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Prefacio

A Associacgdo Portuguesa de Horticultura (APH) tem o prazer de apresentar o volume 37
das Actas Portuguesas de Horticultura, que contém parte das comunicacgdes apresentadas
ao Il Coléquio Nacional de Plantas Aromaticas e Medicinais (CNPAM2022), sob a
forma de comunicagdes orais e em painéis.

A Associacdo Portuguesa de Horticultura (APH) em colaboracdo com a Escola Superior
Agréaria do Instituto Politécnico de Castelo Branco (IPCB-ESA) e o Centro de
Biotecnologia de Plantas da Beira Interior (CBPBI), realizou o 111 Coléquio Nacional
de Plantas Aromaticas e Medicinais (CNPAM2022), de 24 a 26 de marco de 2022, em
Castelo Branco, Portugal.

Na sequéncia das edicdes anteriores, em 1996 em Vilamoura e em 2007 no Parque
Nacional Peneda-Gerés, foi oportuna a atualizacdo e analise da evolucdo do setor que
envolve a producéo, selecdo, melhoramento, biotecnologia, transformacéo e utilizacédo
das PAM a nivel nacional e ibérico (resultado de constantes parcerias raianas) e cujo
aumento do conhecimento e de produtores tem sido notério no nosso Pais.

Este Coloquio juntou técnicos, investigadores, estudantes, produtores, industriais e
demais agentes da fileira, contribuindo para a atualizacdo de dados sobre o setor e a
partilha de conhecimentos sobre as potencialidades desta flora tdo diversificada e
extremamente rica que possuimos, para além, das condi¢des edafoclimaticas nacionais
que potenciam produtos de elevada qualidade.

A Associacdo Portuguesa de Horticultura e a Comissdo Organizadora deste Coloquio,
agradecem a disponibilidade e empenho dos membros da Comissdo Cientifica, dos
Moderadores de sesséo, dos Oradores convidados, dinamizadores de sessdes e dos autores
das comunicagOes, bem como, a presenca de todos os participantes.

Agradecem também as entidades e empresas que apoiaram este evento, em particular a
Escola Superior Agraria de Castelo Branco e aos Servicos Centrais do Instituto
Politécnico de Castelo Branco, que tornaram possivel a realizacdo deste Coloquio.

Bem haja!
Pela Comissdo Organizadora

Fernanda Delgado

Joana Domingues
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Sintese do 111 Coléquio Nacional de Plantas Aromaticas e Medicinais
(CNPAM22)

O CNPAMZ2022 decorreu na Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Castelo
Branco, nos dias 24 a 25 de mar¢o com a sua componente técnico/cientifica, seguido de
um Encontro de Produtores, no dia 26, com visitas a empresas do setor na regido: Ervas
da Zoé e Sementes Vivas.

O CNPAM22 teve a participagéo, nas diversas atividades, de cerca de 150 intervenientes,
desde produtores, empresarios, estudantes e investigadores de nacionalidades diversas
(portuguesa, espanhola, francesa, italiana, angolana, estoniana), tendo estes ultimos
apresentado cerca de 50 trabalhos cientificos sobre inovacao, uso terapéutico e medicinal
das Plantas Aromaticas e Medicinais (PAM) e outras aplicacBes desta flora tdo
diversificada e extremamente rica que existe em todo o pais. Da gastronomia, ao seu uso
como agentes de controlo natural de pragas na agricultura, a cosmética e a medicina,
foram inuUmeras as aplicaces e as potencialidades de valorizacdo das PAM.

Paralelamente a estas atividades decorreram workshops de provas e analise sensorial de
infusdes e chés, de perfumes, bem como provas gastronomicas de produtos com
utilizacdo deste tipo de plantas. As PAM sdo matéria-prima para as industrias alimentar,
nutracéutica e cosmética e estdo na origem de um comércio mundial multibilionario.

Das conclusdes das conferéncias apresentadas salientam-se:

- A importancia econémica crescente nos mercados nacional, europeu e internacional das
PAM, quer em produtos secos quer em produtos frescos.

- O valor da producéo priméaria das PAM na Europa esta estimado em 3 mil milhdes de
euros, mais do que duplicou face a 2019 (1,2 milhdes de euros). A pandemia veio
impulsionar a producéo e o consumo de PAM, tendo dado mais atencdo a satde e ao bem-
estar.

- A Europa produz 100 000 toneladas de PAM e importa 3 vezes esse volume, o
equivalente a 25% das importa¢6es mundiais de PAM.

- Em Portugal, a grande maioria da producéao baseia-se em material vegetal ndo autdctone,
sendo as sementes utilizadas praticamente todas produzidas fora do nosso territorio.

- 74% da area de producdo de PAM em Portugal esta certificada em Modo de Producéo
Bioldgico.

- O setor caracteriza-se por ter gente jovem e qualificada, porém, é necessaria maior
aposta na organizacdo e profissionalizacao da fileira de producao priméaria das PAM.

- A industria transformadora nacional trabalha essencialmente com matéria-prima
importada.

- As perspetivas do produtor sdo no futuro ter marca propria.

- A maioria do produto produzido é vendido ao intermediario/armazenista e para o
mercado nacional.
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- Os operadores da fileira, sdo constituidos pelos coletores de plantas na natureza, os
produtores agricolas, os operadores de destilacdo de 6leos essenciais

- Na parte industrial de utilizacdo de produtos a base de plantas predomina a industria
alimentar, a indUstria quimica trans-nacional e a industria de cosmeética.

- Relevéancia para a criacdo do Centro de Competéncias das PAM (CCPAM) e do seu
papel em prol do desenvolvimento e valorizacao desta fileira.

- Notavel trabalho que vem sendo realizado por varias entidades, sendo de realcar os
varios projetos que tém permitido obter informacao de elevada relevancia sobre as PAM,
incluindo um ndmero significativo de acessos existentes no BPGV (1267) dos quais a
grande maioria sao silvestres (890) e as restantes (282) variedades tradicionais.

- No que respeita ao uso das PAM em determinadas areas associadas, nomeadamente ao
turismo, a criacao de jardins produtivos sdo uma oportunidade Unica para valorizacdo do
setor.

- No que diz respeito a Inovacdo e Aplicacdes das PAM ficou patente os inUmeros
desafios empresariais, € a vitalidade, e empenho, de varias instituicbes nacionais na busca
de principios ativos de plantas aromaticas, medicinais e condimentares, com valor
acrescentado, e na otimizacdo e rentabilizacdo das suas propriedades.

- A terapéutica com PAM ¢ pratica corrente desde o inicio da existéncia da espécie
humana, muitos desafios ja foram concretizados, mas € um setor que envolve muitos
estudos e legislacdo para a correta e segura utilizacdo dos principios ativos de muitas
plantas que podem ser toxicas ou até mortais, consoante o principio ativo utilizado e a
sua dose.

- Uma das espécies que atualmente se encontra em muita expansdo € a Cannabis
medicinal pelo que, foram abordados vérios aspetos relacionados com a eficacia e
seguranca do uso de medicamentos, preparacdes e substancias a base de planta canabis.
Assim, estdo identificados mais de 100 canabindides da planta de Cannabis sativa, mas
no total esta planta possui mais de 500 componentes com efeito terapéutico. Em Portugal,
a legislacdo de 2018 permitiu pela primeira vez o0 uso medicamentos a base de canabis,
radicando na Convencdo Unica de 1961 das NacBes Unidas. Atualmente estdo
autorizados em Portugal dois medicamentos a base de canabinoides, além de uma
preparacdo a base de flor de canabis, licenca concedida a empresa Tilray.

Diversas foram as comunicages orais e em forma de poster versando diversas atividades
bioldgicas de varios extratos de plantas da flora portuguesa, evidenciando o potencial
medicinal dessas plantas.

