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PRODUCAO DE BIOMASSA E TEOR DE CUMARINA EM FOLHAS DE GUACO
(Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker) EM DIFERENTES IDADES DA PLANTA.
Botucatu, 2016. 50p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia -Horticultura) - Faculdade de
Ciéncias Agronomicas, Universidade Estadual Paulista.

Autor: DAYANE GRAZIELLA PEREIRA DE OLIVEIRA DOS SANTOS

Orientador: PROF. DR. LIN CHAU MING

Resumo

A espécie Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker, popularmente conhecida como guaco,
pertence a familia Asteraceae, ¢ originaria da regido sul do Brasil e esta entre as plantas
medicinais adotadas pelo Sistema Unico de Satude do Brasil. M. laevigata é uma opgao
agricola promissora no cultivo das medicinais, estando acessivel ao pequeno produtor,
tendo em vista a crescente demanda do mercado consumidor brasileiro por fitoterapicos.
Uma vez que as plantas medicinais sdo classificadas como produtos naturais, a lei permite
que sejam cultivadas e comercializadas desde que se atinja o padrao de qualidade
necessario. O presente trabalho foi instalado e conduzido na Fazenda Experimental
Lageado, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - UNESP, Campus de Botucatu, Estado
de Sao Paulo. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a produtividade de biomassa e teor de
cumarina do guaco colhido em diferentes idades da planta. Foi observada maior
produtividade para as varidveis avaliadas aos onze meses de idade do guaco, obtendo 0,96 t
ha™ de matéria seca de folha sendo que ndo houve diferenca estatistica quanto ao teor de
cumarina aos 7, 9, e 11 meses de idade de Mikania laevigata. Nas condi¢des em que foi
realizada a pesquisa, o maior rendimento de biomassa x teor de cumarina foi obtido aos 11
meses de idade do guaco, o qual possibilitou o melhor resultado para o rendimento

extrativo de cumarina em folhas secas.

Palavras-chaves: Asteraceae, cultivo de plantas medicinais, espectrofotdmetro,

fitoquimica



BIOMASS PRODUCTION AND COUMARIN CONTENT IN DIFFERENT AGES
OF GUACO LEAVES (Mikania laevigata Sch. Bip. Ex Baker).

Botucatu, 2016. 50 p. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia -Horticultura) - Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: DAYANE GRAZIELLA PEREIRA DE OLIVEIRA DOS SANTOS

Advisor: PROF. DR. LIN CHAU MING

Summary

The species Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker, popularly known as
guaco, belongs to the Asteraceae family and it is native to southern Brazil it is among the
medicinal plants adopted by the Unified Health System in Brazil (SUS). M. laevigata is a
promising option in agricultural cultivation of medicinal plants and is accessible to small
farmers, in view of the growing demand of the Brazilian market for herbal medicines.
Since medicinal plants are classified as natural products, the law allows them to be grown
and marketed it they achieve the required quality standards. This work was conducted at
the Lageado Experimental Farm, Faculty of Agricultural Sciences - UNESP, Botucatu,
State of Sao Paulo. The objective of this research was to evaluate the productivity of
biomass and coumarin content of guaco harvested at different ages of the plant. It was
observed higher productivity for the variables evaluated at eleven months of guaco,
obtaining 0.96 t ha™ of dry leaf and there was no statistical difference in the coumarin
content at 7, 9, and 11 months of age Mikania laevigata. The conditions under which the
survey was conducted, the higher biomass yield x coumarin content of guaco was obtained
at 11 months of age, which enabled the best result for the extraction yield of coumarin in

dry leaves.

Keywords: Asteraceae, medicinal plants, phytochemistry, spectrophotomete



1 INTRODUCAO

Desde o inicio da civilizagdo, o homem faz uso das plantas, pela
necessidade de sobrevivéncia, o que no decorrer deste processo levou a descoberta de
aplicacdes terapéuticas de determinadas espécies (RIBEIRO, 1996). O cenario tem
mostrado moradores de grandes cidades como publico consumidor desta forma terapéutica.
A utilizacao de plantas como tratamento alternativo vem sendo cada vez mais utilizadas
devido as suas propriedades preventivas, paliativas e curativas que traz inuimeros
beneficios aos usudrios. As plantas medicinais que tem comprovada a sua efici€éncia
terapéutica e toxicologia (ou seguranga do uso), dentre outros aspectos, estdo aprovadas
para serem utilizadas pela populagcdo em suas necessidades basicas de saude, em fungdo da
facilidade de acesso, do baixo custo e da compatibilidade cultural. Os estimulos
governamentais através do Sistema Unico de Satide (SUS) e ao marketing de grandes
empresas sobre o uso de algumas plantas medicinais favorece a produgdo in natura por
parte dos pequenos agricultores (LORENZANI et al., 2004; QUIROZ et al., 2014). Além
da recomendacao do uso, o SUS busca incentivar a exploracao e/ou producao sustentada de
plantas. As espécies Mikania glomerata Spreng. e M. laevigata Sch. Bip. ex Baker
pertencem a familia Asteraceae, sdo popularmente conhecidas como guaco e origindrias da
América do Sul, esta entre as plantas medicinais adotadas pelo SUS a partir do Decreto no.
5.813, de 22 de junho de 2006, que aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006 a, b).



No guaco, a cumarina ¢ a substancia majoritaria utilizada no controle de
qualidade na producdo de extratos, sendo definida como marcador quimico em extratos
alcoolicos da planta (KUSTER ¢ ROCHA, 2001; SANTOS, 2005).

