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RESUMO

A familia Lamiaceae inclui diversas espécies arométicas. O género Mentha é o mais
importante em fungéo de agrupar grande nimero de espécies produtoras de 6leo
essencial. O mentol é o constituinte de maior valor comercial com acentuada
demanda pelas industrias farmacéutica, cosmética, alimenticia e de higiene pessoal.
Apesar do Brasil j4 ter sido o maior produtor mundial de mentol, a partir da década
de 80 passou a condi¢do de importador, gastando em torno de US$ 10 milhdes /
ano. A producdo de Oleo essencial depende das caracteristicas genéticas e das
condigbes ambientais edafoclimaticas especificas, exigindo estudos fisiogréaficos
regionais. Objetivando a producédo de 6leo essencial de menta com elevado teor de
mentol, foram testados 10 genotipos e diferentes alternativas de propagacdo no
Litoral Norte Catarinense, no municipio de Araquari, Santa Catarina. Os
experimentos foram realizados de novembro de 2008 a junho de 2009, com
delineamento em blocos casualizados e esquema fatorial, com duas avaliagdes. O
gendtipo Mentha canadensis L. apresentou adaptagéo local e potencial de producéo
expressos pela produtividade de 186,9 litros por hectare de 6leo essencial com
teores de mentol entre 89,6 e 92,7%. No segundo experimento foram comparadas
quatro estruturas de propagacgéo (estoldes com 10, 15 e 20 cm de comprimento e
mudas de estacas com 5 cm de comprimento) em duas épocas de colheita (95 dias
apés o plantio e 60 dias apds a rebrota). A propagacdo por estoldes de 20 cm é
considerada uma alternativa viavel para menta, por apresentar niveis similares de
producdo de Oleo essencial e de mentol a partir da segunda colheita. Dando
continuidade a linha de pesquisa da UFPR em Pinhais, Parand, com o genotipo
previamente selecionado Mentha canadensis foram conduzidos mais dois
experimentos de setembro de 2009 a maio de 2010. Visando a producédo do 6leo
essencial foram avaliados em casa de vegetagdo e em vasos, com delineamento
inteiramente casualizado, a influéncia dos bioestimulantes, extrato de alga e &cido
filvico (50, 250 e 500 mg kg™') em aplicacbes foliares e no solo. Todos os
tratamentos aumentaram a produtividade de Oleo essencial. A campo, com
delineamento casualizado, esquema fatorial e duas épocas de colheita, foi testado o
efeito de pulverizagdes conjuntas e isoladas dos bioestimulantes, extrato de alga e
acido falvico (50 mg kg™'), na produtividade de 6leo essencial, comparando-se
também o rendimento da hidrodestilacdo com a destilacdo por arraste. Analises
elementares de nitrogénio, fésforo e potassio foram realizadas nas folhas, torta
residual de destilagdo e hidrolato. As pulverizagbes com extrato de alga e &cido
fulvico e as épocas de colheita ndo apresentaram diferenca significativa para
produtividade de 6leo essencial. O rendimento de 6leo essencial na hidrodestilacao
foi maior do que na destilacio por arraste de vapor, sendo que a forma de extragéao
néo altera a qualidade do 6leo essencial. O potassio ndo é removido no hidrolato. A
analise nutricional da torta residual de destilacdo determinou a exportacao de 121,3
kg ha™ de nitrogénio, 289 kg ha™ de potassio e 29,1 kg ha de fésforo em duas
colheitas evidenciando a necessidade da sua devolugdo na forma de cobertura
morta.

Palavras - chave: Lamiaceae, Mentha, recursos genéticos, propagacéo,
bioestimulantes, composi¢c&o de 6leo essencial.



ABSTRACT

Lamiaceae family includes a great number of aromatic species. The genus Mentha is
the most important due to the essential oil production of several species. Menthol is
the main constituent of economic importance intensively required by the
pharmaceutical, cosmetic, food and personal care industries. Although Brazil was the
world’s leading menthol producer in the past, it now imports annually approximately
US$ 10 million of this essential oil. Mint species have been sorely investigated
worldwide due to their global importance. However, in addition to genotypic
characteristics, mint oil production and high menthol content are also affected by
environmental regulation, such as edaphoclimatic variations, requiring physiographic
local studies. In order to obtain high production of mint essential oil and high menthol
content 10 genotypes and different propagation alternatives were investigated at
Southern Brazil, in the municipality of Araquari, Santa Catarina. From November
2008 to June 2009 the experiments were conducted on an experimental design
established in randomized factorial blocks with two evaluations. Menta canadensis L.
genotype presented greater adaptability to local conditions, evidenced by the highest
essential oil productivity of 187 liters per hectare with menthol content ranging from
89,6 to 92,7%. The second experiment compared essential oil and menthol
production of four propagation structures (stolon with 10, 15 and 20 cm and stem
cuttings with 5 cm) with two harvest times. The use of 20 cm stolons as a
propagation structure can be considered a viable alternative for mint once it provides
similar levels of essential oil and menthol production after the second harvest.
Continuing the research line of UFPR at Pinhais, Parana, another two experiments
were conducted from September 2009 to May 2010 with the previously selected
genotype, Mentha canadensis. With the aim of increasing essential oil production,
the influence of the biostimulants: seaweed extract and fulvic acid (50, 250 e 500 mg
kg™) using soil and foliar application were investigated in pots in a greenhouse with a
completely randomized design. All the treatments increased the essential oil yield
when compared to control. At field condition with a randomized block factorial design
and two harvest time, the isolated and synergic action of spraying the biostimulants:
seaweed extract and fulvic acid (50 mg kg™*) on essential oil productivity was studied
as well as the comparison between hydrodistillation and steam distillation. Elemental
analysis of nitrogen, phosphorus and potassium determined the contents on leaves,
distillation wastes and hydrolate. Neither harvest time nor spraying with seaweed
extract and fulvic acid affected essential oil production. Hydrodistillation provided
higher essential oil yield than steam distillation but the essential oil quality presented
no changes due to the extraction form. Potassium is not removed with the hydrolate.
Nutritional analysis of distillation waste showed that during two productive mint cycles
121,3 kg ha™ of nitrogen, 289 kg ha™ of potassium and 29,1 kg ha™ of phosphorus
were exported from the soil by the crop indicating the importance of recycling mint
distillation waste as mulching.

Key Words: Lamiaceae, Mentha, genetic resources, propagation, bioestimulantes,
essential oil composition.
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1 INTRODUCAO

A humanidade sempre dependeu do mundo vegetal de uma infinidade de
formas. O homem vem fazendo uso das plantas como alimento, fonte de energia,
calor, luz e terapéutica. Em funcdo da explosé&o populacional, da globalizagéo e do
aumento da dimensé&o de escala das industrias, a demanda por plantas medicinais,
arométicas e condimentares vem sendo crescente desde a década de 70 em todo o
mundo. No final dessa década a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) constatava
que 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento ndo tinham acesso aos
sistemas publicos de saude, fazendo uso de praticas de medicina tradicional, plantas
medicinais ou preparac¢des destas. Em funcéo disso, foi criado o primeiro Programa
de Medicina Tradicional, onde a OMS recomendava aos estados-membros “o
desenvolvimento de politicas publicas para facilitar a integracdo da medicina
tradicional e da medicina complementar alternativa nos sistemas nacionais de
atencdo a saude, assim como promover o0 uso racional dessa integragdo”. Estas
recomendacdes foram reinteradas em 1987, na Assembléia Mundial da Saude, no
plano de estratégias globais para 2002 — 2005 e novamente o compromisso foi
reforcado em 2008 (BRASIL, 2006; WHO, 1998; WHO, 2008).

No Brasil, desde 1981 o Ministério da Saude ja definia o estudo das plantas
medicinais como meta prioritaria. Em 1982 o Programa de Plantas Medicinais da
Central de Medicamentos (CEME) incentivou as pesquisas de validagdo
farmacoldgica de preparacdes de uso popular & base de plantas medicinais. Em
2001, a Proposta de Politica Nacional de Plantas Medicinais e Medicamentos
Fitoterapicos tinha como objetivo “garantir o acesso e o0 uso racional das plantas
medicinais e dos medicamentos fitoterapicos, com seguranca, eficicia e qualidade,
contribuindo assim para o desenvolvimento deste setor no Pais” incluindo a
disponibilizagéo da fitoterapia nos atendimento do Sistema Unico de Salde (SUS)
(BRASIL, 2001). Esta intencdo é reforcada em 2006 pelo Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos com o objetivo de “garantir & populacéo brasileira
0 acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterdpicos, promovendo o
uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
indastria nacional” (BRASIL, 2006). Como conseqiéncia, 0 nimero de municipios a

disponibilizar fitoterdpicos no SUS aumenta a cada dia. A intensa demanda pela
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utilizagdo de plantas medicinais e arométicas torna o cultivo e/ou o extrativismo
dessas plantas uma alternativa cada vez mais importante na agricultura nacional
(CORREA JUNIOR et al., 1994). Apesar da cadeia produtiva das plantas medicinais
e aromaticas ser considerada como “4rea portadora de futuro”, os arranjos
produtivos no Brasil ndo se consolidaram de forma consistente e o pais continua
importando toneladas de plantas medicinais e aromaticas, além de 6leos essenciais
para atender as necessidades da fitoterapia e da industria nacional. A agricultura
familiar representa 85,1% dos estabelecimentos agropecudrios, emprega 2/3 dos
postos de trabalho no campo e responde pela producdo de 80% dos alimentos
consumidos pelos brasileiros (BRASIL, 2006). A incorporacdo do cultivo de plantas
medicinais e arométicas como estratégia de agregacdo de valor e renda na
agricultura familiar depende de estudos agronémicos e fitoquimicos. Estas
informac¢des podem viabilizar programas que visem a produgdo sustentavel de
matéria prima para as industrias de producéo de fitoterapicos e fitofarmacos e que
permitam a reducdo dos riscos de producdo e aumentando a rentabilidade dos
produtores rurais.

Nativas da Europa e Asia, as mentas, s&o cultivadas em todos os continentes,
exceto na Antartica. Conhecidas no Brasil como horteld, hortela-pimenta, menta
inglesa e menta japonesa, sdo plantas largamente usadas na culinaria e como
medicinal, apresentando ac&o analgésica, estimulante das fun¢des gastrointestinais,
cardiacas e respiratorias, estimulante do sistema nervoso central, vasodilatadora e
vermifuga. Em dermatologia, seu uso tdpico age como antiséptico, analgésico,
antiprurido, produzindo a sensacao de refrescancia e favorecendo a permeacgao das
formulacdes pela derme. O constituinte de maior valor comercial € um monoterpeno
denominado mentol. O mentol € amplamente usado nas industrias farmacéutica,
cosmeética, higiene pessoal e oral e na industria alimenticia (de alimentos
processados, bebidas, cigarros e como aroma, fragrancia ou conservante) (PATEL
et al., 2007; LAWRENCE, 2007).

Segundo Bizzo et al. (2009) o mercado mundial de 6leo essencial (OE) de
Mentha excede os US$ 400 milhBes anuais, sendo os principais paises produtores
China, india e EUA. O Brasil ja foi o maior produtor mundial de éleo essencial de
menta. Nas Ultimas décadas, o pais vem importando em média US$ 10 milhdes/ano

de mentol. Dados fornecidos pelo sistema ALICE-WEB contabilizam US$ 12,8
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milhdes gastos com a importacdo de 522 toneladas de Oleos essenciais de Mentha
em 2011, somente até o més de Setembro.

A reversdo deste quadro é favorecida pela demanda do mercado e pela atual
valorizagdo do mentol natural, ideal para produtos alimenticios e farmacéuticos pela
sua pureza (GRIZI et al., 2006). O suprimento interno da demanda das empresas
nacionais por OE de menta e de mentol podera representar uma boa estratégia de
geracgao e distribuicédo de renda.

Para isso, um dos fatores determinantes consiste na avaliagdo e selecdo de
gendtipos das cole¢bes de germoplasma de Mentha disponiveis, em cada regido
com potencial produtivo. Aliando o entendimento dos mecanismos de interagdo das
caracteristicas genotipicas com as condigbes ambientais bidticas e abidticas, torna-
se possivel a selecdo de técnicas de manejo que melhorem as caracteristicas
fenotipicas, fenoldgicas e fisiolégicas, possibilitando melhor rendimento e qualidade
do 6leo essencial (SHASANY et al., 2010).

Sendo a produtividade de Oleo essencial o produto da biomassa pelo
rendimento de Oleo essencial, qualquer estratégia, manejo ou trato cultural que
favoregca um destes componentes sera desejavel. A outra preocupacdo deve ser
com a qualidade do Oleo essencial que ter4 seu valor comercial estabelecido de
acordo com a sua composicao quimica. Pelo exposto, qualquer pesquisa que vise a
producdo de 6leo essencial devera necessariamente ser regionalizada e contemplar
esse tripé, producdo de biomassa, rendimento de 6leo essencial e sua composicao.

No Brasil, desde 2002, a da EMBRAPA - Recursos Genéticos e Biotecnologia
— DF vem realizando a caracterizagdo quimica de 27 acessos genéticos de Mentha
introduzidos no Pais, oriundos da Purdue University, E.U.A. Em 2003, mais 45
gendtipos foram obtidos de instituicbes de pesquisa nacionais (SILVA et al., 2006;
GRIZI et al.,, 2006; GRACINDO et al.,, 2006). Esta colecdo de germoplasma de
Mentha, acrescida de variedades regionais, vem sendo pesquisada desde 2005 na
UFPR para avaliacdo da adaptacdo as condi¢des edafocliméticas de Curitiba, mais
especificamente em Pinhais. Em estudos realizados na UFPR com uma coleg¢éo de
80 gendtipos de Mentha foram selecionaram em experimentos preliminares, dez
com elevado teor de mentol (DESCHAMPS et al., 2008; MONTEIRO, 2009).

O objetivo geral desta pesquisa foi o de realizar estudos agronémicos e
fitoquimicos que conduzissem ao aumento de produtividade de 6leo essencial de

menta e de mentol. Para tal, as pesquisas foram conduzidas em duas frentes.
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Inicialmente e em fungdo da auséncia de estudos sobre Mentha nas
condi¢des edafoclimaticas do Litoral Norte Catarinense, no municipio de Araquari,
Santa Catarina, foi conduzida a investigagdo de adaptacdo do germoplasma. Dez
gendtipos previamente selecionados por Monteiro (2009) na regido de Curitiba e
com elevado teor de mentol no OE foram avaliados, além de um estudo sobre as
técnicas de propagacgdo vegetativa. Em ambos os experimentos foram quantificados
os parametros de desenvolvimento vegetativo, producdo de Oleo essencial e a
qualidade do 6leo essencial, direcionada a producdo de mentol, nas condi¢des
locais especificas.

Numa segunda etapa, foram retomadas as pesquisas preliminares em
Pinhais, Parana, j& utilizando o gendtipo M. canadensis L. selecionado por Monteiro
(2009) por ter apresentado maior produtividade de OE e maior teor de mentol no OE.
Na tentativa de ativar o metabolismo primério aumentando a produgéo de biomassa
ou 0 metabolismo secundario pela maior producdo de OE, foi avaliado o uso de
bioestimulantes. Como alternativas de manejo da cultura foram usados o extrato de
alga marinha e o 4cido fulvico. As plantas foram cultivadas em vasos, em casa de
vegetacdo, com aplicacdo de pulverizacdes foliares e no substrato, em vérias
concentragdes. Ainda em Pinhais, a agéo conjunta e isolada de pulverizacbes com
esses 2 insumos na producdo de OE foi testada a campo sendo avaliados os
métodos de extragdo por hidrodestilacdo e por arraste de vapor. O teor dos
macronutrientes primarios, nitrogénio, fésforo e potassio na cultura da menta foram

investigados por analises foliares e na torta residual de destilagdo e no hidrolato.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MENTHA: ASPECTOS AGRONOMICOS

O género Mentha € o mais importante da familia Lamiaceae em fungdo de
agrupar grande nimero de espécies e hibridos que produzem 6leo essencial com
elevado valor comercial. Cultivada ha mais de 2000 anos, sua taxonomia é
complexa, por abrigar mais de 3000 epitetos publicados. Em revisdo taxondmica
criteriosa do género Mentha spp. foi definida a existéncia de 18 espécies e 11
hibridos (TUCKER & NACZI, 2007).

As mentas também chamadas de horteld s@o plantas herbaceas e perenes
com altura variavel entre 20 e 70 cm de acordo com o material genético e as
condi¢gdes de manejo (BIASI & DESCHAMPS, 2009). Na natureza, as espécies do
género Mentha exibem grande variabilidade, ndo sé morfoldgica como também no
rendimento de 6leo essencial e sua composicdo, podendo apresentar diferentes
aromas. Esta variabilidade pode ser atribuida & hibridizac&o interespecifica natural
que tem levado a formacdo de hibridos que diferem significativamente dos seus
ascendentes sendo frequentemente denominados como espécimes diferentes
(SHASANY et al.,, 2010). As caracteristicas de algumas das espécies e hibridos
mais difundidas s&o apresentadas abaixo:

Mentha canadensis L.: segundo Tucker & Naczi, 2007 esta € a denominagao
taxondmica correta para a menta de mentol “cornmint” e ndo suas sinonimias M.
arvensis L., M. arvensis f. piperascens Malnvi.ex Holmes. Esta menta € principal
fonte de mentol ha mais de 100 anos, com teores entre 68 e 80%. Foi introduzida na
india na década de 80, apresentando boa adaptacdo a clima tropical e semi-
temperado. Desde a decada de 90 fornece 75% da produgdo mundial de mentol.
Apresenta grande variagdo de quimiotipos. As caracteristicas de Mentha canadensis
gue a diferenciam de M. arvensis sdo as folhas lineares a oblanceoladas,
decrescendo de tamanho no &pice do caule com inflorescéncia e o odor e sabor
mentolado que séo fortes em toda a planta (TUCKER & NACZI, 2007).

Mentha arvensis L.: segundo Lorenzi & Matos (2008), esta planta é também
denominada horteld do Brasil, horteld japonesa e vique. E uma erva anual ou

perene, ereta com 30 a 60 cm de altura com folhas oval-oblongas ou oblongas
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lanceoladas, levemente denteadas, pubescentes e muito aromaticas, medindo de 2
a 7 cm de comprimento. Flores esbranquicadas, reunidas em inflorescéncias
terminais. O odor e sabor mentolado séo fortes em toda a planta. Esta espécie de
origem oriental, trazida pelos japoneses, foi cultivada em larga escala no sudeste,
sul do Brasil e Paraguai para a producéo de mentol (LORENZI & MATQOS, 2008).

Mentha x piperita var. citrata (Ehrh.) Briq. é chamada também de hortela,
horteld-pimenta, menta-inglesa e horteld das cozinhas. E uma erva anual ou perene,
ereta de aproximadamente 30 cm de altura, semi-ereta, com ramos cor verde escura
a roxa-purptrea. Folhas eliptico-acuminadas, denteadas, pubescentes e muito
arométicas. De origem europeia, foi trazida no periodo da colonizagdo sendo muito
cultivada como planta medicinal em todo o Brasil (LORENZI & MATOS, 2008).

Mentha x villosa Huds. é conhecida popularmente como horteld rasteira,
horteld de panela e menta vilosa. Erva perene, ereta, com 30 a 40 cm de altura é
originaria da hibridacdo de Mentha spicata X M. suaveolens, realizada na Europa
sendo cultivada em varios paises, inclusive no Brasil. As folhas ovais, curtamente
pecioladas apresentam aroma forte e caracteristico. As eventuais flores ficam
dispostas em espigas curtas e terminais. E a espécie com grande importancia
medicinal e social por sua ag&o contra microparasitas intestinais (LORENZI &
MATOS, 2008).

A menta € uma espécie que pode ser considerada perene ou semi-perene,
com crescimento rapido, raizes vigorosas e facilidade de rebrota (CZEPAK, 1998).
Originarias de clima temperado as mentas se adaptam bem a climas subtropicais
com boa luminosidade e precipitagdo entre 1300 e 2000 mm/ano. Suportam altas
temperaturas desde que ndo haja deficiéncia de &gua no solo e toleram
temperaturas baixas, sendo prejudicadas pelas geadas. Pode ser plantada em
regime de monocultivo, fornecendo 2 a 3 cortes por ano, por até 4 anos (CORREA
JUNIOR et al., 1994) . A colheita é feita no inicio do florescimento entre 3 a 4 meses
apos o plantio, de preferéncia em dias secos, durante o periodo da manh&. Segundo
Silva Junior et al. (1994) um cultivo suporta até 10 cortes, podendo ser feitos 3
colheitas por ano, com intervalos de 3 meses. A menta se presta ao plantio
mecanizado como nos E.U.A., mas também se presta ao cultivo no sistema de
agricultura familiar em rotagdo com as demais culturas, que em regime de
associativismo pode contribuir para a promogdo do desenvolvimento

socioeconOmico regional. No entanto, faltam estudos de desenvolvimento de
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sistemas de cultivo que possam dar embasamento tecnoldgico e seguranca ao
produtor (CORREA JUNIOR et al., 2004).

O Brasil ja foi o maior produtor mundial de menta entre as décadas de 40 e
70, com a producdo concentrada no Estado do Parana, produzindo mais de 95%,
seguido de S&o Paulo. Os primeiros relatos de producédo de Gleo essencial sédo da
regido Sul, em 1925, na fazenda Britania, localizada no municipio de Pato Bragado,
no oeste do Parand. Segundo Czepak et al. (2008) o cultivo de menta para a
producdo de 6leo essencial no norte do Parand teve inicio em 1942. Mudas de
Mentha arvensis foram trazidas para o estado do Parana por imigrantes japoneses
vindas da Fazenda S&o Bartolomeu em Paraguagu Paulista onde haviam sido
introduzidas em 1936, provenientes da China.

A menta se desenvolveu como cultura desbravadora exigindo fertilidade do
solo e A4gua. A implantagdo da cultura se dava com a derrubada das florestas e
limpeza da é&rea, ocupando a planta rapidamente toda a superficie do solo em
funcdo da sua caracteristica rizomatosa. A colheita da menta ocorria alguns meses
apds o plantio, com enxada devido a presen¢a de muitos tocos remanescentes da
derrubada. A matéria verde sofria um processo de pré-secagem para depois ser
destilada em alambiques também chamados de pipas. Ap6s um periodo de 4 a 5
anos de exploracdo eram retiradas mudas da &area depauperada e implantada a
cultura em nova &rea recém desmatada. O manejo de ndo devolver os residuos de
destilagdo ao solo, aliado & n&o reposicdo dos nutrientes retirados pela planta
alimentaram a crenca da improdutividade da cultura além do quarto ou quinto ano
(CZEPAK et al., 2008).

Com o fim do desmatamento no Estado a producdo de menta e de mentol
entrou em declinio a partir de 1975. As principais causas foram o surgimento do
mentol sintético, mais barato, que reduziu a demanda do mentol natural
(WATANABE et al., 2006; DESCHAMPS et al., 2008b). Problemas de ordem
sanitaria como nematoides (Meloidogyne javanica) bolor branco (Sclerotium rolfsii),
pulgdes (Aphis sp.) e principalmente a suscetibilidade ao fungo da ferrugem Puccinia
menthae Pers também contribuiram para a redugédo da produgédo (CZEPAK et al.,
2008).

O desenvolvimento de novas tecnologias como a irrigacdo, controle de
doengas, insetos e plantas daninhas e a producdo de mudas livres de nematoéides

aliados a nutricdo adequada, a devolugéo da torta residual de destilagdo e ao uso de
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instrumentos mecanizados de colheita pode conduzir & retomada do cultivo de
menta, como ja vem ocorrendo no oeste do Parana (CZEPAK et al., 2008). O Estado
do Parana continua sendo o maior produtor de menta, cultura que ocupa o 4° lugar
em valor bruto de produgéo e o 7° lugar em area plantada (CORREA JUNIOR et al.,
2004).

2.1.1 SISTEMAS DE PRODUCAO

A China, india e Estados Unidos sdo os maiores produtores mundiais das
diversas espécies do género Mentha, que s&o cultivadas em larga escala e
conduzidas em sistemas de manejo diferenciados.

Na China a produgédo abrange todos os tipos de Menta, com produtividade
variavel entre 75 e 100 kg ha' de o6leo essencial. A qualidade de OE é
extremamente variavel, com tendéncia a reducdo de qualidade, principalmente a
partir da perda do controle da comercializacdo pela Empresa Estatal de Comércio, o
que vem contribuindo para a reducdo do preco do OE chinés. A producdo é
realizada por pequenos e médios produtores, de forma manual, geralmente
consorciando com as culturas de cevada, gergelim, fava e olericolas ou em rotacao
com arroz, batata-doce e milho. O OE é extraido localmente em baterias de
destiladores de porte pequeno ou médio. A propagacdo é realizada por rizomas ou
estoldes, usando de 1200 a 1500 kg hal, a adubacao inicial da cultura é fornecida
por fontes organicas e nas colheitas sequenciais sdo usados fertilizantes soluveis
(LIU & LAWRENCE, 2007).

Nos EUA o OE de menta é obtido com produtividade média de 110 kg ha™ em
M x piperita, e 90 kg ha™ em M. spicata e M. gracilis. A producdo é industrial,
mecanizada, em regime de monocultura, irrigada por gotejamento, sulcos ou
aspersdo, com extracdo do OE nas &reas de producdo em baterias de destiladores
de grande porte. Apesar do aumento de produtividade de OE, a produgdo vem
oscilando nos dltimos anos, com reducdo nas areas de plantio por conta do cultivo
energético de milho, migrando para as areas do sul (ZHELJAZKOV, 2010). Os ciclos
da cultura, anteriormente conduzidas por 5 a 10 e até 20 anos, sdo mantidos agora
por 3 a 4 anos, com excecao da M. spicata que mantém a produtividade por 5 até 10
anos (MORRIS, 2007).
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Na india, as espécies de menta sempre foram cultivadas como itens
tradicionais na culinria e medicina. O cultivo comercial de menta para extracéo de
OE é recente, iniciou na década de 80, pela implantacdo de um eficiente e bem
articulado programa governamental de pesquisa, extensdo e comercializagdo, que
introduziu a Mentha arvensis e toda uma tecnologia de manejo que transformou a
menta em cultura anual e a india no maior produtor mundial de OE de Menta. Nas
décadas seguintes, outras espécies de menta foram introduzidas, porém a M.
arvensis L. continua sendo a principal fonte de producdo, com produtividade
variando de 100 a 180 kg ha™ de OE. Os cultivos s&o manuais, a rotagéo de culturas
€ realizada com arroz, trigo, batata, cana, sorgo, colza, feijao guandu e gréo de bico
de forma a ndo comprometer a oferta de alimentos. A destilacdo é realizada nas
propriedades em pequenos e rusticos destiladores, ou em destiladores de grande
porte disponibilizados pelo governo e gerenciados em regime cooperativo ou por
destiladores particulares que cobram taxas de 10 a 20% do OE (KUMAR et al,,
2007; ANWAR et al, 2010). Singh et al. (2003) relatam algumas das medidas
adotadas pelas instituicdes de pesquisa e extensdo indianas para aumentar a
produtividade de 6leo essencial em Mentha arvensis. Entre elas estdo: a
transformacgéo do manejo cultural semi-perene usual em sistema de cultivo anual; a
substituicdo da cultivar Shivalik, suscetivel a pragas e doencas pelas cultivares Kosi,
Himalaya, Kalka e Kushal mais resistentes e produtivas; e a rotagdo com as culturas
de arroz (Oriza sativa) e grao de bico (Cicer arietinum), feijdo guandu (Cajanus

cajan).

2.1.2 PROPAGACAO E DENSIDADE DE PLANTIO

A propagacdo comercial de menta € assexuada podendo-se usar mudas
provenientes de estaquia de caules ou rizomas, também denominados estoldes
(BIASI & DESCHAMPS, 2009). No Brasil, a propaga¢do mais usada a campo é o
uso de estoldes. Segundo Paulus et al. (2007) e Paulus et al. (2 011), a propagacéo
por estoldes implica em menor pegamento das mudas e em mudas de menor
gualidade que resultam em desuniformidade e reducdo do rendimento. No entanto, a
propagacdo por estaquia de caule, representa um acréscimo adicional de cerca de

30% no custo de producdo. Na india sdo usados estoldes do ultimo cultivo
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conservados sob refrigeracéo, estoldes de campos de matrizes e plantulas de
rebrota (KUMAR et al, 2007). Plantios tradicionais usam estoldes a 5 cm de
profundidade, de forma continua (ponta com ponta), com espacamento de 50 cm
entrelinhas (PATRA et al., 2000).

Ram & Kumar (1998) demonstraram que a densidade populacional € um fator
critico que condiciona a maximizag&do da produtividade na cultura de menta sendo
qgue densidades de plantio menores aumentam o rendimento de 6leo essencial. Os
autores constataram que o plantio por transplante de mudas de dois meses
provenientes de estoldes, com densidade de plantio de 250.000 pl/ha propiciaram
maior produtividade de 6leo essencial, acima de 130 kg ha™, do que o plantio por
estoldes. Monteiro (2009) testando véarios espacamentos para M. campestris Schur.
em Pinhais-PR observou maior producdo de biomassa de folhas (2733 kg ha™)
maior produtividade de OE (216,3 L ha™) e maior produtividade de mentol (183,5 L

ha) aos 90 dias, usando espacamento de 0,15 x 0,60m.

2.1.3 SOLO E NUTRICAO

A menta tem preferéncia por solos arenosos, férteis, bem drenados e ricos em
matéria organica. O pH deve estar entre 6,0 e 7,0. Corréa Junior et al. (1994),
recomendam adubag&o organica na implantagéo da cultura de 5 kg m? de esterco
de curral ou composto organico ou 3 kg m? de esterco de aves mais os adubos
quimicos concentrados. No Brasil, as recomendacdes de NPK, da Sociedade
Brasileira de Ciéncia do Solo - SBCS (2004) para a cultura da menta estabelecem
amplitudes de 80, 50 e 20 kg ha™ de nitrogénio, 120, 80 e 40 kg ha™ de fésforo, 90,
60 e 30 kg ha'de potéssio para niveis de nutriente no solo baixo, médio e alto,
respectivamente. Anwar et al. (2010) afirmam que as mentas produtoras de mentol
sdo especialmente extratoras de N, P e K quando comparadas com as outras
espécies. O aumento nos teores de N, P e K afetam positivamente a produgéo de
fitomassa e Oleo essencial, sem alterar as concentragcbes de mentol. A maior
extragcdo de macronutrientes em Mentha foi de N, K e Ca e de micronutrientes Fe,
Mn e Zn (GARLET, 2007). O Fe e Mn estdo envolvidos em algumas etapas
enzimaticas da biossintese de mentol, podendo sua deficiéncia ser limitante na

produgéo de mentol.
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O nitrogénio € um dos nutrientes mais importantes para o metabolismo
vegetal, pois constitui componentes fundamentais como acidos nucléicos e
proteinas, participando direta ou indiretamente de processos bioquimicos
contribuindo decisivamente para o crescimento vegetativo. Em menta adubacdes
acima de 200 kg ha™ s&o comuns nos EUA, enquanto que na China e india a média
é de 75 e 100 kg ha™, respectivamente, em funcdo do uso de adubagdes organicas
e da rotacao de culturas e/ou consorcios, aumentando a rentabilidade pela reducéo
do custo de producdo, com menos impacto ambiental e maior sustentabilidade
(LAWRENCE, 2007). Castro (2007) constatou que adubacédo nitrogenada eleva os
niveis de proteinas totais para ‘Lavander Mint' e aumenta a atividade da enzima
nitrato redutase. A adubacg&o nitrogenada aumentou a produtividade de dleo da
variedade ‘Lavander mint. A adubacdo nitrogenada é fator determinante na
maximizacao da produtividade na cultura de menta. A adubacéo de 160 Kg ha™* de N
propiciou maior produtividade de 6leo essencial (RAM & KUMAR, 1998). Zheljazkov
et al. (2010) constataram a necessidade de adubacdo suplementar com N, apoés
cada colheita para manter a produtivdade de 6leo essencial.

Sinha & Singh (1984) estudaram os efeitos da deficiéncia de K, em Mentha
arvensis, como determinantes no aumento do nitrogénio sollvel, a reducdo
proporcional do N protéico nos tecidos vegetais e 0 aumento da taxa de respiracéo,
deduzindo sua influéncia sobre a sintese de proteinas. A reducdo da area foliar
também foi observada em plantas deficientes de potéssio, no entanto as células
basais dos tricomas glandulares peltados ndo foram afetadas o que provoca um
aumento no teor de OE na planta, porém, a produtividade de OE é reduzida pela
diminuicdo da biomassa total. Garlet (2007) correlacionou a elevacao de doses de K
com a reducdo de biomassa, porém aumentando o rendimento de 6leo essencial e
de mentol.

