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1.2Resumo

Os 6leos essenciais sdo amplamente utilizados para conferir aroma e
sabores especiais a produtos alimenticios e de higiene oral, perfumaria,
produtos de limpeza, também s&o fonte de principios ativos para a industria
farmacéutica. A prospeccdo de espécies aromaticas na Floresta Atlantica, com
expressiva biodiversidade pode representar a descoberta de novos 6leos
essenciais com grande potencial aromatico ou farmacoldgico, com isso
aumentara a viabilidade de manejo sustentavel neste ecossistema tdo agredido
e com tanta necessidade de preservacdo. Este projeto visa realizar a
prospeccdo de espécies aromaticas em um segmento de campos gerais da
Floresta Atlantica do Estado do Parana, e desenvolver protocolo de
multiplicacdo das espécies promissoras. As coletas dos materiais vegetais
(folhas de espécies aromaticas) para a extracdo do 6leo essencial e exsicatas
para a identificacdo botanica das espécies, serdo realizadas nas Reservas
Particulares do Patrimonio Natural (RPPNs) Butuguara e Caminhos das
Tropas, areas continuas e de mesmo proprietario, com 228 hectares e 189
hectares respectivamente, no municipio de Palmeiras - PR, com formacdes de
campos nativos. O material vegetal serd coletado de espécies vegetais que
apresentarem-se aromaticas ou que tenham sido anteriormente relatadas na
literatura em relacdo as propriedades aromaticas. A extracdo do 6leo essencial
sera realizada por hidrodestilacdo utilizando-se folhas frescas e desidratadas
ao ambiente. Em seguida, o 6leo essencial sera quantificado e sua composicao



fitoquimica analisada por meio de cromatografia em fase gasosa acoplada ao
espectrobmetro de massa (GC/MS). Para as espécies que apresentarem alto
teor de Oleo essencial e composicdo com propriedades antioxidantes serdo
desenvolvidos experimentos de multiplicacdo em casa de vegetacéo, testando
diferentes substratos e doses de acido indolbutirico. Os projetos desenvolvidos
na Amazonia indicam o potencial da exploracdo da biodiversidade de forma
sustentavel e com retorno econdémico tanto para produtores rurais como para a
indUstria, que tera novas essenciais para expandir o mercado e O6leos
essenciais. A Floresta Atlantica por similaridade de biodiversidade

possivelmente apresente também este potencial.



1.3Introducao

Os Oleos essenciais sdo amplamente utilizados para conferir aroma e
sabores especiais a produtos alimenticios e de higiene oral, perfumaria,
produtos de limpeza, também séo fonte de principios ativos para a industria
farmacéutica.

O Brasil figura no cenario comercial mundial como o 4° maior exportador
de 6leos essenciais, depois dos EUA, Franca e Reino Unido. Cerca de 90% do
volume exportado € de 6leo essencial de citros e seus derivados terpénicos,
cujo valor no mercado € baixo (US$0,90/kg). O restante do 6leo essencial
exportado € obtido de outras espécies como eucalipto (Eucalyptus citriodora),
pau-rosa (Aniba roseaodora var. amazonica Ducke), lima (Citrus aurantifolia
Swingle) e capim-imao (Cymbopogon citratus). Destas, apenas 0 pau-rosa €
nativo, sendo produzido no Estado do Amazonas que exporta US$ 1,5
milhdo/ano. De maneira geral, os produtos exportados pelo pais sao
caracterizados por grande volume, baixo preco de mercado e com pouco valor
agregado. Enquanto o valor unitario médio dos produtos comercializados pelo
Brasil é de US$ 1,34/kg, o inverso ocorre, a Franga exporta para o Brasil éleos
essenciais no valor de US$ 33.04/kg (MATTOSO, 2007).

Bilenca e Minarro (2004), relatam em seu trabalho que as formacgdes
campestres ocupam uma das maiores areas do planeta, com uma cobertura
estimada de 39 milhdes de Km?, o que equivale a cerca de uma quarta parte da
superficie terrestre. Também é fonte de material genético para uma grande
guantidade de espécies vegetais e animais, porém as formacdes campestres
da América do Sul, situadas abaixo do tropico de Capricérnio, apresentam o
nivel de protecdo de menos de 0,3%, formando uma das éareas mais
ameacadas do Continente.