As cumarinas estdo entre as substancias produzidas pelo metabolismo
secundario vegetal. Pertencem a classe das lactonas e sdo consideradas o principio ativo
responsavel no tratamento de enfermidades do trato respiratério, com efeito
broncodilatador comprovado (CZELUSNIAK et al, 2012). Além disso, atuam como
antisséptico das vias respiratdrias, expectorante, antiasmatico, febrifugo, sudorifico, com
acdo anti-reumadtica e cicatrizante, sendo que as partes utilizadas sdo as folhas (CABRAL
et al., 2001; AMARAL et al., 2003; SILVA et al., 2008). Assim como outras espécies de
plantas medicinais, o guaco também sofreu exploracdo extrativista, visando uso proprio
e/ou abastecimento do comércio na area de produtos naturais. De acordo com o aumento
do uso de espécies medicinais pela populacao surgi a necessidade de maior conhecimento
sobre as técnicas culturais para produgdo da planta, além do conhecimento de fatores que
podem influenciar a composicdo quimica da planta e a identificacdo dos 6rgdos vegetais
que apresentem maiores teores dos metabolitos de interesse. Segundo Gobbo Neto e Lopes,
(2007), fatores como nutrientes, umidade, solo, intensidade luminosa, pragas e doencas,
presenca de outras plantas, podem interferir na qualidade quimica final de um vegetal. Das
Dores (2007), explica que isso ocorre pelo fato do metabolismo secundario ser regido pelo
codigo genético e este interagir com o ambiente, sendo de grande importancia na producao
de plantas medicinais. A qualidade do produto final ¢ fortemente influenciada pelas
técnicas de cultivo adotadas e pelas caracteristicas genéticas da populagao cultivada. O
manejo adequado garante atomizagao do produto final, o que possibilita um medicamento
derivado de plantas seja economicamente viavel, sem que haja aumento nos custos de sua
producdo (FURLAN e GARCIA, 2013). A domesticagdo da M. laevigata visa um sistema
de cultivo que propicie uma eficiéncia produtiva, incentivando o agricultor, pois além de
facilitar o manejo em si, faz com que a matéria-prima seja quimicamente homogénea e
atinja o padrao de qualidade adequado para a viabilizagdo técnica/comercial. Quanto a M.
laevigata, por mais que ja possua um maior reconhecimento comercial frente a outras
espécies medicinais, ainda necessita de estudos que envolvam o desenvolvimento de

técnicas culturais (NEGRELLE e DONI, 2001).



2 OBJETIVOS

Estudar a produtividade de biomassa e o teor de cumarina nas folhas M.
laevigata cultivada aos sete, nove e onze meses de idade do guaco apds o transplantio em

condicdes de cultivo na regido de Botucatu-SP.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Classificacoes botanicas e descri¢ao da planta

M. laevigata ¢ uma liana subarbustiva, pertencente a familia Asteraceae,
tribo das Eupatorieae e sub-tribo Mikaninae (SUYENAG et al., 2002). O género Mikania é
composto por 450 espécies aproximadamente, que estao distribuidas em regides tropicais
da América, Africa e Asia. Dentre essas, cerca de 200 sdo encontradas no Brasil
(PEREIRA, 1997; RITTER e MIOTTO, 2005). O seu cultivo ¢ determinado de margo a
novembro, com florescimento nos meses de agosto a outubro. A planta ¢ bastante
procurada por abelhas meliferas durante a época da floragdo. Reproduz-se por sementes ou
plantio de estacas do caule, preferencialmente em terrenos arenosos € imidos (CABRERA
e KLEIN, 1989; RITTER e MIOTTO, 2005). O guaco apresenta crescimento espontaneo
em matas primarias, tendo seu hébitat nas margens de rios, capoeiras, capoeirdes, orla de
matas, terrenos de aluvido e varzeas propensas a inundag¢des. A espécie possui boa
adaptacdo ao cultivo doméstico (CZELUSNIAK et al., 2012).

Segundo Corréa Junior et al., (2011), os ervandrios baseavam-se na
morfologia externa para reconhecer as plantas, o que pode levar a erros de identificagao,
como no caso de M. glomerata e M. laevigata, que tém morfologia externa e interna

assemelhadas. Estas espécies sdo muito proximas, sendo muitas vezes confundidas, devido



a variacdo na forma das folhas e o odor caracteristico da cumarina (LIMA et al., 2003;
RITTER e WACCHETER, 2004). Segundo Czelusniak et al., (2012), as duas espécies
ndo sdo apenas confundidas comercialmente como também citadas na literatura de forma
errada.

Budel et al. (2009) realizaram estudos farmacognosticos de M. laevigata
a fim de evitar possiveis confusdes com outras espécies de Mikania também utilizadas para
fins medicinais como é o caso da M. glomerata, chegando a conclusdo da grande
semelhanca entre essas espécies. Em relagdo aos caracteres foliares ambas ¢ muito
parecida, a lamina foliar apresenta, em vista frontal, células de contorno ondeado a
sinuoso, de paredes anticlinais levemente espessadas. M. laevigata possui folhas de aspecto
carnoso-coriaceo, verde-brilhante na face superior, mais palida na inferior (Figura 1). E um
subarbusto trepador que apresenta caule cilindrico e lenhoso. A regido dos nos é&,
frequentemente, acompanhada por folhas de disposicao oposta e estas se caracterizam por
serem ovaladas, oblongo-lanceoladas, de dpice acuminado e base obtusa, arredondada ou

subcordiforme, de margem inteira, pecioladas, com base trinervada de até¢ 15 cm de

comprimento e 7 cm de largura, (SIMOES et al., 1999) .

Suas flores sdao hermafroditas, reunidas em numeros de quatro em

capitulos, de papus branco e corola tubulosa, de cor branco-creme; sendo seu capitulos



florais agrupados em ramos espiciformes congestos ou em glomérulos. Possui frutos do

tipo aquénios glabros (SIMOES et al., 1999; RITTER e MIOTTO, 2005).

3.2 Idades da planta na colheita

O interesse em relacdo ao estudo de plantas medicinais e seus extratos
vém crescendo na assisténcia a saude (VARANDA, 2006; QUIROZ et al., 2014) . No
Brasil existe uma flora bastante diversificada, com vegetacdes de diferentes caracteristicas
e cujos principios ativos sdo ainda em sua maioria desconhecidos. As plantas representam
uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais
constituiram modelos para a sintese de um grande nimero de firmacos. O controle da
sintese de compostos secundarios dos vegetais esta sob influéncias genéticas, fisiologicas,
e fatores externos, luz, solo, umidade entre outros. A elevada produg¢dao de metabolitos
secundarios estd regida por niveis de radiagdo solar, isso porque consideramos que as
reagdes biossintéticas dependem de suprimento de esqueletos carbonicos, realizados por
meio do processo fotossintético, ¢ de compostos energéticos (ATP, NADPH e acetil-
SCoA), que participam da regulagdo dessas reacdes (TAIZ e ZEIGER, 2013). Sao diversos
os fatores que podem acarretar mudangas no teor dos compostos secundarios e nas
propriedades terapéuticas, como o local de cultivo, idade da planta, manejo, época e
horério de colheita, método de secagem, dentre outros exemplos (CANTWELL e REID,
1994).