Os trabalhos apresentados demonstram que varios extratos de plantas sdo seguros para
aplicacdo em produtos cosmeticos e farmacéuticos.

Foram apresentados 6 projetos de 1&D, a decorrer, a data, sendo 3 internacionais e 3
nacionais. Dos internacionais, dois sdo transfronteiricos, entre Portugal e Espanha e o
outro entre Espanha, Franca e Andorra. O principal objetivo destes projetos é:

Actas Portuguesas de Horticultura, n°37 (2022)
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- Contribuir para a fileira das PAM, promovendo a sua competitividade e
internacionalizagéo e, consequentemente o desenvolvimento territorial.

Este objetivo sera atingindo através de objetivos parciais, nomeadamente:
- Caracterizacdo, conservacao e valorizacdo dos recursos genéticos endogenos de PAM;
- Melhoramento das tecnologias de producdo de PAM;

- Transferéncia tecnoldgica de produtos de valor acrescentado, a base de PAM, na area
alimentar e cosmética;

- Promover e consolidar a colaboragdo entre instituicdes e valorizar as respetivas
sinergias;

- Promover um sistema de formacéo continua sobre producéo e transformacéo de PAM,
adaptada as regides e as necessidades dos atores da fileira de PAM.

No caso dos projetos nacionais foi também referida a importancia de os resultados obtidos
contribuirem para os objetivos gerais e especificos do CCPAM.

Esta partilha de conhecimento mostrou-se muito proveitosa, uma vez que muitas das
atividades destes projetos podem ser replicadas ou adaptadas a outras regides. E notoria
a preocupacdo generalizada pela divulgacéo de atividades e dos resultados ja alcancados,
muitos deles inovadores.

A maior parte destes projetos tem um sitio na Internet que esta em constante atualizacao.
Para o futuro, esta previsto a criacdo de plataformas para divulgacdo de resultados e
disponibilidade de materiais de divulgacdo, facilmente acessiveis ao utilizador.

A formacdo continua aos diferentes agentes da fileira de PAM, devera também ser
considerada e implementada em projetos transfronteiricos.

A riqueza de germoplasma de PAM na Peninsula Ibérica, deve ser preservada e
valorizada, pelo que projetos de regeneracdo de colecBes de germoplasma autdctone
deverdo também ser considerados, para além dos ja existentes.

As atividades do coloquio encerraram com uma mesa-redonda “Do conhecimento das
plantas as suas potencialidades” onde foi retratada a dimensao que atualmente se tem do
conhecimento das plantas, tendo sido referida a importéncia e oportunidade de gerar uma
economia circular no setor das PAM. O exemplo da MARTOS, empresa de produgéo de
madeira e pellets, que utiliza de forma eficiente todos os componentes das espécies
florestais, incluindo o material vegetal do eucalipto para producao de 6leos essenciais.

A Ervital, empresa pioneira na producdo de PAM, alertou para a necessidade de
conhecimento agronémico dos produtores que se instalam no setor. Os clientes querem
um produto com garantia de qualidade ao nivel da isencdo de contaminantes quimicos.

Até 1930 ndo existiam outros recursos farmacéuticos a ndo ser as plantas, mas também
nos ultimos 40 anos, cerca de 20% dos medicamentos tiveram origem em compostos
isolados de plantas usados como s.a. ou outras origens vegetais.
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Estudar a atividade farmacéutica, mas também os efeitos paralelos/adversos dos
componentes das PAM, plantas medicinais na satde, & importante e por isso, investigar
esta parte € da responsabilidade das universidades e unidades de investigacéo.

Todas as fases devem ser controladas quanto a qualidade, desde o cultivo até a
transformacéo, para garantir a qualidade dos medicamentos a base de plantas.

Eficacia, seguranca, anélise de beneficio-risco das PAM na medicina, passa também pela
validagdo do beneficio-risco para a salde do doente.

Na componente agricola destacou-se o papel importante das PAM para o equilibrio dos
ecossistemas, podendo também ser usados preparados a base de PAM como complemento
a métodos convencionais na protecao das plantas contra pragas e doencas.

No dia 26 de marc¢o, decorreu um encontro de Produtores, sessdes de demonstracao e
visitas a duas empresas da regido, a Ervas da Zoé, empresa de producdo de PAM em
modo de producdo bioldgica com estruturas de viveiro, campos de producgdo, secadores,
embalagem e produtos embalados de marca propria e, a empresa Sementes Vivas que
permitiu tomar contacto com as diferentes fases de producéo, selecédo, certificacdo e
armazenamento de sementes produzidas e destinadas a métodos de producéo bioldgico e
biodinamico.

Integrado nas atividades do projeto Coop4PAM e complementando o programa do 11l
Colbquio Nacional de Plantas Aromaticas e Medicinais (CNPAM2022), foi efetuada uma
sessdo de demonstracdo integrando um workshop de metodologias de construcdo de um
jardim de demonstracdo de PAM, formas de propagacdo, colheita, identificacdo e
distingdo das espécies, bem como no final foram disponibilizadas amostras das plantas
produzidas em embalagem executada no ambito do projeto Coop4PAM, por forma a
poderem avaliar a qualidade dos produtos produzidos e distinguirem as espécies. Na
Estufa de propagacdo foram demonstradas as técnicas de propagacdo seminal e
vegetativa, bem como as plantas obtidas por micropropagacao. Estes espagos encontram-
se na area envolvente do Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior, em Castelo
Branco.

Pela Comissdo Organizadora
Fernanda Delgado

Nélia Silva

Actas Portuguesas de Horticultura, n°37 (2022)
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SESSAO 1
FILEIRA DAS PLANTAS AROMATICAS, MEDICINAIS E
CONDIMENTARES
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Conferéncia 1: Novos desafios as Plantas Aromaticas e Medicinais
Ana Maria Barata (Banco Portugués de Germoplasma Vegetal, INIAV)

As Plantas Aromaticas e Medicinais (PAM) tém sido importantes recursos e
utilizadas sob varias formas, desde o inicio da Humanidade. Com base na informagéo
produzida pela World Health Organization, a maioria da populacdo mundial recorre a
medicina tradicional, especialmente nos paises emergentes e economias em
desenvolvimento, suportada no uso de PAM. No entanto, apesar de inimeras espécies
serem utilizadas, muito poucas séo cultivadas, recorrendo-se na maior parte das vezes a
sua recolecao.

As plantas medicinais e aromaticas (PAM) sdo matéria de um comércio mundial
multibilionario que fornece matéria-prima para as industrias alimentar, nutracéutica e
cosmeética. Globalmente estima-se que 60.000 espécies vegetais sejam usadas pelas suas
propriedades medicinais, nutricionais e aromaticas, e, anualmente, sdo comercializadas
mais de meio milhdo de toneladas de materiais dessas espécies (OMS, 2015)
internacionalmente, e, também, substanciais quantidades, ndo inventariadas ou
reconhecidas, sdo negociadas nos mercados nacionais e locais. Mais de 50% das plantas
sdo colhidas da natureza e a demanda por PAM tem vindo a aumentar em todo o0 mundo
(Traffic International, 2016). Existem mais de 70.000 espécies de plantas arométicas e
medicinais no Mundo. Cerca de 17.000 espécies estdo bem documentadas nos sistemas
tradicionais e nas farmacopeias. Globalmente s&o usadas para fins medicinais 50.000
espécies com flores e destas cerca de 3.000 espécies sdo negociadas internacionalmente,
sendo que 60 a 90% resultam da recoleta silvestre (RAO, 2016)

Tem-se assistido ao incremento de uma dindmica de investimento em torno de
fileiras emergentes, como é o caso da fileira das plantas aromaticas e medicinais. Este
fendbmeno surgiu com a implementacdo de projetos ou processos de desenvolvimento
territorial, dinamizados por diferentes atores do desenvolvimento local, que procuraram,
a partir dos recursos enddgenos, fomentar o desenvolvimento econémico local. A fileira
das PAM em Portugal cresceu exponencialmente nos ultimos anos, contudo, sdo muitos
os desafios que se colocam. A fileira é constituida por explorac6es agricolas com perfis
multiplos, em nimero de espécies e em conjunto com outros grupos de cultura, em zonas
de maior potencial agricola a exploracdes muito pequenas em zonas desfavorecidas.