A prospeccao de espécies aromaticas na Floresta Atlantica, formacao
campos gerais, pode representar a descoberta de novos 6leos com grande
potencial aromético ou farmacoldgico, com isso aumentara a viabilidade de
manejo sustentavel neste ecossistema tdo agredido e com tanto necessidade
de preservacao.

O desenvolvimento de protocolos de multiplicacdo das espécies nativas
da Floresta Atlantica, formacdo campo gerais, com potencial aromatico se faz

necessario, pois uma vez caracterizado a importancia destas espécies, as



mesmas em programas de manejo e agricultura sustentavel podem representar
o0 desenvolvimento econdmico das populagbes locais que dependem dos
recursos da floresta para sua subsisténcia.

A producgéo de 6leos essenciais no Brasil ainda é insipiente para atender
a demanda, além disto, o mercado nacional e internacional vem demonstrando
enorme interesse por novas essenciais, o que nossa biodiversidade tem grande

potencial de atender.



1.4Revisao bibliografica

A bioprospeccéo é a exploracdo da diversidade biolégica por recursos
genéticos e bioguimicos de valor comercial, mas pode fazer uso também de
conhecimentos das comunidades indigenas ou tradicionais. Ela corresponde
aos setores de fitomedicamentos, agricultura, cosméticos, alimentacdo e
bebidas (SANT’ANA, 2002).

Marchioro (1999), em sua tese sobre a sustentabilidade dos sistemas
agrarios no litoral do Parana: o caso de Morretes coloca que a identificacéo de
espécies aromaticas nativas é o primeiro passo para esse novo conhecimento,
e para a preservacao desses recursos potenciais que podem oportunamente

constituir-se numa forma de agregar renda a populacéo local.

Oleos essenciais s@o misturas complexas de compostos volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Por serem solUveis em solventes
organicos, como éter, recebem a denominacéo de 6leos etéreos e, devido ao
aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos volateis, também séao
chamados de esséncias. Na agua apresenta solubilidade limitada, o suficiente
para aromatizar as solugbes aquosas, denominadas de hidrolatos (BIASI e
DESCHAMPS, 2009).

Os Oleos essenciais estdo presentes em diversos 6rgdos das vegetais
(flores, folhas, cascas, rizomas e frutos) sendo armazenados em estruturas
secretoras internas (células parenquimaticas, bolsas esquizégenas ou lisigenas
e canais oleiferos) e em externas (tricomas glandulares) (COSTA, 1994), que
podem ser extraidos através da técnica de araste de vapor, hidrodestilacao,
prensagem e solventes (BIZZO et al., 2009).

As condicdes climaticas nas diferentes regides brasileiras favorecem a
producdo de grande numero de espécies aromaticas. Muitas destas
apresentam propriedades aromaticas com aplicacao na industria farmacéutica,
de perfumaria e cosmética, dentre as espécies mais cultivadas para extracao
de Oleos essenciais estdo as espécies citricas e as espécies da familia
Lamiaceae (CRAVEIRO, 1981).

Antioxidante € um composto que protege o sistema biolégico contra o

efeito nocivo de processos ou reacdes que podem causar oxidagcao excessiva



(KRINSKY, 1994), ainda Maia, et al. (2007), relata que antioxidantes sao
compostos que atuam inibindo e /ou diminuindo os efeitos desencadeados
pelos radicais livres e compostos antioxidantes. S8o importantes porque com
ocombate aos processos oxidativos tem-se menores danos ao DNA e as
macromoléculas, amenizando assim 0s danos cumulativos que podem
desencadear doencas como o cancer, cardiopatias e cataratas.