Os metabdlitos secundarios das plantas sdao modificados de forma
quantitativa e qualitativa durante as fases de crescimento. A partir dos dados de
crescimento pode-se adquirir conhecimento a respeito da fisiologia da planta em estudo.
De acordo com a idade das plantas e o estado reprodutivo, os compostos secundarios sao
determinados pelos efeitos dos hormodnios, com ciclos de sintese de substancias
influenciada pelas estagdes ou horas do dia e condi¢des de cultivo (TAIZ; ZEIGER, 2013;
CASTRO et al., 2004; LEAL et al., 2001; BUCHANAN et al., 2000).

As plantas se comportam de formas diferentes ao longo do ano, o que
influencia o teor de principios ativos. A determinagdo da época de colheita de plantas

medicinais € essencial, pois as concentragdes de suas substancias podem ser mais elevadas



e de maior qualidade em uma determinada época ou estagdo do ano (CARVALHO, et al,,
2006; GOBBO NETO e LOPES, 2007 ).

O momento certo do ponto de colheita de plantas medicinais e aromaticas
varia conforme o 6rgdo e seu estadio de desenvolvimento. Nos estadios jovens da planta
podem ocorrer periodos de estresse € as consequéncias negativas podem se refletir no
crescimento e desenvolvimento posteriores afetando tanto o rendimento como a qualidade
da produgdo. Tal conhecimento ¢ fundamental para realizagao de estudos que relacionam o
ponto de colheita e teor de compostos secundarios em plantas medicinais com o
surgimento de novos Orgaos, processos bioquimicos, fisiologicos, ecologicos e evolutivos,
(CZELUSNIAK, et al., 2012; CORREA JUNIOR et al., 2011; CONTIN, 2009). Vale
salientar que producdo de compostos quimicos presentes nas plantas estd sujeita a alta
variabilidade, sendo que a aloca¢do dos principios ativos ocorre em Orgaos ou partes
especificas do vegetal, podendo ser bem irregular. As substancias de interesse geralmente
concentram-se em Orgdo especializados. Alguns exemplos de especificidade podem ser
encontrados em diversas espécies de plantas medicinais, dentre alguns trabalhos cientificos
pode se observado que a producao de flavonodides, de maneira geral, estdo mais
concentrados na parte aérea das plantas estudadas. A pilocarpina (alcaldides) pode se
extraida do jaborandi (Pilocarpus pennatifolius Lem.) em folhas jovens (COSTA, 2005).

O alecrim (Rosmarinus officinalis), por exemplo, possui o seu maior teor
de oleo essencial apos a floragdo, e na camomila (Matricaria recutita) o composto
camazuleno, entre outras substancias, ¢ encontrado nas flores plenamente abertas
(RODRIGUES, 2004). Conhecer a planta, bem como a parte do vegetal onde se
armazenam as substancias, ¢ muito importante na determinagdo do periodo de colheita para
que se possa estabelecer o momento ideal de concentragao dos principios ativos. A idade
da planta ¢ a fase de desenvolvimento podem determinar a maxima concentracao destas
moléculas de interesse, principalmente quando se trata de plantas de habito perene ou anual
de ciclo longo. Nas anuais ¢ necessario alcancar maior maturidade para que sejam colhidas
suas folhas e casca, geralmente ao fim do ciclo anual, ou antes da floracdo. Nos arbustos,
as cascas sao retiradas no outono e nas arvores na chegada da primavera (RODRIGUES,
2004). Ha possibilidade de que em determinados periodos do ano ocorra maior acimulo de
principios ativos, o que se deve a fatores genéticos e fisiologicos da planta em resposta a

diferentes ambientes de cultivo.
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Resultados obtidos por Macrae e Tower (1984), indicam um teor de
cumarina duas vezes maior em folhas maduras quando comparado com as folhas mais
jovens de chambd (Justicia pectoralis Jacq., var. stienothylla Leon). Foi observado
também por Pereira (1997) o elevado teor de cumarina em folhas de guaco (Mikania
glomerata) quando colhida no més de janeiro na regido de Ribeirdo Preto, época essa
caracterizada por uma intensa emissdo de folhas, as quais sintetizam uma grande
quantidade de cumarina. As técnicas de cultivo podem auxiliar na defini¢cao da época ideal
de colheita, buscando aumentar a producao de biomassa por area sem afetar negativamente
o potencial terapéutico da planta (CASTRO et al., 2004; COSTA et al., 2007).

Radunz et al. (2012) observaram que a época de colheita influenciou
significativamente na quantidade de cumarina extraida das folhas de guaco. A idade das
folhas na planta pode ter influenciado nesta variagdo, pois segundo Pereira et al., (2000),
ocorre maior teor de cumarina em folhas novas, proximas ao apice do ramo. A espécie M.
glomerata tem a sintese de cumarina na regido do tecido meristematico, sendo entdao
translocada para outras partes da planta (SOUZA, 2006; RADUNZ et al., 2012; QUIROZ
et al., 2014). As coletas consecutivas podem favorecer o desenvolvimento de folhas novas,
contribuindo assim para o aumento no teor de cumarina ao longo das consecutivas
colheitas. A idade da planta para a colheita ¢ fundamental para o alcance de maior
producdo de matéria-prima vegetal de qualidade. Nessa perspectiva, o desenvolvimento de
estudos que compreendam os efeitos da colheita nas diferentes idades da planta quanto a
producdo do teor do principio ativo no cultivo. No caso da M. laevigata ¢ importante a
aplicacdo de técnicas culturais que privilegie a espécie ¢ suas exigéncias bioldgicas,
relacionando a producao de biomassa da planta e o teor de cumarina, de forma a se obter
informagdes sobre o comportamento destas plantas em relacdo a possiveis alteragdes

resultantes de fatores ambientais.