A importancia do ion fosfato no metabolismo das mentas € relatado por
Rodrigues et al. (2004) como doador energético nas sucessivas reagfes de
fosforilagdo necesséarias a conversdo do acido mevalénico em isopreno a unidade
basica de formacdo de monoterpenos. Aumentos nos teores foliares de P
proporcionaram teores de Fe, N, Ca e S superiores, reduzindo os teores de K e Mg,
sem afetar os teores de B, Cu, Mn e Zn. Os autores determinaram a ordem de
acumulo de nutrientes na parte aérea correlacionada a maxima produgdo como

sendo N>K>Ca>P>Mg>S>Fe>Mn>B>Zn>Cu. Estes resultados coincidem com as
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exigéncias elementares da rota de biossintese do mentol descrita por Croteau &
Davis (2005), onde a presenca do ion Fe juntamente com co-fatores quinona séo
necessarios nas duas reag¢des iniciais envolvendo a fusdo de 3 moléculas de Acetil-
CoA. A presencga dos ions Mg e Mn é requerida nas etapas de formag&o do isopreno

e do limoneno.

2.2 MENTHA: ASPECTOS FITOQUIMICOS

Oleos essenciais (OE) sdo compostos quimicos provenientes do metabolismo
secundéario que geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular,
marcante atividade biol6gica sendo encontrados em concentragdes relativamente
baixas em determinados grupos de plantas e possuem uma caracteristica importante
que é a volatilidade de seus constituintes. De acordo com a ISO 3218:1976, 6leos
essenciais sdo produtos obtidos de partes de plantas pela destilagido por arraste de
vapor ou por prensagem dos pericarpos de frutos citricos (SIMOES & SPITZER,
2001).

A producdo de metabdlitos secundarios é genético dependente e sua
expressdo passa por interagdes entre a planta e as condicdes ambientais bidticas e
abiodticas, sendo sintetizados como mecanismos de defesa e de protecdo.da planta
(VALLAD & GOODMAN, 2004; PAVELA, 2004; GOBBO-NETO & LOPES 2007).

A composicdo do Oleo essencial das espécies de Mentha e dos seus 11
hibridos revela um enorme polimorfismo quimico, assim como uma mesma espécie
pode sofrer variagdes em funcéo das condi¢cdes ambientais locais, como solo e clima
ou até de sazonalidade e estadio de desenvolvimento, caracterizando diferentes
quimiotipos (SANGWAN, 2001; LAWRENCE, 2007; GOBBO-NETO & LOPES,
2007).

A composicdo do o6leo essencial de Mentha spp. apresenta variagbes
significativas, podendo ter como constituintes majoritarios o mentol, linalol, a-
terpineol, a-felandren-8-ol, entre outros (KOFIDIS et al., 2004; DESCHAMPS et al.,
2008). Os componentes indesejaveis como mentofurano, pulegona e acetato de
metila, apesar de minoritarios, também sofrem variacbes importantes e podem
comprometer as qualidades organolépticas do 6leo essencial e sua conservacao
(LAWRENCE, 2007; PAULUS et al., 2007).
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2.2.1 PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL Mentha sp.

Em Mentha o Oleo essencial é produzido e armazenado em tricomas
glandulares peltados e capitados que estdo distribuidos preferencialmente na face
abaxial das folhas, podendo ocorrer também na adaxial com menor densidade
(CROTEAU et al., 2005; DESCHAMPS et al., 2006), presentes na superficie das
folhas, caules jovens e inflorescéncias. Estas glandulas de O6leo essencial
epidérmicas sdo compostas por oito células secretoras, distribuidas de forma radial,
apoiadas sobre uma Unica célula que também fica sobre outra célula basal
incrustada na superficie. As células secretoras s@o envolvidas por uma bolsa
subcuticular que forma uma cavidade onde o Oleo secretado € armazenado. Os
estudos sobre a distribuicdo e ontogenia destas estruturas nas folhas de menta
esclareceram que a formagdo de tricomas glandulares é crescente até a total
expansdo foliar, chegando até 8000 glandulas por folhas (CROTEAU et al., 2005).
No entanto, Turner et al. (2000) afirmam que com a expanséao foliar a densidade dos
tricomas diminui em ambas as faces das folhas.

O ¢6leo essencial de menta € composto basicamente por monoterpenos,
sintetizados a partir da incorporagéo de CO; que se acumulam em folhas de 12 a 20
dias de idade, fase de maxima expanséo foliar e enchimento das glandulas com 6leo
essencial. Este acumulo parece ser mantido, uma vez que ndo foram comprovadas
taxas de “turnover” catabdlico, nem perdas por volatilizacdo significativas
(GERSHENZON et al., 2000).

Diferentes quimiotipos, condigbes ambientais de cultivo e estadio de
desenvolvimento também alteram os teores dos constituintes ao longo do tempo.
Limoneno e mentona sdo os monoterpenos majoritarios presentes em folhas jovens.
Ao longo do desenvolvimento das folhas o limoneno decresce e os teores de
mentona vdo aumentando. Nos estadios foliares finais, em torno de 30 a 35 dias, o
mentol aparece como O monoterpeno predominante. Isto acontece quando 0s
primeiros botdes florais aparecem, se mantendo ou decaindo ligeiramente durante a
floracdo (GERSHENZON et al., 2000).

Os principais tipos de Mentha cultivadas no mundo para a produgcdo de OE

sdo: Mentha piperita, denominada “peppermint” com cerca de 75% de uma mistura
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de mentol e mentona em proporgdes que variam de 2:1 a 3:1, respectivamente;
Mentha canadensis, chamada de “cornmint”, ou menta Japonesa, sendo a melhor
fonte de mentol (70%), Mentha spicata e Mentha gracilis chamadas de “Native and
Scotch spearmint”, respectivamente, cujos 6leos essenciais contém cerca de 66 %
de carvona; Mentha pulegium, chamada de “European pennyroyal” cujo OE consiste
em 90% de pulegona (LAWRENCE, 2007).

ApoOs a extragcdo do OE das partes vegetais este é comercializado e em
seguida submetido a processos industriais de desdobramento de seus
componentes, fornecendo principalmente o mentol cristalizado e 6leo desmentolado
(CZEPAK, 1995). Segundo Bizzo et al. (2009) este 6leo desmentolado ainda contém
de 35 a 50% de mentol na sua composi¢do. Em menta o teor de OE varia entre 1,0 —
1,5% e deve ter mais que 50% de mentol (CORREA JUNIOR et al., 1994).

A Tabela 1 apresenta as principais espécies de menta, seus usos, rendimento

e composicao do 6leo essencial.
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TABELA 1 — Usos, rendimento e constituintes do 6leo essencial (O.E.) de espécies importantes de

menta.

Espécie de menta

Porcentagem e constituintes do dleo

essencial nas folhas

Usos

Mentha aquatica

0,8% de O.E. 40% de mentofurano, 28%
de mentol, 22% de acetato de mentila

Aroma em comida e licores,
perturbacdes digestivas e
depressao

Mentha arvensis

1,3a1,6% de O.E. 70 a 80% de mentol,
10% de mentil-acetato, 8% de mentona

Anti-gripais, drops para tosse, pasta
dental, goma de mascar, aroma de
tabaco, cosméticos. Acao
carminativa, anti-séptica e
estimulante em xaropes, pomadas
e balsamos para dores reumaticas
e febres. Oleo é usado para dores
de garganta, dente, ouvido e como
anti-séptico

Mentha citrata

0,5 a 0,8% de O.E. 45 a 50% de linalol,
35 a 40% de acetato de linalila

IndUstria de cosméticos. Folhas séo
misturadas com suco de laranja
para fazer conserva.

Mentha longifolia

1,2% de O.E. 50% de Oxido de
piperitona, 20% de piperitona

Tratamento de nauseas, neuralgia,
reumatismo e perturbacdes
gastricas.

Mentha x piperita

0,3 a 1% de O.E. 50 a 55% de mentol,
20% de acetato de mentila, 10% de
mentona

Pasta dental, enxaguatério bucal,
goma de mascar, bebidas,
confeitos. Anti-séptica e
carminativa, digestiva e
antiespasmadica, para dor de
dentes de cabeca, nauseas e
caimbras.

Mentha pulegium

1 a 2% de O.E. 85 a 95% de pulegone, 4
a 5% de mentol

Aroma em sabonetes. Pulegona é
usada como base para a producéo
de mentol. Desordens nervosas e

repelente de insetos.

Mentha rotundifolia

0,06 a 0,1% de O.E. 51% de o6xido de
piperitona, 10% de dipenteno, 10% de
limoneno, 10% de acetato de
diidrocarveol e 15% de carvona.

Aroma de alimentos, confeitaria,
propriedades digestivas.

Mentha spicata

0,2 a 0,5% de O.E. 58% de carvona, 8%
de limoneno, 10% de dipenteno, 7% de
diidrocarveol e 12% de acetato de
diidrocarveol.

Alimentos, bebidas, pasta dental,

enxaguatério bucal, sabonetes,
detergentes, cremes, locdes e
perfumes, como medicinal como

carminativa, anti-espasmadica, para
febre e bronquites.

FONTE: Bhat et al. (2002).
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2.2.2 MENTOL

A biossintese de mentol a partir do metabolismo primario consiste em 8
etapas enziméticas, que envolvem inicialmente a formacao e subsequente ciclizagédo
do monoterpeno precursor universal geranil difosfato ao seu produto olefina “gerador
de 6leo” (-)-(4S)-limoneno. Na sequéncia, sete reagfes enzimaticas seqienciais e
seus respectivos estereoisémeros intermediarios séo iniciadas pela hidroxilacdo no
C3 e uma série de quatro transformacdes redox e uma isomerizagcdo no esquema
geral de oxidagdo alifatica conjugada a reducao, instalando 3 centros quiral no anel
de ciclohexano, formando entdo o (-) mentol (Figura 1). A organizagdo da
biossintese do mentol é complexa na medida em que envolve a
compartimentalizacdo das enzimas em 4 estruturas subcelulares (plastideos, reticulo
endoplasmético, mitocondria e citosol) inspirando diversos trabalhos de engenharia
genética visando o controle da expressé@o génica de etapas especificas (DIEMER et
al., 2001; VERONESE et al., 2001; RINGER et al., 2003; CROTEAU et al., 2005;
WILDUNG E CROTEAU, 2005).

Um desvio importante na rota biossintética do mentol é a transformacéo de (+)
pulegona em (+) mentofurano catalisada pela enzima mentofurano sintase. O
mentofurano é considerado um “metabdlito de estress” e cuja formacao é favorecida
por fatores ambientais como baixa intensidade luminosa, dias curtos, temperaturas
noturnas elevadas e deficiéncia hidrica podendo-se acumular em niveis altos (15 a
20 %). A supressédo desta rota ou de seus agentes causais representa uma das

possibilidades de aumentar a produgdo de mentol.
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Figura 1. Cadeia de reacfes de biossintese do Mentol em Mentha x piperita. Fonte: CROTEAU et al.
(2005)

As propriedades fisicas do Mentol sdo interessantes, apresentando-se na
forma cristalina a temperatura ambiente, com ponto de fusdo de 41 a 43°C e
temperatura de ebuligdo de 212°C (LAWRENCE, 2007). Em formulagdes
farmacéuticas o mentol é usado para problemas gastrintestinais e respiratérios,
resfriados e dores musculo-esqueléticas. No uso dermatoldgico, contribui com a
acao topica anti-prurido, anti-séptica, analgésica e de refrescancia. Esta propriedade
de refrescancia teve seu mecanismo de elicitagdo desvendado com a identificagéo
do TRPMS8 (transient receptor potential) o qual ativa o canal intracelular de Ca?*
propiciando a sensacgéao refrescante, também ativada por temperatura baixa (PATEL
et al., 2007).

2.2.3 EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL

Os métodos de extrac@o de Oleos essenciais variam conforme a localizagdo
do dleo volatil na planta. O método de “enfleurage” € usado para pétalas de flores
(laranjeira e rosas), a prensagem para frutos (citricos) e o arraste por vapor para

plantas frescas. A extragdo com solventes organicos apolares extrai outros



31

compostos lipofilicos, comprometendo a qualidade do dleo essencial. O 6leo volatil
mais puro é obtido por CO, supercritico, apesar de frequentemente necessitar de
etapas complementares de branqueamento, neutralizacéo e retificagdo (SIMOES &
SPITZER, 2001).

A destilagd@o por arraste a vapor é uma técnica milenar usada pelos maiores
produtores mundiais de 6leo essencial que vem sendo aperfeicoada neste ultimo
século, adequando melhorias praticas as exigéncias fisico-quimicas do processo,
com o objetivo de aumentar sua eficiéncia (LAWRENCE, 2007). Segundo Watanabe
et al. (2006) a destilagdo por arraste de vapor pode ser subdividida em trés
categorias: destilagdo com agua, com agua e vapor e com vapor direto, estando
sujeitas as mesmas condi¢cdes tedricas de hidrodifusdo, hidrolise de certos
compostos do 6leo essencial e decomposi¢do ocasionada pelo vapor. Durante o
processo de destilacdo a agua, a acidez e a temperatura podem provocar hidrolise
de ésteres, rearranjos, isomerizagfes, racemizacfes e oxidagdes. Isto explica por
que a composicdo dos produtos obtidos por arraste de vapor d'agua diferem da
mistura dos constituintes inicialmente presentes nos 0Orgdos secretores vegetais
(SIMOES & SPITZER, 2001).

Os destiladores sédo compostos por quatro unidades: dorna, condensador,
separador e sistema gerador de vapor cada um deles mutuamente dependentes,
sendo que a alteragdo da escala de um, requer adequagbes correspondentes no
tamanho dos demais. A enorme diversidade de projetos em operacdo muitas vezes
representa um fator limitante da producgédo, tanto econémico como em relagdo a
qualidade do 6leo essencial (DENNEY & LAWRENCE, 2007). Segundo Simdes &
Spitzer (2001) a A F. Bras. IV preconiza o uso de um aparelho tipo Clevenger, com
modificagdes para a extracdo de OE. Dessa forma, a maioria das referéncias utiliza
0 processo de hidrodestilacdo para avaliar o rendimento de 6leos essenciais. Pela
sua limitacdo de escala, freqlientemente esses resultados comprometem as
seqiéncias de adequacgdo a viabilizacdo da produgcdo comercial pela técnica de

arraste por vapor em destiladores comerciais.



32

2.3 BIOESTIMULANTES E MODO DE AGAO

Bioestimulantes s&o definidos como materiais orgéanicos, aplicados em
qguantidades reduzidas, que induzem o crescimento e desenvolvimento vegetal, sem
que se possa atribuir-lo a aplicagdo tradicional de nutrientes. Também séo
chamados de “ativadores metabdlicos” e de “reguladores positivos do crescimento
vegetal” (CASTRO & VIEIRA, 2001). Os bioestimulantes podem ser classificados em
3 grupos: produtos contendo A&cidos hdmicos, horménios ou aminoacidos
(VASCONCELOQOS et al., 2009). Schmidt et al. (2003) citam como bioestimulantes o
extrato da alga marinha (Ascophyllum nodosum), acidos humicos e aminoacidos.

A acdo dos bioestimulantes se d& de vérias formas, como pelo estimulo a
eficiéncia fotossintética e a toleréncia de plantas sujeitas a estresses ambientais
bidticos e abidticos, tais como déficit hidrico, salinidade, temperaturas elevadas ou
muito baixas, elevada intensidade de luz UV, herbicidas e nematdides e ataques de
pragas e doengas (VASCONCELOS et al., 2009).

Em situagdes de estresse elevado, a planta produz elevados niveis de etileno,
0 que sinaliza a senescéncia foliar e acimulo de reservas nutritivas nos pontos de
crescimento, sendo reduzida a taxa de fotossintese, a respiracdo e o0s niveis de
auxinas e citocininas. Paralelamente, os processos metabdlicos de recepcao de
elétrons pelo oxigénio molecular responsaveis pelos niveis de hidratagdo em
condicdes favoraveis sao reduzidos, aumentando a formacdo de espécies reativas
de oxigénio, como superoxido, oxigénio singleto, perdxido de hidrogénio e radicais
hidroxila. Estes radicais na forma livre sdo oxidantes, que provocam a quebra de
pigmentos, danos as membranas celulares, mitocéndrias e cloroplastos, levando a
necrose celular e eventualmente a morte da planta (ZHANG et al., 2003; SCHMIDT
et al., 2003; ZHANG et al., 2004).

A interferéncia dos bioestimulantes em situacbes de estresse fisioldgico
ocorre por meio de duas correntes metabdlicas seqlenciais: alteracdo do balanco
hormonal a favor das citocininas e auxinas, com a consequente redugéo dos niveis
de etileno, entdo seguida pela ativagdo do sistema de defesa antioxidante. Este
sistema é formado por um complexo enzimatico composto pelas enzimas catalase,
ascorbato peroxidase e superéxido dismutase (VASCONCELOS et al., 2009).
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Os recentes desafios a producé@o vegetal devido a crescente ocorréncia de
estresses abidticos e bidticos criados pelas mudancas climéaticas terdo grande
impacto no século 21. A pesquisa e desenvolvimento de técnicas que minimizem
esses estresses devem ser prioritarias. Estudos recentes demonstram que 0s
bioestimulantes oferecem proteg¢édo contra condi¢ées adversas, assumindo potencial
para serem aplicados a campo em concentragdes reduzidas com baixo impacto
econdmico e ambiental (KHAN et al., 2009).

Nao foram encontradas referéncias com relacdo ao rendimento de 6leo
essencial em nenhuma espécie de Mentha com os trés insumos usados neste

trabalho: extrato de alga marinhae e 4cido falvico.

3.3.1 EXTRATO DE ALGA

Algas macroscopicas e multicelulares sdo componentes dos ecossistemas
marinhos costeiros rochosos de zonas temperadas onde exista substrato adequado.
As algas marinhas séo classificadas de acordo com a sua pigmentacdo, sendo as
algas marrons do grupo Phaeophyta, 0 segundo grupo mais numeroso com
aproximadamente 2000 espécies, ao qual pertence a alga Ascophyllum nodosum, a
mais usada na agricultura, como bioestimulante ou biofertilizante. Cerca de 15
milhdes de toneladas sdo usadas na agricultura anualmente, como suplemento em
fertilizantes ou como bioestimulante em inimeras formula¢cdes comerciais. O efeito
estimulante do crescimento vegetal das algas marinhas e sua composicao a base de
macro e micronutrientes, aminoacidos, vitaminas, citocininas, auxinas e &cido
abscisico, betainas e esterdis comecam a ser reconhecidos e documentados, no
entanto, os mecanismos de acdo dos componentes permanecem desconhecidos,
havendo a hipétese de efeito sinérgico entre eles (KHAN 2009; CRAIGIE, 2010).
Produtos & base de algas e extratos de algas marinhas sdo comercializados para
uso como promotor de crescimento e protetor vegetal a estresses abidticos e
bidticos, protetor de solo e estimulante de microrganismos da rizosfera, como
suplementos alimentares animais e humanos (KHAN 2009; CRAIGIE, 2010).

Quanto a outras espécies aromaticas, Storck (2008) testou o extrato de alga
em patchouli (Pogostemon clabin) observando elevacdo no rendimento de Oleo

essencial com aplicacbes foliares de apenas 15 mg L™, enquanto Masseto (2009)
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trabalhando com lavanda (Lavandula dentata) com aplicagfes foliares de extrato de
alga e GA; constatou que a alteragdo no rendimento de Oleo essencial esti
associada aos estadios de desenvolvimento da planta e ao 6rgao de

armazenamento.

3.3.2 ACIDO FULVICO

Os &cidos fulvicos sdo um dos componentes das substancias humicas,
resultantes da decomposicéo de residuos vegetais e animais. Ocorrem naturalmente
em solos minerais, turfas, xisto betuminoso, compostos organicos (animais, vegetais
e esgoto) e carvles. A Leonardita (linhito oxidado) é um carvdo natural de baixo
valor calorifico que apresenta o maior conteudo de acidos humicos, sendo usado
desde 1960 na produc¢éo vegetal. Todos os &cidos humicos contém C, H, O e N com
concentracdes reduzidas de S e P. Os acidos fllvicos sdo substancias soluveis em
gualquer pH, com baixo peso molecular, o que lhes permite a entrada nas plantas,
ndo so pelas raizes como pelos poros foliares e principalmente pelos ectodesmas
(SCHMIDT et al., 2003).

Acidos fllvicos contém também polissacarideos, aminoacidos e auxinas que
podem favorecer o crescimento vegetativo e o balango hormonal a favor das auxinas
em situagOes de estresse, havendo ainda um reforgo pela inibicdo da enzima &cido
indol acético - AIA oxidase que parece ocorrer por meio da competicdo com
substrato ou alteracdo da sua conformacéo (FACANHA et al.,, 2002; ARANCON et
al., 2006a).

Seu elevado contetdo de grupos carboxilicos (COOH), fendlicos, grupos
amino e ligacdes peptidicas nos acidos fulvicos viabilizam sua a¢éo tampé&o no solo,
na medida em que aumentam a CTC, evitando lixiviagdo, favorecendo a agao
intercoloidal dos compostos organicos com as argilas, melhorando a estrutura e
porosidade e quando absorvidos pelas plantas sua agdo quelante permite a
conducéo dos ions Zn, Cu, Mg, Fe (SCHMIDT et al.,2003; ARANCON et al., 2006c;
ARANCON et al., 2006a).

A presenca de acidos humicos no solo e a prépria exudacdo radicular de

acido fulvico apés translocacao pela planta, libera compostos como CO,, H.0, N03-,

-2 -2 . . . . L x
PO, , SO, que estimulam o crescimento microbiano simbionte na regido da



35

rizosfera. Fungos como Trichoderma harzianum contribuem para a saude radicular
pela prote¢cdo contra fungos de solo como Phytium, Phytophthora, Fusarium e
Rhizoctonia através do controle bioldégico pelos mecanismos de micoparasitismo,
antagonismo e resisténcia induzida (fitoalexinas), competicdo por espago e
nutrientes e inativacdo das enzimas do patdgeno. Da mesma forma, bactérias do
género Pseudomonas spp. também se alimentam das substéncias humicas na
rizosfera, promovendo o crescimento vegetal pelos exsudatos contendo auxinas,
citocininas e giberelinas (CHAOUI et al., 2003; HAN et al., 2005).

A grande diversidade de origem, do modo de preparo, se reverte na grande
variabilidade na composi¢éo e nas concentra¢des do acido fulvico e bioestimulantes
em geral, o que representa um fator que dificulta a obtengcédo de resultados mais
consistentes e previsiveis, necessitando cada caso de experimentac@o preliminar a
fim de determinar dosagens e frequéncias de aplicacdo (VASCONCELOS et al.,
2009). Apesar de haver consideravel nimero de referéncias disponiveis quanto a
capacidade do &cido falvico estimular o crescimento vegetativo, nenhuma publicagéo

fazendo o seu uso em plantas aromaticas foi localizada.
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3 SEASONAL VARIATION OF VEGETATIVE GROWTH, ESSENTIAL OIL YIELD
AND COMPOSITION OF MENTHOL MINT GENOTYPES AT SOUTHERN BRAZIL

VARIACAO SAZONAL DO CRESCIMENTO VEGETATIVO, PRODUTIVIDADE E
COMPOSICAO DE OLEO ESSENCIAL EM GENOTIPOS DE MENTA NO LITORAL
NORTE CATARINENSE
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ABSTRACT: Menthol has economic importance to the flavor, food and
pharmaceutical industries. Ten mint genotypes were assessed for essential oll
content and chemical composition at the environmental conditions of Southern Brazil
after two harvests (February and May). The experimental design was in completely
randomized blocks with a 10 x 2 factorial with 4 replications, each one with 20 plants.
The essential oil samples were obtained by hydrodistillation in a Clevenger apparatus
and analysed by GC-FID and GC-MS. The essential oil content varied from 0.8 to
5.3% and it was higher when plants were harvested in February. The main identified
constituents in the essential oil samples were menthol (12 - 92.7%), menthone (2.2 -
56.9%), and neomenthol (2.9 - 12.1%). The levels of menthol and menthyl acetate
were superior in May when the levels of menthone and neomenthol decreased.
Pulegone, 1,8 cineol and limonene levels were also detected in lower concentrations
in some genotypes. Mentha canadensis L. showed the highest essential oil content
(5.3 % in February and 3.5% in May), as well as the highest menthol concentration
(89.6% in February and 92.7% in May) in both harvests. The results showed that the
environmental conditions in Southern Brazil are suitable for menthol production and
that the harvest in February is superior in terms of essential oil yield, although with a
slight decrease in menthol concentration. M. canadensis L. can be recommended as

a promising genotype for menthol production in Southern Brazil.

KEYWORD: Lamiaceae. Mentha. Genetic resources. Biomass. Menthol.



44

3.1 INTRODUCTION

The mint family is composed by different species that are grown worldwide to
explore their fresh or dried leaves, as well as their essential oils, as flavoring or
spices in a wide variety of food (MORRIS, 2007). India, China and United States are
the main mint producer countries. Although Brazil has been the world's leading
menthol producer in the early 1970's, it now imports annually approximately US$ 10
million of mint essential oil (BIZZO et al., 2009). The major monoterpene compound
is (-)-menthol, which is important to the pharmaceutical, food and confectionery
industries. Peltate glandular trichomes have been identified as the sites of essential
oil production and storage in mint (DESCHAMPS et al., 2006; CROTEAU et al.,
2005). The eight steps of the menthol biosynthesis pathway and the specific
enzymes and gene properties have been described (CHANG et al, 2010;
GERSHERZON et al., 2000). The understanding of the regulation of gene expression
distributed in four subcellular compartments and the influence of plant ontogeny on
oil production have begun to be explained (CHANG et al., 2010; RIOS — ESTEPA et
al.,, 2008; CROTEAU et al.,, 2005; GERSHERZON et al.,, 2000). However, the
correlation between genotypic acquirements with ecological interactions in
physiological plant regulation plays a decisive role in essential oil modulation
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007; SANGWAN et al., 2001).

The genotypic variability of the genus Mentha is favored by cytomixis and
consequent polyploidy, transgressive segregation and the ease of hybridization,
resulting in significant chemical polymorphism (TUCKER & NACZI, 2007). In addition
to genotypic characteristics, it has been demonstrated that genetic expression for oil
production is also affected by plant ontogeny and environmental regulation, such as
soil and seasonal variations (RIOS-ESTEPA et al., 2008; SANGWAN et al., 2001).
Due to the economic importance of menthol, great emphasis has been given to the
conservation of mint genetic materials as a valuable bioresource to increase
essential oil yield and quality, allowing economic production of mint-related
commodities (KHANUJA et al., 2000; FRANZ, 2010).

This work is part of a research program directed to mint production in Brazil which

includes germplasm evaluation in different edaphoclimatic conditions throughout the
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country. The main objective of this work was to evaluate the vegetative growth,
essential oil yield and composition of different mint genotypes at the environmental

conditions of Southern Brazil.

3.2 MATERIAL AND METHODS

Plant material and experimental conditions: Ten mint genotypes were obtained
from the germplasm bank of Embrapa Genetic Resources and Biotechnology, Brazil
(Table 1), by vegetative propagation using stem cuttings with 5 to 7 cm in length,
Plantmax HT® as substrate, and grown under greenhouse conditions at Federal
University of Parana (UFPR), on styrofoam trays with three intermittent mist
irrigations during the day. Plants were transferred to field in November 2009, at the
Catarinense Federal Institute, Campus Araquari (S 26°23'56”, W 48°44°30”, 4m), on
sandy Espodossolo soil (EMBRAPA, 1999). They were harvested twice, in February
(90 days after planting) and May 2010 (180 days after planting). The experimental
design was in completely randomized blocks with a 10 x 2 factorial, four replications

and sixteen plants each.

Table 1. Identification of genotype from mint collection (MC) evaluated in this study

GENOTYPE DENOMINATION CIENTIFIC NAME ORIGIN
MC 3 Chocolate mint Mentha x piperita L.  Purdue University - USA
MC 23 Pepermint Mentha x piperita L.  Purdue University - USA
MC 34 EMATER 2 Mentha sylvestris L. 2UnB - Brazil
MC 37 EMATER 3 Mentha canadensis L. UnB - Brazil
MC 43 Horteld 560 Mentha x piperita L. 3CPQBA - Brazil
MC 57 IAC 9 Mentha sp. *|AC - Brazil
MC 69 UFC 5 Mentha x piperita L. °*UFC - Brazil
MC 75 Horteld — PR1 Mentha arvensis L. °PR 1 Brazil
MC 76 Horteld — PR2 Mentha arvensis L. PR 2 Brazil
MC 78 Horteld — PR3 Mentha arvensis L. PR 3- Brazil

1 = Mint collection from Embrapa Genetic Resources and Biotechnology. 2UnB = Universidade de
Brasilia; *CPQBA/UNICAMP = Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agréarias/Universidade de Campinas; YIAC = Instituto Agronémico de Campinas; *UFC =
Universidade Federal do Ceara; 8PR = Comercial Cultivation in Parana.
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Before transferring the plants to the field, the experimental area was fertilized with
40 kg/ha of nitrogen, 30 kg/ha of phosphorus and 30 kg/ha of potassium, with two
additional nitrogen fertilization (20 kg/ha) 30 days after planting and after the first
harvest. Plants were spaced by 60 cm between rows and 30 cm between each other.
The total area of the experimental unit was 4.2 m? and the samples were collected
from 0.72 m? of this area. Plant height, fresh and dry weights were determined. The
samples for biomass evaluation were dried at 65°C in a FANEN (S&o Paulo, Brazil)
model 320SE circulation oven until constant weight. The essential oil was obtained
by hydrodistillation of 100 g of fresh leaves in a Clevenger apparatus for 2 hours.
Essential oil yield was calculated using the product of biomass multiplied by the oil
content value.

Chemicals: Dichloromethane spectroscopic grade (Tedia, Fairfield, USA) was
used as solvent. The standards were purchased from Aldrich (Milwaukee, USA).

Analysis of the essential oils: EO were analyzed in an Agilent (Palo Alto, USA)
6890N gas chromatograph fitted with a 5% phenyl - 95% methylsilicone (HP5, 25m X
0.32mm X 0.25um) fused silica capillary column. The oven temperature was
programmed from 60°C to 240°C at 3°C/min, and hydrogen was used as carrier gas
(2.5 mL/min). The oils were diluted to 1% in dichloromethane and 1.0uL of this
solution was injected in split mode (1:100). The injector was kept at 250°C and the
detector (FID) at 280°C.

Mass spectra were obtained in an Agilent 5973N system operating in electronic
ionization mode (El) at 70 eV, with scan mass range of 40-500 m/z. The sampling
rate was 3.15 scans/s. The ion source was kept at 230°C, mass analyzer at 150°C
and transfer line at 260°C. The mass detector was coupled to an Agilent 6890 gas
chromatograph fitted with a low bleeding 5% phenyl - 95% methylsilicone (HP-5MS,
30m X 0.25mm X 0.25um) fused silica capillary column. The injection procedure and
oven temperature program were the same as above. Helium was the carrier gas, at
1.0 mL/min. Linear retention indices (LRI) were measured (DOOL & KRATZ, 1963)
by injecting a series of n-alkanes (C;-Cy) in the same column and conditions
indicated above for GC analyses.

Identification of the oil components was based on a computer search using the

Wiley 6th ed. library of mass spectral data and by comparison of their calculated
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linear retention indices with data from the literature (ADAMS, 2007). Standard
solutions of menthol and menthone were injected for confirmation.

Statistical Analysis: For each genotype and harvest time the average oil content
and the percentage of the identified compounds were calculated using the average
mean of the four blocks of replications. MSTAT-C (NISSEN, 1993) was used to verify
mean homogeneity with a Barlett Test and data was analyzed using the analysis of
variance (ANOVA) of the factorial design by the randomization method. The main
plot treatments were the ten genotypes and the subplots consisted of the two harvest
times. A Tukey honestly significance difference test at p<0.05 compared means of
biomass vyield, oil content and yield as well as the percentage of the identified

constituents.

3.3 RESULTS AND DISCUSSION

The M. arvensis (MC 75, MC 76 and MC 78) genotypes exhibited the highest plant
height (64.17 to 64.83 cm - Table 2) and were in conformity with those previously
described for the same genotypes cultivated in Brasilia conditions. For M. x piperita
(MC 3 and MC 23), however, cultivation in Santa Catarina lead to higher plant
heights (28.3 and 21.9cm), when compared to those from Brasilia (18.3 and 15.6
cm), respectively (GRIZI et al., 2006). M. canadensis (MC 37) in this study presented
lower plant height than the cultivars Cornmint and Sakhalin mint studied in Finland
(AFLATUNI, 2005).