A caréncia de técnicas de producdo de mudas para espécies nativas e
falta de viabilidade de sementes, indica a propagacao vegetativa ou assexuada
como alternativa na multiplicacdo de espécies arboreas (LIMA et al., 2006).
Para tanto, a estaquia € um processo que possibilita a produ¢do de mudas de
espécies que possuem alguma dificuldade na obtencdo de sementes, bem
como de dificil germinacgéo, fixacdo de um gendétipo especifico ou para fins
comerciais, com reducdo do periodo juvenil, com antecipacdo do mecanismo
reprodutivo (BORTOLINI et al., 2007).

O sucesso da estaquia sO € possivel através da compreensdo das
condicbes ambientais e fisioldégicas das estacas, com a desdiferenciacdo dos
tecidos, tratamentos adequados com reguladores vegetais, melhor época de
coleta dos propagulos, culminando finalmente com a formacdo de raizes
adventicias (ENDRES et al., 2007). A utilizacdo de reguladores vegetais em
estacas € importante em espécies onde ha dificuldades de enraizamento,
estimulando a producéo de raiz (ANDRADE et al. 2007). Segundo Bortolini et
al. (2007) os reguladores vegetais também proporcionam um enraizamento em
menor espaco de tempo, com formacgdo de um sistema radicial com um namero
maior de raizes, maior vigor e uniformidade das raizes formadas. Dentre os
reguladores vegetais se destacam as auxinas, sendo o acido indolbutirico (AIB)
a mais utilizada para a maioria dos vegetais, por apresentar-se menos téxica
(ALCANTARA et al., 2008), acelerando o processo de formacao de raizes e
diminuindo o tempo de permanéncia das estacas no leito de enraizamento.

O Brasil apresenta expressiva biodiversidade, sendo considerado o
primeiro em numero de espécies de plantas superiores identificadas, sendo
aproximadamente 53.000, o que representa um grande potencial econémico
para a extracdo de oleos essenciais (MITTERMEIER et al., 1990), onde a
Floresta Atlantica, € considerado um dos maiores centros de biodiversidade do
planeta, com altos niveis de endemismo, esta incluida entre as oito areas



consideradas prioritarias (“hotspots”) do planeta em termos de estratégia de
conservacdo. Embora se caracterize por bioma de grande complexidade
biolégica é considerado pela Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza como um dos mais ameacados do mundo (MYERS et al, 2000).

A Mata Atlantica apresenta grande diversidade de espécies aromaticas e
medicinais, onde se encontram as canelas da Familia das Lauraceae,
pertencentes ao Género Ocotea, representadas por 60 espécies. Destaca-se a
Imbuia (Ocotea porosa) que a partir do seu Oleo destilado se extrai um fixador
para a perfumaria, considerado superior ao proprio Sandalo e a Canela-
sassafras (Ocotea odorifera) que possui dez componentes em seu O6leo
essencial extraido da casca, sendo o linalol (95,7%) o principal, portanto € um
6leo com grande importancia econdmica, apreciado por possuir aroma de rosa
e por ser utilizado em perfumaria e na fabricacdo de cosméticos. Além de
outras espécies, Canjerana (Cabralea canjerana subsp. Canjerana), Cedro
(Cedrela fissillis) (CARVALHO, 2003).

Biavatti et al. (2007), realizaram pesquisas em compéndios botanicos da
Floresta Atlantica, sobre espécies que apresentem uso cosmecéutico, onde
relacionam 245 espécies vegetais pertencente a 98 familias. As familias com
maior numero de espécies com potencial foram Asteraceae, Apiaceae,
Annonaceae, Anacardaceae, Bignoniaceae, Solanaceae, Fabaceae, Myrtaceae
e Clusiaceae.

