96,76 96,37 94,44 85,54
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Apéndice 4. Composicdo quimica do 6leo essencial de folhas de P.

umbellata do experimento de espacamentos entre plantas x idades de colheita.

Tabela 47. Porcentagem média relativa (%) de todas as substancias quimicas identificadas no 6leo

essencial de folhas de P. umbellata em fungdo dos espacamentos entre plantas e das idades de

colheita.
Idade de colheita
Substancias 6 meses 12 meses
Espacamentos
0,5x0,5 0,5x 0,75 0,5x1,0 0,5x0,5 0,5x 0,75 0,5x1,0

Q-pineno 0,02 0,06 0,03 0,25 0,28 0,03
B-pineno 0,13 0,24 0,19 0,48 0,44 0,03
d-elemeno 4,41 3,87 3,91 2,46 2,46 2,32
o-cubebeno 1,55 1,53 1,52 1,70 1,71 1,83
Ciclosativeno 0,60 0,10 0,06 0,28 0,27 0,31
Ol-copaeno 2,25 2,12 2,22 2,51 2,42 2,66
B-cubebeno 0,46 0,41 0,47 0,52 0,52 0,54
B—elemeno 2,01 1,61 2,82 2,14 1,82 1,96
E-cariofileno 7,03 8,04 6,01 7,64 7,64 7,16
B-gurjuneno 1,23 1,33 1,18 1,78 1,75 1,94
Aromadendreno 0,47 0,55 0,56 1,16 0,97 0,89
o-humuleno 0,83 0,98 0,75 0,69 0,78 1,02
cis-muurola- 4(14)-5 dieno 1,05 1,33 1,13 1,09 0,96 0,59
Y-muuroleno 3,17 3,25 2,97 4,77 4,81 5,16
Germacreno-D 41,48 40,03 39,58 20,58 20,60 19,34
B-selineno 0,45 0,39 0,59 0,97 0,69 0,78
cis- B-guaieno 2,28 2,43 2,31 3,15 3,23 3,45
o-selineno 9,85 8,97 10,15 7,08 6,79 6,96
o-muuroleno 0,03 0,03 0,03 1,10 1,04 1,15
E.E, o-farneseno 0,98 0,72 1,15 0,86 0,67 0,75
Y-cadineno 2,54 2,83 2,56 3,73 3,78 4,03
d-cadineno 5,55 6,37 5,55 9,58 9,66 10,33
Cubeneno 0,43 0,49 0,46 0,44 0,40 0,47
o-cadineno 0,32 0,44 0,37 0,52 0,49 0,52
a-calacoreno 0,27 0,27 0,22 0,59 0,61 0,64
E-nerolidol 0,70 0,51 1,07 2,93 3,07 3,22
Espatulenol 0,80 0,91 1,38 3,73 4,48 4,16
Oxido-cariofileno 1,04 1,24 1,43 2,97 3,27 2,78
1-epi-cubenol 1,42 1,69 1,67 3,72 4,16 3,71
epi-o-cadinol 1,13 1,31 1,37 1,87 1,98 1,95
Cubenol 0,27 0,27 0,35 0,58 0,60 0,58
o-muurolol 1,25 1,41 1,83 2,51 2,54 2,56

TOTAL 96,02 95,70 95,85 94,33 94,86 93,78
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Apéndice 5. Composicdo quimica do 6leo essencial de folhas de P.

umbellata do experimento de populacdes de plantas x sazonalidade.

Tabela 48. Porcentagem média relativa (%) de todas as substincias quimicas identificadas no

6leo essencial de folhas de P. umbellata da populacdo de Piquete/SP em funcao da sazonalidade.

Sazonalidade
Substancias - ~
Inverno Primavera Verao Outono

Q-pineno 0,28 0,69 0,34 0,34
B-pineno 0,30 0,81 0,47 0,65
Decanal 0,15 0,15 0,32 0,24
d-elemeno 0,22 0,19 0,55 0,86
o-cubebeno 1,06 0,90 1,33 1,27
Ciclosativeno 0,19 0,03 0,08 0,14
Ol-copaeno 2,32 1,52 2,09 1,98
B-cubebeno 0,34 0,03 0,39 0,28
B-elemeno 2,76 1,23 3,14 3,42
Octadecanal 0,03 0,10 0,03 0,03
E-cariofileno 17,96 14,67 13,38 11,13
B-gurjuneno 1,62 1,08 1,68 1,41
AromadeQOreno 1,04 0,69 0,84 0,68
o-humuleno 1,55 1,36 0,64 1,10
cis-muurola-4(14)-5 dieno 1,02 0,86 1,15 1,05
Y-muuroleno 2,51 1,93 2,60 2,42
Germacreno-D 10,53 8,36 21,37 22,53
B-selineno 1,64 0,81 1,32 1,88
cis-p-guaieno 0,03 0,94 0,49 0,03
o-selineno 8,40 4,80 10,27 9,36
o-muuroleno 1,07 0,82 1,23 0,76
E.E, o-farneseno 1,23 0,66 1,73 1,29
Y-cadineno 2,48 1,93 3,43 2,49
d-cadineno 7,91 5,88 3,25 5,04
Cubeneno 0,39 0,27 0,44 0,28
a-cadineno 0,43 0,35 0,36 0,29
o-calacoreno 0,59 0,53 0,29 0,26
E-nerolidol 16,26 30,26 12,99 11,99
Espatulenol 1,27 1,32 1,04 2,40
Oxido-cariofileno 4,56 5,12 3,34 4,25
1-epi-cubenol 0,51 0,92 0,65 0,59
epi-a-cadinol 2,02 2,27 1,77 2,32
Cubenol 1,03 1,05 0,81 1,11
o-muurolol 1,68 2,04 1,62 1,83