The leaf and herb dry yield were affected by both genotypes and harvest time
(Table 2). Plants harvested in February showed higher vegetative growth than those
harvested in May despite the fact that the vegetation period was very similar (95 and
90 days). The environmental conditions, as temperature and precipitation, probably
affected the vegetative growth. In February, the average temperature was 6.9°C
higher with a long-day photoperiod of 14 hours, increasing carbon assimilation and
biomass production. In addition, precipitation rates lower than 60 mm in April and
May could also have limited plant growth in the second harvest. Similar results have
been reported for mint species in Curitiba, Brazil, with superior biomass production in
summer than autumn (MONTEIRO, 2009; DESCHAMPS et al., 2008). The average
of umidity content on fresh herb was 80% on the first harvest (february) and 81% on

the second harvest (may).
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Table 2. Plant height, dry leaf yield and total dry yield (herb yield) of mint species at two

harvesting times at Araquari, Santa Catarina, 2009.

Leaf dry yield kg/ha Total dry yield (herb yield) kg/ha
Mint Height Feb May Total Feb May Total
genotypes (cm)
MC 3 28.25 2163 Aab 585 Bab 2748 a 2905 Aab 1119 Bab 4024 b
MC 23 21.92 1177 Ac 257 Bb 1434 ¢ 1566 Ac 475 Bb 2041 d
MC 34 28.83 1532 Aabc 548 Bab 2080 b 2128 Abc 967Bab 3095 ¢
MC 37 38.50 1829 Aabc 1219 Ba 3048 a 2395 Abc 1867 Ba 4262 b
MC 43 28.08 1749 Aabc 286 Bb 2035 b 2374 Abc 549 Bb 2923 ¢
MC 57 27.92 1632 Aabc 692 Bab 2324 b 2198 Abc 1673 Bab 3871 bc
MC 69 19.25 1463 Aabc 512 Bab 1975 b 1929 Abc 984 Bab 2013 ¢
MC 75 64.25 2261 Aa 972 Bab 3233 a 3735 Aa 2161 Ba 5896 a
MC 76 64.83 1656 Aabc 1306 Ba 2062 a 2657 Aabc 1810 Ba 4467
MC 78 64.17 1736 Aabc 1243 Ba 2979 a 2690 Aabc 2053 Ba 4743 b
Average 1720 762 2458 1366

Leaf dry yield CV/(coefficient variation) =29.82%. Total dry yield CV= 26.33%.

Means followed by the same capital letters on lines and the same lowercase letters on columns are
not significantly different at the 0.05 level.

Highest total herb and leaf yield were observed in M. arvensis (MC 75, MC 76,
MC 78), M. canadensis (MC 37) and Mentha x piperita (MC 3) genotypes. The M.
arvensis genotypes and M. canadensis (MC 37) were harvested at full bloom, when
plant structure is commonly changed due to leaf senescence. This did not occur with
M. canadensis, as demonstrated by the leaf-herb ratios (Table 3). In spite of the leaf
senescence, the essential oil yield was not reduced due to the total herb yield,
justifying harvesting at full bloom (ROHLOFF et al., 2005). M.x piperita MC 69 and
MC 23 in turn exhibited the lowest herb and leaf yield due to its dwarf characteristics
and prostrate growth, evidenced by the plant height and the leaf-herb ratio. Although
M. arvensis (MC 75, MC 76, MC 78) cultivars achieved the highest values of dry herb
yield in this study, they are significantly lower than those obtained commercially in
India, which ranged from 5.14 to 8.25 t/ha (SRIVASTAVA et al., 2002).
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Table 3. The leaf/herb ratio of mint species at two harvests at Araquari, Santa Catarina,
2009.

Mint Dry leaf / dry herb
genotypes Feb May Average
MC 3 0,73 ™ 0,50 °® 0,62
MC 23 0,74 2 0,56 B 0,65
MC 34 0,72 #2 0,59 B 0,65 %
MC 37 0,76 %2 0,66 °2 0,712
MC 43 0,732 0,49 B 0,61
MC 57 0,754 0,42 B° 0,58 °
MC 69 0,742 0,51 B 0,63
MC 75 0,60 ** 0,54 B 0,57°
MC 76 0,632 0,59 B 0,61
MC 78 0,63 %2 0,60 B 0,61 %
Average 0,70 0,55

Dry leaf / dry herb CV=13.89%. Means followed by the same capital letters on lines and the same
lowercase letters on columns are not significantly different at the 0.05 level.

Significant differences were observed in essential oil content among harvest
times and genotypes (Table 4). The genotypes presented essential oil contents
ranging from 0.8 to 5.3%. The essential oil content was higher in February (2.7%)
than in May (1.5%). Summer environmental conditions (February), such as high
temperature and long days favored essential oil biosynthesis. This can be explained
by the increase in biomass associated to plant modulation of photosynthetic carbon
production into the metabolic machinery of monoterpene biosynthesis (KHANUJA et
al., 2000). Similar results have been reported at high altitude conditions in southern
Brazil, where a 50% decrease in essential oil content among seven mint genotypes
was observed when plants were harvest in winter compared to summer
(DESCHAMPS et al., 2008). In the northern hemisphere, M. spicata also presented
higher essential oil during the summer months from July to September (13). Study on
photoperiodic influence in mint have correlated long days to flowering induction
(SANGWAN et al., 2001). In fact, in February, all of the mint genotypes were at
bloom stage, while in May only the M. arvensis and M. canadensis had attained the

stage of bud formation. Besides environmental conditions, senescence of older
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leaves in February due to flowering induced a reduction of leaf area, with greater oll

gland density on the new leaves resulting in higher oil accumulation.
Table 4. Essential oil content (%) and essential oil yield (L/ha) of mint genotypes at two

harvests time, at Araquari, Santa Catarina, 2009.

Mint Essential oil Essential oil yield (L/ha)
genotypes content (%)

Feb May Feb May Average Total
MC 3 2.8Abc 1.2Bbc 81.9 Ab 13.9 Bbc 476 b 95.1
MC 23 2.1Abcd 1.3Bbc 31.8 Ade 5.8 Bc 18.8¢c 37.6
MC 34 2.5 Abc 1.4 Bc 515 Acd 12.0 Bbc 31.8 bc 63.5
MC 37 5.3 Aa 3.5Ba 125.8 Aa 61.1 Ba 9345a 186.9
MC 43 29Abc 22Bab 674 Abc 114 Bbc 39.4 bc 78.8
MC 57 3.4 Ab 0.8 Bc 72.9 Abc 14.8 Bbc 43.8 bc 87.7
MC 69 1.6 Acd 0.9 Bc 27.6 Ae 8.1 Bc 178¢c 35.7
MC 75 2.1 Abc 1.2Bc 81.9 Ab 23.3 Bbc 52.6 bc 105.2
MC 76 22 Abc 1.5Bbc 56.8 Ac 33.6 Bb 456 b 90.4
MC 78 22Abc 1.4Bbc 57.4 Ac 28.1 Bbc 42.8 bc 85.4

Average 2.7 1.5 65.4 21.2

Essential oil content CV= 25.33%. Essential oil yield CV=23.13%. Means followed by the same capital
letters on lines and the same lowercase letters on columns are not significantly different at the 0.05
level.

Mentha canadensis L. (MC 37), presented the highest essential oil content in
both harvests (5.3 % in February and 3.5% in May). When studied in Curitiba, at 940
m altitude Brazil, this genotype had lower oil content (2.8%) (MONTEIRO, 2009). The
effect of the altitude and respective higher UV radiation in secondary metabolites is
described for M. x piperita, increasing oil content from UV-A radiation during the day,
while at night a decrease was observed (MAFFEI et al., 1999), which may indicate
that essential oil biosynthesis can be negatively affected by the altitude and
consequent higher UV exposure. Two M. canadensis evaluated in Finland
(AFLATUNI, 2005) achieved essential oil content ranging from 1.7 to 2.8% and two
other M. canadensis studied in Brasilia, Brazil, presented 2.03 and 4.17% of oll
content during the dry season (GRACINDO et al., 2006).

The Indian reports on essential oil and menthol yield for M. arvensis are highly
superior to the values obtained here. Srivastava et al. (2002) describe oil yields of
99.5 to 165 kg/ha and menthol yields of 72.5 to 101 kg/ha. However, their oil content

levels ranged from 0.7 to 0.9 and menthol content from 66.7 to 76% which are lower
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than those found in this study. Therefore, the component responsible for the
limitation of oil and menthol yield here was the herb yield, which was two to three
times lower than in India.

Table 5. Menthol yield (L/ha) of mint genotypes at two harvesting time at Araquari, Santa
Catarina, 2009.

Genotype Denomination Feb May Average Total
MC 3 Mentha x piperita L. 32.8 Acde 9.3Bcd 21.1cd 42.1
MC 23 Mentha x piperita L. 12.7 Ag 3.3 Bd 79¢e 16.0
MC 34 Mentha sylvestris L. 245 Aef 5.6 Bd 15.1 de 30.1
MC 37 M. canadensis L. 110.2 Aa 56.6 Ba 834 a 166.8
MC 43 Mentha piperita L. 28.7 Ade 5.5 Bd 17.1 de 34.2
MC 57 Mentha sp. 8.7 Ag 5.5Bd 76¢ 14.2
MC 69 Mentha x piperita L. 13.9 Afg 4.2 Bd 9.1e 18.1
MC 75 Mentha arvensis L. 62.2 Ab 17.9 Bbc 46.1 b 80.1
MC 76 Mentha arvensis L. 40.5 Ac 25.1 Bb 328D 65.6
MC 78 Mentha arvensis L. 38.8 Acd 20.1 Bbc 29.5 bc 58.9
Average 37.3A 153 B

Menthol yield CV= 19.89%. Means followed by the same capital letters on lines and the same
lowercase letters on columns are not significantly different at the 0.05 level.

Essential oil (Table 4) and menthol yield (Table 5) data were also influenced
by genotype and harvest time. For the material harvested in February, both yields are
increased. M. canadensis (MC 37) presented the highest oil and menthol yield
values. The reports of Monteiro (2009) with the same cultivar were higher for oil
(149.4 L/ha) and menthol (126.7 L/ha) yield, although oil content (2,7%) and menthol
content (85.6%) were lower. This means that the difference was a consequence of a
higher herb yield. In Finland, Cornmint and Sakhalin mint, both M. canadensis L,
achieved oil yields ranging from 10 to 51 Kg/ha at three different harvest times. In
this case, lower oil content and herb yield limited the values of oil yield (AFLATUNI,
2005). Mentha x piperita L. (MC 3) and Mentha sp. (MC 57) showed potential for
essential oil production, however, their menthol yield was low.

The main components identified in the essential oil are presented in Table 6.
The highest menthol contents were obtained at the second harvest (May) for all
genotypes, except M. sylvestris (MC 34), while its direct precursor, menthone and the

isomer neomenthol were lower. In contrast, characteristics of essential oil in February
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can be described as “immature” with lower menthol and higher menthone levels
(WILDUNG & CROTEAU, 2005).

Table 6. Qualitative and quantitative composition of the essential oil from ten mint genotypes

at two harvests at Araquari, Santa Catarina, 2009.

February

Genotype Menthol Menthone Neomenthol Menthyl Acetate Pulegone 1,8 cineol Limonene
MC 3 40.4 d 359 b 9.0 ab 144b 2.80¢c 420 a 0.46 bcd
MC 23 39.7 d 32.9 bc 120 a 1.82b - 422 a -
MC 34 47.6 d 265 c 8.9 ab 157b 497b 358 a -
MC 37 89.6 a 26 e 30 c - - - 0.51 abcd
MC 43 42.6 d 29.9 bc 10.9 ab 152b 3.39 bc 3.80 a 0.50abcd
MC 57 12.0 e 56.8 a 8.6 ab 1.75b 14.01a 364 a 0.11d
MC 69 50.5 cd 13.0 8.4 bc 9.92a 251c 195 a 0.85 abc
MC 75 75.9 ab 10.4 de 6.4 bc 3.47b - - 0.24 cd
MC 76 71.2 b 16.2 d 7.2 abc 235b - - 0.63 abc
MC 78 67.6 bc 17.1 d 8.9 ab 3.07b - - 0.94 ab

May

Genotype Menthol Menthone Neomenthol Menthyl Acetate Pulegone 1,8cineol Limonene
MC 3 66.93 bcd 1536 b 557 b 195 e 0.30 ¢ 3.28 a 115 a
MC 23 57.53 cde 14.80 bc 3.30 b 10.35 bc - 1.20 a -
MC 34 46.70 ef 10.73 bcd 6.03 ab 1093 b 4.04 a 240 a -
MC 37 92.69 a 2.20 e 295 b - - - 0.31 bc
MC 43 48.44 ef 11.56 bcd 1041 a 9.80 bc 3.59 a 2.69 a 0.92 ab
MC 57 3733 f 26.00 a 457 b 4.70 de 5.84 a 234 a 0.09 ¢
MC 69 51.78 ef 3.63 de 5.89 ab 2592 a 128 b 1.90 a 1.13 ab
MC 75 76.76 ab  4.98 de 6.86 ab 9.07bcd - - 0.60 ab
MC 76 74.59 bc 6.69 cd 7.23 ab 5.76 cd - - 0.36 bc
MC 78 71.93 bc 6.30 cde 7.09 ab 9.50 bc - - 0.62 ab
CV% 13.88 20.95 25.81 15.43 13.60 18.39 24.75

Means followed by the same letters on columns are not significantly different at the 0.05 level for

Tukey test.

The enzyme menthone-reductase is responsible for converting menthone into

menthol (CROTEAU et al., 2005). This enzymatic reaction occurs during the late leaf

development (15-55 days) while high menthone content is typical at the early stages
of leaf development (RIOS — ESTEPA et al., 2008; WILDUNG & CROTEAU, 2005).

This might explain the inverse relationship between menthol/menthone results since

at the February harvest a significant senescence of the older leaves occurred with
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concomitant flowering, reducing the ratio of old (mature) to young (immature) leaves
(data not presented). Low menthol content with ligh menthone and neomenthol
observed in February, has been reported as a result of increased photoperiodic
influence of long day in M. arvensis (SANGWAN et al., 2001). Menthyl acetate is
described as an undesirable compound because it promotes changes in organoleptic
properties and oil oxidation (PAULUS et al., 2007). This compound is also used as a
commercial indicator of an “over mature” oil (WILDUNG & CROTEAU, 2005). This
second stage of oil maturation occurs at late bloom increasing the menthol and
menthyl acetate levels as occurred during the the harvest of May (RIOS — ESTEPA
et al.,, 2008; ROHLOFF et al., 2005). The higher menthyl acetate contents in May
might suggest that an earlier harvest can decrease the level of mentyl acetate and
improve oil quality. Mentha x piperita L. (MC 69) presented the higher levels of
menthyl acetate at both harvests.

Low contents of pulegone and 1,8-cineol were observed in the essential oil of M. x
piperita genotypes and these compounds were absent in M. canadensis and M.
arvensis genotypes. Pulegone along with menthofuran (not present) are produced
and accumulated according to the level of environmental stress (WILDUNG &
CROTEAU, 2005). Therefore and in adittion to the obtained herb yield values it is
reasonable to presume that the M. canadensis and M. arvensis genotypes exhibited
good adaptation to local environmental conditions.

Limonene, an earlier precursor of the menthol biosynthesis pathway appears in
low levels (approximately 1%) probably due to the plants ontogenic stage at harvest
time (RIOS — ESTEPA et al., 2008). Other constituents identified at amounts lower
than 0.3% in oil analysis were: isomenthol, isopulegone, isomenthone, linalool, o-
pinene, B-pinene, sabinene, mircene, piperitone, 3-octanol, (E)-caryophyllene, B-
germacrene and bicyclogermacrene.

The genotype M. canadensis (MC 37) showed the highest menthol content at both
harvests (89.6 and 92.7%). The results were higher than those reported by Monteiro
(2009) with the same genotype (85.6%) in Curitiba, Brazil and also higher than the 18
genotypes of the mint collection studied in India by Shasany et al. (2010) when the
highest menthol content was 83.8%. At Brasilia, Brazil another M. canadensis (MC
20) was characterized with 65% of menthol (GRACINDO et al., 2006). These data
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express the potential of this M. canadensis genotype for menthol production under
the local conditions.

The result of menthol content of the M. arvensis (MC 75, 76 and 78) genotypes
was also high. These values are consistent with that reported by Srivastava et al.
(2002) for three cultivars at ten locations, varying from 66.7% to 76%, of menthol
content but were lower than that described by Anwar et al.(2010) ranging from 77.6.
to 82.4 on six cultivars, in India.

Gracindo et al. (2006) also studied the oil composition of Mentha x piperita L. (MC
3 and MC 23) in Brasilia, and found that the levels of menthol varied from 38.0 to
43.0%, menthone from 11.4 to 20.6% and neomenthol from 1.9 to 4.7%, respectively.
In contrast, they also detected 16.2% of carvone in MC 3 and 1.0% of limonene in

MC 23, which were not detected in this work.

3.4 CONCLUSION

From the results it can be stated that the environmental conditions in Southern
Brazil are viable for menthol production, with two harvests. The summer harvest
(February) favored oil yield, although with a slight decrease in menthol content. M.
canadensis (MC 37) genotype can be recommended for local menthol production.
The challenge of achieving higher essential oil and menthol yields depends on

strategies to increase herb yield by developing innovative agronomic practices.

RESUMO: O mentol, constituinte majoritario do 6leo essencial de menta € usado
nas industrias farmacéutica, alimenticia e de aromas. Onze genétipos de Mentha sp.
foram estudados em relagdo ao desenvolvimento vegetativo, rendimento,
produtividade e composicdo de 6leo essencial nas condigbes edafoclimaticas do
litoral Norte Catarinense, em duas épocas (fevereiro e maio). O trabalho foi
conduzido em delineamento experimental de blocos ao acaso, em esquema fatorial
10 x 2 para genétipos e épocas de colheita. A extracdo do Oleo essencial foi
realizada por hidrodestilacdo em aparelho graduado Clevenger. O teor de 06leo
essencial variou entre 0,8 e 5,3%, sendo maior em fevereiro para todos os
gendtipos. Os constituintes majoritarios identificados foram mentol (12 — 92,7%),
mentona (2,2 — 56,9%), e neomentol (2,9 — 12,1). Os maiores teores de mentol e

acetato de metila foram observados em maio, com baixos toeres de mentona e
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neomentol, os quais foram superiores em fevereiro. Pulegona, 1,8 cineol, e limoneno
foram identificados em menores concentragdes. Mentha canadensis L. apresentou
0s maiores teores de Oleo essencial, (5,3 % - Fevereiro e 3,5% - Maio) e mentol
(89,6% - Fevereiro, 92,7% - Maio) em ambas as colheitas. Os resultados obtidos
permitem concluir que este gendétipo demonstrou maior capacidade de adaptag&o no

litoral Norte Catarinense, podendo ser recomendado para a produgéao de mentol.

PALAVRAS CHAVE: Lamiaceae. Horteld. Recursos genéticos. Biomassa. Mentol.
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PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL NO LITORAL NORTE CATARINENSE
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RESUMO: O género Mentha é cultivado mundialmente para a producdo de dOleo
essencial, com énfase no constituinte mentol, amplamente utilizado nas industrias
farmacéutica, cosmética, alimenticia e de higiene pessoal. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito da utilizacdo de diferentes estruturas de propagacao e
épocas de colheita de Mentha canadensis L. no Litoral Norte Catarinense. O
delineamento experimental foi em blocos ao acaso em esquema fatorial 4x2,
comparando quatro estruturas de propagacao (estoldes com 10, 15 e 20 cm de
comprimento e estacas com 5 cm de comprimento) e duas épocas de colheita (95
dias apds o plantio e 60 dias apés a rebrota). Em cada colheita foi avaliado o
crescimento vegetativo e produtividade de 6leo essencial e de mentol. Na primeira
colheita, houve maior acumulo de massa seca de folhas, caules e total;
produtividade de 6leo essencial e de mentol quando o plantio foi realizado com
mudas obtidas por estaquia. Na segunda colheita, no entanto, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos para todas as varidveis analisadas. A primeira
colheita resultou em médias superiores em relacdo a segunda colheita a excec¢éo do
plantio por estoldo com 10 cm em todas as varidveis e estoldo com 20 cm para a
massa seca de caules. Os constituintes majoritarios do 6leo essencial foram mentol,

mentona e neomentol. Os teores de mentol foram significativamente superiores na



60

segunda colheita e de mentona na primeira colheita, sendo que o neomentol néo
apresentou diferenga significativa em ambas as colheitas. Os resultados obtidos
sugerem que a colheita antecipada da rebrota proporciona maior concentragéo de
mentol no Oleo essencial. O uso de estoldes de 20 cm como estrutura de
propagacdo pode ser considerada uma alternativa viavel para menta, pois além de
apresentar niveis similares de producdo de 6leo essencial e de mentol a partir da
segunda colheita ao de areas implantadas com mudas, diminui o custo de produg&o.
Palavras-chave: Mentha canadensis, Lamiaceae, menta, mentol, estoldes,

estaquia.

ABSTRACT: Propagation alternatives for production of Mentha canadensis L.
essential oil at Santa Catarina northern coast. The genus Mint is cultivated
worldwide for essential oil production, with emphasis on its major constituent,
menthol, which is used in the pharmaceutical, cosmetics, food and personal care.
This work investigates the use of different propagation structures and harvesting
times of Mentha canadensis L., in Santa Catarina north coast. The experimental
design was in randomized blocks in a 4X2 factorial comparing four propagation
structures (stolon with 10, 15 and 20 cm and stem cuttings with 5 cm) and two
harvesting times (95 days after planting and 60 days after the regrowth). In each
harvesting time, it was evaluated the vegetative growth and essential oil and menthol
productivity. The first harvest showed greater leaf, branch and total dry mass
accumulation, and essential oil and menthol productivity when stem cuttings were
used. In the second harvest no differences were observed for all evaluated
variables. The first harvest resulted in higher averages than in the second harvest,

exception for the use of stolon with 10 cm for all variables and stolon with 20 cm for
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stem dry mass. The major constituents of the essential oil were menthol, menthone,
neo-menthol. The levels of menthol were significantly higher in the second harvest
and menthone in the first harvest, while neomenthol showed no significant difference.
The results suggest that early harvest of the regrowth result in great menthol
concentration in the essential oil. The use of 20cm stolons as a propagation structure
can be considered a viable alternative for mint as it provides similar levels of
essential oil and menthol production after the second harvest when compared with
stem cuttings and reduces the production costs.

Key words: Mentha canadensis, Lamiaceae, mint, biomass, menthol, stolons,

cuttings.

4.1 INTRODUCAO

O género Mentha agrupa grande numero de espécies e hibridos que
produzem 6leo essencial (OE) com elevado valor comercial. O constituinte de maior
demanda comercial € o monoterpeno mentol, amplamente usado nas industrias
farmacéutica, cosmética, de higiene pessoal e alimenticia (Patel et al., 2007;
Lawrence, 2007). O Brasil ja foi o maior produtor mundial de 6leo essencial de
menta, porém atualmente importa US$ 10 milhdes deste 6leo por ano (Bizzo et al.,
2009).

A espécie Mentha canadensis € uma planta subtropical, frequentemente
citada como Mentha arvensis L. devido a grande similaridade morfologica e ao
elevado teor de mentol de ambas. Vem sendo cultivada na india, China, Vietnam e
Brasil por ser a Unica fonte viavel de cristais de mentol. Seu cultivo foi recomendado
nos EUA pela qualidade do 6leo essencial e elevado teor de (-)-mentol (Zheljazkov

et al., 2010b). Estudos realizados no Distrito Federal com Mentha canadensis por

Gracindo et al. (2006) observaram teores de 6leo essencial de 4,17%, contendo 65
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% de mentol. Monteiro (2009) avaliou espagamentos e épocas de colheita do
gendtipo usado neste trabalho, em Curitiba, obtendo teor de 6leo essencial de 2,8%
contendo 82 a 85,6% de mentol, enquanto Aflatuni et al. (2006) testaram diferentes
épocas de colheita no hemisfério norte, com teores de 6leo essencial variando de
1,7 a 2,8%, com 78 a 88% de mentol.

A propagacdo comercial de menta é assexuada de forma a manter as
caracteristicas genéticas dos progenitores (Lawrence, 2007). Pode-se usar mudas
provenientes de estaquia, estoldes ou brotacdes de campos de matrizes (Czepak et
al., 2008). O plantio por mudas oriundas de estaquia, € usada no Brasil (Paulus &
Paulus, 2007), implicando em custos adicionais relativos a depreciacdo das
estruturas de propagacdo, mao de obra, substrato, irrigacdo e transplante, além de
no minimo 1 a 2 meses até que as mudas atinjam o tamanho minimo para ir a
campo. Na india sdo usados estoldes conservados sob refrigeracdo do dltimo
cultivo, estoldes de campos de matrizes e plantas de rebrota (Kumar et al., 2007).
Plantios tradicionais usam estoldes a 5 cm de profundidade, de forma continua
(ponta com ponta), com espagamento de 50 cm (Patra et al., 2000). Estudos sobre a
influéncia da época de colheita na quantidade e qualidade do 6leo essencial sdo
inameros (Aflatuni et al., 2006; Deschamps et al., 2008; Monteiro, 2009; Zheljazkov
et al., 2010a) e exigem avaliagdo regional em funcdo da interacdo das condi¢des
ambientais locais com o metabolismo vegetal.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da utilizagdo de diferentes
estruturas de propagacdo e épocas de colheita no Litoral Norte Catarinense no
crescimento vegetativo, na produgcdo e composicdo do 6Oleo essencial de Mentha

canadensis.
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4.2 MATERIAL E METODO

O experimento foi implantado em &rea experimental do Instituto Federal
Catarinense -IFC - Campus Araquari, localizado no Litoral Norte do estado de Santa
Catarina, em janeiro de 2009. A instituicdo esta localizada no municipio de Araquari,
as margens da BR 280, Km 27, situada nas coordenadas geogréficas 26°23'56"” de
latitude Sul e 48°44°30” de longitude Oeste, com altitude média de 4 metros. O solo
da area experimental caracteriza-se como um Espodossolo (EMBRAPA, 1999). O
clima, segundo KOEPPEN, é do tipo Cfa, clima subtropical umido. A exsicata de
Mentha canadensis L. foram depositadas por RFVieira 2282, no herbario da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN 69.184), proveniente
originalmente da colegéo de plantas medicinais da Emater, SC.

A producdo de mudas foi realizada por estaquia usando-se caules com 5 cm
de comprimento que foram colocados em bandejas de isopor, contendo substrato
comercial Plantmax HT®. As mudas foram mantidas em condigcbes de casa-de-
vegetacao, durante 30 dias, com sistema de irrigagéo intermitente com trés turnos
de rega, sendo de 15 segundos a cada 15 minutos das 08:00h as 17:00h, 15
segundos a cada hora das 17:00h as 23:00h e 15 segundos a cada 3 horas das
23:00h as 08:00h, para o enraizamento das estacas. Os estoldes foram coletados de
area implantada ha 5 meses , sendo selecionados quanto a sanidade e cortados em
comprimentos de 10, 15 e 20 cm.

O experimento foi implantado em area de 190 m? no dia 02 de janeiro de
2009, na sequéncia de um cultivo de aveia. As andlises quimicas de solo foram
realizadas no Laboratério da CIDASC, sendo o resultado apresentado na Tabela 1.

A correcao do solo ndo foi necesséria e a recomendacgéo de adubacao foi realizada
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de acordo com Manual da ROLAS - Manual de Adubacdo e Calagem para os
estados de SC e RS (2004) para a cultura de Menta, utilizando-se a proporgao de 40
kg ha' de P,Os, 30 kg ha' de K, O e 20 kg ha™ de N no plantio. A adubag&o
nitrogenada de cobertura foi feita na mesma proporgéo do plantio aos 30 dias e logo
apés o primeiro corte. O controle de plantas invasoras foi manual na linha e
mecanizado nas entrelinhas.

TABELA 1. Analise de solo da area experimental, coletado na profundidade de 0-20
cm. Araquari-SC, 2009.

Identif. Textura pH indice P K Mat. Org. Al Ca Mg Na H+Al CTC S.BYvV
(SMP)
N2 % ppm ppm  %(m/v) cmolc cmolc cmolc  ppm cmolc  cmolc %
amostra  argila L? L? L? L? L?
1662 14.0 6.60 6.50 >50 194 >10 0.0 16.80 4.60 246 2197 24.43 89.93

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso em esquema fatorial
4x2, com 4 repeticdes, comparando quatro estruturas de propagacéo (estolées com
10, 15 e 20 cm de comprimento e estacas com 5 cm de comprimento) e duas
épocas de colheita (95 dias apds o plantio e 60 dias apds a rebrota). Todos 0s
canteiros apresentavam area de 4,5 m* com espacamento de 0,60 entre linhas e
0,30 m entre plantas e vinte plantas cada. A parcela de amostragem foi de 1,08 m?
correspondente a 6 plantas.

Para a extracdo do 6leo essencial foram utilizadas amostras de 100 g de
massa fresca de folhas, submetidas ao processo de hidrodestilagdo em aparelho
graduado de Clevenger durante 2 horas segundo Monteiro (2009). Cada amostra foi
composta de 6 plantas e o rendimento foi calculado pela média de 4 repeticdes. O
rendimento de 6leo essencial em uL g* de massa fresca foi corrigido para base seca
apds secagem de amostras a 65°C em estufa com ventilacdo forcada até massa
constante. O mesmo procedimento foi adotado para determinagdo da massa seca

de folhas, caules e total,
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A anélise das amostras para identificagdo da porcentagem dos constituintes
majoritarios do Oleo essencial foi realizada por meio de cromatografia em fase
gasosa (CG) utilizando-se um cromatografo a gas Varian modelo CP 3800, com
detector FID (CG-FID); coluna capilar HP5 (5%-fenil-95%-metilsilicone, 30 m X 0,32
mm X 0,25 ym). As condicbes de analise foram as seguintes: a) temperatura do
injetor: 250°C, split 1:20; b) quantidade de amostra injetada: 1,0 uL; c) gas de
arraste: hélio a 1,0 mL min* na temperatura de 40°C; d) temperatura do detector
FID: 250°C; e) programacdo da temperatura do forno: inicial 60°C, elevagdo da
temperatura a 240°C na razéo de 3°C por minuto.

Os componentes do Oleo foram identificados por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) em sistema Agilent 5973N;
coluna capilar HP5MS (5%-fenil-95%-metilsilicone, 30 m X 0,25 mm X 0,25 ym). O
detector de massas foi operado no modo de ionizagéo eletrénica a 70 eV. A fonte de
ions foi operada a 230°C, o analisador de massas a 150°C e a linha de transferéncia
a 260°C. A faixa de massas analisada foi de 40 a 450 u, com 3,15 varreduras por
segundo. As demais condi¢gBes de andlise foram as mesmas descritas para a CG.

Os indices de retencéo linear foram medidos segundo Van Del Dool & Kratz
(1963) pela injecdo de uma série de n-alcanos (C7-Czs) na mesma coluna e sob as
condigdes indicadas acima para a andlise de CG. A identificacdo dos constituintes
do dleo foi realizada através de pesquisa na espectroteca Wiley 6% edicdo pela
comparacdo dos indices de retencdo calculados com dados da literatura (Adams,
2007).

As andlises de variancia (ANOVA) foram realizadas utilizando o programa

MSTAT-C (NISSEN,1993). As variancias dos tratamentos foram testadas quanto a
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homogeneidade pelo teste de Bartlett e as médias dos tratamentos comparadas pelo

teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3 RESULTADO E DISCUSSAO

Houve interacdo significativa entre os métodos de propagacao e épocas de
colheita (Tabela 2). As médias da primeira colheita foram significativamente
superiores aos da segunda colheita para todas as variaveis analisadas e em todos
os tratamentos, exceto para a utilizagéo de estoldées de 10 cm de comprimento em
todas as variaveis e de estoldes com 20 cm para massa seca de caules. Estes
resultados podem estar relacionados com as condi¢des ambientais até a primeira
colheita com temperatura média mensal de 25°C e precipitagdo média mensal de
200 mm, mais propicias do que nos meses de abril e maio, (20°C e 50 mm) periodo
correspondente a rebrota até a segunda colheita. Na primeira colheita em abril Outro
fator que pode ter contribuido para as maiores médias na primeira colheita foi o
menor periodo de crescimento vegetativo até a segunda colheita (60 dias). Na
segunda colheita, a maior densidade de plantas ap0s a rebrota resultou em menor
ramificac&o alterando a proporcéo de folhas velhas e novas. Segundo Zheljazkov et
al. (2010a), ha diferenca na arquitetura do dossel das plantas nas duas colheitas em

funcéo da diferente densidade populacional.
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TABELA 2. Massa seca de folhas (MSF), caules (MSC) e total (MST) (Kg ha™) em
Mentha canadensis L. sob quatro métodos de propagacdo e duas épocas de
colheita. Araquari, SC, 2009.