Entre as milhares de espécies vegetais a Floresta Atlantica apresenta
grande quantidade de espécies com importancia medicinal como guaco
(Mikania glomerata), pata-de-vaca (Bauhinia forficata), ipecacuanha (Psychotria
ipecacuanha), espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Martius ex Reiss), imbuia
(Ocotea porosa), entre outras (VIEIRA, 1999). Apesar de existirem diversos
estudos floristicos e estruturais para o estado do Parana (ISERNHAGEN,
2001), a flora aromatica da Floresta Atlantica ainda € pouco conhecida. Os
levantamentos boténicos realizados nestas areas estéo voltados principalmente
ao conhecimento de espécies arbdreas (Silva, 1989), alguns grupos vegetais
(orquideas e bromélias no Parque Estadual Pico do Marumbi) e em bosque e
sub-bosque na Floresta Ombroéfila Densa de Terras Baixas da Reserva
Ecologica Sapitanduva (CERVI et al, 2007). Também podemos ressaltar a

presenca de cha de bugre (Casearia sylvestris), quacatonga (Casearia



decandra), salssaparilha (Smilax sp), embauba (Cecropia glaziovix), pitanga
(Eugenia uniflora), entre outras.

Os Campos Gerais do Estado do Parana constituem uma regido
fitogeografica com predominio de vegetacdo campestre, a estepe gramineo-
lenhosa (Veloso et al., 1991). Caracterizam-se pela predominancia de espécies
herbaceas cespitosas entremeadas por arbustivas baixas, e suas varias
tipologias foram classificadas pelo IBGE (1992), como estepe stricto sensu ou
campo seco, estepe higrofila ou campo brejoso e refagio vegetacional rupestre,
gue sdo os campos com afloramentos de rocha. Apresentando alto potencial
biético, com uma exuberante riqueza de espécies, apresentam-se atualmente
como um hotspot, que demanda estratégias emergenciais para a sua
conservacao (PROBIO, 2002).

Sabe-se que 0s campos possuem uma estrutura, funcdo e dinamica
muito particular e que representam ecossistemas altamente interativos. Sua
existéncia é condicionada por fatores abidticos (solo, relevo, dinamica hidro-
geomorfolégica e principalmente clima), pela acdo antropica (queimadas,
agricultura, fragmentacéo, alteracdo de habitats, introducdo de espécies, etc.) e
por perturbacdes ditas naturais, como geadas, estiagem e especialmente o
fogo (Pillar, 2006).

Em seu levantamento da vegetacdo do parque nacional dos campos
gerais, Parana, Dalazoana, et. al., (2010) encontrou 707 taxons pertencentes a
103 familias botanicas, sendo mais abundandes as familias Asteraceae,
Poaceae e Fabaceae. Ainda relata que € marcante nestes ecossitemas a
substituicdo das areas nativas inaptas a agricultura por monoculturas florestais
(Pinus) e exploracao da pacuaria extensiva.

Cervi, et. al., 2007, ralacionaram 1376 taxons fanerogamicos do Parque
Estadual de Vila Velha, Parana, dos quais a maioria pertencentes as familias
Asteraceae, Fabaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Orchidaceae e Poaceae entre
outras.

A regido amazonica extrai e exporta 0 6leo essencial de pau-rosa (Aniba
roseaodora var. amazonica Ducke), sendo o Unico produtor do mundo, sendo
gue o principal constituinte do 6leo desta espécie € o linalol. (MITTERMEIER et
al, 1990).
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Sabendo do potencial da Amazénia, em 1980 iniciou-se um inventario
das plantas aromaticas amazobnicas, este projeto interdisciplinar e
interinstitucional envolvendo o Museu Goeldi, a Universidade Federal do Par4,
a Faculdade de Ciéncias Agrarias do Pard e a CEPLAC (Comissdo Executiva
de Planejamento da Lavoura Cacaueira), baseou-se na coleta, destilacdo e
analise dos 6leos essenciais. Foram realizadas cerca de 500 expedicdes a
campo, foram coletadas 2.500 espécies de plantas aromaticas sendo
analisados mais de 1800 o6leos essenciais e aromas, resultando com este
trabalho na formacdo de um banco de dados das espécies aroméaticas da
Amazobnia, seus 0Oleos essenciais e aromas (MYERS et al., 2000).