TOTAL 95,33 94,53 95,38 95,65
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Tabela 49. Porcentagem média relativa (%) de todas as substincias quimicas identificadas no

6leo essencial de folhas de P. umbellata da populacdo de Jundiai/SP em fun¢do da sazonalidade.

Sazonalidade
Substincias : —
Inverno Primavera Verao Outono

Q-pineno 0,37 0,06 0,02 0,12
-pineno 0,44 0,24 0,02 0,25
Decanal 0,01 0,00 0,02 0,08
d-elemeno 3,36 3,87 3,22 2,76
o-cubebeno 1,52 1,53 1,51 1,75
Ciclosativeno 0,09 0,00 0,20 0,14
Q-copaeno 2,06 2,12 2,09 1,72
B-cubebeno 0,27 0,41 0,34 0,40
B-elemeno 2,73 1,61 1,47 3,28
Octadecanal 0,03 0,00 0,03 0,22
E-cariofileno 7,76 8,04 8,05 8,77
B-gurjuneno 1,48 1,33 1,66 1,43
Aromadendreno 0,71 0,55 0,69 0,62
a-humuleno 0,89 0,98 0,59 0,66
cis-muurola-4(14)-5 dieno 1,09 1,33 1,26 0,93
Y-muuroleno 3,87 3,25 4,19 3,19
germacreno-D 27,96 40,03 28,73 30,36
B-selineno 0,90 0,39 0,19 2,49
cis-p-guaieno 2,05 2,00 3,14 0,14
o-selineno 9,16 8,97 7,34 9,65
o-muuroleno 0,44 0,03 0,94 0,70
E.E, o-farneseno 1,15 0,72 0,62 1,20
Y-cadineno 3,24 2,83 3,67 2,77
d-cadineno 6,69 6,37 8,33 6,02
Cubeneno 0,34 0,45 0,38 0,29
a-cadineno 0,49 0,44 0,52 0,33
o-calacoreno 0,41 0,30 0,49 0,26
E-nerolidol 2,22 0,51 1,60 5,49
Espatulenol 2,63 0,98 2,68 2,39
Oxido-cariofileno 2,48 1,35 2,34 1,56
1-epi-cubenol 1,43 0,27 2,59 2,43
epi-a-cadinol 1,25 1,56 2,11 1,36
Cubenol 0,72 1,08 0,33 0,44
o-muurolol 1,79 1,48 1,71 1,42

TOTAL 92,02 95,07 93,00 95,58
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Tabela 50. Porcentagem média relativa (%) de todas as substincias quimicas identificadas no

Oleo essencial de folhas de P. umbellata da populacdo de Iporanga/SP, em funcdo da

sazonalidade
Sazonalidade
Substincias : ~
Inverno Primavera Verao Outono

o-pineno 0,42 0,56 0,98 0,53
B-pineno 0,49 0,68 1,12 0,79
Decanal 0,03 0,03 0,03 0,14
d-elemeno 0,99 0,87 1,38 1,01
a-cubebeno 1,16 0,94 1,28 1,31
Ciclosativeno 0,13 0,06 0,03 0,16
Ol-copaeno 2,52 1,78 1,89 2,12
B-cubebeno 0,30 0,03 0,03 0,21
B-elemeno 3,30 1,80 3,43 5,52
Octadecanal 0,03 0,03 0,10 0,17
E-cariofileno 18,87 13,84 12,19 11,81
B-gurjuneno 1,35 1,25 1,37 1,26
Aromadendreno 0,90 0,76 0,77 0,65
o-humuleno 1,73 1,12 1,28 1,37
cis-muurola-4(14)-5 dieno 1,04 1,32 1,20 0,99
Y-muuroleno 3,05 2,64 2,84 2,57
Germacreno-D 12,44 13,76 20,06 19,66
B-selineno 1,81 1,01 1,52 2,41
cis-p-guaieno 0,03 1,44 0,57 0,17
a-selineno 9,05 6,78 10,47 11,74
o-muuroleno 0,92 0,82 0,59 0,42
E,E, o-farneseno 1,49 0,87 1,45 2,06
Y-cadineno 2,15 2,30 2,41 2,12
d-cadineno 6,36 6,06 5,19 4,71
Cubeneno 0,33 0,30 0,28 0,24
o-cadineno 0,36 0,38 0,37 0,21
o-calacoreno 0,45 0,46 0,33 0,16
E-nerolidol 12,46 20,42 11,47 11,70
Espatulenol 1,52 1,35 1,25 1,90
Oxido-cariofileno 4,46 4,32 3,52 3,97
1-epi-cubenol 0,59 1,42 1,17 1,28
epi-o-cadinol 1,21 1,93 1,66 1,39
Cubenol 0,81 0,69 0,60 0,58
o-muurolol 1,29 2,12 1,87 1,77