Kg ha™ Massa Seca Folhas Massa Seca Caules Massa Seca Total MST

Tratamentos 12colheita 22 colheita 12 colheita 22 colheita 12 colheita 22 colheita 12+22

Estoldo 10 1016,0 Bc  1239,0 Aa 734,0Bb 8250Aa 1750,0Bb 2064,0 Aa 3814,0
Estoldo 15 1489,0 Abc  902,0Ba 743, 1Ab 586,7Ba 2232,0Ab 1489,0Ba 3721,0
Estoldo 20 1836,0 Ab  1189,0Ba 742,1Bb 844,8 Aa 2578,0 Ab 2034,0Ba 4617,0
Muda de Estaca 3235,0 Aa 820,5Ba 1252,0 Aa 384,0Ba 4487,0 Aa 1204,5Ba 56915

CV (%) 24,23 31,49 21,77

Médias seguidas pela mesma letra minliscula nas colunas e mailscula nas linhas nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5%

Na primeira colheita, houve maior produgdo de massa seca de folha, caules e
total (MST) quando foram utilizadas mudas no plantio. O estabelecimento do plantio
a partir de estoldes pode ter sido prejudicado pela elevada intensidade pluviométrica
(70 mm) nos trés primeiros dias apos o plantio, sendo observada compactacéo
superficial do solo, o que retardou a brotagéo dos estoldes.

Na segunda colheita, ndo houve diferenca significativa para nenhuma das
variaveis analisadas, o que demonstra que a utilizacdo de estoldes representa uma
alternativa viadvel & implantacdo de menta no campo. Estes resultados podem estar
correlacionados com a maior densidade populacional e, consequentemente, com a
maior producdo de biomassa, ja descrita por diversos autores (Ram & Kumar, 1998;
Singh et al., 2003; Monteiro, 2009). A maior densidade e rapidez de rebrota destes
tratamentos sugerem um sistema radicular de maior amplitude. Singh et al. (2003)
relatam produtividade de biomassa fresca de 16 toneladas para plantio por estoldes,
contra 13,5 toneladas para o plantio de mudas transplantadas da variedade Kosi de
M. arvensis L. A massa fresca da primeira colheita apresentou teor de umidade

médio de 80% e na segunda colheita 85%.
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TABELA 3. Rendimento (uL g MS™), produtividade de 6leo essencial (L ha™) e de
mentol (L ha™) em Mentha canadensis L. sob 4 métodos de propagacéo e duas

épocas de colheita seqlenciais. Araquari, SC, 2009.

Rendimento Produtividade de OE Produtividade de Mentol
Tratamentos 12 28 12 28 Total 12 28 Total
colheita colheita  colheita colheita colheita colheita

Estolao 10 54,1 ns 53,9 ns 55,0 Bc 66,9 Aa 1219 47,0Bc 58,3Aa 105,3

Estol&o 15 64,9 55,6 99,0 Abc  646Ba 1636 757Abc 449Ba 120,1
Estolao 20 59,5 54,7  108,3 Ab 504Ba 1587 87,6Ab 56,8Ba 144,44
Muda de 775 58,2 2436 Aa 489Ba 2925 227,8Aa 423Ba 270,1
CV (%) 12,82 27,75 31,49

Médias seguidas pela mesma letra miniscula nas colunas e mailscula nas linhas nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5%*

Nao houve efeito dos métodos de propagacdo e épocas de colheita no
rendimento de Oleo essencial, evidenciando que nenhum dos fatores afetou o
metabolismo de produgcdo de Oleo essencial (Tabela 3). Aflatuni et al. (2006),
avaliando o rendimento de 6leo essencial em M. canadensis, também n&o observou
diferencas apds duas colheitas. Os rendimentos obtidos nas duas colheitas e em
todos os tratamentos deste experimento foram superiores aos obtidos por Monteiro
(2009) com a mesma espécie e espacamento nas condi¢des climaticas de Pinhais
(PR), tanto na colheita realizada aos 60 dias (49,8 uL g MS™) como aos 90 dias apds
o plantio (47,2 uL g MS ™.

Os resultados de produtividade de Oleo essencial e de mentol refletem a
mesma tendéncia de comportamento apresentado para a massa seca total, ja que
as meédias de rendimento de 6leo essencial ndo apresentaram diferenca entre os
tratamentos. Houve interacao significativa entre os tratamentos, sendo obtida maior

produtividade de 6leo essencial e de mentol na primeira colheita em relagdo a
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segunda, com excegdo ao tratamento com a utilizagdo de estoldes com 10 cm de
comprimento cujas médias foram inferiores na primeira colheita. Na primeira
colheita, a utilizacdo da estaquia como método de propagacéo resultou em maiores
produtividades de O6leo essencial e de mentol (243,6 e 2278 L ha,
respectivamente). Estes resultados foram superiores aos apresentados por Monteiro
(2009), de 149,38 e 126,74 L ha™, respectivamente, para 0 mesmo espacamento de
0,30 x 0,60 m nas condi¢Bes climéticas de Pinhais (PR). A menor produtividade de
Oleo essencial total e de mentol total (soma das duas colheitas) foram de 121 e 105
L ha, respectivamente. Estes valores demonstram a viabilidade das alternativas de
plantio, estando de acordo com os relatos de Srivastava et al. (2002) que avaliaram
M. arvensis cultivada em 10 localidades na india, registrando variacbes de
produtividade de OE de 99,5 a 165 L ha™ e de produtividade de mentol da ordem
72,5 a 117,4 L hal. Ram & Kumar (1998) testando diversas fontes de adubos
organicos no plantio por estoldes e diferentes épocas de colheita de rebrota (90,
100, 110 e 120 dias) obtiveram produtividade de 6leo essencial entre 44 a 203 L ha
1. Os autores obtiveram produtividade de 6leo essencial superior na colheita da
rebrota sendo também maior em periodos de colheita mais reduzidos.

A analise da composi¢do do 6leo essencial (Tabela 4) demonstra que os
constituintes limoneno, mentona, mentol, pulegona e iso-mentol apresentaram
diferenca significativa entre os periodos ao contrario do neo-mentol, porém néo
diferiram entre tratamentos.

Observou-se que o mentol foi o principal constituinte majoritario, sendo a
concentracdo significativamente maior na segunda colheita. Os outros constituintes
com maior porcentagem foram mentona cuja porcentagem foi maior na primeira

colheita e o neo-mentol. Os constituintes com menor porcentagem foram limoneno e
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pulegona, com aproximadamente 1% na primeira colheita e como tragos na segunda
colheita.

TABELA 4. Constituintes majoritarios (%) no 6leo essencial de Mentha canadensis

L. em duas épocas de colheita sequenciais. Araquari, SC, 2009.

Constituinte Colheita

1° 20 CV (%)
Limoneno** 1,198 A 0,543 B 43,66
Mentona** 7,808 A 5,018 B 19,71
Neo-mentol ns 3,369 3,464 11,98
Mentol** 82,918 B 88,129 A 4,57
Iso-mentol* 0,358 A 0,162 B 93,13
Pulegona** 1,045 A 0,150 B 37,52

Médias seguidas pela mesma nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
Tukey ao nivel de 5%* e ao nivel de 1%**

Outros treze constituintes foram identificados com teores inferiores a 0,6%,
sendo eles: a pineno, $ pineno, sabineno, mirceno, 3-octanol, 1,8 — cineol, iso-
pulegona, linalol, a terpineol, piperitona, trans-cariofileno, germacreno D e
biciclogermacreno.

Os teores de mentol foram maiores na segunda colheita, o que também foi
constatado por Aflatuni et al. (2006) obtendo 80 e 88% de mentol na primeira e
segunda colheitas, respectivamente. A mesma tendéncia ndo foi observada por
Zheljazkov et al. (2010) com M. x piperita, ocorrendo teores de mentol e mentona
superiores e menor concentragdo de mentofurano na primeira colheita. Monteiro
(2009), comparando colheitas de Mentha canadensis L., realizadas aos 90 dias e
aos 60 dias, ndo constatou alteracdo na percentagem de mentol, obtendo teores
similares ao deste trabalho, entre 82,8 e 85,6%. A percentagem de mentol de M.

canadensis foi superior aos relatados para M. arvensis, por Srivastava et al. (2002)
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em 10 regides da india, variando de 66,7 a 77,4% e por Ram & Kumar (1997) com
amplitude de 79,1 a 84,5 em experimentos de adubacdo organica e épocas de
colheita. A diferenca apresentada entre a composi¢do do 6leo essencial da primeira
colheita com valores de mentol inferiores, e de seus precursores limoneno, pulegona
e mentona maiores com a proporcional inversdo na segunda colheita, podem estar
associados ao estagio de desenvolvimento das plantas e & estrutura morfolégica do
dossel. A primeira colheita foi realizada aos 95 dias, com pleno florescimento e j&
com acentuada senescéncia das folhas velhas e a segunda colheita aos 60 dias
apés a rebrota, logo no inicio do florescimento. A maior concentragdo dos
precursores de mentol em folhas novas na primeira colheita e a predominéncia de
mentol na segunda colheita foi relacionada com a idade do tecido foliar por diversos

autores (Gershenzon et al., 2000; Croteau et al., 2005; Rios-Estepa et al., 2008).

4.4 CONCLUSAO

Apesar das condigbes adversas para a brotagdo de estoldes que resultou
neste trabalho em produtividades inferiores de Oleo essencial e de mentol na
primeira colheita, os resultados obtidos na segunda colheita justificam a
recomendacgéo de utilizacdo de estoldo de 20 cm na propagagdo de menta como
forma de reducdo de custo de implantacdo da cultura e consequentemente

proporcionando maior rentabilidade da cultura.
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5 EXTRATO DE ALGA E ACIDO FULVICO NA PRODUCAO DE OLEO
ESSENCIAL DE Mentha canadensis L.

RESUMO

A menta é uma planta da familia das Lamiaceas cultivada em todos os continentes
pelas suas propriedades medicinais e para a extracdo de Oleo essencial.
Bioestimulantes sdo definidos como materiais que aplicados em quantidades
reduzidas, induzem o crescimento, o desenvolvimento vegetal, a tolerancia ou
resisténcia a estresses bidticos e abitticos, sem que se possa atribuir-lo & aplicacao
tradicional de nutrientes. O objetivo deste trabalho foi de estudar a influéncia dos
bioestimulantes (extrato de alga e &cido fulvico) no metabolismo de Mentha
canadensis L. através da avaliagdo da produgéo de biomassa e de dleo essencial. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacao, na fazenda Canguiri da UFPR,
com mudas provenientes de estaquia, delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repeticdes. Foram avaliados 13 tratamentos: testemunha, 6 tratamentos com
acido fulvico, e 6 com extrato de alga. Ambos em aplicacdo no solo e foliar nas
concentracdes 50, 250 e 500 mg kg'. A avaliacdo foi feita aos 95 dias,
determinando-se as varidveis: massa seca de folhas (MSF), caules (MSC) e total
(MST), a relacdo MSF/MST, rendimento e produtividade de 6leo essencial. A
extracdo de 6leo essencial foi realizada por hidrodestilacdo em aparelho Clevenger
modificado. Pulveriza¢gBes foliares e no solo com extrato de alga e &cido falvico
aumentam a producdo de massa seca de folhas e total em Mentha canadensis. O
rendimento de 6leo essencial foi maior com o uso de extrato de alga aplicado no
solo a 500 mg L™ e com aplicagdes foliares de 50 e 500 mg L' respectivamente,
65,96, 60,16 e 66,88 p L g'l. O uso de &cido fulvico e extrato de alga favorece a
produtividade de 6leo essencial de Mentha canadensis L.

Palavras chave: acido fulvico, extrato de alga, menta, planta aroméatica
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SEAWEED EXTRACT AND FULVIC ACID ON THE ESSENTIAL OIL
PRODUCTION OF Mentha canadensis L.

ABSTRACT

Mint belongs to the Lamiaceae family and it is cultivated worldwide because of its
medicinal properties and essential oil production. Biostimulants are defined as
materials used in small quantities and which are able to induce growth, plant
development, tolerance or resistance to biotic and abiotic stresses. The objective of
this work was to evaluate the effects of the biostimulants, seaweed extract and fulvic
acid on the biomass and essencial oil production of Mentha canadensis L. The plants
were obtained by stem cuttings and the experiment was carried out in greenhouse
conditions at the Canguiri Experimental Station/lUFPR. The experimental design was
in completely randomized design comparing the effect of fulvic acid sprayed on soil
and foliage (50, 250 and 500 mg kg*), seaweed extract on soil and foliage spraying
(50, 250 and 500 mg kg™) with control plants (distilled water), with five replications.
The evaluation of leaf (LDM), stem (SDM) and total dry mass (TDM), the LDM / TDM
index, yield and productivity of essential oil were performed at 95 days after
transplanting. The essential oil was extracted by hydrodistillation using a Clevenger
apparatus. Soil and foliar application of seaweed extract and fulvic acid resulted in
great leaf area and total dry mass accumulation. Essential oil content was higher in
plants treated with 500 mg L™ of seaweed extract sprayed on soil or with 50 e 500 mg
L™ by foliar application, Essential oil yield of Mentha canadensis L. is increased with
the use of fulvic acid and seaweed extract due to the higher biomass production.

Key words: fulvic acid, seaweed extract, mint, aromatic plant
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5.1 INTRODUCAO

O género Mentha € composto por inimeras espécies e hibridos usados como
condimento, como planta medicinal na fitoterapia e para a extragdo de Oleo
essencial. A grande variabilidade genética devido & hibridizacdo tem como
consequéncia uma consideravel diversidade morfolégica que por sua vez se amplia
nas variacdes de constituintes majoritarios do 6leo essencial. A M. canadensis L. é
a espécie usada pelos principais produtores mundiais, a india e a China para a
extracdo de Oleo essencial rico em mentol. Este monoterpeno apresenta demanda
comercial pelas industrias de alimentos, farmacéutica e de higiene pessoal
(LAWRENCE, 2007).

Castro & Vieira (2001) definiram bioestimulantes como materiais organicos,
aplicados em quantidades reduzidas, que induzem o crescimento e desenvolvimento
vegetal, sem que se possa atribuir-lo a aplicagéo tradicional de nutriente.

Schmidt et al. (2003) citam como bioestimulantes o extrato da alga marinha
(Ascophyllum nodosum), &cidos humicos, aminoacidos, fungicidas a base de triazol.
O extrato de alga (Ascophyllun nodosum) apresenta na sua composiGao auxinas
citocininas e giberelinas. O acido fulvico € o componente hidrosolivel da matéria
organica do qual ja foram descritas inUmeras acoes fitoreguladoras.

O &4cido fulvico e o extrato de alga s&o insumos que contém diversas
substancias promotoras de crescimento (SINHA, 2009). O estudo dos efeitos destas
substancias em M. canadensis pode levar a um ajuste fisiolégico que favoreca a
producdo de biomassa pelo metabolismo primario e/ou o rendimento de Oleo
essencial ativando o metabolismo secundério, propiciando através da pulverizacdo
conjunta ou isolada um aumento da produtividade de 6leo essencial.

Né&o foi encontrado nenhum registro de investigacao dos efeitos do extrato de
alga ou acido fulvico em mentas. Portanto, este trabalho teve como objetivo estudar
o efeito dos bioestimulantes (acido fulvico e extrato e alga) no metabolismo de M.
canadensis pela avaliagdo da producdo de biomassa e da produgcdo de Oleo

essencial.
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5.2 MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido de dezembro de 2009 a margo de 2010, em
casa de vegetacdo da Estacdo Experimental do Canguiri — UFPR, no municipio de
Pinhais, Regido Metropolitana de Curitiba, localizado a 25°23.258 latitude Sul,
49°07.713' longitude Oeste, com 919 m de altitude. A regido apresenta clima

subtropical Umido mesotérmico.
Material vegetal e preparo de mudas

Foi utilizado neste experimento o acesso da Colecdo de Mentha - CM 37,
(Menta canadensis L.) proveniente da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, DF. As exsicatas do material vegetal foram depositadas por

RFVieira 2282 no herbério desta instituicdo sob o nimero de referéncia CEN 69.184.

As mudas foram propagadas por estaquia, usando-se pedagos de caule de 5
a 10 cm como material propagativo, conforme descrito no capitulo 4. Ap6s colocadas
em bandejas de tubetes foram mantidas em condi¢bes de casa de vegetagéo, com
tela de sombrite 70% nas laterais, com sistema de irrigagdo por microaspersao

acionado em trés turnos de rega durante 5 minutos, as 7.00h, 12.00 h e 17.00h.

Implantag&o e conducéo do experimento

As mudas de 15 cm selecionadas com condic¢fes fitossanitarias adequadas
foram transplantadas aos 25 dias, uma em cada vaso de 17 x 30 cm contendo 5 kg
de solo da éarea experimental da fazenda, encaminhado para analise quimica ao
Laboratorio de Biogeoquimica e Nutricdo Mineral de Plantas do Departamento de
Solos e Engenharia Agricola (DSEA) da UFPR e cujos resultados encontram-se na
Tabela 1. Em funcdo das caracteristicas adequadas do solo/substrato n&o foi
realizada a corregcdo do pH nem adicionada suplementagdo mineral. Os vasos foram
mantidos em condigbes de casa de vegetagao, com tela de sombrite de 70% nas
laterais, com sistema de irrigagdo por microaspersao acionado em trés turnos de
rega durante 5 minutos, as 7.00h, 12.00 h e 17.00h.
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TABELA 1 - Andlise de solo usado como substrato para propagacao em bandejas de tubetes e nos
vasos experimentais. Pinhais-PR, 2009.

T

pH Al HT + Ca’ Mg” K
AI+3

SB T P C V  Ca/Mg Argila

CaCl, SMP Cmol, DM’ mg/dm®  g/dm® % glkg™

6,00 6,30 0,00 4,00 900 3,70 157 14,27 1827 18350 351 78 24 5500

Laboratério de Biogeoquimica e Nutricdo Mineral de Plantas do Departamento de Solos e Engenharia Agricola (DSEA) da
UFPR

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com
13 tratamentos, com 5 repeticbes cada. Dos 13 tratamentos um representou a
testemunha, 6 tratamentos receberam acido falvico, sendo 3 com aplicagéo foliar e 3
com aplicacéo direta no solo, nas concentragdes de 50, 250 and 500 mg kg™. Os 6
tratamentos de extrato de alga, foram conduzidos da mesma forma. As
pulverizagdes foram feitas com intervalos de 20 dias totalizando 4 aplicagdes. A
tabela 2 especifica os tratamentos e as concentragdes testadas e as Figura 1 e 2
apresentam o cronograma esquematico de manejo da cultura e algumas etapas do

experimento, respectivamente.

TABELA 2 - Tratamentos no experimento de Mentha canadensis L. Pinhais-PR, 2009.

Denominacgéo Tratamentos Dose
T Testemunha -
AFS 50 Acido Fulvico solo 50 mg L™
AFS 250 Acido Fulvico solo 250 mg L™
AFS 500 Acido Fulvico solo 500 mg L™
AFF 50 Acido Fulvico foliar 50 mg L
AFF 250 Acido Fulvico foliar 250 mg L
AFF 500 Acido Fulvico foliar 500 mg L™
EAS 50 Extrato de alga solo 50 mg L™
EAS 250 Extrato de alga solo 250 mg L™
EAS 500 Extrato de alga solo 500 mg L™
EAF 50 Extrato de alga foliar 50 mg L™
EAF 250 Extrato de alga foliar 250 mg L*

EAF 500 Extrato de alga foliar 500 mg L™
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FIGURA 1 - Cronograma esquematico do experimento: Abio - aplicacao de bioestimulantes

O &cido fulvico aplicado foi extraido de Leonardita Australiana, fornecido pela
Nutriplant®, com concentracdo de 10% na formulacdo. A formulagdo sdlida de
extrato de alga Ascophyllum nodosum foi obtida da Acadian Seaweeds®. A
aplicacdo dos bioestimulantes foi realizada com equipamento de pulverizagéo
pressurizado por CO, com vazdo de 100 ml min™ por bico e press&o constante (50
Psi), segundo esquema apresentado na Figura 1, de forma a molhar a area foliar
sem causar escorrimento, sendo feita a calibragdo de cada pulverizagdo em fungéo
do tempo de pulverizagédo. Portanto, as vazbes de pulverizagdo foram crescentes,
usando-se 27,8 L ha™' na primeira e segunda aplicacdo, 55,6 L ha™ na terceira e
111,2 L ha™ na dltima, em funcdo do estadio de desenvolvimento vegetativo e
aumento da area foliar. Nos tratamentos com aplicagdes foliares, os vasos foram
cobertos por plastico de forma a evitar o contato do produto com o substrato e sua
absorcéo radicular e os tratamentos laterais também foram isolados com plasticos
(Figura 2D).

Foi realizada uma aplicacdo foliar de calda bordalesa a 1%, em dezembro
para controle preventivo de ferrugem (Puccinia menthae) e de Nim para controle de
lagarta, ambos com espalhante adesivo Tween 80. Aos 95 dias as plantas foram

cortadas e as variaveis analisadas.
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FIGURA-2 A- Implantagdo do experimento, B- Experimento aos 5 dias, C- Experimento aos 30 dias,
D- Pulverizacdo foliar com o substrato e plantas laterais protegidas por pléstico, Pinhais, PR.
2009/2010.

Extracdo do 6leo essencial

A extracdo de Oleos essenciais foi realizada no Laboratorio de Ecofisiologia
do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias Agrarias
(UFPR), em marco de 2010. Utilizaram-se amostras de 100 g de massa verde de
tecidos foliares para a extracdo por hidrodestilagdo durante 2 horas em aparelho

graduado Clevenger.
Variaveis analisadas
A massa seca de folhas (MSF), caules (MSC) e total (MST) foram

determinadas apds desidratacdo das amostras a 65°C em estufa com ventilag&o
forcada (FANEM - Mod. 320 SE) até atingirem massa constante.
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O rendimento de 6leo essencial foi quantificado por meio de micropipeta de
precisédo e calculado em pL g* de MS. A produtividade de OE foi determinada a
partir do produto do rendimento de OE em pL g de massa fresca corrigido para

base seca pela massa seca total por hectare.

Analises estatisticas

A analise de variancia dos resultados foi realizada com o auxilio do programa
MSTAT-C (NISSEN, 1993), sendo as médias testadas quanto a homogeneidade

pelo teste de Bartlett e comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento vegetativo

Os valores de massa seca de folhas (MSF), massa seca de caules (MSC),
massa seca total (MST) e a relagdo MSF/MST séo apresentados na Tabela 3.

Os valores de MSF obtidos neste experimento foram inferiores aos de
Monteiro (2009) com a mesma espécie e no mesmo local, em condigbes de campo
(2733,8 Kg ha™) provavelmente em conseqiiéncia da menor intensidade luminosa na
casa de vegetagao.

Observa-se que a testemunha (T) apresentou desempenho significativamente
menor em todas as variaveis, exceto MSC e que os tratamentos a base de &cido

fulvico e extrato de alga n&o diferiram entre si significativamente.
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TABELA 3 — Massa seca de folhas (MSF), Massa seca de caules (MSC), massa seca total (MST) e
relacido MSF/MST, em funcéo dos tratamentos: T-Testemunha; AFS-Acido fllvico solo; AFF- Acido

fulvico foliar; EAS- Extrato de alga solo; Extrato de alga foliar e (Anexo 25 ) Pinhais, 2010.

MSF MSC MST
Tratamento Kg ha™ kg ha Kg ha' MSF/MST

T 1457 B 4278 A 573,5 B 0,2513 B
AFS 250 384,7 A 472,4 A 857,1 AB 0,4512 A
AFS 500 352,9 A 441,8 A 7946 AB 0,4529 A
AFF 50 352,8 A 436,0 A 788,8 AB 0,4467 A
AFF 250 3682 A 458,0 A 826,2 AB 0,4537 A
AFF 500 4176 A 470,7 A 888,3 AB 0,4704 A
EAS 50 401.0 A 467,1 A 868,1 AB 0,4607 A
EAS 250 385,9 A 4209 A 806,8 AB 0,4824 A
EAS 500 382,6 A 4453 A 827,9 AB 0,4621 A
EAF 50 3752 A 4438 A 818,9 AB 0,4585 A
EAF 250 3789 A 492,0 A 870,9 AB 0,4336 A
EAF 500 403,6 A 562,4 A 966,0 A 0,4170 A
CV % 17,13 18,74 15,60 12,47

As letras comparam as médias na coluna. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste
de Tukey ao nivel de 5%.

Apesar dos niveis de senescéncia foliar terem sido responsaveis pelas baixos
valores de MSF e MST, maior intensidade da abscisdo foliar na testemunha é
claramente observada pela menor MSF e menor relagdo MSF/MST. Os niveis de
auxina sao altos nas folhas jovens, decrescendo de forma progressiva nas maduras
e sao relativamente baixos nas folhas em senescéncia, quando se inicia 0 processo
de abscisao foliar. Sabe-se também que a sintese de etileno é aumentada a partir do
seu precursor, 0 aminoacido metionina, em situacdes de estresse fisioldgico ou
quando as taxas de auxina sdo reduzidas (TAIZ & ZEIGER, 2004). Tendo em vista
que tanto o extrato de alga, como o acido fulvico contém auxinas, o balanco entre
auxinas e etileno pode ter sido favorecido nos tratamentos, evitando a senescéncia.
Da mesma forma, a agéo da citocinina presente no extrato de alga, como retardador
de senescéncia foliar também pode ter contribuido para redug¢do a redugédo da
absciséo foliar nos tratamentos com EA (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Schmidt et al. (2003) descrevem a redugdo da senescéncia, da reducdo da
fotossintese e da respiracdo como em trabalho realizado com extrato de alga e acido
himico. Pant et al. (2010) usaram extratos aquosos de vermicomposto

suplementados com acido himico e extrato de alga, constatando aumento na massa
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seca de Brassica rapa cv. Bonsai, assim como aumento no teor de nutrientes e na
taxa de carotendides total, observando ainda que a atividade antioxidante e teor total
de fenois foram maiores em fungéo da adubag¢&o orgénica.

A avaliagdo da relagdo MSF/MST demonstra que todos os tratamentos
obtiveram elevada proporgédo de caules sendo que nenhum atingiu a proporgéo de
0,5. Monteiro (2009) investigando a mesma espécie em Pinhais - PR, porém em
condi¢gbdes de campo, observou indices maiores de MSF/MST e decrescentes em
funcéo da idade da planta: 0,7 e 0,61 aos 60 e 90 dias, respectivamente.

Tanto a senescéncia das folhas como a elevada propor¢gdo de caules neste
experimento podem ser resultados da idade das plantas, que foram avaliadas 95
dias apds o transplante nos vasos quando ja tinham 25 dias de propagagdo num
total de 120 dias, quando a senescéncia das folhas é intensa (ROHLOFF et al.,
2005). No caso da menta este fato representa uma limitacdo na producédo de 6leo,
uma vez que os tricomas glandulares que secretam o 6leo se localizam nas folhas
(DESCHAMPS et al., 2006). O tratamento controle (T) ndo apresentou diferenca
significativa de MSC em relacdo aqueles em que foi usado &acido fllvico e extrato de
alga. A massa fresca apresentou teor de umidade médio de 79%.

A menor intensidade luminosa e as condi¢fes térmicas da casa de vegetagcao
durante o verdo podem ter contribuido para os resultados obtidos. Situacoes
ambientais adeversas promovem a formacg&o de radicais livres, oxidantes de
membranas celulares, mitocondrias e cloroplastos. Vasconcelos et al. (2009)
constataram a ativacdo do complexo enzimético anti-oxidativo em plantas de milho e
soja submetidas a estresse hidrico, usando bioestimulantes a base de substancias
humicas e aminoacidos, componentes estes também presentes nos tratamentos
avaliados, com a excec¢ao da testemunha.

A forma de aplicacdo e as concentracdes de acido fulvico ndo tiveram
influéncia em nenhuma das variaveis de crescimento vegetativo, ndo comprovando
as vantagens citadas por Atiyeh et al. (2002) e Schmidt et al. (2003) que
constataram que o seu elevado contetudo de grupos carboxilicos (COOH), amino,
fendlicos e ligagcbes peptidicas quando aplicados no solo, aumentam o poder
tampé&o, na medida em que aumentam a CTC, evitando lixiviagdo, favorecendo a
acao intercoloidal dos compostos orgéanicos com as argilas, melhorando ainda a

estrutura e porosidade.
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FIGURA 3 — Tratamentos aos 65 dias: A- AFS 50; B-AFS 250; C- AFS 500; D- AFF 50; E- AFF 250;
F- AFF 500; G- EAS 50; H- EAS 250; |- EAS 500; J- EAF 50; K- EAF 250; L- EAF 500; M-
Testemunha, Pinhais — PR, 2010.

Por outro lado a caracteristica do baixo peso molecular do acido fulvico,
citada por Pramanik, (2007) e Schmidt et al. (2003) que Ihe permite 0o acesso e
translocacao celular pela aplicacdo foliar conduzindo os ions Zn, Cu, Mg, Fe pela
sua acao quelante, também ndo provocou diferencas de massa seca da aplicacédo
no solo em relagéo a aplicacgéo foliar.

Nas aplicagbes com extrato de alga, nem a forma de aplicacdo nem as
concentragdes apresentaram diferengas significativas entre si. A diferenga entre os
tratamentos e a testemunha T pode ser explicada pelos fatores citados acima, assim
como também pode ser resultado de outros componentes presentes no extrato de
alga como citocininas e giberelinas. A acdo destas substancias promotoras de
crescimento foi avaliada no género Mentha por varios autores. Scravoni et al. (2006)
observaram aumento de massa seca e altura da parte aérea em M. x piperita

pulverizada aos 15 e 30 dias com concentracdes de 50 mg L de GAs; e BAP
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(benzilaminopurina) em relac&o as plantas controle. Kaul & Kapoor (2004) aplicaram
solucbes de GA;3 entre 10-200 ppm em M. arvensis na floragdo e constataram
aumentos de 30 a 50% na producéo de massa total. El-Kelwati & Croteau (1986)
também observaram aumento na biomassa das Mentha x piperita e M. spicata, com
aplicacbes foliares de quatro diferentes fontes de citocininas (cinetina, difeniluréia,
benzilaminopurina e zeatina) a 1 — 10 ppm porém, M. suaveolens n&do sofreu
diferenca na biomassa. Singh et al. (1999), observaram que em M. spicata o
tratamento por imersédo de estoldes por 24 h em &cido giberélico (1kg m®) alteraram
de forma consideravel as caracteristicas fenotipicas das plantas, aumentando sua
altura e reduzindo a ramificagcdo sem reversdo ao longo do tempo. Neste
experimento, o aumento da altura néo foi constatado visualmente, nem avaliado,
porém os tratamentos ndo alteraram a massa de caules em relacdo a testemunha.
S&o descritos ainda os efeitos de reducdo no contetdo de clorofilas, na taxa de troca
de CO; e na condutancia estomética associados a aplicagdo de &cido giberélico. A
concentracdo usada e o tempo de imersédo devem ter contribuido para as alteracdes
observadas.

Zhang & Erwin (2004) detectaram e quantificaram a presenca de citocininas
através de ensaios por ELISA, em &cido fulvico e extrato de alga marinha,
identificando a zeatina ribosidica e adenosina isopentenil. Foi constatada ainda,
maior concentracdo foliar destes compostos em plantas tratadas com os
bioestimulantes, correlacionando positivamente com a resisténcia a seca
apresentada em relacdo as plantas controle. Zhang et al. (2003) comprovaram o
aumento da resisténcia de plantas submetidas a periodos de 72 a 96 horas de

estresse térmico a 37°C, quando pulverizadas com extrato de alga e acidos himicos.