Estudo revela que existem 599 exploracBes de producdo de plantas aromaticas
medicinais e condimentares em Portugal, com uma area média 1,7 ha/exploracéo, mais
de metade das quais certificadas em Modo de Producdo Biol6gico. As espécies ndo
autoctones e as plantas secas predominam, mas ha condi¢des para aumentar a oferta nos
segmentos dos 6leos essenciais, produtos de cosmética e produtos agroalimentares. Sobre
0 setor das plantas medicinais que inclui o maior numero de espécies (mais de 150
espécies sdo diferenciadas na PAC de 2019) poderéa ser um vetor a desenvolver.

O European Cooperative Programme for Genetic Resources (ECPGR), entendeu
a dindmica que se estava a desenrolar em torno das PAM e por isso criou em 2001 um
grupo de trabalho para este grupo de espécies. Portugal, tem participado no seio do grupo
enquanto coordenador e diretamente na dinamizagdo das PAM na Europa no quadro de
projetos de investigacdo e na documentacéo.

Portugal foi um precursor na promocao destes recursos naturais. A comunidade
cientifica ha muito que se dedica ao seu estudo nas mais diversas vertentes. O Il
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Coloquio Nacional de PAM a realizar de 24 a 26 de margo em Castelo Branco, surge
varios anos apods os dois primeiros, realizados em 26 a 29 marc¢o de 1996, em Vilamoura
e 28 e 29 de setembro de 2007 na Vila do Gerés em Terras de Bouro. Sendo o vetor do
conhecimento cientifico desenvolvido, os vetores da producédo e da inovacao estdo em
fases mais principiantes, até embrionarias se considerarmos a inovagao.

No entanto, desde os anos 2000 varios projetos e linhas de acdo tém sido
desenvolvidos. A titulo de exemplo, pelo elevado contributo que prestaram a esta fileira,
destacam-se a Estratégia de Eficiéncia Coletiva PROVERE, "Valorizacdo dos Recursos
Silvestres do Mediterraneo”, e o processo EPAM "Empreender na Fileira das
Aromaticas”, ainda que muitos outros projetos, da investigacdo a animacdo de fileira,
passando pelo marketing territorial ou pela promocgdo externa do setor, tenham sido
desenvolvidos em torno do tema, contribuindo decisivamente para a evolugédo da fileira.
Praticamente inexistente em 2007/2008, quando alguns desses processos emblematicos
se comecaram a desenhar, pode aferir-se que, existe atualmente, uma fileira de nivel
nacional, da qual se realga o dinamismo dos produtores, muitos destes recém-chegados
ao setor agricola. Segundo o IFAP, foram declaradas, em 2016, 394 candidaturas ao
pedido Unico (PU), com a inclusdo da cultura de plantas arométicas e medicinais,
correspondendo estas a 2.257,3 ha de cultivo.

Um dos principais desafios é transpor todo o conhecimento reunido para a
producdo e industria nacional e desenvolver conhecimento em areas onde a adaptacdo aos
territorios implica especificidades para a resolucdo de problemas. Outros setores
produtivos e econdmicos poderao ser atraidos e com isso sair beneficiado, por exemplo,
o0 setor das plantas medicinais da fileira. Outros desafios a vencer é a dinamizacéo da
organizacdo interprofissional a semelhanca de outros paises europeus; € a valorizacao do
produto nacional com uma rede de laboratérios que produzam analises que satisfacam o
mercado externo. O principal desafio é produzir com escala e valorizar o modo de
producdo bioldgico. Ha espago para o progresso, 0s passos terdo de ser sistematicos e
estratégicos para que a fileira ganhe maturidade e seja de facto um contributo na balanca
comercial do pais.
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Conferéncia 2: A importancia das PAM em jardins produtivos — A
geracao de valor em projetos turisticos

Graca Saraiva (Ervas Finas)

Quando pensamos em Plantas Aromaéticas e Medicinais pensamos em Jardins de
Biodiversidade com fins alimentares e medicinais. Implicito neste conceito esta o valor
cénico destes jardins que, com frequéncia, se assume como Unico valor destes jardins.

Hoje, face aos desafios de cumprimento dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel a nivel mundial, somos todos convidados a integrar nas nossas vidas a
preocupacdo na obtencdo de alimentos mais saudaveis e sustentaveis, cuidando da nossa
soberania alimentar para o presente e, essencialmente, para um futuro préximo. Torna-se
assim, natural acrescentar aos jardins ornamentais novos valores, ao mesmo tempo que
regeneramos e enriquecemos 0S espacos a VAarios niveis, rentabilizando recursos.
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Comparagcéo entre os valores das PAM: Inquérito INIAV-GPP vs INE*

Maria Socorro Rosariol* Ana Maria Barata?, Violeta Lopes?

!DSE-Gab. Planeamento, Politicas e Administracdo Geral-GPP, MA, Lishoa, Portugal; 2Banco
Portugués de Germoplasma Vegetal (BPGV), INIAV I.P., Braga, Portugal

Resumo

As plantas arométicas medicinais e condimentares (PAM) tém tido um
desenvolvimento relativamente evidente na ultima década, evidenciando a sua posi¢éo de
fileira.

Toda a informacdo existente, quer do INE, quer do CCPAM mostram essa
tendéncia quer no aumento significativo de areas quer no numero de agricultores
envolvidos.

Com base em duas fontes de informacéo, vai-se fazer uma comparacéo dos valores
encontrados no Inquérito feito pelo INIAV-GPP 2021 com os valores provenientes do
RA2019 do INE, para caracteristicas selecionadas e comparaveis.

Utilizou-se a Tipologia Comunitaria, para melhor perceber qual a evolucdo do
setor através dos coeficientes de valor producgdo padrdo nestes ultimos anos.

Deste modo, com base em alguns dados dos Inquéritos referidos, vai-se analisar
uma série valores como areas, exploragdes, dimensdes econémicas, orientacbes técnicas
econdmicas e outras carateristicas complementares.

Palavras-chave: Dimensdo econdmica, Orientacdo Técnica Economica, Tipologia,
Caracteristicas estatisticas, Inquérito

Abstract

Medicinal, aromatic plants and spices (MAP) are having a relatively evident
development in the last decade, showing their position in the supply chain.

All the existing information, either from INE or from CCPAM, show this trend
both in the significant increase in areas and in the number of farmers involved.

Based on two sources of information, a comparison will be made between the
values found in the Survey carried out by the INIAV-GPP 2021 and with the values from
the Agriculture CENSUS (RA2019) carried by National Statistics Institute (INE), for
selected and comparable characteristics.

The EU Farm Typology was used to better understand the sector through the
standard output coefficients of recent years.

In this way, based on some data from the aforementioned surveys, a series of
values such as areas, explorations, economic dimension, type of farming, and other
complementary characteristics will be analyzed.