Visando desenvolver uma estratégia viavel ao desenvolvimento
econdmico sustentavel da Amazodnia, Barata & Ferraz (2002), desenvolveram o
projeto “Cultivo e extracdo de O6leos essenciais da plantas aromaticas da
Amazobnia”, onde foram considerados aspectos econdmicos, tecnoldgicos,
sociais e ambientais que poderiam gerar beneficios indiretos e diretos como
emprego e renda para a populacdo local, proporcionando crescimento
econbmico e desenvolvimento. O projeto avaliou a producdo em escala pré-
industrial do 6leo essencial de folhas de pau-rosa obtido por poda de arvores
com cinco anos de idade, sendo aplicado a pequenos produtores de
assentamentos ou comunidades rurais.

Os projetos desenvolvidos na Amazbnia indicam o potencial da
exploracéo da biodiversidade de forma sustentavel e com retorno econémico
tanto para produtores rurais como para a inddstria, que terd novas essenciais
para expandir o mercado e Oleos essenciais. A Floresta Atlantica por
similaridade de biodiversidade possivelmente apresente também este

potencial.
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1.50Dbjetivos

1.5.1 Objetivo geral
Realizar a prospeccao de espécies aromaticas em um segmento da

Floresta Atlantica do Estado Parana.

1.5.2 Objetivos especificos

- Determinar o rendimento, teor e composicdo do 6leo essencial de espécies
aromaticas em um segmento da Floresta Atlantica do Parané;

- Selecionar espécies com alto teor de Oleo essencial e composicdo com
propriedades antioxidantes.

- Desenvolver protocolos de multiplicagdo para as espécies que apresentarem-

se promissoras.
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1.6 Material e Métodos

As coletas dos materiais vegetais (folhnas de espécies aromaticas) para a
extracdo do O6leo essencial, exsicatas para a identificagdo botanica das
espécies e material vegetativo para a propagacdo das espécies promissoras
serdo realizadas nas Reservas Particulares do Patrimonio Natural (RPPNSs)
Butuguara e Caminhos das Tropas, areas continuas e de mesmo proprietario,
com 228 hectares e 189 hectares respectivamente, no municipio de Palmeiras -
PR, com formagfes de campos nativos.

Serdo coletadas espécies gque apresentem aroma ou que possuam registros
na literatura de suas caracteristicas aromaticas.

No campo seréo localizadas as espécies, marcado o ponto com auxilio de
GPS, coletado 300g de folhas, acondicionadas em sacos, também seréo
coletados trés exemplares para exsicatas, fotografados e em seguido
acondicionadas em prensa de campo. Em etiqueta de campo serdo anotadas
caracteristicas, como habito da planta, cores, ou outras informacfes que
facilitam a identificacdo a posterior da espécie. Para a coleta e transporte do
material vegetal sera solicitado junto ao Instituto Ambiental do Parana a devida
autorizacéo ambiental.

Para a coleta do material vegetal serdo utilizadas tesouras de poda e
poddes quando a espécie for de porte alto, também serdo feitas escaladas
guando necessario.

As exsicatas serdo transportadas até o Herbario das Faculdades Integradas
Espirita (HFIE), onde serdo herborizadas (LAWRENCE, 1951; IBGE, 1992),
sendo intercaladas no acervo do herbario, as duplicatas serdo enviadas ao
Herbario do Museu Botanico Municipal (MBM) e Herbario da Universidade
Federal do Parana, Ciéncias Biologicas (UPCB) da UFPR. A identificacdo das
espécies serda feita com auxilio de bibliografias especializadas, comparacéo de
exsicatas tombadas em herbéario e consulta a especialistas dos respectivos
grupos vegetais das espécies.

As folhas serdo transportadas até o Laboratério de Ecofisiologia,
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo da UFPR, Curitiba, PR, para a

extracdo do Oleo por meio de hidrodestilagdo durante 2 horas e meia em
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aparelho graduado tipo Clevenger (WASICKY, 1963) utilizando-se 100g de
folhas frescas e 1 litro de agua destilada, com 3 repeticdes.