Producéo de 6leo essencial

Rendimento

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados do rendimento e a produtividade
de 6leo essencial obtidos. As varia¢des nos valores de rendimento de dleo essencial
foram de baixa amplitude se comparados com a dos valores de crescimento

vegetativo. Os tratamentos com EAS 500, EAF 50 e EAF 500 apresentaram 0s
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valores mais elevados de rendimento de 6leo essencial. A avaliacdo de rendimento
neste experimento foi feita aos 95 dias e os resultados foram superiores aos
relatados por Monteiro (2009) a campo, com a mesma espécie, que fez avaliagcao
aos 60 dias obtendo 55,38 p L g* e aos 90 dias obtendo 35,96 p L g de rendimento
de 6leo essencial.

Com relagdo ao uso de substancias reguladores do crescimento vegetal em
Mentha, Kaul & Kapoor (2004) avaliaram a influéncia do &cido giberélico (10 a 200
mg L) em M. arvensis, observando decréscimo de 5 a 15% no rendimento de 6leo
essencial, enquanto Farooqgi & Sharma (1988) com a mesma espécie aumentaram
significativamente o rendimento de 6leo essencial aplicando clorito de clormequat e
nao obtiveram alteragéo no rendimento com etephon. Em M. piperita L., Scravoni et
al. (2006) nao constataram diferencas no rendimento com aplicagdes foliares de 50
mg L' de GA e BAP enquanto El-Kelwati & Croteau (1986) obtiveram reducdo do
rendimento de 6leo essencial com etephon a 250 mg L™ e aumento com a aplicacdo
de daminozida a 1000 mg L. A grande variac&o nas respostas do género Mentha a
aplicacdo de reguladores vegetais pode ser atribuida as diferengas entre as
espécies, concentragbes aplicadas, aliado a interacdo com os fatores ambientais e

fisioldgicos da planta.

TABELA 4 — Rendimento e produtividade de éleo essencial em fungéo dos tratamentos: AFS — acido
falvico solo, AFF — &cido fulvico foliar, EAS — extrato da alga solo, EAF — extrato da alga foliar,

Pinhais, 2010.

Rendimento Produtividade OE
Tratamento uLg? L ha™
T 37,16 C 5,40 C
AFS 250 39,58 BC 15,23 ABC
AFS 500 48,24 ABC 16,80 ABC
AFF 50 41,49 BC 14,86 BC
AFF 250 49,76 ABC 18,18 AB
AFF 500 36,87 C 15,38 ABC
EAS 50 52,16 ABC 21,15 AB
EAS 250 55,70 ABC 21,49 AB
EAS 500 65,96 A 25,33 AB
EAF 50 60,16 AB 22,56 AB
EAF 250 47,79 ABC 18,35 AB
EAF 500 66,88 A 26,97 A
CV % 16,91 25,20

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Produtividade de 6leo essencial

A produtividade de 6leo essencial foi resultado das variag6es de rendimento,
assumindo aproximadamente a mesma tendéncia. Todos os tratamentos com
extrato de alga apresentaram valores maiores de produtividade de 6leo essencial em
relagdo a testemunha. Das aplicagdes de acido fulvico, somente AFF 250 aumentou
a produtividade de 6leo essencial.

El-Kelwati & Croteau (1987) trabalhando com diversas Lamiaceas observaram
taxas de 100% na base fresca de aumento na produtividade de 6leo essencial com a
aplicacdo de cinetina, atribuindo esse aumento ao incremento da atividade de
biossintese de monoterpenos e descartando sua influéncia no aumento do
crescimento vegetativo e em alteragbes na populagdo de glandulas secretoras de
Oleo. Neste experimento ndo se pode ignorar o significativo aumento da massa seca
em fungdo dos tratamentos, a qual foi reforcada pela também significativa diferenca
de rendimento. Masseto (2009) também observou que em Lavandula dentata L. as
aplicacbes de GA3 e extrato de alga marinha aumentam a produtividade do 6leo
essencial de forma indireta pelo aumento da biomassa de botdes e antese.

Observa-se que a aplicacdo do extrato de alga favoreceu de forma mais
efetiva a produtividade de 6leo essencial do que o acido fulvico sendo que as
médias dos tratamentos de cada insumo foram de 22,67 e 16,09 L ha™. Também
Storck (2008) observou alteracdo na produtividade do 6leo essencial de Pogostemon
clabin Benth. pela aplicacdo de 15 mg L™ de extrato de alga marinha, constatando
aumento de 60,6% e de 58% quando utilizado somente GA3.

A forma de aplicagdo ndo provocou diferencas significativas de produtividade
de Oleo essencial nas respostas ao &cido fulvico e ao extrato de alga. Nas
aplicacbes foliares a tendéncia também foi igual ao rendimento, com os tratamentos
intermediarios de 250 mg kg* se destacando, de forma positiva no &cido fulvico e

decrescendo a produtividade no tratamento com extrato de alga.
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5.4 CONCLUSOES

Pulverizacdes foliares e no solo com extrato de alga e &cido fudlvico aumentam

a producgéo de massa seca de folhas e total em Mentha canadensis.

O rendimento de 6leo essencial em Mentha canadensis L. aumenta com o
uso de extrato de alga aplicado no solo a 500 mg L™ e com aplicagées foliares de 50
e 500 mg L™

O uso de &cido falvico foliar a 250 mg L™ e extrato de alga favorecem a

produtividade de 6leo essencial de Mentha canadensis L.
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6 BIOESTIMULA~NTES NA PF{ODU(;AO DE OLEO ESSENCIAL PQR
HIDRODESTILACAO E DESTILACAO POR ARRASTE DE VAPOR E EXTRACAO
DE NUTRIENTES EM Mentha canadensis L.

RESUMO

O dleo essencial de menta é composto por diversos constituintes quimicos, sendo o
monoterpeno mentol de grande interesse comercial para as industrias alimenticias,
farmacéuticas, higiene pessoal e de limpeza. Bioestimulantes sdo também
chamados de “ativadores metabdlicos” sendo definidos como materiais que
aplicados em quantidades reduzidas, induzem o crescimento, o desenvolvimento
vegetal, a tolerancia ou resisténcia a estresses bioticos e abidticos, sem que se
possa atribuir-lo & aplicacdo tradicional de nutrientes. Os objetivos deste trabalho
foram avaliar a influéncia dos bioestimulantes na produgdo de biomassa e
rendimento de 6leo essencial de Mentha canadensis L., comparar os métodos de
extracdo de 6leo essencial e pesquisar a extracdo de nutrientes NPK realizada pela
cultura. O experimento foi conduzido a campo, em blocos ao acaso e esquema
fatorial 5x2, com quatro repetigcdes. Os cinco tratamentos testados foram: SA — sem
adubacdo NPK, CA — com adubag&o NPK, AF — com adubag&o NPK + &cido fulvico
(50 mg L), EA — com adubagédo NPK+ extrato de alga (50 mg L), AF+EA — com
adubacdo NPK + acido fulvico (50 mg L) + extrato de alga (50 mg L) e as duas
épocas de colheita foram aos 90 dias apds o transplante (AT) e aos 75 dias apos
brotagéo de poda (BP). Foram avaliados os parametros da massa seca de folhas,
caules e total, relacdo massa seca de folhas e massa seca total. O 6leo essencial
foi hidrodestilado em aparato Clevenger e por destilador por arraste de vapor, por
duas horas. Os teores de carbono, nitrogénio, fosforo e potéssio foram determinados
nos tecidos vegetais e na torta residual de destilacédo, hidrolato e 4gua residual. A
aplicacéo foliar conjunta de extrato de alga e de acido fulvico promove aumento na
producdo de massa seca. Os tratamentos com bioestimulantes isolados e as épocas
de colheita ndo apresentaram diferenga significativa na produgéo de biomassa nem
no rendimento e produtividade de 6leo essencial. O rendimento de dleo essencial na
hidrodestilagéo foi maior do que na destilagdo por arraste de vapor. A extragédo de
nutrientes foi superior na colheita de maio. Em dois ciclos de colheita de menta
foram extraidos 121,3 kg ha* de nitrogénio, 289 kg ha de potéassio e 29,1 kg ha de
fosforo, presentes na torta residual de destilacdo. A devolugéo da torta residual de
destilacdo na forma de cobertura morta viabiliza a manutengdo da capacidade
produtiva do solo, a produtividade da cultura.

Palavras chave: acido falvico, extrato de alga, menta, nutricdo mineral
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GROWTH PROMOTERS IN THE PRODUCTION OF ESSENTIAL OIL EXTRACTED
BY HIDRODISTILLATION AND STEAM DISTILLATION AND NUTRIENT
REMOVAL IN Mentha canadensis L.

ABSTRACT

Mint essential oil is composed of various chemical constituents and the monoterpene
of greatest commercial interest is menthol, used in the food, pharmaceutical,
personal care and cleaning industries. Biostimulants are also called "metabolic
activators" and are defined as materials used in small quantities, inducing growth,
plant development, tolerance or resistance to biotic and abiotic stresses, without
being able to assign it to the traditional application of nutrients. The aims of this work
were: to evaluate the influence of biostimulators on Mentha canadensis L. biomass
and oil production; compare the methods of essential oil extraction; study the nutrient
extraction of NPK by the culture. The experiment was conducted under field
conditions, on the UFPR Canguiri Experimental Station, with shoots from cuttings, in
a randomized block factorial 5x2 arrangement with four replications. The five
treatments were: NF — no fertilizer, WF - with NPK, FA - with NPK + fulvic acid (50
mg L) KE - with NPK + kelp extract (50 mg L), FA + KE - with NPK + fulvic acid (50
mg L) + kelp extract (50 mg L) and two harvest times: 90 days after planting (AP)
and 75 days after regrowth (RG). Vegetative growth parameters were evaluated:
leaves, stems and total dry mass, and leaves dry biomass /total dry mass index. The
essential oil was extracted by hydrodistilled in Clevenger apparatus and by steam
distillation for two hours. Carbon, nitrogen, phosphorus and potassium levels were
determined in plant tissues, mint distillation waste, distillation wastewater and
hidrolact. Plants sprayed with kelp extract and fulvic acid together promoted 15,6%
higher dry mass. Isolated treatments and harvest dates showed no significant
difference for dry mass, essential oil content and yield. Hydrodistillation provided
higher essential oil yield than steam distillation. Superior nutrient uptake occurred
when harvest was done in May. During two productive mint cycles 121,3 kg ha™ of
nitrogen, 289 kg ha* of potasssium and 29,1 kg ha* of phosphorus were exported
from soil by the crop. The recycling of mint distillation waste on soil as mulching
represents a practice that enables the maintenance of soil production capacity and
the crop productivity.

Key words: fulvic acid, kelp extract, biomass
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6.1 INTRODUCAO

A menta € uma cultura aromética que pelo processo de destilagdo de suas
folhas, fornece 6leo essencial. As industrias farmacéuticas, cosmética, de cigarros e
bebidas, de alimentos, de higiene pessoal e oral disputam o dleo essencial de menta
(LAWRENCE, 2007).

A espécie Mentha canadensis L. apresenta elevado rendimento de dleo
essencial e teor de mentol préximo de 90% (MONTEIRO, 2009). A produtividade de
6leo essencial depende do produto da biomassa pelo rendimento de 6leo essencial.
Dessa forma, uma possivel agdo dos bioestimulantes tanto no metabolismo primario
aumentando a biomassa, como no metabolismo secundéario aumentando o
rendimento e a sintese de constituintes de importancia econémica poderia contribuir
para o aumento da produtividade de 6leo essencial e de mentol.

Além da aptiddo genética para expressar as enzimas responsaveis pela rota
biossintética, a produtividade de OE e dos seus componentes especificos depende
da interagdo entre os fatores bidticos (seres vivos) e abidticos (clima e solo)
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

A ciéncia agronOmica estabeleceu com relativa precisdo a agao dos
macronutrientes NPK no metabolismo priméario e por conseqiéncia a sua implicacdo
especifica nos fatores de crescimento vegetativo. A producdo de biomassa é
portanto, um dos componentes no célculo da produtividade de 6leo essencial. No
entanto, o outro componente da produtividade de 6leo essencial € o rendimentode
Oleo essencial e este é dependente do metabolismo secundario da planta que por
sua vez é depende de interagbes ambientais para efetuar a expressédo génica. A
sintonia fina do equilibrio nutricional que permita aumentar a produgdo de massa
seca sem diminuir o rendimento de 6leo essencial corroborando num aumento de
produtividade de Oleo essencial continua sendo um desafio para cada uma das
espécies aromaticas.

Os bioestimulantes extrato de alga e &cido fulvico apresentam em sua
composicado diversos reguladores de crescimento e s&do aplicados em baixas
concentracdes (ARANCON et al., 2006; KHAN 2009; CRAIGIE, 2010). Substancias
promotoras do crescimento vegetal apresentam importancia comercial na agricultura

intensiva, em culturas de elevado valor comercial e no cultivo organico tendo seu
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uso restringido em funcdo do custo elevado (HAIDER et al.,, 2009). J& os
bioestimulantes contendo diversas substancias reguladoras de crescimento podem
representar uma estratégia menos onerosa para conciliar a produgdo de biomassa
com a ativacdo de metabolitos secundérios especificos aumentando o rendimento
de 6leo essencial.

Em trabalhos de pesquisa de 6leos essenciais a hidrodestilagdo em aparelho
graduado Clevenger € uma metodologia padrdo. No entanto, quando a pesquisa
atinge uma escala piloto ou comercial, a necessidade de alterar a dimenséo de
escala de produgao exige a extracdo de OE pela destilagéo por arraste de vapor. O
rendimento e a composi¢ao do 6leo essencial obtidos nestes dois processos podem
variar em funcdes das diferencas entre as propriedades fisico-quimicas e
termodindmicas especificas cada um.

Este trabalho investiga sua agdo dos bioestimulantes, extrato de alga e &cido
falvico, quando pulverizados isoladamente e em conjunto em duas épocas de
colheita. Foram avaliadas a producdo de biomassa, o rendimento e a produtividade
de oleo essencial de M. canadensis L. Ainda neste estudo, sdo correlacionadas a
extracdo de Oleo essencial por hidrodestilagéo e por destilacdo por arraste de vapor,
assim como a extragdo de nutrientes, analisando seus teores foliares, na torta

residual de destilagc&o e no hidrolato residual de destilagéo.

6.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi implantado em outubro de 2009, na Estacdo Experimental
do Canguiri — UFPR, no municipio de Pinhais, Regido Metropolitana de Curitiba,
localizado a 25°23.258’ latitude Sul, 49°07.713 longitude Oeste, com 919 m de
altitude. A regido apresenta clima subtropical imido meso-térmico. As condicdes
climaticas durante o periodo de conducdo do experimento sdo descritas nas Figuras
1 e 2 (INSTITUTO TECNOLOGICO SIMEPAR, 2010).
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FIGURA 1 — Temperaturas médias maximas, minimas e médias mensais, na regido de Pinhais - PR
durante o periodo de conducéo do experimento. Fonte: SIMEPAR
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FIGURA 2 — Precipitacdo e umidade relativa média mensal e radiagdo média acumulada, na regido
de Pinhais - PR durante o periodo de conducado do experimento. Fonte: SIMEPAR.

O solo da &rea experimental € um cambissolo haplico (EMBRAPA, 1999), cuja
andlise com as caracteristicas fisicas e quimicas é representada nas Tabelas 1 e 2.
A metodologia de amostragem de solo foi realizada conforme a recomendacgéo da
Sociedade Brasileira de Ciéncia de Solo — SBCS, (2004), de 0 — 20 cm de
profundidade. A amostra foi analisada no Laboratério de Biogeoquimica e Nutricdo
Mineral de Plantas do Departamento de Solos e Engenharia Agricola (DSEA) da
UFPR, utilizando a metodologia de PAVAN et al. (1992) e pode ser observada na
Tabela 1. A corregdo de solo nédo se fez necesséria, e a adubacao foi realizada com

base na recomendacédo da Sociedade Brasileira de Ciéncia de Solo — SBCS (2004),
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na proporcdo de 20 kg ha™* de N, P,Os — 40 kg ha™*, K,O — 30 kg ha™, usando-se os
fertilizantes: uréia; super fosfato triplo e cloreto de potassio na cova de plantio. O

preparo do solo foi mecanizado, com enxada rotativa.

TABELA 1- Anadlise de solo da area experimental, amostra coletada a profundidade de 0-20 cm.
Pinhais-PR, 20009.

IR
Al

" SB T P C \Y; Ca/ Argila

+2 +2
Ca Mg K Mg

pH Al

SMP cmol, /dm? mg/3dm

g/dm® % glkg™

57 61 000 460 590 340 105 10,35 1495 91,70 374 69 1,7 5500

TABELA 2- Andlise de solo da area experimental, nitrogénio e micronutrientes, ferro, manganés,
cobre e zinco. Amostra coletada a profundidade de 0-20 cm. Pinhais-PR, 2009.

N Fe Mn Cu Zn
mg/ kg
2,1 1,07 27,6 1,0 29,2

Obtencéo de material vegetal e preparo de mudas

O material vegetal usado neste experimento foi a espécie Mentha canadensis
L. proveniente da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF. As
mudas foram propagadas por estaquia, usando-se pedagos de caule de 5 a 10 cm
como material propagativo, colocados em bandejas de tubetes, contendo solo da
propria area experimental de plantio. Foram mantidas em condigbes de casa-de-
vegetacdo durante aproximadamente 40 dias, com sistema de irrigagdo por

aspersao diaria, até o enraizamento das estacas.
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TABELA 3 -Tratamentos usados no experimento de Mentha canadensis L. Pinhais-PR, 2009.

Tratamento Manejo
SA Sem adubacéo
CA Adubacédo (NPK)

CA + AF Adubacao (NPK) + &cido Filvico (50 mg L ™)
CA + EA Adubacéo (NPK) + extrato de Alga Marinha (50 mg L™)
CA + EA + AF  Adubacao (NPK) + &cido Fulvico (50 mg L™) + extrato de alga (50 mg L™)

Implantag&o e conducéo do experimento

A Figura 3 apresenta o cronograma esquematico da implantacdo e manejo. O
experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso, em esquema
fatorial 5 x 2, referentes a 5 tratamentos, conforme apresentados na Tabela 3 e duas
épocas de colheita: aos 90 dias apo6s o transplante (AT) e aos 75 dias apés a
brotagc&o de poda (BP), respectivamente, com 4 repeticdes. Foram realizadas quatro
aplicacbes de bioestimulantes no ciclo de crescimento apds o transplante (AT) e trés
no ciclo da brotagdo de poda (BP), a intervalos de aproximadamente 15 dias. O
espagcamento entre as parcelas experimentais foi de 2m, de forma a permitir o
controle de invasoras mecanizado nas entrelinhas dos canteiros, sendo o0 mesmo
realizado de forma manual, semanalmente, nas parcelas experimentais. A irrigagéo
foi feita por aspersdo em dias alternados quando houve auséncia de precipitagao.
Foram realizadas aplicagdes foliares semanais de calda bordalesa, inicialmente de 1
mL L™ e a partir de dezembro, com a intensificacéo da precipitagdo de 2 mL L%, para

controle preventivo de ferrugem (Puccinia menthae).

Aplicacéo de bioestimulantes

O é&cido fulvico aplicado foi proveniente da extragdo da Leonardita
Australiana, fornecido pela empresa Nutriplant®, com concentracdo de 10% na
formulacdo. A formulacéo sélida de extrato de alga marinha Ascophyllum nodosum

foi obtida da Acadian Seaweeds®.
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TRANSPLANTE - AT

Transplante  Replantio  Ad.Cob. N e Bioestim.  Bioestim. Bioestim. Bioestim. Avaliagao experimento
30/10 30/11 09/12 23/12 07/01 22/01 27 a28/01/10
31 dias 40 dias 55 dias 70 dias 85 dias 89a 90 dias

BROTAGAO DE PODA - BP

T

T

Corte Adub. Cob. N Bioestimulantes Bioestimulantes Bioestimulantes Avaliacdo experimento
27a28/1 10/2 04/03 19/03 07/04 14 a2 16/04/10
12 dias 35 dias 50 dias 65 dias 75 dias

Fonte: Esquematizagéo adaptada de Storck (2008).

FIGURA 3 - Cronograma esquematico de manejo da cultura e aplicacdo de bioestimulantes ap6s o
Transplante (AT) e apds a brotacdo de poda (BP).

A aplicagdo dos bioestimulantes foi realizada com equipamento de
pulverizagdo pressurizado por CO, com vazdo de 100 ml min™ por bico e presséo
constante (50 Psi), segundo esquema apresentado nas Figuras 3, 4A e 6A, de forma
a molhar a area foliar sem causar escorrimento, sendo feita a calibracdo de cada
pulverizagdo em funcdo do tempo de pulverizagdo. Portanto, as vazdes de
pulverizacéo foram crescentes, usando-se 27,8 L ha™ nas primeiras aplicac6es apés
o transplante e brotacdo de poda, 55,6 L ha™ nas segundas pulverizacées e 111,2 L
ha™ nas duas Gltimas pulverizacdes apds o transplante e na Ultima apés a brotagéo
de poda, sempre em fungao do estadio de desenvolvimento vegetativo e do aumento
da éarea foliar. De forma a evitar o contato dos produtos com o tratamento do lado
foram usadas lonas de plastico isolando os tratamentos laterais, nos dias em que

havia vento. (Figura 4C).
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Foram instaladas 20 parcelas experimentais cada uma medindo 5,0 x 1,0 m
(5m?). Cada parcela recebeu 48 plantas, com espacamento de 0,60 x 0,15,
correspondendo as 0,09 m? planta™, conforme demonstrado nas Figuras 4B e 4D.
Foram usadas 9 plantas Uteis para amostragem, delimitada por um quadrato de
canos de PVC de 1,40 x 0,45 m, fazendo-se os cortes a 10 cm do solo usando

tesoura de poda, conforme Monteiro (2009).

FIGURA 4 - A- Muda de estaquia em tubetes, B-Estadio inicial da cultura de Menta, C- Pulverizagédo
de bioestimulantes, como protecéo contra deriva causada pelo vento, D- Estadio de colheita (abril-
2010)

Extrac&o de 6leo essencial

Extracdo de 6leo essencial por hidrodestilagao

As extracbes do 6leo essencial por hidrodestilagdo foram realizadas no
Laboratorio de Plantas Aromaticas da Estagdo Experimental do Canguiri — UFPR,
em Pinhais, aos 90 dias ap0s o transplante (janeiro) e aos 75 dias apés a rebrota
(maio).
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FIGURA 5 - Hidrodestilagdo em aparelho graduado Clevenger modificado

Foram destiladas 100g de tecido foliar fresco, em aparelho graduado
Clevenger, com baldo volumétrico de 2L, durante 2 horas (Figura 5). O rendimento
de 6leo essencial foi quantificado através de micropipeta de preciséo.

Destilac&o por arraste a vapor

As destilagbes por arraste foram realizadas no mesmo local e épocas da
hidrodestilagéo, em destilador piloto da marca Kohls® conforme demonstrado nas
figuras 6A, 6B e 6C. Cada dorna de destilagéo por arraste recebeu 20 kg de massa
fresca de planta inteira, cortada a 10 cm do solo e dispostas na dorna de 350 L sem
causar compactacdo, até 10 cm da borda superior do cesto. A massa fresca da
dorna correspondeu a colheita de 3 canteiros de 5,0 x 1,0m, um de cada bloco,
portanto para cada época de avaliacdo foram utilizados 6 canteiros por tratamento,
cada um de um bloco. As destilagdes foram conduzidas a temperatura de 100°C na
camara de destilacdo com pressdo de 3 atm, durante 2h. Foram realizadas duas
destilacGes para cada tratamento, em cada época, num total de 10 destilagcdes por

arraste por época de colheita.
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FIGURA 6 - A- Destilacédo por arraste de vapor, B- Finalizac@o da destilagcdo — descarga da dorna,
C- Caldeira de vapor, D- Torta residual da destilag&o.

Andlise de 6leos essenciais

Reagentes: Como solvente espectroscopico foi usado diclorometano (Tedia,
Fairfield, USA). Os demais reagentes padrdo foram adquiridos da Aldrich
(Milwaukee, USA).

Andlise dos Oleos essenciais: Os Oleos essenciais foram analisados pela
Embrapa — Agroindustria de Alimentos - RJ, por meio de cromatografo a gas Agilent
(Palo Alto, USA) 6890N equipado com coluna capilar de silica (HP5, 25m X 0.32mm
X 0.25um) com 5% fenil e 95% metilsilicone. A temperatura do forno foi de 60°C a
240°C na razdo de 3°C/min, sendo o hidrogénio usado como gas de arraste (1.5
mL/min). O éleo foi diluido a 1% em diclorometano e 1.0uL da solugéo foi injetada
em modo split (1:100). O injetor foi mantido a 250°C e o detector (FID) a 280°C.

A espectrometria de massas (CG/EM) foi obtida em sistema Agilent 5973N
operado no modo de inonizag&o eletronica (IE) a 70 eV com amplitude de 40-500
m/z. A taxa de amostragem foi de 3.15 scans/s.A fonte ionica foi mantida a 230°C, a
analizador de massa a 150°C e a linha de transferéncia a 260 °C. O detector de
massa foi acoplado ao cromatdgrafo a gas Agilent 6890 com coluna capilar de silica
de baixa vazdo (HP-5MS, 30m X 0.25mm X 0.25um) preenchida com 5% fenil e 95%
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metilsilicone. Hélio foi usado como gas de arraste a 1.0 mL/min. Os indices de
retencéo linear (IRL) foram mensurados (DOOL & KRATZ, 1963) pela injecédo de
serie de n-alcanos (C7-Cz) ha mesma coluna e nas mesmas condicdes da analise
de CG.

A identificagdo dos constituintes do 6leo foi baseada no banco de dados da 6 ed.
da biblioteca Wiley de espectros de massa e pela comparagdo com os IRL de
referéncia (ADAMS, 2007). Solugdes padrao de mentol e mentona foram injetadas

para confirmacao.

Variaveis analisadas

A massa seca de folhas (MSF), caules (MSC) e total (MST) e a base seca, foi
determinada apds secagem das amostras a 65°C em estufa com ventilagcdo forcada
(FANEM® - Mod. 320 SE) até atingirem massa constante.

O rendimento foi calculado em pL g* de MS. A produtividade de OE foi
determinada a partir do produto do rendimento de OE em pL g* de massa fresca

corrigido para base seca pela massa seca de folhas por hectare.
Analise de nutrientes

As andlises de nutrientes foram realizadas no Laboratério de Biogeoquimica
do Departamento de Ciéncia do Solo — UFPR, a partir da metodologia sugerida por
MARTINS & REISSMANN (2007). As avaliagbes foram realizadas com o material da
primeira colheita, aos 90 dias ap6s o plantio (janeiro) e da segunda colheita, aos 75
dias apos a brotagdo de poda (abril). Foram feitas determinacées de N, C, relacdo
C/N, P e K da folhas e da torta residual da destilacdo de menta e andlise de potassio
do hidrolato e da agua residual da destilagdo. Na destilacdo por arraste de vapor a
massa fresca era composta de 4 canteiros, portanto, para a determinagéo dos teores
elementares da torta residual de destilacdo s6 se dispunha de duas amostras por

tratamento, e por época de colheita ndo permitindo uma analise estatistica.

As amostras foliares foram secas a 65°C em estufa com ventilagdo forcada
(FANEM® - Mod. 320 SE) até atingirem massa constante. O material seco foi

triturado em moinho de café com laminas de inox para ser submetido & digestdo
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para a determinacao de P e K. Amostras de aproximadamente 1 g de p6 de tecido
vegetal foram pesadas em balan¢a analitica. O material pesado foi colocado na
mufla a 500°C, durante 3 horas. Apos o resfriamento dos cadinhos, adicionou-se 5
gotas de HCI a 3N e recolocou-se os mesmos na mufla por mais 3 horas a 500°C
(Figura 7A). Apos o resfriamento, adicionou-se 10 ml de HCI a 3N em cada amostra
e estas foram levadas para aquecimento entre 70 a 80°C, por aproximadamente 10
minutos. ApGs a retirada das amostras da placa aquecida o material foi filtrado em
baldes volumétricos de 50 mL com filtro de papel faixa azul (Figura 7B), sendo o
volume posteriormente completado com agua deionizada até o menisco. As

solugcbes foram colocadas em frascos de polietileno fechados, identificadas e

reservadas para as analises.

FIGURA 7- Determinacdo de P e K. A- Amostras saidas da mufla em cadinhos com HCI. B-
Filtracdo da extracdo

As amostras processadas foram diluidas de 1:4 para a andlise de fésforo
sendo realizada a curva de calibracdo com 4 pontos (0, 5, 15, e 30 ppm), sendo
adotada a calibracdo a 90 ppm. As leituras foram realizadas em Aparelho UV
espectrofotdmetro (Schimatzu®).

Para as analises de potassio foi feita a diluicdo de 1:25 e a calibracao do
aparelho FC-180 CELM sendo adotada a calibragédo a 90 ppm. para as amostras

foliares, de torta de destilacdo e 5 ppm para as amostras de hidrolato.

As analises de teor de carbono, nitrogénio e da relagcdo C/N foram realizadas

por via seca, em equipamento VarioEL® Ill, CHNOS Elemental Analyzer e
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processadas pelo programa Solobioma Il. As amostra usadas foram de
aproximadamente 15 mg, acondicionadas em papel de estanho. Para cada bateria
de andlises foram realizadas 3 calibragdes com 5 mg de acetanilida no inicio e mais

uma no final.

Analises estatisticas

A anadlise de variancia foi realizada com o auxilio do programa MSTAT-C
(NISSEN, 1993), sendo as médias testadas quanto & homogeneidade pelo teste de
Bartlett e comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Desenvolvimento vegetativo

As variaveis do desenvolvimento vegetativo massa seca de folhas (MSF),
massa seca de caules (MSC), massa seca total (MST) e relagdo MSF/MST séao
apresentadas na Tabela 4. A massa fresca da primeira colheita apresentou teor de
umidade médio de 80% e na segunda colheita de 79%.

A massa seca de folhas (MSF) n&o apresentou diferenca significativamente
para o0s tratamentos nem para a interagdo entre os fatores, apresentando
significancia entre os valores dos dois periodos de colheita. Estes valores sé&o
inferiores aos observados por Monteiro (2009) em Pinhais, com a mesma espécie e
espagcamento, em colheita de abril aos 90 dias, que obteve 2733,8 kg ha* de MSF e
0,61 de relacdo MSF/MST. Aflatuni et al. (2006) em experimento com quatro
espécies de Mentha inclusive duas M. canadensis, obtiveram massa seca de folhas
e total inferiores apesar da relagdo MSF/MST terem sido maiores. A maior massa
seca de caules no tratamento EA + AF foi o fator responsavel pela diferenca
apresentada na massa seca total.

A produgdo de massa seca total - MST diferiu significativamente entre os
tratamentos e entre os periodos, mas ndo apresentou interacao entre os fatores. O
menor valor de MST foi observado no tratamento sem adubacdo — AS, porém, sem

diferenca significativa em relacéo a adubagdo com NPK dos demais. O aumento da
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biomassa em funcdo da adubag&@o nitrogenada tem sido constatado por varios
autores. Castro (2007) em experimento com trés espécies de menta no Parana e por
Zheljazkov et al. (2010a) trabalhando com M. x piperita L. no Mississippi, obtendo
também massa seca total superior na primeira colheita. O fornecimento do nitrogénio
a planta favorece a producdo de biomoléculas fundamentais, como proteinas e
aminoacidos, além de ser o constituinte das moléculas de clorofila, justificando um
maior crescimento vegetativo (DONATO et al., 2004). Ram & Kumar (1997) também
correlacionaram o aumento da massa seca total com doses crescentes de adubacéo
nitrogenada em M. arvensis. Neste experimento, a inexisténcia de diferengas
significativa de MST entre os tratamentos sem adubac&o — SA e com adubacéo —
CA pode ser justificada pela elevada fertilidade natural do solo em funcéo da
adubacéo residual proveniente da atividade anterior de cultivo de olericolas.

TABELA 4 — Médias de massa seca de folhas (MSF), massa seca de caules (MSF), massa seca total
(MST) e relagdo MSF/MST, em funcao dos tratamentos: SA — sem adubacdo; CA — com adubacao

NPK; CA + AF — com adubacédo e AF; CA + EA — com adubacdo e EA; CA + EF + EA — com
adubacdao, acido falvico (AF) e extrato de alga (EA), Pinhais, 2010.

Tratamento MSF kg ha MSC kg ha* MST kg hat MSF/MST
SA 1102,51 ns 1233,49 b 2336 b 0,469 ns
CA 1373,75 1328,25 b 2702 ab 0,514
CA + AF 1462,05 1295,95 b 2758 ab 0,543
CA +EA 1271,50 1213,50 b 2485 ab 0,517
CA+EA+AF 149938 1623,62 a 3123a 0,491
CV% 21,46 21,79 18,14 13,20

As letras comparam as médias na coluna. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste
de Tukey ao nivel de 5%. ns — diferenca nédo significativa.