Keywords: Economic dimension, Type of farming, Typology, Statistical characteristics,
Survey

Introducéo
A agricultura portuguesa tem um recenseamento agricola (RA) em cada 10
anos. Em 2019, foi retratada toda a agricultura através de um inquérito obrigatorio feito
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pelo INE aos agricultores que apresentassem determinadas condicGes elegiveis para a
sua inquiricdo. Deste modo ficam quantificados todos os territorios agricolas que
participam na producdo agricola, quer para 0 consumo Pproprio quer para a
comercializacdo. Essa quantificacdo é feita através de um inquérito a estrutura das
exploragdes, que referencia as areas de cada atividade ou grupo de atividades e o
numero de cabecas de gado que exista na exploracdo agricola inquirida para além de
outras questdes relacionadas com a producéo.

Esta forma de recolha de informacéo tem a ver com regulamentos europeus de
modo a poder ter uma visao global da Uni&o Europeia (UE) com as mesmas condicdes
e carateristicas de modo a poder haver homogeneidade na comparacao entre 0s varios
estados membros (EM) conforme o estipulado no Regulamento (EC) 2018/1874.

Para melhor comparabilidade dessas empresas e dos EM, existe outro
Regulamento europeu, da Tipologia das ExploracGes Agricolas, que determina o
apuramento e desenvolvimento de coeficientes econdmicos (Valores de Producéo
Padrdo, VPP), e de critérios de agregacdo como a Dimensdo Econémica (DE) e a
Orientacdo Técnica Economica (OTE) que desenvolvem modalidades de comparagédo
entre as atividades, exploraces e estados (Regulamento de execucédo (UE) 2019/1975).

O Instituto Nacional Investigacdo Agraria e Veterindria (INIAV), com a
colaboracdo do Gabinete de Planeamento e Politicas (GPP), organizou um inquérito
on line aos produtores de Plantas Aromaticas, Medicinais e Condimentares (PAM), no
ambito do Centro de Competéncias das Plantas Aromaticas, Medicinais e
Condimentares (CPPAM), a ser respondido voluntariamente, onde se questionaram
diversas situacdes e posi¢des quantitativas e qualitativas.

Com a informacao proveniente do RA19 (INE) e os dados apurados através do
Inquérito realizado pelo INIAV-GPP (Ing-INIAV), considerou-se ser interessante
perceber quais as relagdes existentes entre esses dois processos, sendo o intervalo de
tempo entre as ocorréncias menor gque dois anos. Para isso, analisou-se as variaveis
disponiveis e compativeis como o numero de exploragdes, as areas, as dimensodes
econdémicas, as orientacbes técnicas econdmicas e outras carateristicas
complementares disponiveis.

Metodologia

Os dados estudados foram os provenientes do RA19 elaborado pelo INE e as
informacgdes recolhidas através do Ing-INIAV. A informagdo do RA19-INE foi
utilizada na forma como foi enviado pelo INE. No caso dos dados relacionados e
recolhidos pelo Ing-INIAV, para poderem ser analisados com os dados do RA19,
alguns foram utilizados diretamente enquanto outros foram trabalhados, quer na
agregacdo quer na transformacdo em valores comparaveis, pois a recolha foi feita de
forma néo coincidente a 100%.

Para a aplicacdo da Tipologia recorreu-se a 2 criterios:
- Para o apuramento da dimensdo econdémica (DE) utilizou-se a area informada
dedicada a exploragdo com PAM onde se aplicou o coeficiente de VPP 2017 para a
determinacédo da DE e de seguida a sua classificagdo nas classes existentes;
- Para a orientagdo técnica economica (OTE), a organizacdo dos dados foi mais
elaborada. A definicdo considera o peso relativo com que cada atividade participa,
através da multiplicacdo da area da atividade pelo seu VPP em primeiro lugar para a
obteng&o do valor de producgéo padréo total. De seguida, verificar se alguma atividade
participa com mais de 2/3 do seu valor de producdo no total do valor dessa empresa.
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Se isso acontece, entdo essa empresa ¢ considerada “especializada”. Para poder fazer
essa comparacdo, os dados do INIAV ndo comportam todas as atividades da empresa.
Para ultrapassar essa situacdo, considerou-se a relacdo entre a area da exploracao e a
area dedicada as PAM, e recorreu-se a selecdo das exploracdes cuja area das PAM
fosse superior a &rea da SAU da exploracdo em 2/3, considerando que S0 essas as
exploracOes especializadas.

Resultados

Segundo os dados estatisticos do RA2019 (INE), conforme os critérios
definidos, existiam em 2019 cerca de 599 exploracdes dedicadas as PAM, ocupando
cerca de 998 ha da superficie agricola utilizada (SAU), o que corresponde a 1,7 ha por
exploracdo agricola. As maiores areas ocupadas encontram-se no Alentejo (393 ha),
no Ribatejo e Oeste (227 ha), no Algarve (124 ha) e Entre Douro e Minho (110 ha). As
regibes como o Ribatejo e Oeste (RO), o Entre Douro e Minho (EDM) e o Alentejo
(ALE) destacam-se com o maior nimero de exploragcdes (Fig. 1), assim como na
Madeira (MAD), apesar da pequena area envolvida.

No Ing-INIAV, a participagdo voluntéaria dos produtores foi muito reduzida,
apenas 46 agricultores, com a percentagem de resposta a rondar 8% dos inquiridos e
36% da area do RA19. No que respeita ao nimero de exploraces e area de SAU (Fig.
2), percebe- se que ha regides que nem estdo representadas, nomeadamente Tras-o0s-
Montes, Algarve e Acores (ACO). Por outro lado, o Alentejo apresenta a maior area
seguido da Beira Interior (Bl); o Entre Douro e Minho apresenta 0 maior nimero de
exploragdes.

Em termos percentuais (Fig. 3), hd uma grande oscilacdo entre os 2 inquéritos,
em numero de exploracdes.

Existe no Ing-INIAV uma sobrevalorizacdo nas regides de EDM, Beira Litoral
(BL), Bl e ALE. Quando se analisam as areas, nota-se a mesma situacdo em ALE e BI.

As classes de idade dos produtores no RA19-INE apresentam nas diversas
regides, padrdes bem diferenciados, 0 EDM esta quase em contraste com a MAD, TM
e Bl tem quase o mesmo desenho, assim como a BL e ACO (Fig. 4). Ha4 um grupo de
2 classes, “35-44 anos” e “45 a 54 anos”, que concentra a maior frequéncia na maior
parte das regides como TM com cerca de 77%, seguido a regido de EDM que apresenta
70% dos recenseados, assim como o ALE com 69% e Bl com 68%. A regido do RO
tem todas as classes concentradas abaixo de 28%. As regibes onde ha maior
concentracdo de idosos, no conjunto de 2 classes, 55 a 64 e +65 anos, sdo a MAD com
55% e 0 RO com 44% dos inquiridos.

Nos dados do Ing-INIAV, as classes de idade dos produtores apresentam
praticamente os mesmos padrdes no que se refere a classe de “35 a 44 anos”, com mais
de 40% em EDM, a BL, a Bl e o ALE. Quando se junta a classe seguinte de “45 a 54
anos” apresentam valores de 100, 57, 75 e 100%, respetivamente (Fig. 5). Com as
classes de idade de 45 a 54 anos e 55 a 64 anos, a MAD e RO tém quase a mesma
figura, com 100% e 80% respetivamente. E de assinalar que a BL e RO apresentam 29
e 20% do grupo mais jovem, até 34 anos. A distribui¢do por classes de idade neste
inquérito é mais concentrada, com 2 classes na generalidade, com excecdo para as
Beiras (BL e BI).

Em relacdo as classes de nivel de instrucdo, o0 RA19-INE apresenta uma
dominéncia da classe com nivel superior, seguido do grupo com ensino basico, que
agregam cerca de 80% (Quadro 1) no nimero de exploracfes. Na area, cerca de 88%
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esta com niveis de secundario a superior.