3.3 Cumarinas

Para Freitas et al. (2004), a biossintese dos metabolitos secundarios em
plantas medicinais e aromaticas depende de diversos fatores internos e externos da planta,

sendo necessario avaliar as influéncias e variagdes nas concentragdes destes principios
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ativos. A cumarina ¢ presente na composicao quimica de diversas espécies vegetais
inclusive na familia Asteraceae, dentre elas 1,2-benzopirona descrita como um dos
principais componentes responsaveis por atividades terapéuticas e de uso farmacéutico, e ¢
utilizado como marcador quimico da M. glomerata Sprengel e M. laevigata Shultz Bip. Ex.
Baker (BRASIL, 2005). As cumarinas s3o derivadas do 4cido cindmico por ciclizagdo da
cadeia lateral de uma classe de anticoagulantes com o nucleo basico da 4-hidroxi-
cumarina, (figura 2). Radunesz et al., (2012), mencionam estudos recentes de algumas
cumarinas de origem vegetal com atividade anti-HIV e cita os calanolideos A e B, isolados
das folhas de uma arvore de floresta tropical, Calophyllum lanigenum Miq. var.
austrocoriaceum, pertencente a familia Clusiaceae, na Malasia.

A confusdo na identificacdo entre os exemplares de Mikanias, por tratar
de espécies proximas, principalmente porque pode apresentar uma variagdo na forma das
folhas, havendo uma ampla diversidade nos aspectos fitométricos, producdo de biomassa
foliar,e cumarina, (SILVA JUNIOR, 2015). O erro de identificagao baseou-se na confusao
da morfologia foliar entre as duas espécies, consequentemente designando a substancia
majoritaria da cumarina para ambas. Assim, concluiu-se que M. laevigata era sucedanea da
M. glomerata. O teor de cumarina de uma planta ¢ muito variavel e depende da espécie
cultivada e do 6rgdo estudado, sendo que as substancias produzidas pelas plantas estao
relacionadas diretamente com a fotossintese realizada por cada uma delas. Segundo
Czelusniak et al., (2012), em geral, no guaco os maiores teores deste metabdlito sdao
observados em folhas jovens (5,20 mg g™ de matéria seca), seguidos por flores (1,04 mg g~
' de matéria seca), caules (1,05 mg g de matéria seca) e raizes (0,11 mg g de matéria
seca). As maiores concentracdes de cumarina foram observadas perto da gema apical, nas
folhas, indicando os tecidos meristematicos como locais de sintese. Santos e Martins
(2007), destacam a localizacdo geografica, fatores edéficos, disponibilidade de nutrientes
na area de cultivo, poluicdo ambiental, altitude, estdgio de desenvolvimento, estacdo do
ano, calor e umidade como condigdes que afetam o teor desses constituintes, fazendo com
que, muitas vezes, uma determinada substancia ou classe de substancias se acumule em
maior ou menor quantidade. Registraram-se valores altos também em partes superiores da
planta, o que indica a relagdo com o crescimento e processo de desenvolvimento da planta
(CASTRO et al., 2006). A origem de todos os metabolitos secundarios dos vegetais deriva
do metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais, o acido chiquimico e o

acetato (PEREIRA e CARDOSO, 2012).
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PAL.: fenilalanina amonialiase
C2’H : cinamato 2’-hidroxilase

Apb6s a colheita se inicia um processo de degradacdo enzimatica
provocado pelo excesso de umidade presente, o que pode levar a perda dos principios
ativos, além de possibilitar o desenvolvimento de fungos (REIS et al., 2007). As enzimas

sdo moléculas que pertencem a classe de substancias denominadas “cataliticas”, ou seja,

Figura 2. Rota biossintética da cumarina em vegetais superiores (ALMEIDA, 2015).
influenciam a velocidade de uma reagdo quimica dentro do orgao vegetal, podendo

promover alteragdes quimicas na planta (HERTWIG, 1986). Algumas enzimas tornam-se
inativas em temperatura de secagem a partir de 50 °C, outras somente aos 60 °C, porém
nas plantas aromaticas este processo ¢ diferente, pois temperaturas acima de 40 °C podem
iniciar um processo de perda alguns componentes quimicos sensiveis a alta temperaturas
As folhas em geral, na sua constituicdo, apresentam cuticula lisa com grupos de células
lignificadas e tricomas tectores que revestem a epiderme, desempenhando uma acdo de
prote¢do mecanica e evitando transpiracdes excessivas, dificultando assim a saida da agua
no processo de secagem.

O ideal é minimizar o tempo entre os processos de colheita e secagem. E
fundamental para manuten¢do e integridade maxima dos principios ativos, pois a cada
minuto que passa, ocorre perda de qualidade, pois as enzimas estardo em atividade

alterando as moléculas dos principios ativos e aromaticos (FARIAS, 2004). O
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conhecimento sobre a dinamica do cultivo de plantas medicinais deve ser tratado com
bastante aten¢do pois ndo pode ser considerado apenas como um conhecimento de povos
ou tradi¢do. Diversos estudos comprovam a eficiéncia farmacologicas dessas plantas em
geral, no entanto ndo basta cultiva-las sem que haja um conhecimento prévio sobre os
metabolitos secundarios da espécie, os efeitos e a biossintese, além dos fatores que podem
influenciar no aciumulo ou redugdo destes componentes na planta (GOBBO-NETO e
LOPES, 2007). E importante que estudos sobre o cultivo da M. laevigata englobe os
principais pontos referentes a fatores intrinsecos da planta (por exemplo, idade da planta,
rendimento de biomassa e o teor de metabolitos secundario) e relaciona-los ao meio de

cultivo a ser adaptado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

Para realizagdo dos experimentos, foram utilizadas espécimes de
Mikania. laevigata, cedidas pelo Prof. Dr. Pedro Melillo de Magalhaes do CPQBA —
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas da Unicamp
(Paulinia, SP). A matriz da espécie foi identificada no CPQBA, e depositada na
Universidade de Campinas Herbario no nimero (UEC) 102046.

4.2 Produciao das mudas

As mudas de guaco foram preparadas no més setembro de 2014, a partir
de estacas retiradas da parte mediana dos ramos das plantas matrizes e possuiam 12,0 cm
de comprimento e dois nos na parte superior da estaca, com um par de folhas cortadas pela
metade na parte superior. As mudas foram cultivadas em tubetes do tipo cilindro-conico e

pequenos, preenchidos com substrato Carolina Soil®, sendo enterrados 1/3 da estaca. Os
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tubetes foram devidamente acomodados em bandejas contendo 176 células e dispostos em
bancadas em casa de vegetagao.