TOTAL 93,98 94,09 94,65 97,03
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Tabela 51. Porcentagem média relativa (%) de todas as substincias quimicas identificadas no

6leo essencial de folhas de P. umbellata da populacio de Barra do Turvo-SP em funcdo da

sazonalidade.
Sazonalidade
Substancias - ~
Inverno Primavera Verao Outono

o-pineno 0,52 0,38 0,63 0,50
-pineno 0,60 0,53 0,78 0,78
Decanal 0,13 0,03 0,03 0,19
d-elemeno 1,13 0,85 1,54 1,19
o-cubebeno 1,14 0,70 1,28 1,38
Ciclosativeno 0,10 0,03 0,03 0,09
Ol-copaeno 2,34 1,33 1,87 2,18
B-cubebeno 0,28 0,07 0,17 0,22
B-elemeno 3,38 1,53 2,96 5,07
Octadecanal 0,03 0,03 0,03 0,20
E-cariofileno 18,66 11,59 11,81 11,22
B-gurjuneno 1,31 1,03 1,41 1,39
Aromadendreno 0,78 0,59 0,85 0,71
o-humuleno 1,52 0,98 1,27 1,32
cis-muurola-4(14)-5 dieno 0,94 0,99 1,20 1,01
Y-muuroleno 2,88 2,25 2,92 2,83
Germacreno-D 13,91 12,71 21,43 20,54
B-selineno 1,79 0,90 1,39 2,38
cis-p-guaieno 0,03 1,41 0,56 0,36
a-selineno 9,34 6,11 10,71 11,65
o-muuroleno 0,85 0,74 0,24 0,80
E.E, o-farneseno 1,51 0,87 1,28 1,92
Y-cadineno 2,08 2,19 2,40 2,20
d-cadineno 5,78 5,76 5,46 4,89
Cubeneno 0,29 0,16 0,38 0,25
o-cadineno 0,34 0,35 0,39 0,27
o-calacoreno 0,34 0,47 0,31 0,15
E-nerolidol 12,23 23,51 10,73 10,47
Espatulenol 1,43 1,88 1,22 1,85
Oxido-cariofileno 4,54 5,45 3,60 3,67
1-epi-cubenol 1,42 1,84 1,25 1,42
epi-o-cadinol 1,50 2,39 1,79 1,50
Cubenol 0,61 0,95 0,69 0,65
o-muurolol 1,56 2,39 1,90 1,60

TOTAL 95,26 92,94 94,49 96,83
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Apéndice 6. Dados meteorolégicos de temperatura (maxima, minima e
média), precipitacdo, umidade relativa e radiacdo solar do periodo em que o experimento foi

mantido em campo, coletados na Estacdo Meteorologica da UNESP-Botucatu/SP.
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Figura 26. Temperaturas minima, média e maxima registradas (C°) na Fazenda Experimental
Lageado — UNESP/Botucatu, durante o periodo de agosto de 2006 a agosto de 2008. Fonte:
Estacdo Meteorolégica da UNESP-Botucatu/SP.
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Figura 27. Precipitacdo pluviométrica (mm) registrada na Fazenda Experimental Lageado —
UNESP/Botucatu, durante o periodo de agosto de 2006 a agosto de 2008. Fonte: Estacdo
Meteorolégica da UNESP-Botucatu/SP.
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Figura 28. Umidade relativa (%) registrada na Fazenda Experimental Lageado -
UNESP/Botucatu, durante o periodo de agosto de 2006 a agosto de 2008. Fonte: Estacdo
Meteoroldgica da UNESP-Botucatu/SP.
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Figura 29. Radiacdo solar (cal.cm™) registrada na Fazenda Experimental Lageado-
UNESP/Botucatu, durante o periodo de agosto de 2006 a agosto de 2008. Fonte: Estacdo
Meteoroldgica da UNESP-Botucatu/SP.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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