Nos dados do INIAV, o nivel de instrucdo dos agricultores respondentes esta
distribuido apenas em 2 classes, sendo dominante a instrugdo superior com cerca de
74% dos produtores (Quadro 2) e 69% da area utilizada.

Quando se compara 0s empresarios inquiridos por tipo de sexo, conforme o
RAL9-INE, nas regibGes agrarias hd uma dominancia de homens em relacdo as
mulheres, sendo cerca de 3 vezes mais elevado no RO e mais reduzido na MAD (Fig.
6). Quanto ao racio da area trabalhada por cada tipo de sexo, as areas obtidas por
homens e por mulheres estdo quase em paralelo, havendo algum distanciamento na
regido do ALE (5 ha para os homens e 3 ha para as mulheres).

Os dados do Ing-INIAV apresentam um distanciamento maior entre homens e
mulheres em EDM, BL, RO e ALE, considerando que os respondentes sdo 0s
empresarios/responsaveis pela empresa inquirida. H4 uma igualdade na Bl e na MAD
mas um valor superior de mulheres no ALE. Em termos de area a trabalhar, as mulheres
tém maior area nas regides do ALE e da BL (Fig. 7).

Ao questionar o tempo dedicado a exploracao agricola, 0 RA19-INE apresenta
uma distribuicao de numero de exploragdes com tempo completo, isto é, ocupacao total
na empresa de cerca de 27% e uma area de cerca de 29%, com um rendimento
profissional, seguido daqueles que afirmam dispensar um tempo parcial de apenas, 25
a menos de 50%, com cerca de 24% das exploragdes e cerca de 31% da area, valores
muito proximos, o que pode mostrar ser uma atividade de rendimento complementar
(Quadro 3). E importante salientar que o grupo de “0-<25%” ocupa valores
significantes como 22% das empresas e cerca de 18% da area, que em conjunto com a
classe seguinte agrega cerca de 46% das exploracdes e cerca de 49% da area com
ocupacdo inferior a 50% do seu tempo na atividade, continuando a orientar para uma
atividade de tempo parcial e rendimento complementar.

Ao observar os dados do Ing-INIAV, e apesar da divisdo das classes ndo serem
coincidentes, pode-se perceber que a profissionalizacdo estd mais patente com tempo
total ou quase total, com cerca de 33% das exploracOes a que corresponde cerca de
37% da area e outro grupo relevante de tempo parcial (0-20% da ocupacdo) com cerca
de 26% das empresas e cerca de 14% da area (quadro 4), e quando se agrega com a
classe seguinte obtém-se cerca de 39% de empresas e cerca de 44% da area, sendo
valores muito perto dos obtidos pelo INE.

Segundo os dados do RA19-INE, com a informacéo estrutural proveniente do
RA e ap6s o cruzamento com os devidos VPP referentes ao quinquénio de 2017, os
ultimos publicados e utilizados também no RA19-INE, apurou-se os valores que sdo
apresentados por 4 classes de dimensdo econdmica (Quadro 5). Existe um grupo de
34% de exploragdes que apresenta uma dimensdo econdmica considerada “Média” (25
000 -< 100 000€), ocupando 24% da area; ha 30% de empresas que sdo consideradas
de “Pequena Dimensdo” com 8 000 -< 25 000€, e que utilizam apenas 10% da area.
No entanto, apenas 16% das exploragdes estdo no grupo das empresas de “Grande”
dimensdo, com valores superiores a 100 000€, com a ocupagdo de 65% da area
envolvida.

Apbs o calculo das DE para o caso dos dados do Ing-INIAV ja descrito para a
obtencgdo das classes semelhantes ao do INE, obteve-se o quadro 6, onde se observa
que a classe de empresas de dimensao “Média” tem 37% das exploracdes e 26% da
area, ¢ a classe de “Grande” dimensao apresenta 17% das empresas e 62% da area. Os
valores da classe “Grande” sdo bastante semelhantes aos encontrados pelo INE e 0s da
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classe “Média” aproximam-se. Se tiver em conta com a relacdo percentual do nimero
de exploracdes Ing-INIAV/RA19-INE, verifica-se que a representacdo das classes de
DE “Grande” e “M¢édia” apresentam 8% das empresas. As “Muito Pequenas” estao
com valores mais elevados, cerca de 12%, em detrimento da classe de “Pequenas” com
6%.

Ha muitas e diversas orientacGes técnicas devido as maiores ou menores
participacOes dos diversos tipos de atividades que contribuem para a organizacdo da
orientacdo técnico-econdmica. No entanto, o grupo de OTE com as “exploragdes com
combinagdo de diversas culturas arvenses” € o que apresenta maior frequéncia no
RA19- INE com 56% das empresas e 87% da area (Quadro 7).

No caso das empresas do Ing-INIAV, a especializagdo com a OT “exploragdes
com combinacdo de diversas culturas arvenses”, ¢ ainda maior com 65% das
exploracdes apesar das areas sé representar 41% da area PAM (Quadro 8).

Conclusdes

A comparabilidade da informacéo, entre os dados do RA19-INE e a informacao
recolhida pelo Inquérito do INIAV-GPP, mostra que em alguns casos ha alguma
semelhanca de valores obtidos, mas no geral ha um certo afastamento de dados.

Esta situacdo deve-se ao nimero muito reduzido de respondentes, o que salienta
a diferenca na recolha de informacédo de um estudo obrigatorio e um estudo de adesao
voluntaria. Os dados do trabalho do Ing-INIAV representam apenas 8% dos produtores
do RA19, o que manifesta 0 pouco interesse que a classe tem na informacao do setor.
Ha regides agrarias que nem estdo presentes como Tras-0s-Montes, Algarve e Agores.
A area coberta corresponde a 36% da area recenseada, 0 que mostra que empresas de
alguma dimensdo aderiram a participar no trabalho, e percebem o interesse na
elaboracdo e divulgacdo de trabalhos de sondagem como o presente.

Em termos percentuais, ha uma grande oscilacdo entre os 2 inquéritos, em
nimero de exploragdes nas diversas regides: no Ing-INIAV existe uma
sobrevalorizacdo nas regides de EDM, BL, Bl e ALE. Quando se analisa as areas, nota-
se a mesma situacdo em ALE e BI.

H& um grupo de 2 classes etarias, “35-44 anos” e “45 a 54 anos”, que concentra
amaior frequéncia no RA19-INE (68-77%) e no Ing-INIAV, a classe de “35 a 44 anos”
apresenta mais de 40% e quando se junta a classe seguinte de “45 a 54 anos” totalizam
valores de 100, 57, 75 e 100% respetivamente na EDM, na BL, na Bl e no ALE, valores
muito superiores ao RA19-INE. A distribui¢do no Ing-INIAV é mais concentrada.

O RA19-INE apresenta uma dominéncia da classe com nivel de educacdo
superior, seguido do grupo com ensino basico, com cerca de 80% no numero de
exploragdes; na area, cerca de 88% estd com niveis de instrugdo de secundério a
superior. Nos dados do Ing-INIAV, os agricultores respondentes estdo distribuidos
apenas em 2 classes, sendo dominante a superior com cerca de 74% dos produtores e
69% da area utilizada. O nivel de instru¢cdo poderd ser uma razdo para a adesdo a
resposta ao inquérito.

Os dados do Ing-INIAV apresentam um distanciamento maior entre homens e
mulheres em EDM, BL e RO, uma igualdade na Bl e na MAD, mas superior de
mulheres no ALE. Em termos de area a trabalhar, as mulheres tém maior 4rea no ALE
e na BL.