A irrigagdo foi efetuada automaticamente mediante sistema do tipo
nebulizador com o objetivo de manter a umidade do ar entre 50 ¢ 60%. Todas as mudas
foram adubadas com fertilizante inorganico N-P-K (10-10-10) em peletes, a fim de diluir
(ANDRIAO, 2010). As mudas foram mantidas em casa de vegetacdo coberta com sombrite

por 90 dias aproximadamente e transferidas para o campo.

4.3 Caracterizacio da area experimental

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental Lageado da
Faculdade de Ciéncias Agronomica, FCA/UNESP, situada a 22° 51 55” S e 48° 26’ 22”
0, a 810 m de altitude. O clima do municipio de Botucatu-SP ¢ do tipo mesotérmico, Cwa,
ou seja, subtropical imido com estiagem no periodo de inverno e com chuvas de novembro
a abril sendo a precipitagdo media anual do municipio de 1.433 mm, (CUNHA et al.,
2005). A umidade relativa do ar ¢ de 71 %, com temperatura média anual de 19,3°C
(CUNHA e MARTINS, 2009). O solo da regido ¢ classificado como Nitossolo Vermelho,
segundo os critérios do Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (EMBRAPA, 2013).

O experimento foi implantado em campo no dia 20 de janeiro de 2015,
adotando-se o espacamento de 1,0m x 2,5 m, (figura 3). As estacas utilizadas na formacao
das mudas foram provenientes de matrizes cultivadas pelo CQBA — Unicamp, em Paulinia
/SP. Foi adotado o sistema de irrigacao por gotejamento, com turno de rega de dois dias.
Cada canteiro possuia um sistema de irrigacao localizado por gotejamento com emissores

autocompensantes espacados em 50 cm de vazdes de 3 L h'/me mangueiras de 16 mm.
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Figura 3. Area de cultivo, pomar, FCA. (A), Google Earth ,outubro, 2014. ;Vista parcial
da area experimental, Botucatu-SP. (B), novembro, 2014.

Anteriormente a implantagdo do experimento foram coletadas amostras
do solo, segundo critérios descritos no Boletim 100 (1997). As amostras foram conduzidas
ao Laboratorio de Fertilidade de Solo do Departamento de Solos € Recursos Ambientais da

Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Botucatu - Sdo Paulo (tabelal).

Tabela 1. Resultado da analise quimica inicial do solo da area experimental, na

profundidade de 0-20 cm, Botucatu-SP, 2014.

Amostra
(cm) pH M.O. Presina H+Al K Ca Mg SB CTC V% S

CaCl, gdm”® mgdm”® ---—--—--—---—- mmol. dm™ mg dm™

0-20 4,7 40 8 42 47 19 9 32 75 43 --

Fonte: Laboratorio de Fertilidade do Solo. DCS-FCA.
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Tabela 2. Resultado da analise quimica do solo (micronutrientes) da area experimental, na

profundidade de 0-20 cm, Botucatu-SP, 2015.

Amostra B Cu Fe Mn Zn
(cm) ——————————————————————— mg dm'3 ——————————————————————
0-20 0,20 7,3 52 12,1 1,3

Fonte: Laboratorio de Fertilidade do Solo. DCS-FCA.

Os dados meteoroldgicos referentes ao periodo de conducdo do

experimento (2015) foram fornecidos pelo Departamento de Solos e Recursos Ambientais

da FCA/UNESP — Botucatu, sendo que as temperaturas maximas, minimas ¢ médias e

volume pluviométrico, figura 4.
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Figura 4. Valores médios de temperaturas maximas, médias e minimas e volume
pluviométrico do periodo de Janeiro a dezembro de 2015, referente ao municipio de

Botucatu, SP. 2015.
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4.4 Adubacio de plantio

A correcao do solo foi realizada com a aplicacao de calcario agricola de
modo a elevar a saturagdo por bases. A calagem de plantio foi realizada com base na
analise de solo e de acordo com as recomendagdes de calagem para o Estado de Sao Paulo,
(RAIJ et al., 1996). A adubagdo de cobertura foi dividida em dois momentos do
desenvolvimento vegetativo das plantas, 20 dias antes do transplantio e quatro meses apos
o transplantio das mudas, seguindo recomendagdo de adubag¢do organica para a

necessidade da cultura, (tabela 3) (CORREA JUNIOR et al., 2008).

Tabela 3. Teor de matéria organica do solo para recomendagdo de adubagao.

Tipo de adubos Quantidade a ser aplicada em fun¢do do teor de

matéria organica ( t/ha)

Baixo Médio Alto
Humus e aves poedeiras 30 20 15
Composto, esterco  bovino, | 50 40 30

equino, cama de aviario e

outros.

Fonte: Corréa Junior et al., (2008).

Foi realizada a analise do material organico utilizado na adubagao de
plantio (tabela 4), realizada 15 dias antes ao plantio, sendo a amostra levada ao laboratério
de fertilidade de solo do Departamento de Solo ¢ Recursos Ambientais da Faculdade de

Ciéncia Agrondmicas de Botucatu (FCA/UNESP).
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Tabela 4. Resultado de andlise de material organico. Composto Provaso® UNESP/FCA,
2015.

N P205 K20 Ca Mg S U-65°C MO C

*porcentagem ao natural

Amostra 0,7 0,7 0,2 2,1 02 0,2 30 19 11
Provaso® Na B Cu Fe Mn Zn C/N  Ph
* mg/kg ao natural ao natural

854 75 62 7525 368 274 161 6,7

*teores totais
Fonte: laboratorio de fertilidade de solo do Departamento de Solos € Recursos Ambientais
da FCA/UNESP, 2015.

Com base na andlise quimica do solo, foi realizada no dia 10 de janeiro
de 2015 a adubagdo de plantio, incorporando ao solo 40 t ha”do composto organico
Provaso®. Posteriormente as plantas foram adubadas com torta de mamona 1 kg/por
planta, e como cobertura de solo foi utilizado palha de arroz na proporcao de 2 kg/ por

planta.