Os tratamentos CA, CA + AF e CA + EA nao apresentaram diferenca
significativa, o que sugere que a aplicacdo de AF e EA n&o contribuiu para o
aumento da biomassa. J& a sua aplicacdo conjunta favoreceu a massa seca total
que foi maior (3123 kg ha?) no tratamento CA + AF + CA + EA. O tratamento
conjunto de &cido fulvico e extrato de alga (CA + EA + AF) resultou em aumento da
MST em relacdo ao tratamento com adubacdo (CA). Esta acdo sinérgica
potencializada, entre os bioestimulantes extrato de alga e &cido humico, € citada por
Schmidt et al. (2003) quando a resposta de aumento de massa seca de raiz,
umidade da folha e vitamina E de grama de Kentucky, sob stress hidrico, foram
significativamente superiores no tratamento conjunto em relagdo as aplicacdes

isoladas. Scavroni et al. (2006) relatam o0 aumento da massa seca em M. piperita L.
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com a aplicacdo da giberelina sintética (GA3) e com a citocinina sintética (BAP), o
gue ndo ocorreu no tratamento com extrato de alga (EA), onde os dois compostos,

giberelina e citocinina, estéo presentes.

A aplicacdo de &cido fulvico neste experimento ndo confirmou os relatos de
aumentos de massa seca aérea e de raiz, de altura das plantas e de éarea foliar em
tomate e pepino descritos por Atiyeh et al. (2002) com a aplicagdo de &cidos
humicos extraidos de vermicomposto. Apds isolarem horménios de crescimento
vegetal, como AlA, giberelinas e citocininas em varios vermicompostos, 0s autores
avaliam que entre as diversas hipGteses propostas para elucidar os mecanismos das
substancias humicas na estimulagdo do crescimento vegetal, os mais convincentes
sdo a sua acao “direta” de natureza hormonal e em pequenas quantidades e a
“‘indireta” pela melhoria da dindmica de extracdo e translocagdo de nutrientes.
Arancon et al. (2006) confirmaram estas hipéteses observando aumento de massa
seca de raiz e de parte aérea em Tagetes patula, Capsicum annuum, Fragaria
ananassa e Lycopersicum esculentum com a aplicagédo de 4cido humicos comerciais
e de vermicompostos em concentragbes entre 50 a 500 mg kg?, sendo que
concentragdes acima de 500 mg kg™ inibem o crescimento vegetal. Outra teoria para
justificar a promog&o do crescimento vegetal pelos acidos humicos foi postulada por
Facanha et al. (2002) que comprovaram a influéncia dos &cidos humicos,
principalmente o fulvico no aumento do gradiente eletroquimico gerado pela H+-
ATPase da membrana plasmética, aumentando a sua plasticidade, permitindo seu
alongamento e promovendo o crescimento vegetal. Neste experimento, estes
mecanismos podem ter favorecido a maior massa seca de caules do tratamento

EA+AF, que implicaram na maior MST.

A aplicagdo foliar de extrato de alga - EA n&o apresentou diferenca
significativa na producdo de massa seca total em relagdo ao tratamento com
adubacéo apresentando uma das menores MST na soma das duas colheitas, s6 ndo
sendo inferior ao tratamento sem adubacdo - SA. Khan et al. (2009) em revisédo
sobre extrato de alga descrevem os resultados de inUmeros trabalhos onde houve
aumento do sistema radicular pela presenca de AlA e favorecimento do crescimento
através do aumento da taxa de fotossintese, pela agcédo anti-oxidante de betainas

sobre as moléculas de clorofila. No entanto, é salientado que a concentracdo de EA
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representa um fator critico na efetivacdo dos seus efeitos, aliado ao fato de que
frequentemente plantas ndo sujeitas a estresses ndo apresentam resposta a
aplicacao.

TABELA 5. Médias de massa seca de folhas (MSF), massa seca de caules (MSC), massa seca total
(MST) e relagdo MSF/MST, na 12 e 22 colheitas, Pinhais, 2010.

Epocas MSF kg ha™ MSC kg ha™ MST kg ha™t MSF/MST
la colheita (jan) 1473,12 a 1672,78 a 31459 a 0,46255 b
2a colheita (abr) 1210,56 b 1005,24 b 22158b 0,55111a

As letras comparam as médias na coluna. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste
de Tukey ao nivel de 1%.

A Tabela 5 apresenta os resultados das variaveis do desenvolvimento
vegetativo nas duas colheitas, onde se observa que os resultados da colheita de
janeiro séo significativamente maiores para MSF, MSC e MST. Somente na relagao
MSF/MST esta tendéncia foi invertida.

A diferenca de resultados dos tratamentos entre as duas colheitas podem
estar correlacionada com as condi¢cdes ambientais diversas nas duas épocas com
maior temperatura, precipitacdo, fotoperiodo e intensidade luminosa no primeiro
ciclo de plantio (1* colheita) e a reducdo dessas condi¢cdes no ciclo da rebrota (2°
colheita) (SANGWAN et al., 2001). Como verificado por Farooqi et al. (1999), a
altura da planta é maior em condicdes de dias longos apresentando correlacdo
negativa com relagdo folha/caule (r=0,583) comprovada pela menor ramificagéo,
como ocorreu neste experimento. Esta influéncia ambiental pode ter favorecido o
crescimento vegetativo (MST) na 1° colheita, aliado ao fato de que a 22 colheita teve
apenas 75 dias de ciclo vegetativo contra 90 dias da 1* colheita. A mesma
constatacdo foi feita por Kofidis et al. (2004) com M. spicata na Grécia, Monteiro
(2009) e Deschamps et al. (2008) no Parana em relagdo a massa seca das colheitas

de verdo (DL - dias longos) sendo superiores as do outono.

Estes fatores aliados & constatagédo da alteracdo da estrutura do dossel das
plantas na 2% colheita também foram identificados por Zheljazkov et al. (2010 b) para
justificar a menor MST no corte da rebrota. Como aconteceu neste experimento e
ilustrado pela relagdo de MSF/MST menor na primeira colheita, os autores

observaram que o aumento da densidade populacional em funcdo da rebrota dos
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estoldes na segunda colheita, resultou além do decréscimo de ramificacdo na

alteracdo da taxa de folhas jovens e folhas velhas.

6.3.2 Extracdo de Gleo essencial por hidrodestilacdo em Clevenger

O rendimento apresentou significAncia na interagdo entre tratamentos e
periodos. Na tabela 6 observa-se que o rendimento diferiu significativamente entre
os tratamentos, sendo aproximadamente 100% maior no tratamento sem adubagé&o
— SA quando comparado com os demais. Revisando diversos autores Gobbo-Neto &
Lopes (2007) informam que varios relatam situacfes de estresse nutricional como
sendo causa de aumento da concentracdo de metabdlitos secundarios. No entanto,
na segunda colheita ndo houve essa diferengca. Este tratamento apresentou
comportamento oposto aos demais na comparagdo entre as duas colheitas. As
diferencas das condicbes ambientais da cultura até & primeira colheita e no periodo
de brotacdo de poda até a segunda colheita (Figuras 1 e 2) podem ter sido a causa
do comportamento da testemunha AS — sem adubacdo.Também Castro (2007)
constatou reducéo de 24% no rendimento de 6leo essencial em fungéo da adubacéo
nitrogenada na cultivar de M. x piperita cv “grapefruit mint”. No entanto, Zheljazkov et
al. (2010 a) verificaram reducéo variavel entre 48 e 50% no rendimento de M. x

piperita das plantas sem N em relac&o as que receberam 80 kg ha'.

Em hidroponia, Rodrigues et al. (2004) verificaram que concentragcdes
elevadas de f6sforo (24 e 30 mg L") promoveram aumentos na massa fresca e seca
da planta, porém, reduziram os teores de 6Oleo essencial. Valmorbida et al. (2006)
nao verificaram influéncia dos niveis de potassio no rendimento do 6leo essencial.
Em funcdo dos teores muito elevados de P e K no solo do experimento, estes
elementos ndo foram fatores limitantes do rendimento, porém na segunda colheita a
diferenca entre o tratamento SA e os demais ndo ocorreu provavelmente em funcéo
da exportagdo de nutrientes ocorrida na primeira colheita. Todos os tratamentos, nas
duas colheitas apresentaram rendimento de 6leo essencial superiores aos obtidos
por Monteiro (2009) com a mesma espécie e no mesmo local, colhida aos 90 dias
(35,9 ul gt MS).
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TABELA 6 - Rendimento de 6leo essencial (ul g MS) por hidrodestilacdo em Clevenger nos

tratamentos, na 12 e 22 colheitas, em Pinhais — PR, 2010.

Tratamento 12 colheita 22 colheita
SA 105,20 Aa 60,13 Ba
CA 52,54 Bb 59,60 Aa
CA + AF 43,46 Bb 57,37 Aa
CA + EA 47,92 Bb 67,96 Aa
CA + EA + AF 49,62 Bb 66,60 Aa
CV% = 30.94

As letras minldsculas comparam as médias na coluna e as letras mailsculas comparam as médias na
linha. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.

O rendimento de 6leo essencial médio foi maior na segunda colheita (62,33 pl
g?) do que na primeira (59,75 pl g). As diferentes condigdes ambientais citadas
acima para esclarecer os resultados das variaveis de massa seca, também podem
ter sido determinantes no rendimento. Faroogi et al. (1999) relatam o aumento de
47% no teor de Oleo essencial em condi¢cdes de dias curtos quando comparados
com dias normais, constatando ainda uma incorporacdo de carbono no O6leo

essencial 58% maior.

TABELA 7 - Produtividade de 6leo essencial (L ha™) por hidrodestilacdo em Clevenger em funcédo dos
tratamentos: SA — sem adubacgdo; CA — com adubacédo NPK; CA + AF — com adubacdo e AF; CA +
EA — com adubacéo e EA; CA +EF + EA — com adubacéo + acido fulvico e extrato de alga em Pinhais
- PR, 2010.

Tratamento 12 colheita 22 colheita Total
SA 97,31 ns 69,35 ns 166,65 ns
CA 82,56 72,07 154,63
CA +AF 71,30 72,48 143,78
CA +EA 63,81 81,78 145,59
CA + EA + AF 88,37 79,88 168,25

ns — diferenca nao significativa CV% = 20,63

A produtividade de 6leo essencial (Tabela 7) ndo diferiu de forma significativa,
para nenhum dos fatores, nem na interagéo entre os fatores. A produtividade de 6leo
essencial obtida por Monteiro (2009) nas condigcbes citadas acima foi
significativamente superior @ média das duas colheitas em todos os tratamentos
deste experimento (199,5 L ha) em fungédo da maior massa seca de folhas que s&o
a parte de interesse comercial em Mentha por serem os 6rgdos onde predominam
os tricomas glandulares peltados que séo as estruturas responsaveis pela producéo
de 6leo essencial (DESCHAMPS et al., 2006). A menor propor¢cdo de folhas em

relagdo aos caules neste trabalho também contribuiu para esta diferencga.
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Valores de produtividade de 6leo essencial sdo citados em trabalhos
recentes, como em Zheljazkov et al. (2010 a) que relatam produtividade de dleo de
122 kg ha* em Mentha x piperita L. em duas colheitas e Zheljazkov et al. (2010 b)
obtiveram 105 e 87 kg ha™ em Mentha x gracilis “ Scotch” e Mentha spicata Native,
respectivamente, no Mississippi. Anwar et al. (2010) relatam valores que variam de
143,1 a 329,3 L ha obtidos com Mentha arvensis L. na india, superiores aos obtidos
neste trabalho. E importante salientar que todos os autores trabalharam com

extracdo por hidrodestilagdo em Clevenger.

6.3.3 Extracdo de OE pela destilagdo por arraste a vapor

Os resultados de rendimento e produgéo de 6leo essencial na destilagdo por
arraste de vapor apresentaram interagdo entre tratamento e épocas podendo ser
observados nas tabelas 8 e 9, respectivamente. Na varidvel rendimento a aplicacdo
com extrato de alga apresentou o maior valor absoluto na colheita de abril, sendo
em janeiro foi superior em relacdo ao tratamento com adubacéo (CA), enquanto que
em abril ndo houve diferenca. Scravoni et al. (2006) submeteram M. piperita L. a
aplicacdes de citocininas e giberelinas, substancias presentes no extrato de alga e
ndo constataram diferengas no rendimento de O6leo essencial, porém sua

composicao foi alterada.

TABELA 8 - Rendimento de 6leo essencial em destilagdo por arraste a vapor (ul g* MSF), em fungéo
dos tratamentos: SA — sem adubacéo; CA — com adubacdo NPK; CA + AF — com adubacéo e AF; CA
+EA — com adubacdo e EA; CA +EF + EA — com adubacao + acido fulvico e extrato de alga, em
Pinhais — PR, 2010.

Tratamento Jan Abr
SA 53,7 Aa 38,0 Bb
CA 34,6 Bc 55,6 Aa
CA + AF 41,0 Abc 14,9 Bc
CA +EA 46,7 Bab 57,1 Aa
CA + EA + AF 38,2 Bbc 45,5 Ab
CV% = 21,81

As letras minldsculas comparam as médias na coluna e as letras mailsculas comparam as médias na
linha. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%. CV%: 21,81

O efeito inibidor no rendimento do tratamento com &acido fulvico ficou evidente
na colheita de abril quando comparado com o rendimento do tratamento com
adubacédo — CA, o que nao aconteceu na colheita de janeiro, quando o rendimento
aumentou em relacéo ao tratamento CA. O &cido fulvico em uso conjunto com EA

também teve efeito inibidor na média de rendimento de 6leo da colheita de abril.
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Esta variacdo de efeitos dos tratamentos extrato de alga e é&cido fulvico entre as
colheitas pode ser devida a delicada interacdo com os fatores ambientais climaticos
distintos que influenciam na regulacdo da producdo de Oleo essencial e o
metabolismo vegetal (GOBBO-NETO e LOPES, 2007 e KHAN et al., 2009).

TABELA 9 - Produtividade de 6leo essencial (L ha ™) em destilacdo por arraste, em funcdo dos
tratamentos: SA — sem adubacao; CA — com adubacao NPK; CA +AF — com adubacédo e AF; CA +EA

—com adubacédo e EA; CA + EF + EA — com adubagéo + &cido fllvico e extrato de alga, em Pinhais —
PR, 2010.

Tratamento Jan Abr
SA 23,08 Ab 24,10 Ab
CA 23,99 Bb 37,70 Aa
CA +AF 31,43 Aa 10,33 B¢
CA + EA 28,57 Bab 38,29 Aa
CA+ AF + EA 32,13 Aa 30,06 Ab
CV% = 22,33

As letras mindsculas comparam as médias na coluna e as letras mailsculas comparam as médias na
linha. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.

Na primeira colheita a maior produtividade de 6leo essencial foi verificada nos
tratamentos CA+EA+AF e CA + AF. No caso de CA+EA+AF isso é resultado da
elevada MST. Na colheita de abril o tratamento com extrato de alga obteve o maior
valor.

Em sites comerciais e governamentais da india os indices de produtividade de
Oleo essencial em destilag&o por arraste relatados sdo de 100 L ha* segundo o Multi
Commodity Exchange of India Ltd. e de 86 a 106 L ha™ para a cultivar Shivalik, que
vem sendo substituida pelas cultivares Himalaya, 125 a 138 L ha* e Kosi com 140 a
176 L ha* segundo Sushil Kumar do Central Institute of Medicinal and Aromatic
Plants (CIMAP) — india.

Apesar do calculo de produtividade de 6leo essencial ter sido realizado pelo
produto da massa seca de folhas (local de producdo do Oleo essencial) pelo
rendimento, na comparacdo dos resultados das diferentes destilacdes e épocas
deste experimento, a extragdo por hidrodestilacdo em Clevenger resultou em valores
superiores aos da extragdo por arraste. Esta diferenca pode ser atribuida a
diferencas experimentais, pois na avaliacdo da hidrodestilagdo foram consideradas 4
blocos homogéneos para andlise enquanto que para a destilacdo por arraste, por
necessidade de volume de massa vegetal, foram incluidos mais quatro blocos para a

extragdo de o6leo, com fertilidade significativamente inferior, fato constatado em
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andlises de solo por bloco apds cada colheita. Na implantacdo do experimento a
amostra coletada para andlise de solo foi composta, representativa da area toda.

Outros 4 fatores podem ter contribuido para estas diferencas: propriedades
fisico-quimicas e termodinamicas especificas dos dois processos; material vegetal
diferenciado (folhas na hidrodestilagéo e planta inteira na destilagdo por arraste),
eficiéncia do projeto da planta usada e o ultimo diz respeito a metodologia de
operagao.

A metodologia de operacdo de destilagdo comercial por arraste de vapor
apresenta grandes variagcdes. Neste trabalho o material vegetal foi colocado na
dorna de destilagéo por 2 horas, inteiro, fresco e com teor de umidade de 80,7 % na
1% colheita e de 80,16% na segunda enquanto que Watanabe et al. (2006) trituraram
a massa vegetal em moinho, separando sua granulometria por peneiras sendo que 0
maior tamanho era de 0,175 mm com teor de umidade de 79%, destilando por uma
hora cada lote granulométrico em separado. Na india e na China o material é
deixado no campo, ao sol por algumas horas em camadas finas e depois seco ao ar,
perto da caldeira dos destiladores, com revolvimento e por tempo variavel, sendo
usado inteiro. Nos EUA a menta é colocada fresca e inteira nas dornas (DENNY &
LAURENCE, 2007). No entanto, Watanabe et al. (2006) comprovaram que o
rendimento de 6leo essencial é proporcionalmente menor quanto maior for a perda
de &gua sofrida pelo material vegetal.

Os resultados de rendimento estédo de acordo com os obtidos por Watanabe
et al. (2006) destilando por arraste de vapor M arvensis [L.] var. piperascens em
Cascavel - PR que registraram valores entre 0,34 e 0,78% inferiores aos citados por
Srivastava et al. (2002) na india (0,7 a 0,9%). Os autores justificam o baixo
rendimento em funcdo de limitacdes edéficas de fertilidade e da temperatura de
destilacdo de 102 °C. Aqui a fertilidade do solo propiciou os rendimentos maiores
obtidos na hidrodestilagéo, porém na destilacéo por arraste foram incluidos 4 blocos
com fertilidade limitada. A temperatura de destilagdo usada foi de 100 °C. Outro fator
de influéncia importante diz respeito a razdo entre a altura do extrator e a altura da
carga (Hex /H carga) S€NdO que o0s autores observaram aumento do rendimento de 8%
com razdo 2:1 em relagdo a razdo 1:1 também usada neste experimento, no
entanto, sugerem que a razdo 1:1 poderd propiciar maior rendimento se for

aumentada a vazao do condensado criada pelo aumento da pressédo, podendo-se
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dobrar a &rea de troca térmica e o volume da massa. Watanabe et al. (2006)
relatam ainda o extracdo de 6leo essencial com etanol obtendo rendimentos entre
0,95 e 3,87%. Milic et al. (2006) trabalhando com M. x piperita L. relatam os
rendimentos comparados de destilagéo por arraste de vapor (3,2%), uso de solvente
clorito de metileno (8,2%) e a extracdo em fluido supercritico por CO, (3,6%)
comentando a transformagé@o que alguns compostos volateis sofrem sob elevada
temperatura na destilacdo, o carater ndo seletivo e a contaminagdo com solventes
organicos indesejaveis organolepticamente e por razbes de saude da extracdo
quimica e a eficiéncia aliada ao carater de “tecnologia limpa” da extracdo
supercritica.

A destilacdo por arraste de vapor de 20 kg de massa fresca de folhas e
caules, resultou em 22 L de hidrolato, 2,40 L de agua residual e 2,32 kg de massa

seca de torta residual de destilag&o.

6.3.4 Composicdo do OE Hidrodestilag&o x Destilagdo por arraste de vapor

A tabela 10 apresenta a caracterizagdo qualitativa e quantitativa dos 6leos
essenciais extraidos por hidrodestilacdo e por destilagcdo por arraste.
TABELA 10. Constituintes (%) no 6leo essencial de Mentha canadensis L. em hidrodestilacdo e

destilacdo de arraste por vapor na segunda colheita no tratamento CA na colheita de abril (com
adubacdo NPK). Pinhais, 2010.

Constituinte Hidrodestilac&o Arraste de vapor
a pineno 0,04 0,20
B pineno 0,16 0,31
mirceno 0,09 0,13
3-octanol 0,17 0,00
limoneno 0,83 1,87
linalol 0,33 0,06
mentona 5,91 6,04
iso-mentona+neomentol 4,17 3,34
mentol 88,57 86,85
iso-mentol 0,07 0,00
piperitona 0,26 0,00
(E)-cariofileno 0,44 0,84

gama-muroleno 0,14 0,35
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Pode-se observar que o método de extracdo ndo alterou drasticamente a
composicao quimica e o teor dos constituintes nos OE hidrodestilado e destilado por
arraste. Na destilagdo por hidrodestilagdo o teor de mentol foi quase 2% maior, a
iso-mentona + neomentol 1% maior, e o0 limoneno 1% menor. As outras variagdes
nao ultrapassaram o 1%.

A presenga dos componentes 3-octanol, iso-mentol e piperitona no OE
hidrodestilado apesar dos baixo teores, ndo foi constatada no OE destilado por
arraste.

Watanabe et al. (2006) comparam o 0leo essencial extraido pela destilagdo
por arraste de vapor com a extragdo por etanol a 60 e 30 °C constatando menores

teores de mentol e maiores de metil acetato na extracao por destilagao.

6.3.5. Extracéo de nutrientes

6.3.5.1 Anédlise foliar de nutrientes

Os teores de nitrogénio, carbono, fésforo e a relagdo carbono nitrogénio nas
folnas ndo diferiram significativamente entre os fatores de manejo (Tabela 10) e
época (Tabela 11), assim como ndo houve interacdo entre eles. Atiyeh et al. (2002)
observaram aumento de 4,1% no teor de N em plantulas de tomate tratadas com
250 mg kgt &cidos humicos, porém o tratamento de 50 mg kg™ igual ao deste
experimento ndo apresentou diferenca em relacdo a testemunha. Da mesma forma,
Arangon et al. (2006) nao assinalaram diferencas significativas nos teores de
carbono e nitrogénio nas 4 espécies tratadas com acidos humicos, reforcando a
teoria da sua agao de natureza hormonal como causa do aumento na produtividade

de massa seca.

TABELA 11- Teores foliares de nitrogénio (N), carbono (C), relacao C/N e fésforo (P) em funcdo dos
tratamentos: SA — sem adubacdo; CA — com adubacédo NPK; CA +AF — com adubacédo e AF; CA +
EA — com adubacédo e EA; CA + EF + EA — com adubacdo + &cido fllvico e extrato de alga, em
Pinhais — PR, 2010.

N C CIN P
Tratamentos % g Kg-
SA 1,84 ns 42,15 ns 22,77 ns 5,05 ns
CA 1,78 43,01 24,33 5,27
CA + AF 1,85 42,72 23,72 5,06
CA +EA 1,86 43,19 23,42 4,83
CA+ AF + EA 1,87 43,46 23,29 5,13
CV % 12,01 27,94 26,5 14,99

ns - diferenga nao significativa
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Os resultados da concentracdo de potassio nas folhas diferiram
significativamente entre os periodos e os tratamentos, apresentando interacdo entre
tratamento e periodos (Tabela 13). Pode-se observar que a extragdo de K foi
significativamente maior com a aplicacdo de bioestimulantes em relagdo ao
tratamento com adubagéo - CA. Este acumulo foi mais significativo no tratamento
com extrato de alga e acido fulvico (CA +EA+AF). A correlagdo da maior MST
observada nos tratamentos com &cido fulvico com maiores teores de K foliar pode
estar relacionados com a acdo do ion K* na participacdo na sintese da ribulose-
bifosfato-carboxilase que afeta a taxa de assimilacdo do CO, como também pela
ativagdo da enzima ATPase responséavel pela troca de nutrientes entre apoplasto e
simplasto, (VALMORBIDA et al.,, 2006). Faganha et al., 2002 comprovaram a
influéncia dos &cidos humicos, principalmente o falvico no aumento do gradiente
eletroquimico gerado pela H+-ATPase da membrana plasmatica. Este aumento esta
diretamente envolvido com dois mecanismos fundamentais do desenvolvimento
vegetal. A energizacdo de sistemas secundarios de translocacdo de ions
fundamentais para a absor¢do de macro e micronutrientes e o aumento da
plasticidade da parede celular para possibilitar o processo de crescimento e diviséo
da célula vegetal, relacionado com a teoria do crescimento acido, que postula que
um aumento da extrusdo de protons mediado pela H+-ATPase promove a
acidificacdo do apoplasto, que por sua vez ativa enzimas especificas que atuam
sobre a parede celular aumentando sua plasticidade e, consequentemente,
permitindo o alongamento da célula. Nos tratamentos sem bioestimulantes, SA e
CA, a adubagdo com NPK (CA) nao propiciou diferenca significativa na extracao de

nutrientes em relagéo ao tratamento sem adubacao (SA).

TABELA 12 — Teores de nitrogénio (N), carbono (C), relacdo C/N e fésforo (P) das colheitas de
janeiro e abril, em Pinhais — PR, 2010.

N C CIN P
Epoca % g Kg-*
12 colheita 1,86 ns 4225ns 2292ns 5,06 ns
22 colheita 1,83 43,56 24,09 5,08

ns - diferenga nao significativa

Na segunda colheita o nivel de extracdo de potassio foi significativamente
superior apesar da cultura ter disposto de 15 dias a menos em relagdo a primeira
colheita (Tabela 13). A mesma tendéncia de extragdo foi mantida em todos os

tratamentos exceto EA. Na primeira colheita o tratamento SA — sem adubagé&o
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extraiu um baixo teor de K enquanto apresentou o maior rendimento de OE. Sinha
& Singh (1984) estudando a nutricAo mineral em M. arvensis, concluiram que a
deficiéncia de potassio além de aumentar os teores de N soluvel diminuindo o N
protéico nos tecidos vegetais também aumentou o rendimento de Oleo essencial
como foi observado no tratamento sem adubagdo — SA, na primeira colheita.
Valmorbida et al. (2006) n&do constataram diferenca no rendimento de 6leo essencial
de M. arvensis em plantas deficientes de potassio em relacdo a plantas com
suplemento adequado. Apesar da baixa extragdo de K do tratamento com extrato de
alga na segunda colheita pode-se observar elevado rendimento de OE

TABELA 13 — Teores de Potassio foliar (g Kg ™) em funcéo dos tratamentos: SA — sem adubacado; CA

— com adubacdo NPK; CA + AF — com adubacao e AF; CA + EA — com adubacédo e EA; CA + EF +
EA — com adubacéo + 4cido falvico e extrato de alga, em Pinhais — PR, 2010.

Tratamentos 12 colheita 22 colheita
SA 28,71 Bb 42,44 Aab
CA 31,80 Bab 45,41 Aab
CA + AF 35,18 Bab 48,11 Aab
CA +EA 43,91 Aa 37,88 Bb
CA+ AF + EA 43,60 Ba 52,14 Aa
CV% = 13,42

As letras mindsculas comparam as médias nas colunas e as mailsculas nas linhas. Médias seguidas
da mesma letra ndo diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.

6.3.5.2 Anélise de nutrientes natorta residual

Sabendo-se que a extragdo do 6leo essencial representa somente a retirada
de C, H, e O, 0 manejo da reciclagem da torta residual da destilagdo com o demais
nutrientes exportados do solo pela cultura, pela pratica da cobertura morta assume

um carater importante na sustentabilidade da atividade.

TABELA 14 - Teores de macronutrientes na torta residual da 12 colheita (janeiro) em funcéo dos
tratamentos: SA — sem adubacgdo; CA — com adubacédo NPK; CA + AF — com adubacdo e AF; CA +
EA — com adubacéo e EA; CA + EA+AF — com adubagéo + acido fulvico e extrato de alga, em Pinhais
- PR, 2010.

Tratamentos N % C% CIN K (g Kg-1) P(g Kg-1)
SA 1,89 39,48 20,97 39,61 4,59
CA 1,99 41,22 20,87 41,03 4,65
CA + AF 2,02 41,27 20,61 49,99 4,96
CA + EA 2,09 41,02 19,69 44,08 4,67
CA+ AF + EA 1,99 40,99 20,56 44,77 4,74

Nas tabelas 14 e 15 observa-se que os teores de nutrientes na torta residual

do tratamento sem adubac&o (SA) foram mais baixos do que todos os demais
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tratamentos. A concentragdo méaxima de K e P na torta residual ocorreu nos
tratamento com acido fulvico. Este fato pode estar relacionado com a acdo quelante
do &cido fulvico que ao ser absorvido pelas plantas aumentam a conducdo e
translocacdo de ions devido ao seu baixo peso molecular que lhes permite
atravessar as membranas celulares (SCHMIDT et al., 2003).

TABELA 15 - Teores de macronutrientes na torta residual da 22 colheita (maio) em funcdo dos
tratamentos: SA — sem adubacgdo; CA — com adubacédo NPK; CA + AF — com adubacao e AF; CA +

EA — com adubacédo e EA; CA + EF + EA — com adubacao + &cido fllvico e extrato de alga, em
Pinhais — PR, 2010.

Tratamentos N % C% CIN K (g Kg-1) P(g Kg-1)
SA 2,34 41,75 17,96 55,42 5,68
CA 2,82 42,79 15,24 70,16 6,37
CA + AF 2,66 43,55 16,46 83,05 7,39
CA + EA 2,70 42,88 15,89 65,62 6,19
CA+ AF + EA 2,73 42,69 15,68 66,74 6,61

A extragdo de nutrientes NPK foi maior na colheita de maio e a assimilagéo de
carbono maior na colheita de janeiro. Patra et al. (2000) relataram teores de 1,55%
de N, 43,6% de C, 22,2 g Kg* de K e 4,6 g Kg* de P na torta residual de destilagcdo
de M. arvensis. A concentragéo de nutrientes na torta residual observada na primeira
colheita ndo diferiu consideravelmente dos valores apresentados pelos autores, no
entanto, na segunda colheita todos os nutrientes foram extraidos em quantidades
maiores, apesar do ciclo da brotacdo de poda ter sido 15 dias menor e a MST

inferior & primeira colheita (Tabela 16).

TABELA 16- Média dos teores de macronutrientes na torta residual na 12 colheita e na 22 colheita, em
Pinhais — PR, 2010.

Periodo N% C/N K (g Kg-1) P (g Kg-Y)
12 colheita 1,99 20,54 43,89 4,72
22 colheita 2,65 16,24 68,20 6,45

Considerando-se o produto da MST (Tabela 5) das colheitas de janeiro e maio
com as quantidades de nutrientes extraidos (Tabela 16), obtem-se uma extracdo de
nutrientes N, P e K de 62,6 e 58,7 kg ha™ de nitrogénio, 138 e 151 kg ha® de
potassio e 14,8 e 14,3 kg ha* de fésforo, respectivamente. Estes valores das duas
colheitas somados perfazem um total de 121,3 kg ha* de nitrogénio, 289 kg ha* de
potassio e 29,1 kg ha* de fosforo extraidos pela cultura em dois ciclos produtivos.
Estes resultados ndo sdo muito diferentes dos descritos por Corréa Junior et al.

(1994), para uma produgéo de 4 t ha* seriam retirados 170 kg de nitrogénio, 25 kg
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de fosforo e 290 kg de potassio. Considerando a recomendacgédo de adubacdo da
cultura de 20 de kg ha™ de N, 40 kg ha* de P e 30 kg ha* de K, os dados acima
demonstraram claramente a necessidade de retornar a torta residual de destilagcdo
de menta ao solo na forma de cobertura morta como estratégia de devolugdo dos
nutrientes exportados do solo. As vantagens desta pratica para o solo foram
constatadas por Patra et al. (2000) como sendo maior teor de carbono organico e de
N, P e K, maior biomassa microbiana, maior retencdo de &gua e reducdo da
densidade. Em termos econdmicos e ambientais foram citados o menor custo de
producgéo, a manutencdo da capacidade produtiva do solo, a redugéo de deficiéncias
induzidas e a menor necessidade de adubos fosseis.

As amostras de hidrolato da primeira e segunda colheita ndo apresentaram

teores de K, deduzindo-se que o mesmo néo esté sujeito a arraste por vapor.
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6.4 CONCLUSOES

Em Mentha canadensis L. o uso da adubacdo NPK, com pulverizacdes
foliares conjuntas de extrato de alga e éacido fulvico (CA + EA + AF) aumenta a
massa seca total, porém ndo aumenta a produtividade de 6leo essencial.