No RA19-INE, a ocupacdo total na empresa é de 27% e uma area de cerca de
29%, seguido daqueles que dispensam um tempo parcial de apenas, 25-<50%, com
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cerca de 24% das exploracGes e cerca de 31% da area. No ing-INIAV, a ocupagéo €é
total para cerca de 33% das exploracdes a que corresponde a cerca de 37% da area e
outro grupo relevante de tempo parcial (0-20% da ocupagéo) com cerca de 26% das
empresas e cerca de 14% da area, uma dicotomia da amostra.

No RA19-INE, existe um grupo de 34% de exploragOes que apresenta uma
dimensdo econdémica considerada “Média” ocupando 24% da area e apenas 16% das
exploragdes estdo no grupo das empresas de “Grande” dimensdo com a ocupagdo de
65% da area envolvida. No Ing-INIAV a classe de empresas de dimensao “Média” tem
37% das exploragdes e 26% da area, e a classe de “Grande” dimensao apresenta 17%
das empresas e 62% da area. Estes valores das classes, média e grande sdo bastante
semelhantes aos
encontrados pelo INE.

O grupo de OTE com as “exploragdes com combinacao de diversas culturas
arvenses” ¢ o que apresenta maior frequéncia no RA19-INE com 56% das empresas e
87% da area. No caso das empresas do Ing-INIAV, a especializacdo € ainda maior com
65% das exploracOes apesar de as areas so representar 41% da area PAM.
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Quadro 1 - Nimero de exploragdes e areas (ha) por classes de nivel de instrugdo-RA19-INE

Nenhum Basico Secundario/P6s sec. Superior
Ne Exp. Area  N°Exp. Area Ne Exp. Area N° Exp. Area
13 4.5 194 1113 108 290.2 284 592.3
% % % %
2.2 0.4 32.4 11.2 18.0 29.1 47.4 59.3

Quadro 2 - Numero de exploragdes e éreas (ha) por classes de nivel de instru¢do-Ing-INIAV

Nenhum Bésico Secundario/P6s-sec. Superior
N° Exp. Area  N°Exp. Area N° Exp. Area N° Exp. Area
0 0 0 0 12 30.5 34 89.3
% % % %
0.0 0.0 0.0 0.0 26.1 30.7 73.9 69.3

Quadro 3 - Nimero de exploragdes e areas (ha) por classes de ocupagéo na exploragdo-RA19-INE

Tempo completo >0-<25% 25 - <50% 50 - < 75% 75 - <100%
N° Exp. Area N° Exp. Area N° Exp. Area N° Exp.  Area N° Exp. Area
163 293.08 132 17531 145 312.31 66 87.94 93 129.67
% % % % %
27.2 294 22.0 17.6 24.2 313 11.0 8.8 15.5 13.0

Quadro 4 - Nimero de exploragdes e areas (ha) por classes de ocupagdo na exploragdo-Ing-INIAV

81-100% do tempo 0-20% do tempo  21-40% do tempo 41-60% do tempo  61-80% do tempo
N° Exp. Area N°Exp. Area N° Exp. Area N° Exp. Area  N°Exp. Area
15 47.59 12 18.43 6 37.7 8 14.65 5 10.49
% % % % %
32.6 36.9 26.1 143 130 29.3 17.4 114 109 8.1

Quadro 5 - Numero de exploragdes e areas (ha) por classes de dimenséo econémica-RA19-INE

MP (Muito pequenas) P (Pequenas) 8 000 M (Médias) 25 000 G (Grandes) > 100 000
< 8000 euros - < 25000 euros - <100 000 euros euros
N° Exp. Area N° Exp. Area N° Exp. Area  N°Exp. Area
116 12 181 98 204 243 98 646
% % % %
19 1 30 10 34 24 16 65

Quadro 6 - Numero de exploragdes e areas (ha) por classes de dimensdo economica-Ing-INIAV

MP (Muito pequenas) P (Pequenas) 8 000 M (Médias) 25 000 G (Grandes) > 100 000
<8000 euros - < 25000 euros - <100 000 euros euros
Ne Exp. Area N° Exp. Area Ne Exp. Area N° Exp. Area
11 2 10 14 17 33 8 80
% % % %
24 1 22 11 37 26 17 62

Quadro 7 - Numero de exploragdes e areas (ha) por tipos de orientagdo técnico-econémica-RA19-INE

Exp. com combinagdo de diversas

Exp. com outras combinagéo
culturas arvenses

Orientacdo Técnico-Economica

N° Exp. Area  N°Exp. Area N° Exp. Area
599 998 335 867 264 131
% % %
100 100 56 87 44 13

Quadro 8 - Nimero de exploragdes e areas (ha) por tipos de orientacdo técnico-econémica-Ing-INIAV

Exp. com combinacéo de diversas

Exp. com outras combinacao
culturas arvenses P ¢

Orientacdo Técnico-Economica

N° Exp. Area  N°Exp. Area N° Exp. Area
46 129 30 52 16 77
% % %
100 100 65 41 35 59
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Da natureza a mesa — um servico do ecossistema que pode diferenciar a
gastronomia local
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Vida, Universidade de Coimbra, Portugal; ?Centro de Recursos Naturais, Ambiente e Sociedade
do Instituto Politécnico de Castelo Branco (CERNAS-IPCB), Portugal; *Escola Superior Turismo
e Hotelaria, Instituto Politécnico da Guarda, Portugal; *Servigo de Promoc&o e Desenvolvimento
Econdmico, Camara Municipal do Sabugal, Portugal.

Resumo

A recolecdo, i.e. a identificacdo, colheita e incluséo de plantas silvestres na
alimentacdo, € um bom exemplo de um servico providenciado pelos ecossistemas que,
até ha pouco tempo, constituia um importante complemento alimentar e medicinal do
mundo rural. No entanto, esse conhecimento tem vindo a perder-se, refletindo-se na
reducdo da multifuncionalidade providenciada pelos ecossistemas.
Nesse sentido, o presente trabalho, visou: 1) divulgar e sensibilizar a comunidade local
para a importancia de se preservar este conhecimento tradicional e 2) promover a
recolecdo sustentavel de plantas comestiveis silvestres, através da realizacdo de um
workshop participativo e demonstrativo.
A principal expectativa dos participantes era “aprender a identificar e cozinhar algumas
plantas silvestres comestiveis”, tendo inicialmente enumerado 34 plantas comestiveis que
conheciam, sendo as mais referidas: meruje (Montia fontana), agrido (Rorippa
nasturtium-aquaticum) e beldroegas (Portulaca oleracea). No workshop foram depois
abordadas outras plantas comuns na regido, como as urtigas (Urtica sp.), o dente-de-ledo
(Taraxacum spp.) o umbigo-de-vénus (Umbilicus rupestris), o pilriteiro (Crataegus
monogyna), nomeadamente: dicas para identificacdo, qualidades nutricionais e
versatilidade gastrondmica, incluindo a degustacao de alguns pratos.
No final, os participantes referiram ter aprendido bastante e varios manifestaram intencao
de incluir algumas das espécies na sua dieta, o que foi confirmado através da realizacdo
de um inquérito 2 meses ap6s a conclusdo do workshop. Considera-se assim, que o
workshop contribuiu para despertar o interesse dos participantes para a utilizacdo e
patrimonializacdo destes recursos alimentares, uma vez que mencionaram também ter
partilhado os conhecimentos adquiridos.