4.5 Instalacio e delineamento experimental

O transplantio ocorreu no dia 20 de janeiro de 2015 o cultivo do guaco
foi conduzido em espaldeira de trés fios de arame liso. A planta cresce se enrolando no
sentido horario de quem a vé de baixo para cima (CORREA JUNIOR et al., 2011). Os
arames foram presos a mourdes de eucalipto tratado, bem fixados na terra, distanciados por
7,0 m cada, com trés fios de arame e esticadores. Para guiar o desenvolvimento das mudas
foram utilizados bambus no sentido transversal aos arames das espaldeiras. O espacamento
entre as foi de 1,0 m entre as plantas € 2,5 m entre as linhas. A densidade de plantas foi de
4000 planta por hectare.

O delineamento experimental baseou-se em seis plantas Uteis por parcela,
com oito repeticdes € composto por trés tratamentos (3 x 8), figura 6. Os tratamentos foram

em idades de colheita das plantas (aos sete, nove, e onze meses apds o transplantio).
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Visando obter homogeneidade das parcelas dentro dos blocos devido ao desnivelamento da
area experimental, adotou-se o delineamento em blocos casualizados (DBC), totalizando
24 parcelas. A area total ¢ de 625 m”. Ao longo de toda a borda do experimento foi
implantada uma linha de plantas (bordadura), as quais ndo foram consideradas para coleta

de dados.

v
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Figura 5. Disposicdo e delineamento do experimento. Botucatu, 2015.
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4.6 Controle de insetos, doencas e plantas invasoras

Durante a conducdo das plantas foram realizadas vistorias de modo a
identificar a ocorréncia de fitoparasitas. Nao houve a necessidade de controle de nenhuma
das espécie de fitopasitas observadas.

A ocorréncia de antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) foi
irregular, somente em algumas plantas suscetiveis, ndo afetando todas as plantas de uma
mesma linha. Para o controle de plantas invasoras foram realizadas rogagens nas
entrelinhas e capinas nas linhas de cultivo. Vale salientar que foi feita a capina manual

proxima a regido do colo das plantas.

4.7 Secagem das folhas e determinac¢ao do teor de cumarina

A andlise do teor de cumarina foi realizada no Departamento de Biologia
vegetal, Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), sob orientagdo da Professora Dra.
Alexandra Christine Helena Frankland Sawaya. As folhas colhidas e selecionadas foram
submetidas a secagem em estufa ventilada a 40 °C por dois dias e armazenadas em freezer
até o momento das analises quimicas. Apds a secagem, o material vegetal foi macerado
em nitrogénio liquido. Para quantificar o teor de cumarina foi preparado o extrato fluido
das folhas seguindo a metodologia recomendada pela Farmacopéia Brasileira (2010), em
alcool/agua (2:1). Visando uma maior credibilidade dos resultados fitoquimicos, o teor de
cumarina foi analisado em um tunico periodo com a mesma curva padrao para todos os
tratamentos. As amostras foram feitas em triplicatas.

Foi utilizado o Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia-UPLC®
(Acquity da Waters) com uma coluna C18 (BEH Acquity Waters, 1,7um x 2,Imm x
50mm) com temperatura do forno em 30°C. A elui¢do foi feita por gradiente com fluxo de
200 pL/min, utilizando como fase movel A dgua purificada (Milli-Q) com 0,1% de 4cido
formico e como fase movel B acetonitrila (grau cromatografico), de acordo com o sistema
de gradiente mostrado na Tabela 4. Sendo injetado 2 pL de cada amostra armazenada no

auto injetor do equipamento a 20 °C.



Tabela 5. Gradiente para analise cromatografica.

% eluente A (agua

% eluente B

Tempo (min) urificada com 0,1 % o e
b b de acido formico) (acetonitrila)
Inicio 90 10
4,00 75 25
8,00 0 100
8,50 0 100
8,51 90 10
10,00 90 10
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A detecgdo foi feita por um espectrometro de massas triplo-quadrupolar

(TQD Acquity da Waters) com fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI), realizando
varredura em modo positivo € modo negativo nas seguintes condi¢des: capilar de £ 3000

V, cone de + 35 V, extrator de 1,0 V, temperatura da fonte de 150 °C e temperatura de

dessolvatacao de 300 °C. Aliquotas dos extratos hidroalcodlicos sdo diluidas na proporcao

extrato: agua 1:2 (v/v).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacoes da biomassa produzida

Nas condigdes experimentais houve diferenca significativa entre as
diferentes idades das plantas avaliadas. A produtividade das folhas de M. laevigata em
diferentes idades da planta, aos sete, nove e onze meses resultou em 0,98; 2,47; 7,46 t ha 1
respectivamente de matéria fresca total (tabela 6).

A produtividade aos onze meses se destacou por apresentar um periodo
maior de cultivo, relacionada com a disponibilidade de radiagdo solar (CASTRO et al,
2006). Os processos fisiologicos estabelecem a capacidade para a captura da energia solar
e a sintese de produtos necessarios para sustentar o desenvolvimento da estrutura das
plantas, maior ou menor capacidade de captura da radiagdo estd prioritariamente
relacionada a area foliar ¢ a capacidade fotossintética.

A temperatura média do ar e a radiagdo solar interceptada pela planta sao
duas varidveis meteoroldgicas de entrada que tém sido empregadas em modelos para
estimar o desenvolvimento e o crescimento (MARCELIS et al.,1998). A idade da planta no

campo permite um periodo de assimilacdo maior ou menor pela planta.
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Tabela 6. Efeito da idade de colheita sobre a produtividade de M. laevigata. Matéria
fresca das folhas: (MFF/ 6 plantas/ kg); Matéria fresca do caule: (MFC/ 6 plantas/ kg);
Matéria fresca total: (MFT/ 6 plantas/ kg); Produtividade de matéria fresca total: (PFT/ 6
plantas/ t ha™); Produtividade de matéria fresca das folhas: (PFF/ 6 plantas/ t ha™)
Produtividade de matéria fresca do caule: (PFC/ 6 plantas/ t ha™); Matéria seca das folhas:
(MSF/ 6 plantas/ kg); Produtividade de matéria seca das folhas: (PSF/ 6 plantas/ t ha™),
Botucatu, 2015.

Colheita do guaco

MFT MFF MSF PFT PFF PSF

Variaveis (kg) (kg) (kg) (Tha') (Tha') (Tha')
7 meses 147C 08C 015B 098C 0,57C 0,10B
9 meses 371B. 223B 0,34B 247B  148B 0,22B
11 meses 11,L1I9A 598A 145A 746 A 399A 096A
Coeficiente de
variagio (%) 10,88 17,18 30,00 10,89 17,15 29,97
DMS 1,71 1,49 0,55 1,14 0,99 0,37

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo se diferem entre si pelo Teste Tukey p

<0,05.