Aplicacbes isoladas de A&cido fulvico e extrato de alga ndo alteram
significativamente a massa seca de folhas e total, o rendimento e a produtividade de
Oleo essencial quando comparadas com a aplicagdo isolada de NPK.

A colheita de janeiro propicia maior massa seca de folhas e total, enquanto
gue na colheita de abril o rendimento de 6leo essencial é maior.

A produtividade de 6leo essencial ndo difere entre as colheitas de janeiro e
abril.

Extracdo de OE por hidrodestilagéo x Extragdo por arraste de vapor

As avaliagbes de rendimento de Oleo essencial por hidrodestilacdo em
Clevenger nédo refletem a realidade das extragdes comerciais realizadas pelo
processo de destilacdo por arraste de vapor, devido as propriedades fisico-quimicas

e termodinamicas especificas dos dois processos.

O rendimento obtido na hidrodestilacdo é superior ao obtido na destilacdo por

arraste de vapor.
A forma de extracdo nédo altera a qualidade do dleo essencial.
Extracdo de nutrientes

A auséncia do potéssio no hidrolato revela que o nutriente ndo foi removido

na destilagéo por arraste de vapor.

A quantidade de NPK exportadas pela cultura de M. canadensis L. em dois
ciclos de producgéo séo de 121,3 kg ha'* de nitrogénio, 289 kg ha de potassio e 29,1

kg ha't de fésforo.
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7 CONCLUSOES GERAIS

Nas condi¢cdes experimentais do Litoral Norte Catarinense, Araquari -

Santa Catarina com os resultados obtidos conclui-se que:

A espécie Mentha canadensis L. (CM 37) apresenta adaptacdo local e
potencial de producgéo, expressos pela producdo de 186,9 litros por hectare de 6leo

essencial com 166 litros por hectare de mentol.

Tendo em vista a elevada produgéo de biomassa que compensa 0 menor teor
de mentol no 6leo essencial, os 3 gendtipos de Mentha arvensis L. (CM 75, 76 e 78)

também podem ser considerados viaveis para a producédo de mentol.

A colheita em fevereiro proporciona maior biomassa e teor de 6leo essencial,

favorecendo a produtividade de 6leo essencial.

A colheita em maio proporciona aumento na concentracdo de mentol e

reducado nos teores de mentona, neomentol e acetato de metila.

Nas condi¢cbes do experimento a propagac¢ao por estolées de 20 cm é viavel a

partir da segunda colheita.

Nas condi¢cbes experimentais de Pinhais, Curitiba - Parana, os
resultados obtidos com Mentha canadensis L. conduzem as seguintes

conclusdes gerais:

Em casa de vegetacdo os bioestimulantes, extrato de alga e &cido fulvico

aumentam a produtividade de 6leo essencial.

A forma de aplicacdo e as concentra¢des de extrato de alga e &cido falvico

usadas néo interferem na producédo de biomassa e de 6leo essencial.
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A campo, a aplicagdo foliar conjunta de extrato de alga e de &cido fulvico
promove aumento na produgdo de massa seca total, porém os bioestimulantes em

pulverizagéo isolada ndo alteram nem a massa seca nem o rendimento de OE.

A colheita de janeiro favorece a produgdo de massa seca quando comparada

com a de abril.

O rendimento de 6leo essencial obtido na hidrodestilacdo é superior ao obtido

na destilagéo por arraste de vapor.

7

O potéssio ndo é removido das folhas durante a destilagdo por arraste de

vapor ndo sendo encontrado no hidrolato nem na &gua residual de destilagdo.

A quantidade de NPK exportadas em dois ciclos de produgdo de M.
canadensis L. sdo de 121,3 kg ha* de nitrogénio, 289 kg ha* de potéssio e 29,1 kg

hat de fésforo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de 6leo essencial de menta e de mentol pode tornar a ser um
componente expressivo da cadeia produtiva de plantas medicinais, aroméaticas e
condimentares atendendo a demanda das industrias nacionais e contribuindo para a
sustentabilidade financeira do produtor rural.

Para que essa atividade no Litoral Norte Catarinense assim como em Pinhais,
Parand, possa ser uma alternativa economicamente viavel e segura, pesquisas

futuras deverdo ser direcionadas para:

> Avaliagcbes complementares das interacdes entre gendtipos, variagdes
sazonais e da composic¢do do 6leo essencial serdo necessarias para permitir

uma reducéo de riscos, manutencédo da produtividade e qualidade do OE;

» Estudos do custo de producdo em sistemas de cultivo racional e analise de

viabilidade financeira;

> Investigacdo da correlacdo entre as condigdes do clima, nutricdo vegetal e

sistemas de cultivo com a incidéncia de doencgas e seu controle.

» Estudos mais aprofundados com relagdo as alteracdes no metabolismo
vegetal pela acdo dos bioestimulantes e a sua interagdo com as condigdes

ambientais.

> Avaliacdes das propriedades fisico-quimicas e termodindmicas especificas do
processo de destilagdo por arraste de vapor, tomando a necesséria cautela
guando se transpdem dados de hidrodestilacdo para a producé&o comercial

em analises financeiras.

> A devolucédo da torta residual de destilagdo na forma de cobertura morta de
solo deve representar uma pratica obrigatéria de forma a viabilizar a

manutencgéo da capacidade produtiva do solo e a produtividade da cultura.



ANEXOS

ANEXO 1 — ANALISE DE VARIANCIA DE MASSA SECA DE FOLHAS (MSF) EXPERIMENTO
“GENOTIPOS DE Mentha EM DUAS EPOCAS DE AVALIAGCAO, ARAQUARI, SC, 2009”.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado

Variacao liberdade guadrados médio
Repeticédo 3 856954.877 285651.626 2.1609 0.1014ns
Epoca 1 19501873.050 19501873.050 147.5278 0.0000**
Genotipos 10 6780686.242 678068.624 5.1295 0.0000**
Interacdo ExG 10 2973331.732 297333.173 2.2493 0.0256*
Residuo 63 8328042.026 132191.143
Total 87 38440887.927

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 29.82

ANEXO 2 - ANALISE DE VARIANCIA DE MASSA SECA TOTAL (MST) EXPERIMENTO
“GENOTIPOS DE Mentha EM DUAS EPOCAS DE AVALIACAO, ARAQUARI, SC, 2009".

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado

Variacao liberdade guadrados médio
Repeticédo 3 1917076.181 639025.394 2.3805
Epoca 1 26847892.439 26847892.439 100.0147 0.0000**
Genotipos 10 20917299.773 2091729.977 7.7922 0.0000**
Interacdo ExG 10 5913481.892 591348.189 2.2029 0.0289*
Residuo 63 16911686.340 268439.466
Total 87 72507436.625

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 27.29

ANEXO 3 — ANALISE DE VARIANCIA DE MASSA SECA DE FOLHAS / MASSA SECA DE TOTAL
(MSF/MST) EXPERIMENTO “GENOTIPOS DE Mentha EM DUAS EPOCAS DE AVALIAGAO,
ARAQUARI, SC, 2009".

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado

Variacao liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 0.019 0.006 0.7194
Epoca 1 0.443 0.443 49.6833 0.0000**
Gendétipos 10 0.130 0.130 1.4585 0.1765ns
Interacdo ExG 10 0.213 0.021 2.3878 0.0180*
Residuo 63 0.561 0.009
Total 87 1.365

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 15.09



ANEXO 4 - ANALI$E DE VARIANCIA DE RENDIMENTO DE OLEQ ESSENCIAL DO
EXPERIMENTO “GENOTIPOS DE Mentha EM DUAS EPOCAS DE AVALIACAO, ARAQUARI, SC,
2009".

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 7.820 2.607 3.5093
Epoca 1 400.204 40.020 53.8793 0.0000**
Gendtipos 10 89.294 89.294 120.2163 0.0000**
Interacdo ExG 10 23.364 2.336 3.1455 0.0026**
Residuo 63 46.795 0.743
Total 87 567.477

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 20.53

ANEXO 5 - ANALISE' DE VARIANCIA DE PRODUTIVIDADE DE OLEO ESSENCIAL (L HA™)
EXPERIMENTO “GENOTIPOS DE Mentha EM DUAS EPOCAS DE AVALIACAO, ARAQUARI, SC,
2009".

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 164.321 54.774 0.7883
Epoca 1 39661.052 3966.105 57.0832 0.000**
Genotipos 10 36019.372 36019.372 518.4181 0.000**
Interacdo ExG 10 8524.681 852.468 12.2694 0.000**
Residuo 63 4377.201 69.479
Total 87 88746.626

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 20.68

ANEXO 6 — ANALISE DE VARIANCIA DE PRODUTIVIDADE DE MENTOL (L ha™) EXPERIMENTO
“GENOTIPOS DE Mentha EM DUAS EPOCAS DE AVALIACAO, ARAQUARI, SC, 2009.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 164.101 54.700 1.5720
Epoca 1 43653.410 4365.341 125.4563 0,000**
Genotipos 10 8410.408 8410.408 241.7083 0,000**
Interacdo ExG 10 5122.333 5122.333 14.7212 0.000**
Residuo 63 2192.129 34.796
Total 87 59542.381

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 26.61

ANEXO 7 — ANALISE DE VARIANCIA DO TEOR DE MENTOL NO EXPERIMENTO “GENOTIPOS
DE Mentha EM DUAS EPOCAS DE AVALIACAO, ARAQUARI, SC, 2009”.

Repeticdo 3 Soma dos Quadrado F observado Prob
guadrados médio

Epoca 1 349.029 116.343 2.1101

Gendtipos 10 1200.320 1200.320 21.7697 0.0000**

Interagcdo ExG 10 45235.247 4523.525 82.0413 0.0000**

Residuo 63 2388.386 238.839 4.3317 0.0001**

Total 87 3473.643 55.137

Repeticdo 3 52646.624

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo CV%: 13,88



ANEXO 8 — ANALISE DE VARIANCIA DO TEOR DE LIMONENO NO EXPERIMENTO “GENOTIPOS
DE Mentha EM DUAS EPOCAS DE AVALIACAO, ARAQUARI, SC, 2009".

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 0.180 0.060 1.6791
Genotipo 8 3.709 0.464 12.9639 0.0000**
Epoca 1 0.054 0.054 1.5071 0.2252ns
Interacdo G x E 8 0.759 0.095 2.6515 0.0163**
Residuo 51 1.824 0.036
Total 71 6.525

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo CV%: 24.75

ANEXO 9 — ANALISE DE VARIANCIA DO TEOR DE MENTONA NO EXPERIMENTO “GENOTIPOS
DE Mentha EM DUAS EPOCAS DE AVALIACAO, ARAQUARI, SC, 2009".

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 49.216 16.405 1.2620
Epoca 1 3902.605 3902.605 300.2000 0.0000**
Genotipos 9 9329.299 1036.589 79.7375 0.0000**
Interacdo ExG 9 1345.323 149.480 11.4985 0.0000**
Residuo 57 741.001 13.000
Total 79 15367.444

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo CV%: 20.95

ANEXO 10 - ANALISE DE VARIANCIA DO TEOR PULEGONA DE NO EXPERIMENTO
“GENOTIPOS DE Mentha EM DUAS EPOCAS DE AVALIACAO, ARAQUARI, SC, 2009".

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 0.071 0.024 0.3559
Epoca 1 3.809 3.809 57.3752 0.0000**
Gendtipos 4 18.794 4.698 70.7691 0.0000**
Interacdo ExG 4 2.769 0.692 10.4255 0.0000**
Residuo 27 1.793 0.066
Total 39 27.235

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo CV%: 13.60

ANEXO 11 — ANALISE DE VARIANC~IA DE MASSA SECA DE FOLHAS (MSF) DO EXPERIMENTO
“ALTERNATIVAS DE PROPAGACAO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE Mentha
canadensis L. NO LITORAL NORTE CATARINENSE” ARAQUARI, SC, 2009.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 193155.075 64385.025 0.5103
Epoca 1 5862837.820 5862837.820 46.4680 0.0000**
Propagacéo 3 4041795.329 1347265.110 10.6782 0.0002**
Interacdo E x P 3 7419133.634 2473044.545 19.6010 0.0000**
Residuo 21 2649556.516 126169.358
Total 31 20166478.373

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 24.23



ANEXO 12 — ANALISE DE VARIANClA DE MASSA SECA DE CAULES (MSC) DO EXPERIMENTO
“ALTERNATIVAS DE PROPAGACAO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE Mentha
canadensis L. NO LITORAL NORTE CATARINENSE”. ARAQUARI, SC, 2009.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado

Variacado liberdade guadrados médio
Repeticéo 3 591019.977 197006.659 3.4040
Epoca 1 345280.490 345280.490 5.9659 0.0366*
Propagacéo 3 110874.374 36958.125 0.6386 0.0235*
Interacdo E x P 3 1249183.481 416394.494 7.1946 0.0017**
Residuo 21 1215392.412 57875.829
Total 31 3511750.734

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 31.49

ANEXO 13 — ANALISE DE VARIANCIA DE MASSA SECA TOTAL (MST) DO EXPERIMENTO
“ALTERNATIVAS DE PROPAGACAO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE Mentha
canadensis L. NO LITORAL NORTE CATARINENSE” ARAQUARI, SC, 2009.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado

Variacao liberdade guadrados médio
Repeticédo 3 1408585.231 469528.410 1.9931
Epoca 1 9053693.415 9053693.415 38.4317 0.0000**
Propagacéo 3 5006412.774 1668804.258 7.0838 0.0018**
Interacdo E x P 3 14391099.035 4797033.012 20.3628 0.0000**
Residuo 21 4947155.329 235578.825
Total 31 34806945.784

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 21.77

ANEXO 14 - ANALISE DE VARIANCIA DO RENDIMENTO DE OLEO ESSENCIAL DO
EXPERIMENTO, “ALTERNATIVAS DE PROPAGAGCAO NA PRODUGAO DE OLEO ESSENCIAL
DE Mentha canadensis L. NO LITORAL NORTE CATARINENSE”, ARAQUARI, SC, 2009.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado

Variacado liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 1244.894 414.965 2.4389 0.0929ns
Epoca 1 561.232 561.232 3.2985 0.0836ns
Propagacéo 3 842.372 280.791 1.6503 0.2081ns
Interacéo E x P 3 399.814 133.271 0.7833
Residuo 21 3573.052 170.145
Total 31 6621.365

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 12.82



ANEXO 15 - ANALISE DE VARIANCIA DA PRODUTIVIDADE DE C')L'EO ESSENCIAL DO
EXPERIMENTO" ALTERNATIVAS DE PROPAGACAO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE
Mentha canadensis L. NO LITORAL NORTE CATARINENSE”, ARAQUARI, SC, 2009.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado

Variacado liberdade guadrados médio
Repeticédo 3 7605.533 2535.178 3.8824 0.0236*
Epoca 1 37818.622 37818.622 57.9160 0.0000**
Propagacéo 3 33896.658 11298.886 17.3033 0.0000**
Interacdo E x P 3 46801.771 15600.590 23.8910 0.0000**
Residuo 21 13712.820 652.991
Total 31 139835.404

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 27.75

ANEXO 16 —~ANALISE DE VABIANCIA DO LIMONENO DO EXPERIMENTO “ALTERNATIVAS DE
PROPAGACAO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE Mentha canadensis L. NO LITORAL
NORTE CATARINENSE", ARAQUARI, SC, 2009.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 2.597 0.866 5.9959 0.0041
Epoca 1 3.435 3.435 23.7866 0.0001**
Propagacéo 3 0.113 0.038 0.2614
Interacdo ExP 3 0.907 0.302 2.0948 0.1315ns
Residuo 21 3032 0.144
Total 31 10.085

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo CV%: 43,66

ANEXO 17 —~ANALISE DE VABIANCIA DO MENTONA DO EXPERIMENTO, “ALTERNATIVAS DE
PROPAGACAO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE Mentha canadensis L. NO LITORAL
NORTE CATARINENSE” ARAQUARI, SC, 2009.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticédo 3 23.759 7.920 4.9312 0.0095
Epoca 1 60.966 60.966 37.9607 0.0000**
Propagacéo 3 4.902 1.634 1.0174 0.4048 ns
Interacdo ExP 3 9.634 3.211 1.9995 0.1449 ns
Residuo 21 33.726 1.606
Total 31 132.987

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo CV%: 19.71%

ANEXO 18 — ANéLISE DE VARIAN~CIA DO NEOMENTOL DO EXPERIMENTO, “ALTERNATIVAS
DE PROPAGACAO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE Mentha canadensis L. NO
LITORAL NORTE CATARINENSE” ARAQUARI, SC, 2009.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticédo 3 1.921 0.640 3.8219 0.0249
Epoca 1 0.073 0.073 0.4331
Propagacéo 3 0.640 0.021 1.1970 0.3351 ns
Interacdo ExP 3 0.727 0.242 1.4466 0.2576 ns
Residuo 21 3.519 0.168

Total 31 6.824




** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo CV%: 11,98

ANEXO 19 —~ANALISE DE VQRIANCI'A DO MENTOL DO EXPERIMENTO, “ALTERNATIVAS DE
PROPAGACAO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE Mentha canadensis L. NO LITORAL
NORTE CATARINENSE” ARAQUARI, SC, 2009.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 203.095 67.698 4.4236 0.0147
Epoca 1 17.314 217.314 14.1998 0.0011**
Propagacéo 3 18.592 6.197 0.4049
Interacdo ExP 3 42.835 14.278 0.9330
Residuo 21 321.384 15.304
Total 31 803.220

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo CV%: 4.57%

ANEXO 20 —ANALISE DE VAF\:IANCIA'DO ISOMENTOL DO EXPERIMENTO, “ALTERNATIVAS DE
PROPAGACAO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE Mentha canadensis L. NO LITORAL
NORTE CATARINENSE” ARAQUARI, SC, 2009.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticédo 3 0.227 0.076 1.2911 0.3035
Epoca 1 0.306 0.306 5.2074 0.0330 *
Propagacéo 3 0.180 0.060 1.0237 0.4022 ns
Interacdo ExP 3 0.019 0.006 0.1083
Residuo 21 1.233 0.059
Total 31 1.966

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo CV%: 93,13

ANEXO 21 —~ANALISE DE VA~RIANCIA DO PULEGONA DO EXPERIMENTO “ALTERNATIVAS DE
PROPAGACAO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE Mentha canadensis L. NO LITORAL
NORTE CATARINENSE", ARAQUARI, SC, 2009.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticédo 3 0.101 0.034 0.3141
Epoca 1 6.406 6.406 59.6265 0.0000**
Propagacéo 3 0.412 0.137 1.2775 0.3079 *
Interacdo ExP 3 1.385 0.462 4.2979 0.0163 **
Residuo 21 2.256 0.107
Total 31 10.561

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
CV%:54.89



ANEXO 22 — ANALISE DE VARIANCIA DE MASSA SECA DE FOLHAS (MSF) DO EXPERIMENTO
“EXTRATO DE ALGA E ACIDO FULVICO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE
Mentha canadensis L.”, PINHAIS, PR, 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Tratamentos 11 276499,527 25136,321 6,523 0.0000**
Residuos 48 184965,958 3853,457
Total 59 461465,485

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
CV%: 17,13

ANEXO 23 — ANALISE DE VARIANCIA DE MASSA SECA DE CAULES (MSC) DO EXPERIMENTO
“EXTRATO DE ALGA E ACIDO FULVICO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE
Mentha canadensis L.”, PINHAIS, PR, 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Tratamentos 11 78843,221 7167,566 0,958 0,0000**
Residuos 48 359149,290 7482,277
Total 59 437992,511

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
CV%: 18,74

ANEXO 24 — ANALISE DE VARIAN(;IA DE MASSA SECA DE TOTAL (MST) DO EXPERIMENTO
“EXTRATO DE ALGA E ACIDO FULVICO NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE
Mentha canadensis L” ., PINHAIS, PR, 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Tratamentos 11 473749,799 43068,164 2,606 0.0109**
Residuos 48 793313,235 16527,359
Total 59 1267063,034

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
CV%: 15,60

ANEXO 25 — ANALISE DE VARIANCIA DA RELAGAO MASSA SECA FOLHAS / MASSA SECA
TOTAL (MSF/MST) DO EXPERIMENTO “EXTRATO DE ALGA E ACIDO FULVICO NA
PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE Mentha canadensis L.”, PINHAIS, PR, 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Tratamentos 11 0,203 0,018 6,217 0,0000**
Residuos 48 0,142 0,003
Total 59 0,345

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
CV%: 12,47



ANEXO 26 — ANALISE DE VARIANCIA DO RENDIMENTO DE OLEO ESSENCIAL DO
EXPERIMENTO “EXTRATO DE ALGA E ACIDO FULVICO NA PRODUCAO DE OLEO
ESSENCIAL DE Mentha canadensis L.”, PINHAIS, PR, 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Tratamentos 11 6031,127 548,284 7,626 0,0000**
Residuos 48 3450,931 71,894
Total 59 9482,058

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
CV%: 16,91

ANEXO 27 — ANALISE DE VARIANCIA DA PRODUTIVIDADE DE OLEO ESSENCIAL DO
EXPERIMENTO “EXTRATO DE ALGA E ACIDO FULVICO NA PRODUCAO DE OLEO
ESSENCIAL DE Mentha canadensis L.”, PINHAIS, PR, 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Tratamentos 11 1795,392 163,217 7,532 0.0000**
Residuos 48 1040,212 21,671
Total 59 2835,604

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
CV%: 25,20

ANEXO 28 — ANALISE DE VARIANCIA DA MASSA SECA FOLHAS (MSF) NO EXPERIMENTO
“BIOESTIMULANTES NA PRODUGAO DE OLEO ESSENCIAL POR HIDRODESTILACAO E
DESTILAGAO POR ARRASTE E EXTRAGAO DE NUTRIENTES EM Mentha canadensis L.,
PINHAIS, PR 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticéo 3 522682.284 174227.428 2.1011 0.1235ns
Epoca 1 689419.991 689419.991 8.3142 0.0076**
Manejo 4 820110.333 205027.583 2.4726 0.0683ns
Interagédo E x M 4 576252.258 144063.065 1.7374 0.1709ns
Residuo 27 2238862.979 82920.851
Total 39 4847327.845

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 21.46

ANEXO 29 — ANALISE DE VARIANCIA DA MASSA SECA CAULES (MSC) NO EXPERIMENTO
“BIOESTIMULANTES NA PRODUGAO DE OLEO ESSENCIAL POR HIDRODESTILACAO E
DESTILAGAO POR ARRASTE E EXTRAGAO DE NUTRIENTES EM Mentha canadensis L.”
PINHAIS, PR 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 804212.288 268070.763 5.5889 0.0041
Epoca 1 0.000 0.000 0.0000
Manejo 4 67788.309 16947.077 0.3533
Interacédo E x M 4 0.000 0.000 0.0000
Residuo 27 1295052.399 47964.904

Total 39 2167052.996




** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 21.79

ANEXO 30 — ANALISE DE VARIANCIA DA MASSA SECA TOTAL (MST) NO EXPERIMENTO
“BIOESTIMULANTES NA PRODUGAO DE OLEO ESSENCIAL POR HIDRODESTILACAO E
DESTILAGAO POR ARRASTE E EXTRAGAO DE NUTRIENTES EM Mentha canadensis L.”
PINHAIS, PR 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 1527895.477 509298.492 2.1528 0.1169ns
Epoca 1 8650579.891 8650579.891 36.5653 0.0000**
Manejo 4 2870491.034 717622.758 3.0333 0.0346*
Interacdo E x M 4 2248673.819 562168.455 2.3762 0.0770ns
Residuo 27 6387632.073 236578.966
Total 39 21685272.295

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 18.14

ANEXO 31 — ANALISE DE VARIANCIA DA RELACAO MASSA SECA FOLHAS / MASSA SECA
TOTAL (MSF/MST) NO EXPERIMENTO “BIOESTIMULANTES NA PRODUCAO DE OLEO
ESSENCIAL POR HIDRODESTILACAO E DESTILACAO POR ARRASTE E EXTRACAO DE
NUTRIENTES EM Mentha canadensis L.” PINHAIS, PR 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 0.021 0.007 1.5788 0.2175ns
Epoca 1 0.078 0.078 17.5219 0.0003*
Manejo 4 0.025 0.006 1.3889 0.2642ns
Interagédo E x M 4 0.012 0.003 0.6473
Residuo 27 0.121 0.121
Total 39 0.257

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 13.20

ANEXO 32 - ANALISE DE VARIANCIA DO RENDIMENTO DE OLEO ESSENCIAL EM
HIDRODESTILACAO NO EXPERIMENTO “BIOESTIMULANTES NA PRODUCAO DE OLEO
ESSENCIAL POR HIDRODESTILACAO E DESTILACAO POR ARRASTE E EXTRACAO DE
NUTRIENTES EM Mentha canadensis L.” PINHAIS, PR 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 1605.105 535.035 1.5002 0.2369ns
Epoca 1 66.716 66.716 0.1871
Manejo 4 4989.219 1247.305 3.4973 0.0200*
Interagédo E x M 4 5863.026 1465.756 4.1098 0.0100**
Residuo 27 9629.537 356.650
Total 39 22153.602

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 30.94

ANEXO 33 - ANALISE DE VARIANCIA DA PRODUGAO DE OLEO ESSENCIAL EM
HIDRODESTILAGAO NO EXPERIMENTO “BIOESTIMULANTES NA PRODUGAO DE OLEO



ESSENCIAL POR HIDRODESTILACAO E DESTILACAO POR ARRASTE E EXTRACAO DE
NUTRIENTES EM Mentha canadensis L.” PINHAIS, PR 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticéo 3 3557.203 1185.734 4.5920 0.0101*
Epoca 1 309.455 309.455 1.1984 0.2833ns
Manejo 4 1045.824 261.456 1.0125 0.4184ns
Interacédo E x M 4 2266.725 66.681 2.1946 0.0964ns
Residuo 27 6971.911 258.219
Total 39 14151.118

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 20.63

ANEXO 34 — ANALISE DE VARIANCIA DO RENDIMENTO DE OLEO ESSENCIAL EM
DESTILACAO POR ARRASTE NO EXPERIMENTO “BIOESTIMULANTES NA PRODUCAO DE
OLEO ESSENCIAL POR HIDRODESTILACAO E DESTILACAO POR ARRASTE E EXTRACAO DE
NUTRIENTES EM Mentha canadensis L.“ PINHAIS, PR 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 29.263 9.754 0.4420
Epoca 1 746.880 186.720 8.4616 0.0001**
Manejo 4 121.313 121.313 5.4975 0.0266*
Interacdo E x M 4 875.879 218.970 9.9230 0.0000**
Residuo 27 595.805 22.067
Total 39 2369.139

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
CV%: 21.81

ANEXO 35 — ANALISE DE VARIANCIA DA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL EM DESTILACAO
POR ARRASTE NO EXPERIMENTO “BIOESTIMULANTES NA PRODUCAO DE OLEO
ESSENCIAL POR HIDRODESTILACAO E DESTILACAO POR ARRASTE E EXTRACAO DE
NUTRIENTES EM Mentha canadensis L.” PINHAIS, PR. 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacado liberdade guadrados médio
Repeticéo 3 338.758 112.919 2.8950 0.0535ns
Epoca 1 938.697 234.674 6.0166 0.0014*
Manejo 4 0.668 0.668 0.0171
Interacédo E x M 4 1465.364 366.341 9.3923 0.0001**
Residuo 27 1053.123 39.005
Total 39 3796.610

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 22.33



ANEXO 36 — ANALISE DE VARIANCIA DO TEOR DE NITROGENIO FOLIAR NO EXPERIMENTO
“BIOESTIMULANTES NA PRODUGAO DE OLEO ESSENCIAL POR HIDRODESTILACAO E
DESTILAGAO POR ARRASTE E EXTRAGAO DE NUTRIENTES EM Mentha canadensis L.”
PINHAIS, PR 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 0.767 0.256 5.2201 0.0057*
Epoca 1 0.013 0.013 0.2631
Manejo 4 0.042 0.011 0.2152
Interacédo E x M 4 0.215 0.054 1.0979 0.3777ns
Residuo 27 1.323 0.049
Total 39 2.360

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 12.01

ANEXO 37 — ANALISE DE VARIANCIA DA RELACAO CARBONO/NITROGENIO FOLIAR NO
EXPERIMENTO “BIOESTIMULANTES NA PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL POR
HIDRODESTILACAO E DESTILACAO POR ARRASTE E EXTRACAO DE NUTRIENTES EM
Mentha canadensis L.” PINHAIS, PR 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio

Repeticdo 3 170.778 56.926 1.4589 0.2478ns

Epoca 1 13.692 13.692 0.3509

Manejo 4 10.559 2.640 0.0677

Interacédo E x M 4 31.039 7.760 0.1989

Residuo 27 1053.538 39.020

Total 39 1279.607

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns:
nao significativo. CV%: 26.58

ANEXO 38 — ANALISE DE VARIANCIA DO TEOR DE POTASSIO FOLIAR NO EXPERIMENTO
“BIOESTIMULANTES NA PRODUGAO DE OLEO ESSENCIAL POR HIDRODESTILACAO E
DESTILAGAO POR ARRASTE E EXTRAGAO DE NUTRIENTES EM Mentha canadensis L.”
PINHAIS, PR 2010.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F observado Prob
Variacao liberdade guadrados médio
Repeticdo 3 375.657 125.219 3.7349 0.0229*
Epoca 1 731.497 731.497 21.8181 0.0001**
Manejo 4 661.919 661.919 4,9357 0.0041*
Interacédo E x M 4 568.342 568.342 4.2379 0.0086*
Residuo 27 905.231 33.527
Total 39 3242.647

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
CV%: 14.15
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Traducéo do Capitulo 3. VARIACAO SAZONAL DO CRESCIMENTO VEGETATIVO,
PRODUTIVIDADE E COMPOSICAO DE OLEO ESSENCIAL EM GENOTIPOS DE
MENTA NO LITORAL NORTE CATARINENSE
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RESUMO: O mentol, constituinte majoritario do 6leo essencial de menta € usado
nas industrias farmacéutica, alimenticia e de aromas. Dez gen6tipos de Mentha sp.
foram estudados em relagdo ao desenvolvimento vegetativo, rendimento,
produtividade e composicdo de 6leo essencial nas condigbes edafoclimaticas do
litoral Norte Catarinense e em duas épocas (fevereiro e maio). O trabalho foi
conduzido em delineamento experimental de blocos ao acaso, em esquema fatorial
10 x 2 para gendtipos e épocas de colheita. A extracdo do Oleo essencial foi
realizada por hidrodestilacdo em aparelho graduado Clevenger. O teor de 06leo
essencial variou entre 0,8 e 5,3%, sendo maior em fevereiro para todos os
gendtipos. Os constituintes majoritarios identificados foram mentol (12 — 92,7%),
mentona (2,2 — 56,9%), e neomentol (2,9 — 12,1). Os maiores teores de mentol
foram observados em maio, apresentando correlagdo negativa com mentona e
neomentol, os quais foram superiores em fevereiro. Os teores de acetato de metila
apresentaram correlacdo positiva com os de mentol. Pulegona, 1,8 cineol, e
limoneno foram identificados em menores concentragdes e outros treze constituintes
foram detectados como elementos traco em alguns gendétipos. Mentha canadensis
L. apresentou os maiores teores de 6leo essencial, (5,3 % - Fevereiro e 3,5% - Maio)
e mentol (89,6% - Fevereiro, 92,7% - Maio) em ambas as colheitas. Os resultados
obtidos permitem concluir que este genoétipo demonstrou maior capacidade de
adaptacao no litoral Norte Catarinense, podendo ser recomendado para a produgéo
de mentol.

PALAVRAS CHAVE: Lamiaceae. Horteld. Recursos genéticos. Biomassa. Mentol.



ABSTRACT: Menthol has economic importance to the flavor, food and
pharmaceutical industries. Ten menthol mint genotypes were assessed for essential
oil content and composition at Southern Brazil environmental conditions at two
harvest times (February and May). The experimental design was in completely
randomized blocks with a 10 x 2 factorial for genotypes and harvest time. The
essential oil was obtained by hydrodistillation in a Clevenger apparatus. The
essential oil content varied from 0.8 to 5.3% and was greater in February for all the
investigated genotypes. The main constituents identified in the essential oil samples
were menthol (12 - 92.7%), mentone (2.2 - 56.9%), and neomenthol (2.9 - 12.1%).
Menthol levels were superior in May and showed a negative correlation with mentone
and neomenthol, which in turn were higher in February. Menthol levels were
positively correlated with menthyl acetate. Pulegone, 1.8 cineol, and limonene were
also detected in lower concentrations in some genotypes. Thirteen other essential oil
constituents were identified as trace elements in essential oil. Mentha canadensis L.
showed the highest essential oil content (5.3 % - February and 3.5% - May) as well
as the highest menthol content (89.6% - February, 92.7% - May) in both harvests.
From the results it can be stated that the environmental conditions in Southern Brazil
are viable for menthol production, with two harvests. The summer harvest (February)
favored oil yield, although with a slight decrease in menthol content. M. canadensis
L. (MC 37) can be recommended as a promising genetic source for menthol

production in Southern Brazil.