Palavras-chave: Workshop participativo, Plantas silvestres, Conhecimento
local/tradicional, Recolec¢do, Multifuncionalidade dos ecossistemas

Abstract

Foraging, i.e., the identification, harvesting and inclusion of wild plants in food,
represent a good example of a service provided by the ecosystems that, until recently,
constituted an important nourishment and medicinal complement to the rural world.
However, this knowledge has slowly been lost, causing the reduction of the
multifunctionality provided by ecosystems.
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The present work aimed to: 1) raise local community awareness regarding the importance
of preserving this traditional knowledge and 2) promote the sustainable collection of wild
edible plants through a participatory and demonstrative workshop.

The main expectation of the participants was “learning to identify and cook some edible
plants”, and initially, they listed 34 safe to eat plants they knew, being the most
mentioned: annual water miner’s lettuce (Montia fontana), watercress (Rorippa
nasturtium-aquaticum) and common purslane (Portulaca oleracea). Then, during the
workshop, other common plants in the region were discussed, such as stinging nettles
(Urtica sp.), dandelion (Taraxacum spp.), the navel-of-Venus (Umbilicus rupestris), the
hawthorn (Crataegus monogyna), namely: tips for identification, nutritional qualities, and
gastronomic versatility, including the tasting of some dishes.

Ultimately, the participants reported having learned a lot and several expressed their
intention to include some of the species in their diet, which was confirmed by conducting
a survey 2 months after the workshop's conclusion. Therefore, it is considered that the
workshop contributed to increasing the participants' interest in the use and
patrimonialization of these food resources since they also mentioned having shared the
acquired knowledge.

Keywords: Participatory Workshop, Wild plants, Local/traditional knowledge, Foraging,
Multifunctionality of ecosystems

Introducéo

Os recursos silvestres comestiveis correspondem as espécies que sdo recolhidas
no meio natural para serem consumidas como alimento ou bebida (Schulp et al., 2014).
A atividade de recolecdo para alimentacdo estd incluida nos principais sistemas de
classificacdo de Servicos de Ecossistemas (SE), como sendo um tipo de servico de
aprovisionamento (Haines-Young & Potschin, 2018; MA, 2005; TEEB, 2010).

Destes recursos, as plantas silvestres sdo dos mais relevantes, sendo também parte
essencial do patrimonio biocultural de todos os povos (Rotherham, 2015; Tanus et al.,
2019), que constituiu uma importante fonte de nutrientes desde a pré-historia (Behre,
2008). Na Europa, a sua relevancia para a dieta humana tem vindo a diminuir, quer do
ponto de vista de quantidade como de diversidade (Bharucha & Pretty, 2010; MA, 2005).
Primeiramente devido a expansdo agricola e a revolucdo industrial (Luczaj et al., 2012,
Reyes-Garcia et al., 2015) e mais recentemente como resultado do éxodo rural,
modernizacdo dos estilos de vida e industrializacdo da producédo alimentar (Bharucha &
Pretty, 2010; Turner & Turner, 2008).

Ainda assim, na Unido Europeia (UE), existem pelo menos 81 espécies de plantas
frequentemente recolhidas e estima-se que mais de 100 milhdes de europeus consomem
alimentos silvestres (Schulp et al., 2014). Em Portugal, mais concretamente no nordeste
transmontano, sdo consumidas tradicionalmente 37 espécies (Pinela et al., 2017).
Recentemente, Espirito-santo et al. (2020), identificou 70 plantas silvestres comestiveis
em Portugal, tendo verificado que dessas, 50 ndo constavam do “Catalogo de novos
alimentos” da base de dados da Unido Europeia.

Neste contexto, os ecossistemas mediterranicos destacam-se por apresentarem
uma elevada diversidade de plantas silvestres utilizadas para fins nutricionais e
terapéuticos, sendo apreciadas essencialmente pelas suas propriedades organoléticas e
nutricionais (Leonti et al., 2006; De Cortes Sanchez-Mata & Tardio, 2016). Algumas
espécies sdo ainda consideradas alimentos funcionais, capazes de produzir beneficios
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para a salde (Pinela et al., 2016). No entanto, sdo subvalorizadas pela maioria da
populacdo, sendo a sua utilizagdo mais comum em comunidades rurais, cujas dietas
tradicionais incorporam, de forma pontual, algumas destas espécies (Leonti et al., 2006;
Reyes-Garcia et al., 2015, De Cortes Sanchez-Mata & Tardio , 2016).

Contudo, nos ultimos anos, verifica-se um interesse crescente nestes recursos, em
especial por parte da uma elite gastronémica e intelectual, que vé na recolecdo uma
oportunidade de criar novos estimulos, utilizando estes alimentos como forma de
promover experiéncias culinarias diferentes, nutritivas e saudaveis (Leonti et al., 2006;
Reyes-Garcia et al., 2015). Esta tematica tem vindo por isso, a ser objeto de um maior
interesse cientifico, ndo sé pelo seu valor nutricional, mas também como forma de
diversificar os hdbitos alimentares e de promover a multifuncionalidade dos ecossistemas
(Pinela et al., 2017, Reyes-Garcia et al., 2015).

Assim, a recolecdo e também vista como um servico cultural dos ecossistemas
(Schulp et al, 2014, Reyes-Garcia et al., 2015), podendo enquadrar-se em diferentes
tipologias (Haines-Young & Potschin, 2018), nomeadamente: 1. atividades recreativas,
quando visa essencialmente o lazer; 2. producdo de conhecimento, que pode incluir a
recolha de conhecimento ecol6gico tradicional (etnoboténica) ou caracterizagdo
organolética e nutricional destas espécies; 3. educacao/formacdo, onde se enquadram as
acOes de formacao; 4. sentido de pertenca, quando uma espécie/prato € identitario de uma
regido.

Em Portugal, tem-se igualmente verificado um aumento dos servicos culturais
associados a esta tematica, quer ao nivel da producdo de conhecimento (Pinela et al.,
2017; Moreira, 2015), quer da sua divulgacdo atraves de guias praticos de identificacdo
(Azevedo, 2015a e 2015b), contetdos multimédia (Azevedo, 2016) ou realizacdo de
cursos de formagéo.

Na Beira Interior, apesar de haver algumas iniciativas relacionadas com plantas
silvestres comestiveis (ex.: Confraria das Urtigas, em Fornos de Algodres), a maioria das
atividades estdo relacionadas com a recolecdo de cogumelos comestiveis. Nesse sentido,
0 presente trabalho, visou: 1) divulgar e sensibilizar a comunidade local para a
importancia de se preservar este conhecimento tradicional e 2) promover a recolecéo
sustentavel de plantas comestiveis silvestres, através da realizacdo de um workshop
participativo e demonstrativo (“Da natureza a mesa”), no concelho do Sabugal.

Optou-se por uma abordagem participativa, pelo facto destas metodologias serem
ferramentas eficazes na sensibilizagdo ambiental, podendo promover mudancas
comportamentais (Ballard & Belsky, 2010). A inclusdo da componente demonstrativa
promove a aprendizagem experimental e facilita a aquisicdo de conhecimento (Galvez et
al., 2018).

Material e Métodos

Em novembro de 2021 foi realizado o workshop participativo e demonstrativo
“Da Natureza a mesa”, no concelho do Sabugal, o qual se enquadrou no evento Naturcoa
— Imagem, Natureza e Patriménio. O evento foi aberto ao publico, sujeito a inscricao
prévia, tendo participado um total de 26 pessoas. No inicio do workshop, foi pedido a
cada participante que escrevesse num post-it as suas expectativas relativamente a esta
acdo. Para caracterizar o seu conhecimento prévio, pediu-se também que registassem as
plantas silvestres comestiveis que conheciam e como as utilizavam.