A produtividade total de matéria seca das folhas de M. laevigata foi de
0,10; 0,22 € 0,96 t ha™ aos 7, 9 e 11 meses, respectivamente. Matsushita et al. (2015) em
seu recente trabalho onde estudou a producao e comercializagdo na regido sul do Parana
com produtores familiares no cultivo do M. laevigata, identificou a produgao no sistema
cultivado de 500 g/planta de folha seca no 1° ano, alcancando uma produtividade de 1650
kg /ha no primeiro ano de cultivo. Os resultados obtidos neste trabalho foram inferiores ao
encontrado na literatura, fatores como pouca idade da planta, espacamento, adubagao e
clima podem ter contribuido por ndo ter alcangado a produtividade referenciada. Em
estudo realizado por Pereira et al., (2000) para espécie M. glomerata, no inverno verificou-
se maior rendimento de cumarina em guaco. O maior teor registrado ocorreu no més de
julho e o menor em abril, com incremento quase linear entre esses periodos. Os autores
afirmam que o maior rendimento de cumarina no més de julho se daria pelo fato de neste

periodo, na regido Ribeirdo Preto-SP, a temperatura ter sido baixa e de ndo ter tido
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ocorréncia de chuvas. Condigdes semelhantes a estas foram encontradas na regido de
Vigosa-MG, onde foram feitos experimentos de cultivo e colheita do guaco por Gobbo-
Neto e Lopes (2007), que relatam condigdoes de producdo e idade da planta na colheita
como fatores que influenciaram a distribui¢do de metabolitos secundarios no guaco. No
mesmo periodo na regido de Botucatu/2015 a temperatura média do inverno de 20°C foi
considerada acima do estimado quando comparado aos outros anos que a média chegou a
18°C em 2013/2014.

A produtividade da matéria vegetal fresca total aos 11 meses de idade da
M. laevigata chegou a 7,46 t/ha. Conforme aumenta a idade das plantas, observa-se um
maior acumulo de biomassa, quando cultivado em regides e condi¢des favoraveis para
otimiza¢do do seu desempenho. Resultados obtidos por Santos et al., (2012), registraram a
producdo de 20,568t/ha de matéria fresca total (folhas e caule) aos 15 e 17 meses de idade.
Em contrapartida, estudos realizados por Lima et al. (2003) e Montanari Jr. (1999), ao
avaliarem a produtividade em funcdo da idade das plantas no momento da colheita,
obtiveram a producao de 12,5 t/ha de matéria fresca aos 16 meses de cultivo.

O fotoperiodo, a temperatura, as correcdes do solo, aliados a irrigagao em
periodos de baixa disponibilidade hidrica podem contribuido de forma positiva para
acimulo da producdo de biomassa total, sendo observada em caracteristicas associadas ao
crescimento € niimero de ramos, como por exemplo.

De fato a plasticidade adaptativa das espécies vegetais a radiacao solar,
temperatura, solo e disponibilidade de nutrientes contribuem para variagdo de producao de
biomassa podendo verificar alteragdes dessa produtividade em diferentes idades de

assimilacdo da planta.

5.2 Avaliacao do teor de cumarina

O perfil cromatografico do extrato hidroalcodlico de guaco foi
semelhante para todas as amostras analisadas identificando a cumarina no tempo de
retengdo (tr) proximo a 5.2 minutos (Figura 6). A auséncia de picos interferentes
demonstrou a eficacia do método sendo a seguranca dos resultados garantida através da

linearidade da curva de calibragdo, (r = 0,99). A umbeliferona e o acido p-cumarico
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estavam abaixo do limite de quantificacdo de 1 ug/ml em solug¢do. Através da area dos pico
(figura 7) e a curva de calibragdo da cumarina (figura 8), umbeliferona (figura 9), acido p-
cumarico (figura 10), acido o-cumarico (figura 11) e do acido grandiflorico (figura 12), foi

possivel calcular a concentragdo de cumarina nos tratamento de 7 , 9 ¢ 11 meses de idade

da M.laevigata.
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Figura 6. Cromatograma da amostra aos sete meses idade da Mikania laevigata, modo
positivo (A) e modo negativo (B). Tempo de retengdo dos principais analitos observados.
UNICAMP, Campinas, SP, 2016.
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Figura 7. Cromatografico selecionado da M. laevigata aos sete meses de idade, contendo a
representacdo de area dos principais analitos observados, (A) Cumarina, (B) Umbeliferona,
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(C) Acido p-cumarico; Acido o-cumarico, (D) Acido grandiflérico, (E) Acido clorogénico,
(F) Acido dicafeoilquimico. UNICAMP, Campinas, SP, 2016.
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Figura 8. Curva de calibragao para Cumarina. Extrato de M. laevigata. Unicamp.
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Figura 10. Curva de calibracao para acido p- cumarico. Extrato de M. laevigata. Unicamp.
Campinas. 2016.
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Figura 11. Curva de calibragdo para acido o-cumarico. Extrato de M. laevigata. Unicamp.
Campinas. 2016.
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Figura 12. Curva de calibragdo para acido grandiflorico. Extrato de M. laevigata.
Unicamp. Campinas. 2016.

Tabela 7. O teor de cumarina contido em 1,0 g de folhas secas de M. laevigata em
diferentes idades da planta. Botucatu, 2015.

Teor de Cumarina

Ac. o- Ac. Ac. Ac.
Cumarina cumarico grandiflérico clorogénico dicafeoilquinico

Compostos (mg/g)  (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)

7 meses 40,49 a 18,66 a 9,25a 6,35 a 18,39 a

9 meses 31,02 a 18,17 a 5,66 b 4,59 a 13,59 a

11 meses 30,88 a 18,37 a 5,04 b 5,11a 15,44 a

Coeficiente de

variacio (%) 21,91 26,36 30,24 28,26 39,52
DMS 9,79 6,35 2,63 1,98 8,18

Me¢édias seguidas pela mesma letra na linha ndo se diferem entre si pelo Teste Tukey p <
0,05.