Apés a extracao, realizada a afericdo de rendimento, as amostras serao
coletadas e armazenadas a -20°C onde permanecerdo até o momento da
analise. A identificacdo dos constituintes quimicos do Oleo essencial sera
realizada na EMBRARA — Agroindustria de Alimentos (RJ) por cromatografia
em fase gasosa acoplada ao espectrobmetro de massa (GC/MS). O
cromatégrafo utilizado serd da marca Varian Inc. (modelo CP-3800), com
detector Saturn 2000 MS/MS e coluna silica fundida com 100 m de
comprimento (fase estacionaria PONA). O gas hélio serd usado para arraste
sob pressdo da coluna de 49,5 psi. A condi¢do inicial de temperatura sera de
120°C durante 22 minutos, com posterior elevacdo para 230°C durante 20
minutos com razdo de aquecimento de 10°C por minuto. O volume de 0,2 pL de
Oleo essencial sera injetado com razéo de split 200 e temperatura de injecdo de
200°C. A identificacdo dos constituintes quimicos sera realizada comparando-
se a biblioteca da Nist 98 (Varian Inc.) com os espectros de massa obtidos para
cada composto.

As espécies que apresentarem alto teor de 6leo e composicdo com
propriedades antioxidantes serdo entdo selecionadas para o desenvolvimento
do protocolo de multiplicacéo, as analises dos 6leos essenciais para determinar
a propriedade antioxidante serdo realizadas pelo Departamento de Bioquimica
da Universidade Federal de LAVRAS, pelo método de sequestro de radicais
DPPH (ALMEIDA, et. al., 2006).

Para o desenvolvimento do protocolo de multiplicagcdo serdo coletadas
estacas, as quais serdo submetidas ao enraizamento em casa de vegetacao
sob nebulizacdo intermitente no Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo
da UFPR. Neste experimento serdo testados dois substratos, terra e vermiculita
e diferentes doses de AIB, sendo 0, 1000, 2000 e 3000 mg.L 1. Seréo
avaliados o numero de estacas enraizadas, numero de raizes por estaca,
.numero de estacas mortas, numeros de estacas brotadas, massa fresca e
seca das raizes. Para a determinacdo de massas sera utilizada balanca
analitica de precisdo e para determinagdo de massa seca serdo submetidas
amostras a secagem em estufa a 65°C até peso constante.
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As variancias dos tratamentos seréo testadas quanto a homogeneidade
pelo teste de Bartlett e as médias dos tratamentos serdo comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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1.8Cronograma de atividades

20

Atividades

1° ano

2° ano

3% ano

10

sem.

20

sem.

10

sem.

20

sem.

10

sem.

20

sem.

Revisdo de literatura;

Expedicdes de coleta e registro
fotografico do material botanico;

Herborizacéo e identificacéo das

espécies;

Preparacdo das amostras, extracao
do 6leo essencial, andlise de

rendimento das espécies;

Envio das amostras de 6leo
essencial para analise e
determinacdo da composigao e

concentracao;

Coleta de material vegetativo a
campo para multiplicacdo das

espécies;

Implantacéo e analise dos
experimentos de multiplicagdo em
casa de vegetacao;

Analises estatisticas dos
experimentos;

Envio de duplicatas ao MBM e
UPCB;

Exame de Qualificacéo

Redacéo da tese;

Apresentacao e defesa da tese;
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DESPESAS CUSTOS FONTE DO
R$ RECURSO
24 Diérias 2.400,00 Recurso proprio
12 Deslocamentos ( aproximadamente 1.200,00 Recurso proprio
380 litros de combustivel, pedagios,
etc..)
Herborizacéo, exsicatas, etc... 500,00 Herbario HFIE.
GPs 500,00 Recurso proprio
Materiais para coleta do material 1.000,00 Herbario HFIE e
botanico (Tesoura de poda, podao, recursos proprios
presa de campo, sacos de transporte,
etc..)
Materiais de consumo, 1.000,00 Recurso proéprio.
Extragcbes do Oleo essencial;, | - Laboratorio de
Ecofisiologia da
UFPR;
Andlises cromatograficas; | - Embrapa
Agroindustria de
Alimentos do Rio de
Janeiro.
Computador; 1.800,00 Recurso proprio
Maquina fotografica digital; 2.000,00 Recurso proprio
Impressoes, fotocopias e papeis; 500,00 Recurso proprio

TOTAL: 10.900,00.