KEYWORD: Lamiaceae. Mint. Genetic resources. Biomass. Menthol.



3.1 INTRODUCAO

A familia Lamiaceae é composta por inUmeras espécies cultivadas em todo o
mundo para a obtencao de folhas frescas, secas ou do 6leo essencial usados como
aromatizante ou condimento culinario (MORRIS, 2007). Os maiores produtores
mundiais sdo a india, China e Estados Unidos. Apesar do Brasil ja ter sido o maior
produtor mundial até a década de 70, atualmente s&o importados US$ 10 milhdes
em Oleo essencial por ano (BIZZO et al., 2009). O constituinte majoritario € o mentol,
utilizado pelas industrias farmacéuticas, alimenticias e de higiene pessoal.

A producgdo e armazenamento de 6leo essencial ocorrem principalmente em
tricomas glandulares peltatos (DESCHAMPS et al., 2006; CROTEAU et al., 2005).
As oito etapas da rota metabdlica de biossintese de mentol e as respectivas enzimas
envolvidas foram elucidadas (CHANG et al., 2010; GERSHERZON et al., 2000). A
complexa regulacdo da expressdo génica distribuida em quatro compartimentos
subcelulares, assim como a influéncia da ontogenia na producéo de 6leo essencial
foi descrita em diversos estudos (CHANG et al., 2010; RIOS — ESTEPA et al., 2008;
CROTEAU et al., 2005; GERSHERZON et al., 2000). No entanto, a correlagao entre
as caracteristicas genéticas e as condicdes ecoldgicas exercem interacoes
fisiologicas decisivas na producdo de 6leo essencial (GOBBO-NETO & LOPES,
2007; SANGWAN et al,, 2001). A variabilidade genotipica do género Mentha é
favorecida pela poliploidia, segregacgéao e facilidade de hibridizac&o, fato que resulta
em significativo polimorfismo quimico (TUCKER & NACZI, 2007). Apesar do
gendtipo ser determinante na produgéo de 6leo essencial a efetiva expresséo génica
esta sujeita a regulacao por fatores ambientais como as condi¢des edafoclimaticas
(RIOS-ESTEPA et al., 2008; SANGWAN et al., 2001).

Em fungcédo da importancia econémica do mentol, significativa atencéo vem
sendo dada a conservacdo de germoplasma do género Mentha, como recurso
valioso para o incremento da produtividade e qualidade do Oleo essencial,
viabilizando sua produgéo econdmica (KHANUJA et al., 2000; FRANZ, 2010).

Este trabalho é parte integrante de um programa brasileiro de pesquisa
direcionada a producéo de mentol, que inclui a avaliagdo da colecdo de Menta em

diferentes condigBes edafoclimaticas do pais. O principal objetivo desta pesquisa foi



a determinagdo do crescimento vegetativo, produtividade e qualidade do Oleo

essencial de diferentes genétipos, nas condi¢des do Litoral Norte Catarinense.

3.2 MATERIAL AND METODO

Material vegetal e condi¢cbes experimentais

Dez gendtipos de Mentha foram obtidos através da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasil (Tabela 1). A propagacéo foi realizada por estaquia
(5 a7 cm), em substrato Plantmax HT®, em condi¢des de casa de vegetacdo, com
trés irrigacdes diarias, na Universidade Federal do Parand (UFPR). A transferéncia a
campo foi realizada em novembro de 2009, em area experimental do Instituto
Federal Catarinense — Campus Araquari, localizado no Litoral Norte do estado de
Santa Catarina, 26°23'56” de latitude Sul e 48°4’30” de longitude Oeste, com
altitude média de 4 metros, em solo caracterizado como Espodossolo (EMBRAPA,
1999). Foram realizadas duas avaliagfes, 90 dias apds o transplante (fev, 2010) e
180 dias apos a transplantes (mai, 2010). O delineamento experimental foi de blocos
ao acaso, em esquema fatorial 10 x 2 para genoétipos e épocas de colheita,

respectivamente, com 4 repeti¢coes e dezesseis plantas cada.

Tabela 1. ldentificacdo dos genotipos da colegédo de menta (CM) avaliada no experimento.

GENOTIPO DENOMINAGAO NOME CIENTIFICO ORIGEM
CM* 3 Chocolate mint Mentha x piperita L.  Purdue University - EUA
CM 23 Peppermint Mentha x piperita L.  Purdue University - EUA
CM 34 EMATER 2 Mentha sylvestris L. UnB - Brasil
CM 37 EMATER 3 Mentha canadensis L. UnB - Brasil
CM 43 Horteld 560 Mentha piperita L. CPQBA - Brasil
CM 57 IAC 9 Mentha sp. IAC - Brasil
CM 69 UFC5 Mentha x piperita L. UFC - Brasil
CM 75 Horteld — PR1 Mentha arvensis L. Cap. Lednidas Marques
CM 76 Horteld — PR2 Mentha arvensis L. Cap. Lednidas Marques
CM 78 Horteld — PR3 Mentha arvensis L. Cap. Lednidas Marques

CM* = Colecdo de menta da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,

A corre¢cdo do solo ndo foi necessaria e a recomenda¢do de adubacéo foi
realizada de acordo com ROLAS — Manual de Adubacgéo e Calagem para os estados
de SC e RS (2004), na proporcéo de 40 kg ha™ de P,0s, 30 kg ha™ de K,O e 20 kg



ha™* de N no plantio e 20 kg ha™ de N em cobertura mais aos 30 dias apds o plantio.
O espagamento usado foi de 60 x 30 cm e cada parcela experimental foi de 4,2 m?
sendo a area de amostragem de 0,72 mZ. Foi determinada a altura, massa fresca e
massa seca das plantas. As amostras para determinagdo de massa seca foram
desidratadas 65°C em estufa com circulacdo de ar, marca FANEN (Sao Paulo,
Brasil) modelo 320SE até obtencdo de peso constante. O 6leo essencial foi obtido
por hidrodestilagdo de 100g de folhas frescas, em aparelho Clevenger, por 2 horas.

Reagentes: Como solvente espectroscopico foi usado diclorometano (Tedia,
Fairfield, USA). Os demais reagentes padrao foram adquiridos da Aldrich
(Milwaukee, USA).

Andlise dos Oleos essenciais: Os Oleos essenciais foram analisados pela
Embrapa — Agroindustria de Alimentos - RJ, por meio de cromatografo a gas Agilent
(Palo Alto, USA) 6890N equipado com coluna capilar de silica (HP5, 25m X 0,32mm
X 0,25um) com 5% fenil e 95% metilsilicone. A temperatura do forno foi de 60°C a
240°C na raz&o de 3°C min™, sendo o hidrogénio usado como gas de arraste (1,5
mL min™). O éleo foi diluido a 1% em diclorometano e 1,0uL da solugéo foi injetada
em modo split (1:100). O injetor foi mantido a 250°C e o detector (FID) a 280°C.

A espectrometria de massas (CG/EM) foi obtida em sistema Agilent 5973N
operado no modo de inonizagéo eletrénica (IE) a 70 eV com amplitude de 40-500
m/z. A taxa de amostragem foi de 3,15 scans/s. A fonte iGnica foi mantida a 230°C, a
analizador de massa a 150°C e a linha de transferéncia a 260 °C. O detector de
massa foi acoplado ao cromatégrafo a gas Agilent 6890 com coluna capilar de silica
de baixa vazdo (HP-5MS, 30m X 0,25mm X 0,25um) preenchida com 5% fenil e 95%
metilsilicone. Hélio foi usado como gas de arraste a 1,0 mL/min. Os indices de
retencéo linear (IRL) foram mensurados (DOOL & KRATZ, 1963) pela injecdo de
serie de n-alcanos (C7-C2) ha mesma coluna e nas mesmas condicdes da analise
de CG.

A identificagdo dos constituintes do 6leo foi baseada no banco de dados da 6 ed.
da biblioteca Wiley de espectros de massa e pela comparagdo com os IRL de
referéncia (ADAMS, 2007). Solu¢des padrao de mentol e mentona foram injetadas
para confirmacao.

Analise estatistica: As medias de cada genotipo e épocas de colheita foram

calculadas usando-se os quatro blocos de repeticdo. A analise de variancia dos



resultados foi realizada com o auxilio do programa MSTAT-C (NISSEN, 1993),
sendo as médias testadas quanto a homogeneidade pelo teste de Bartlett e

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3 RESULTADOS E DISCUSAO

Os genotipos de M. arvensis apresentaram as maiores alturas de planta (47,6 to
92,6 cm - Tabela 2) o que estad em conformidade com descrito em Brasilia para os
mesmos gendtipos (GRIZI et al., 2006). No entanto, as M. x piperita (CM 3 and CM
23) cultivadas em Santa Catarina apresentaram altura de planta maior (28,3 and
21,9 cm) do que quando cultivadas em Brasilia (18,3 and 15,6 cm respectivamente)
(GRIZI et al., 2006). M. canadensis (CM 37) neste trabalho apresentou altura de
planta inferior aos relatados para as cultivares Cornmint e Sakhalin estudadas na
Finlandia (AFLATUNI, 2005).

A massa seca de folhas e total variaram em funcdo dos gendtipos e das
épocas de colheita (Tabela 2). A colheita de fevereiro propiciou valores
significativamente mais elevados para todos os genoétipos apesar do periodo
vegetativo ter sido semelhante (90 e 95 dias). Condigbes ambientais como
temperatura e precipitacdo devem ter influenciado o crescimento vegetativo, uma
vez que a temperatura média de fevereiro foi 6,9°C mais alta, com um fotoperiodo de
14 horas/dia, favorecendo a assimilacdo de carbono e a producéo de biomassa. Da
mesma forma, a taxa de precipitacdo em abril e maio inferior a 60 mm também pode
ter contribuido para limitar o crescimento vegetativo na segunda colheita. Resultados
semelhantes de maior produgéo de biomassa no verdo quando comparados com o
outono foram relatados diversas mentas em Curitiba (MONTEIRO, 2009;
DESCHAMPS et al., 2008). A massa fresca da primeira colheita apresentou teor de

umidade médio de 80% e na segunda colheita de 79%.



Tabela 2. Altura da planta, massa seca de folha (MSF) massa seca total (MST) (kg ha™) e da
relacdo massa seca de folhas /massa seca total (MSF/MST), observadas em dez genoétipos de

Mentha em duas épocas de avaliacao, Araquari, SC.

Massa seca de folha kgha(l Massa seca total kg/ha'l
Geno6tipos  Altura (cm) Fev Mai Total Fev Mai Total
CM 3 28.25 21637 585%™ 27487 2905 " 1119°® 4024 °
CM 23 21.92 11772 257°5° 1434°¢ 1566 “° 475°% 2041 ¢
CM 34 28.83  15327%° 5488 2080" 2128 A" 967%* 3095 °©
CM 37 38,50 1829 7%° 121988 30487 2395 A" 1867 5% 4262 °
CM 43 28.08 1749 A%¢ 286 B®  2035° 2374 A 5498° 2923 °©
CM 57 27.92  1632°%° 6928 2324° 21987 16738 3871°°
CM 69 19.25 1463 7%°¢ 5128% 1975° 1929 A¢ 984 B® 2913 °©
CM 75 64.25 22617 9728 32332 3735 " 2161°%% 5896 2
CM 76 64.83 1656 A%*° 1306 B2 29622 2657 ¢ 18105 4467 °
CM 78 64.17 1736 °%° 124382 209797 2690 "%*° 205382 4743 °
Médias 1720 762 2458 1366

Massa seca de folhas CV(coeficiente de variacdo) =29.82%. Massa seca total CV= 26.33%. As letras
mailsculas comparam as médias nas linhas e as letras mindsculas comparam as médias nas
colunas. Médias seguidas da mesma letra nao diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.

A maior massa seca de folhas e total foram observadas nos genétipos de M.
arvensis (CM 75, CM 76, CM 78), M. canadensis and Mentha x piperita L. (CM 3). Os
gendtipos de M. arvensis e a M. canadensis (CM 37) foram colhidos em plena
florac@o, quando a estrutura da planta geralmente é alterada devido a senescéncia
das folhas velhas. Isto n&o ocorreu com a M. canadensis, como pode ser verificado
pela relagdo massa seca de folhas/massa seca total (Tabela 3). Apesar da
senescéncia foliar a correlagdo com a produtividade de 6leo essencial € mantida
positiva 0 que justifica a colheita em plena floragdo (ROHLOFF et al., 2005). A M. x
piperita L. (CM 69) apresentou os menores indices de producdo de massa seca de
folhas e total em fungdo das suas caracteristicas de baixa altura de planta e
crescimento prostrado evidenciados pelas relagdo MSF/MST. Apesar das cultivares
de M. arvensis terem apresentado os valores mais elevados de massa seca total
neste trabalho, estes foram significativamente menores do que os obtidos
comercialmente na india variando estes de 5.14 a 8.25 t/ha (SRIVASTAVA, et al.,
2002).



Tabela 3. Relagcdo massa seca de folha (MSF) / massa seca total (MST) dos genétipos de

menta em 2 colheitas.

MSF / MST
Genotipos

Fev Mai Média
CM3 0,73 @ 0,50 B 0,62 ®
CM 23 0,74 "2 0,56 B2 0,65 2
CM 34 0,72 " 0,59 Bab 0,65
CM 37 0,76 " 0,66 B2 0,712
CM 43 0,73 %@ 0,49 Ba® 0,612
CM 57 0,752 0,42 Bb 0,58 °
CM 69 0,74 %2 0,51 Bab 0,63
CM 75 0,60 A2 0,54 Bab 0,57 °
CM 76 0,63 %2 0,59 Bab 0,612
CM 78 0,632 0,60 B2 0,61
Média 0,70 0,55

MSF/ MST CV=13.89%.
As letras mailisculas comparam as médias nas linhas e as letras minlsculas comparam as médias
nas colunas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.

Diferengas significativas foram observadas entre o contetdo de 6leo essencial
dos gendtipos e das épocas de colheita (Tabela 4). O contetdo de 6leo essencial
variou entre (0,8 e 5,3%) e foi maior em fevereiro (2,7%) do que em maio (1,5%). As
condi¢cdes ambientais do verdo como dias longos e temperatura alta favoreceram a
biossintese de 6leo essencial. Isto pode ser explicado pelo aumento da biomassa
associado a conversdo metabolica do carbono fotossintético na rota de biossintese
de Oleo essencial (KHANUJA et al., 2000). Resultados similares foram reportados
em condi¢fes de elevada altitude em Curitiba, onde houve um decréscimo de 50 %
na producdo de 6leo essencial (OE) na colheita de inverno (DESCHAMPS et al.,
2008). Estudos sobre a influéncia do fotoperiodo em menta correlacionam a
presenca de dias longos com a indugéo do florescimento (SANGWAN et al., 2001).
De fato, em fevereiro todos os gendtipos de menta estavam em pleno florescimento
enquanto que em maio somente M. arvensis e M. canadensis haviam atingido o
estadio de botdo floral. Além das condigdes ambientais a senescéncia das folhas
velhas causada pelo florescimento induziu uma redugdo de éarea foliar com um

consequente aumento na densidade de glandulas de 6leo aumentando sua acumulo.



Tabela 4. Teor de 6leo essencial (OE) (%), produtividade de 6leo essencial (L ha'l) dos

gendtipos de menta em duas épocas de colheita.

. Teor de OE (%) Produtividade de OE (L ha'l)
Genotipos

Fev Mai Fev Mai Média Total
CM3 2.8Ac 1 pBbc 8197 13.9 BPe 476° 95.1
CM 23 2.1 Abcd 9 3Bbc 37 g Ade 5.8 B¢ 18.8°¢ 37.6
CM 34 2.5 Abe 1.4 8¢ 51.5 A 120 BPc 31.8°¢ 63.5
CM 37 5.37%a 358 1258 M@ 61.1 B2 93.45°? 186.9
CM 43 2.9#hbc 9 oBab g7 4 AbC 97 4 BbC 39.4 ¢ 78.8
CM 57 3.47° 0.8 B¢ 72.9 Abc 14.8 Bbe 43.8 87.7
CM 69 1.6 A 0.9°8¢ 27.6 "¢ 8.1 B 17.8°¢ 35.7
CM 75 2.1 Abe 1.2 B¢ 81.9 #° 23.3 Bbe 52.6 °¢ 105.2
CM 76 2.2 A 1 5BbC 56.8 ¢ 33.6 B° 456" 90.4
CM 78 2.2Abc 1 4Bbc 57.4 A° 28.1 Bbe 42.8" 85.4
Média 2.7 1.5 65.4 21.2

Teor de OE CV= 25.33%. Produtividade de OE CV=23.13%.
As letras mailisculas comparam as médias nas linhas e as letras minlsculas comparam as médias
nas colunas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.

O teor mais elevado de OE foi observado em Mentha canadensis L. (CM 37)
em ambas as colheitas (5,3 % em fevereiro e 3,5% em maio). Duas M. canadensis
L. estudadas na Finlandia (AFLATUNI, 2005) alcancaram teor de 6leo essencial
entre 1,7 e 2,8% enquanto outras duas M. canadensis L. avaliadas nas condi¢cbes de
Brasilia, Brasil, apresentaram teores de OE entre 2,03 e 4,17% durante a estacao
seca (GRACINDO et al., 2006). Quando estudado em Curitiba (940 m) este gendtipo
apresentou um menor teor de OE (2.8%) (MONTEIRO, 2009). A correlagdo da
altitude com a maior radiagdo UV e seu efeito no metabolismo secundario foi
descrita em M. piperita, aumentando o teor de 6leo essencial durante o dia em
funcdo da radiagdo UV-A, enquanto a noite foi observada uma reducéo (MAFFEI et
al., 1999).

Os relatos indianos sobre produtividade de OE e de mentol em M. arvensis
sdo superiores aos obtidos neste estudo. Srivastava et al. (2002) descrevem
produtividades de OE e de mentol variando de 99,5 a 165 kg ha™ e de 72,5 to 101 kg
ha™, respectivamente. No entanto, os teores de OE (%) indianos foram inferiores
(0,7 a 0,9%) assim como os teores de mentol 66.7 to 76%. Portanto, pode-se

concluir que o fator limitante da producé@o de 6leo e de mentol neste trabalho foi a



produgédo de biomassa (MST) uma vez que os valores obtidos aqui foram

equivalentes a um terco das médias indianas.

Tabela 5. Produtividade de Mentol (L ha'l) das espécies de menta em duas épocas de

colheitas.
Genétipo Denominacéo Fev Mai Média Total
CM3 Mentha x piperita L. 32.8 e 9 3B 211 42.1
CM 23 Mentha x piperita L. 12.7 19 3.3 B 79°¢ 16.0
CM 34 Mentha sylvestris L. 24.5 A 5.6 B¢ 15.1 % 30.1
CM 37 M. canadensis L. 110.2"*  56.6 "2 83.4° 166.8
CM 43 Mentha piperita L. 28.7 Ade 5.5 Bd 17.1 % 34.2
CM 57 Mentha sp. 8.7 19 5.5 Bd 76°¢ 14.2
CM 69 Mentha piperita L. 13.9 A1 4.2 58 9.1°¢ 18.1
CM 75 Mentha arvensis L. 6227 17968 46.1° 80.1
CM 76 Mentha arvensis L. 405 A° 25.18° 32.8° 65.6
CM 78 Mentha arvensis L. 38.8%¢  20.1 Brc 29.5 ¢ 58.9

Média 37.3A 153B

Produtividade de Mentol CV=19.89%.
As letras mailisculas comparam as médias nas linhas e as letras minlsculas comparam as médias
nas colunas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.

Os resultados de produtividade de OE (Tabela 4) e de mentol (Tabela 5)
tiveram influéncia dos genotipos e das épocas de colheita. Os maiores valores de
produtividade de OE e de mentol foram obtidos na colheita de fevereiro e com o
gendtipo M. canadensis L. em ambas as colheitas (MC 37).

Monteiro (2009) em Curitiba, com a mesma cultivar registrou produtividades
maiores de OE (149,4 L ha™) e de mentol (126,7 L ha), apesar de teores de OE
(2,7%) e de mentol (85,6%) menores. Novamente, a diferenca esta num resultado de
biomassa melhor (MST).

Na Finlandia, as cultivares de M. canadensis L, Cornmint e Sakhalin
apresentaram produtividade média de OE entre 10 a 51 Kg ha™ em trés colheitas.
Neste caso, o baixo teor de OE aliado a reduzida biomassa (MST) foram
responsaveis pela limitagdo da produtividade de OE (AFLATUNI, 2005). Mentha x
piperita L. (CM 3) and Mentha sp. (CM 57) apresentaram bom potencial para a

producdo de OE, porém os teores de mentol foram baixos.



Os principais constituintes do OE s&o apresentados na Tabela 6. Os maiores

teores de mentol foram obtidos na segunda colheita (maio), para todos os genoétipos

com excecgdo da M. sylvestris L. enquanto os seus percursores diretos mentona e

seu isbmero neomentol foram inferiores. Em contrate, as caracteristicas do OE

extraido em fevereiro podem ser descritas como “imaturo”, com baixos teores de
mentol e elevados de mentona (WILDUNG & CROTEAU, 2005).

Tabela 6. Composi¢do qualitativa e quantitativa do 6leo essencial (OE) dos gendtipos de

menta em duas épocas de colheita.

Fevereiro

Genotipo Mentol Mentona Neomentol Acetato de Metila Pulegona 1.8 cineol Limoneno
CM* 3 404 d 359 b 9.0 ab 144b 2.80¢c 420 a 0.46 bcd
CM 23 39.7 d 32.9 bc 120 a 1.82b - 422 a -
CM 34 47.6 d 265 c 8.9 ab 1.57b 497b 358 a -
CM 37 89.6 a 26 e 30 c - - - 0.51 abcd
CM 43 42.6 d 29.9 bc 10.9 ab 1.52b 3.39 bc 3.80 a 0.50 abcd
CM 57 12.0 e 56.8 a 8.6 ab 1.75b 14.01a 3.64 a 0.11 d
CM 69 50.5 cd 130 d 8.4 bc 9.92a 251c 195 a 0.85 abc
CM 75 75.9 ab 10.4 de 6.4 bc 3.47b - - 024 «cd
CM 76 71.2 b 162 d 7.2 abc 2.35b - - 0.63 abc
CM 78 67.6 bc 17.1 8.9 ab 3.07b - - 0.94 ab

Maio

Gendétipo Mentol Mentona Neomentol Acetato de Metila Pulegona 1.8 cineol Limoneno
CM* 3 66.93bcd 1536 b 557 b 195 e 0.30 ¢ 3.28 a 115 a
CM 23 57.53cde 14.80 bc 330 b 10.35 bc - 1.20 a -
CM 34 46.70 ef 10.73 bcd 6.03 ab 10.93 b 4.04 a 240 a -
CM 37 92.69 a 2.20 e 295 b - - - 0.31 bc
CM 43 48.44 ef 11.56 bcd 1041 a 9.80 bc 3.59 a 2.69 a 0.92 ab
CM 57 3733 f 26.00 a 457 b 4.70 de 5.84 a 234 a 0.09 ¢
CM 69 51.78 ef 3.63 de 5.89 ab 2592 a 128 b 1.90 a 1.13 ab
CM 75 76.76 ab  4.98 de 6.86 ab 9.07bcd - - 0.60 ab
CM 76 74.59 bc 6.69 cd 7.23 ab 5.76 cd - - 0.36 bc
CM 78 71.93 bc 6.30 cde 7.09 ab 9.50 bc - - 0.62 ab
CV% 13.88 20.95 25.81 15.43 13.60 18.39 24.75

As letras mailisculas comparam as médias nas linhas e as letras mindsculas comparam as médias
nas colunas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.

A enzima mentona redutase é a responsavel pela conversdo da mentona em

mentol (CROTEAU et al. 2005). Esta reagdo enzimatica costuma ocorrer nos

estadios mais avancados do desenvolvimento foliar (15-55 days), enquanto que



elevados teores de mentona séo tipicos de nas folhas mais novas (RIOS — ESTEPA
et al., 2008; WILDUNG & CROTEAU, 2005). Este fato, explica a relagéo inversa nas
duas colheitas dos teores de mentol/mentona, uma vez que na colheita de fevereiro
houve grande senescéncia das folhas velhas com a concomitante floragéo,
reduzindo a taxa de folhas velhas (maduras) e novas (imaturas) (dados néo
apresentados). A correlagdo negativa entre os teores de mentol e os de mentona e
neomentol observados em fevereiro, também foi descrita em M. arvensis como
resultado da influéncia de fotoperiodo com dias longos (SANGWAN et al., 2001).

A presenca do constituinte acetato de metila € descrita como indesejavel no
OE de menta por depreciar suas propriedades organolépticas e por promover maior
probabilidade de oxidacdo. Seu teor no OE é usado como indicativo comercial de
OE denominados “over mature”, ou seja, o mentol formado ja foi convertido em
acetato de metila (WILDUNG & CROTEAU, 2005). Esta fase de maturagéo do 6leo
essencial ocorre paralelamente a plena floragdo aumentando os teores de mentol e
acetato de metila como ocorreu na colheita de maio (RIOS — ESTEPA et al., 2008;
ROHLOFF et al., 2005). Os teores mais elevados de acetato de metila em maio
podem sugerir que uma antecipagdo na colheita possa contribuir para melhorar a
qualidade comercial do OE. No caso da Mentha x piperita L. (CM 69) sendo os
elevados teores de acetato de metila em ambas as colheitas deduz-se que esta seja
uma caracteristica genotipica. M. canadensis L. ndo apresentou a presenca de
acetato de metila em nenhuma das colheitas.

Baixos teores de pulegona e 1,8-cineol foram observados no OE dos gendétipos de
M. piperita estando ausentes nos genétipos de M. canadensis e M. arvensis. A
pulegona juntamente com o mentofurano (ndo presente) sdo produzidos e
acumulados de acordo com o nivel de estresse ambiental (WILDUNG & CROTEAU,
2005). Dessa forma, pode-se presumir que 0s gendtipos das espécies de M.
canadensis e M. arvensis tiveram boa adaptacdo as condicdes ambientais do
experimento.

O limoneno é um precursor primario da rota biossintética do mentol (RIOS —
ESTEPA et al., 2008) e foi detectado em baixos teores (aproximadamente 1%) em
todos os genotipos, provavelmente em funcdo do estaddio ontogénico a época da

colheita.



Outros constituintes identificados em teores menores de 0.3% nas amostras de
OE foram: isomentol, isopulegona, isomentona, linalol, a-pineno, B-pineno, sabineno,
mirceno, piperitona, 3-octanol, (E)-cariofileno, B-germacreno and biciclogermacreno.

O genotipo M. canadensis L. (CM 37) apresentou os resultados mais elevados de
teor de mentol em ambas as colheitas (89,6 and 92,7%). Estes resultados foram
superiores aos obtidos por Monteiro, (2009), com o mesmo gendtipo, em Curitiba,
Brasil e também maiores que os obtidos em estudo de germoplasma de menta com
18 genotipos na india, onde o teor mais alto foi de 83,8% (SHASANY et al. (2010).
Em Brasilia outra M. canadensis L. (CM 20) foi caracterizada com 65% de mentol
(GRACINDO et al.,, 2006). Estes relatos confirmam o potencial do genétipo M.
canadensis L. para a prodgédo de mentol nas condi¢des locais.

Os resultados de teor de mentol nas M. arvensis (CM 75, 76 e 78) também foram
elevados e estdo de acordo com o descrito por Srivastava et al. (2002) para 3 M.
arvensis em dez localidades, com variagdes entre 66,7% a 76%. No entanto, mais
recentemente também na india, Anwar et al. (2010) registraram teores de mentol
entre 77,6 e 82,4% em 6 cultivares avaliadas.

As Mentha x piperita L. (CM 3 and CM 23) também foram estudadas em Brasilia,
Brasil por Gracindo et al. (2006) com a determinagdo de teores de mentol variando
de 38,0 a 43,0%, menthone de 11,4 a 20,6% e de neomenthol de 1,9 a 4,7%,
respectivamente. No entanto, foram detectados 16,2% de carvona na CM 3 e 1.0%

de limoneno na CM 23, o que nédo aconteceu neste trabalho.

3.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que o cultivo de menta com duas colheitas,
para a producao de 6leo essencial e de mentol, no Litoral norte catarinense é viavel.
A colheita de fevereiro favorece a producgédo de dleo essencial com ligeira reduc&o no
teor de mentol. M. canadensis L. pode ser recomendada para a producgéo local de
mentol. O desafio para a obtengdo de maior produtividade de 6leo essencial e de
mentol depende do desenvolvimento de praticas agrondmicas inovadoras como

estratégias para aumentar a producéo de biomassa.
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ANEXO 40

Dados Meteorologicos do Capitulo 3: SEASONAL VARIATION OF
VEGETATIVE GROWTH, ESSENTIAL OIL YIELD AND COMPOSITION OF
MENTHOL MINT GENOTYPES AT SOUTHERN BRAZIL. durante o periodo do
experimento (11/08 a 05/09) registrados pelo Posto Meteoroldgico da instituicdo e

encontram-se nos gréaficos das Figuras 1 e 2.
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FIGURA 1. Umidade relativa do ar, temperaturas maximas, minimas e médias, IFC- Campus
Araquari, Santa Catarina, 2008 /2009.
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FIGURA 2. Precipitacdo média mensal, IFC- Campus Araquari, Santa Catarina, 2008 /2009.



ANEXO 41

Andlise de solo do experimento do Capitulo 3: SEASONAL VARIATION OF
VEGETATIVE GROWTH, ESSENTIAL OIL YIELD AND COMPOSITION OF

MENTHOL MINT GENOTYPES AT SOUTHERN BRAZIL.
Andlise de solo da area experimental, coletado na profundidade de 0-20 cm. IFC - Campus Araquari

SC, 20009. ]
Textura pH Indice P K Mat. Al Ca Mg Na H+Al CTC S.B.
SMP Org. \%
%argila ppm  ppm  %(m/v) cmolc/L  cmolc/L  cmolc/L  ppm cmolc/L  cmolc/L %
0.0 8,3 2,8 14 4,36 15,89 72,56

14.0 6.40 6.0 >50 142 5,6




ANEXO 42

Fotos do Capitulo 3: SEASONAL VARIATION OF VEGETATIVE GROWTH,
ESSENTIAL OIL YIELD AND COMPOSITION OF MENTHOL MINT GENOTYPES
AT SOUTHERN BRAZIL.

1. Multiplicagdo da Cole¢do de Menta (CM) da Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia
em casa de vegetacao da UFPR, Ciéncias Agrérias, Curitiba, PR; 2. Propagacéo por estaquia em
bandeja de isopor.

b

3. Mudas dos 10 gen6tipos prontas para transplante no experimento. 4. Transplante de mudas
nos canteiros demarcados coveados e adubados.

» ‘h,,&"
e

5. e 6. Vista dos 4 blocos com 10 canteiros cada do experimento de gendtipos.



7. Colheita de parcela experimental demarcada pelo quadrato de PVC 8. Hidrodestilacdo Em
Clevenger modificado.

9. Controle de pesagem para determinagdo de massa seca. 10. Determinacéo de nimero de folhas.



ANEXO 43

Fotos do Capitulo 4 ALTERNATIVAS DE PROPAGACAO NA PRODUCAO DE OLEO
ESSENCIAL DE Mentha canadensis L. NO LITORAL NORTE CATARINENSE

5. Vista da implantacdo do experimento 6 Colheita de brotacao de poda (2 colheita)



ANEXO 44

Morfologia dos Gendétipos avaliados no Capitulo 3: SEASONAL VARIATION OF VEGETATIVE GROWTH, ESSENTIAL OIL
YIELD AND COMPOSITION OF MENTHOL MINT GENOTYPES AT SOUTHERN BRAZIL

CM 3 - Mentha x piperita L. CM 23 Mentha x piperitaL. CM 34 Mentha sylvestrisL CM 37 Mentha canadensis L. CM 43Mentha x piperita L.

CM 57 Mentha sp.. CM 69Mentha x piperita L. CM 75Mentha arvensis L. CM 76Mentha arvensis L. CM 78 Mentha arvensis L.