Houve apenas diferenca significativa do acido grandiflérico nas folhas
secas aos sete meses de idade 9,25 mg/g, do qual foi superior aos demais, que ndo
diferiram entre si, pelo teste tukey a 5% de probabilidade. No extrato do guaco encontra-se
acido grandiflorico associado com outros compostos, estudos descrevem como responsavel

pela atividade antibidtica e antimicrobiana (SANTOS, 2005; SOARES et al., 2006).
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O estudo de fatores que influenciam variagdes na producdo de
metabolitos secundarios de interesse ¢ uma preocupagdo constante em trabalhos realizados
com plantas medicinais, pois o conhecimento gerado pode maximizar a produgdo dos
principios ativos, melhorando a qualidade das drogas, sem, no entanto, acarretar em custos
adicionais ao processo produtivo.

A idade das folhas de guaco de fato pode influenciar no teor de cumarina,
pois, segundo Pereira et al. (2000), foi observado o maior teor de cumarina em folhas
novas, proximo ao dpice do ramo. Ha possibilidades de que, em determinados periodos do
ano ¢ em diferentes regides, ocorra maior acumulo de principios ativos, o que pode ser
devido a fatores genéticos e fisiologicos, variando o teor de cumarina ao longo do
crescimento da planta. Provavelmente a espécie M. laevigata tem mais habilidade em
produzir cumarina no apice e, entdo, translocar a outras partes da planta (Castro et al.,
2006). A biossintese da cumarina esta diretamente ligada ao metabolismo da glicose via
dois intermediarios principais: o acido chimico € precursor de taninos, ou seja compostos
que tem em comum a presenca de um anel aromatico na sua constituigado. (DEWICK
2002; LEITE, 2008). A partir desse conceito pode-se afirmar que a influéncia no
metabolismo primdrio na biossintese da cumarina as quais estdo diretamente envolvidas
nos mecanismos que permitem a adequagao de cultivo a seu meio. Segundo Bolina et al.,
(2009) espécie nao domesticadas pode se comportar em diferentes maneiras conforme o
ambiente onde esta sendo cultivada ou seja respondendo nas diversas caracteristicas
morfologia, teor de principio e biomassa vegetal produzida.

No atual trabalho mesmo ndo havendo diferenga estatistica no teor de
cumarina nas diferentes idades do guaco avaliada, ¢ possivel observar os resultados
numericamente proximos, o qual corroboraria com trabalhos que demonstram o teor de
cumarina elevado para folhas jovem de guaco (PEREIRA et al., 2000; CASTRO, 2002;
CASTRO et al.,, 2006). Ainda assim, considerando as influéncias genéticas, fisioldgicas e
fatores ambientais na producao dos metabolitos secundarios, ¢ importante realizar estudos
para avaliar o teor dos extratos, apresentando possiveis diferengas de composi¢do quimica
com o intuito de aumenta potencial produtivo da biomassa e do composto de uso
terapéutico dos mesmos, além de estudos de otimizacdo de condi¢cdes de cultivo em

diferentes regides.
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5.3 Teor de Cumarina X Biomassa

A partir dos resultados obtido da biomassa e o teor de cumarina, ¢
possivel afirmar que aos 11 meses de idade a planta de guaco obteve maior produtividade

em relacdo ao teor de cumarina x biomassa produzida, (tabela 8 ).

Tabela 8. Teor de cumarina x biomassa produzida nas diferentes idade do guaco.

Idade da M.laevigata Cumarina x Biomassa (kg/
parcela)
7 meses 0, 0061* ¢
9 meses 0,0105*b
11meses 0, 0446* a
Coeficiente de variacao (%) 25,95

* Valores obtidos da média da matéria seca das folhas e o teor de cumarina
Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo se diferem entre si pelo Teste Tukey p <
0,05.

Atualmente a industria tem bastante interesse pelas folhas secas do guaco
(Matsushita et al., 2015), sendo o principal produto de comercializagao para extragcdo da
cumarina. Este trabalho corrobora para estudos que afirmam a producao de biomassa aos
11 meses de idade do guaco a partir do transplantio, bem como ressaltar a otimizagdo do
teor de guaco. Os resultados demonstram que as colheitas do guaco aos 11 meses de idade
favorecem maior rendimento de biomassa e teor de cumarina quando comparado as idades

de 7 e 9 meses de idade da planta.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em geral, com base nos resultados encontrados pode-se afirmar que os
materiais estudados apresentam bom desenvolvimento nas condigdes de cultivo de
Botucatu —SP.

O Municipio de Botucatu ja registrou anteriormente um niimero maior de
produtores de plantas medicinais, inclusive de M. glomerata, porém os agricultores
encontraram dificuldades no seu cultivo, principalmente em decorréncia de doencas e
pragas, sendo estes os principais entraves para exploracdo econdmica desta espécie
medicinal na regiado.

Atualmente M. laevigata vem sendo explorada por poucos produtores no
municipio. O uso da espécie adequada para exploragdo econdmica nas diferentes regioes
produtoras pode ser utilizada como uma ferramenta de grande importancia para alavancar a
uma maior produ¢do por area e consequentemente elevar os numeros referentes ao cultivo
no Estado.

Com isso, o cultivo de M. laevigata, na regido de Botucatu torna-se uma
op¢do promissora para os agricultores, a partir dos resultados observados ¢ possivel
determinar o cultivo da espécie na regido, tendo em visto o acumulo de biomassa
progressivo o decorrer da idade da planta no campo e a baixa procedéncia de doencas e
pragas durante o cultivo, favorecendo a produg¢do do teor de cumarina sendo o seu

principal componente majoritario.
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7 CONCLUSOES

Aos onze meses de idade apds o transplantio obteve-se um maior
rendimento da biomassa quando comparada aos sete ¢ nove meses de idade da planta,
sendo aconselhdvel fazer uma colheita mais tardia, para obten¢ao de maior produtividade.

O maior rendimento do teor de cumarina foi obtido aos 11 meses de
idade, a colheita tardia possibilitou o melhor resultado para o rendimento extrativo de
cumarina em folhas secas.

Recomenda-se a realizacao de outros estudos para verificar se a melhor
idade para a colheita de guaco seria em fases mais jovens, uma vez que o teor de cumarina

foi, numericamente, maior do que as fases mais avangadas.
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