Em seguida realizou-se uma pequena palestra sobre a tematica da recolecéo,
nomeadamente, sobre as principais caracteristicas utilizadas na identificacdo de plantas e
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cuidados a ter na sua recolha, no sentido de garantir a sustentabilidade deste tipo de
atividades, bem como a seguranca alimentar dos recolectores. Ap6s a palestra foi
fornecido um pequeno folheto informativo, com as principais caracteristicas distintivas e
dicas culinarias das seguintes espécies: roseira-brava (Rosa canina), pilriteiro (Crataegus
monogyna), sabugueiro (Sambucus nigra), umbigo-de-vénus (Umbilicus rupestris),
dente-de-ledo (e.g. Taraxacum officinale) e urtigas (e.g. Urtica dioica).

Seguiu-se a realizacdo de um passeio para identificacdo e recolha de espécies de
plantas comestiveis. Apos esta atividade, os participantes regressaram a sala do evento
para se abordarem estas espécies do ponto de vista nutricional e organolético, incluindo
demonstracdo culinaria e degustacdo de pratos. O principal cuidado neste ponto foi ndo
sO a difusdo de receitas atuais e adaptadas a paladares mais contemporaneos, mas
principalmente a difusdo de formas mais intuitivas para criar novas receitas utilizando os
5 gostos basicos do paladar humano, em conjuncdo com algumas noc¢des béasicas de
Neurogastronomia. As receitas foram elaboradas com algumas das espécies abordadas:
folhado de urtigas, sopa de mostajo (Sorbus latifolia), salada de umbigo-de-vénus e geleia
de pilrito e de rosa canina. Apds a degustacdo, foi pedido aos participantes para deixarem
por escrito o seu feedback.

Para analisar as expectativas e feedback utilizamos o Text Mining, que é o
processo de obtengdo de informagGes importantes em bases textuais ndo estruturadas
(Tan, 1999). Para isso, utilizamos o método de classificacao e categorizacao, onde é feita
uma contagem das palavras que aparecem no texto e 0s principais topicos sdo
identificados utilizando ferramentas de categorizacéo que fazem um ranking das palavras
(Wives, 2002). Para tal, foram extraidas as palavras-chave utilizadas, como verbos,
nomes e adjetivos. Para palavras relacionadas, como observar, observacdo, observadas,
foi escolhido apenas um termo, optando-se pelo verbo observar. Posteriormente, foi feita
uma analise de Nuvens de Palavras, que é uma representacao visual usada para destacar
palavras e uma andlise de frequéncia, que permite identificar os principais
topicos/assuntos mencionados (Jin, 2017).

Para realizacdo desta anélise usaram-se 2 plataformas online: “jasondavies.com”
(Davies, 2022) para obten¢do da nuvem, e “monkeylearn.com” (MonkeyLearn, 2022),
cujo algoritmo permitiu obter a frequéncia relativa (nmero de vezes que um termo ocorre
dividido pelo numero total de termos no documento) e a relevancia (que indica a
importancia da palavra dentro do contetudo analisado, tendo como referéncia a palavra
mais frequente). O tamanho da fonte com que uma palavra surge na Nuvem de Palavras
representa a frequéncia com que aparece na base de dados.

Dois meses apds a realizacdo do workshop foi feito um inquérito on-line aos
participantes, para perceber se tinham: 1) utilizado na sua alimentacdo algumas das
espécies referidas no workshop e se sim, quais e como; 2) procurado mais informacédo
sobre o tema; 3) transmitido os conhecimentos adquiridos a outras pessoas. Com base na
resposta dada por 11 dos participantes, avaliou-se a contribuicdo que este tipo de acdo
pode ter na preservagdo dos conhecimentos locais e da promogéo da recolecéo sustentavel
de plantas silvestres comestiveis.

Resultados e Discussao

Participaram 26 pessoas no workshop (50% do Sabugal, 23% da zona Norte, 15%
zona de Lisboa e 12% da Beira Interior) com idades compreendidas entre os 24 e os 74
anos, mais concretamente: 35% entre 20-39, 50% entre 40-59 e 15% > 60 anos.
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Na dindmica participativa inicial, todos os participantes referiram pelo menos uma
planta silvestre comestivel, tendo a maioria registado apenas o nome comum. Nesse
sentido, durante o evento tentou perceber-se a que espécies se referiam, ndo tendo sido
possivel confirmar 2 casos, que foram descartadas, pelo que, no total, foram mencionadas
34 espécies diferentes. Destas, as mais referidas foram: a meruje (Montia fontana) e o
agrido (Rorippa nasturtium-aquaticum), ambas com 8 referéncias, e a beldroega
(Portulaca oleracea) com 7 referéncias. Refere-se ainda que 18 espécies foram
mencionadas apenas uma vez e 7 duas vezes (Figura 1). No global, o nimero de espécies
mencionado corresponde a 42% do nimero de espécies consumidas na UE (Schulp et al.,
2014) e a 48% em Portugal (Espirito-santo et al., 2020), pelo que se considera que 0s
participantes tinham algum conhecimento de base (pelo menos teoricos).

Quanto as formas de consumo indicadas, foram variadas e por vezes bastante
especificas (e.g., esparregado). As principais formas de consumo foram: cozinhadas
(incluindo sopas, temperos, doces, bolos, entre outros) com 45% das respostas; utilizadas
em cru (saladas, batidos, ou como fruta) com 35%; e por fim os ché&/infusGes, com 20%
das referéncias.

No que diz respeito as expectativas iniciais, com base na andlise de nuvens de
palavras verificdmos que a grande maioria dos participantes pretendia: “conhecer”
“plantas” “silvestres” “comestiveis” e “aprender” a “identificar” algumas “espécies” na
“natureza” que pudesse “cozinhar” e utilizar na sua “alimenta¢do”, sendo que o conjunto
destas 10 palavras correspondem a 71% do total de palavras utilizadas. Destas, destaca-
se a palavra “conhecer” (relevancia de 99,5%), seguida de “planta” e “aprender” com
relevancias de 69,7% (Fig. 2a, Quadro 1).

Relativamente ao feedback final, a maioria dos participantes “conheceu”
“espécies” de “plantas”, “aprendeu” a “utilizar” e pretende “experimentar” e “cozinhar”,
nomeadamente “dente de ledo”, “umbigo-de-vénus” e “urtigas”, sendo que estas 11
palavras correspondem a 65% das palavras utilizadas. Como mais referidas destacam-se
novamente: “conhecer” (relevancia de 99,4%), seguido de “utilizar” e “‘aprender”
(relevancia de 60,8% e 38,7%, respetivamente) (Fig. 2b, Quadro 1).

Foi observado que a componente préatica, quer de identificacdo de espécies, quer
a atividade gastronomica, foi fundamental para a transmissao de conhecimentos, ndo s
ao nivel do reconhecimento de novas espécies comestiveis (pouco ou ndo mencionadas
inicialmente pelos participantes), mas também na forma como podem ser confecionadas
e consumidas. Apesar das palavras serem semelhantes, devido a uniformizacdo dos
termos para a analise, permitem validar o impacto deste workshop, pois o tempo verbal
utilizado alterou-se das expectativas para o feedback, tendo-se passado do: “espero
aprender” para “aprendi” ou “quero conhecer melhor” para “conheci novas espécies”.

Salienta-se ainda a relevancia da palavra “utilizar” no feedback, pois demonstra a
vontade dos participantes fazerem uso dos conhecimentos adquiridos, em particular, a
utilizacdo de algumas das plantas que, no feedback, surgem com alguma relevancia (e.g.,
dente-de-ledo, umbigo-de-vénus ou urtigas) enquanto que nas expectativas se registaram
termos mais gerais (“plantas” e “espécies”) (Quadro 1).

Relativamente a avaliagdo posterior, 11 dos 26 participantes, deram resposta ao
inquérito on-line partilhado 2 meses apds a realizacdo do workshop. Destes, 73%
confirmaram ter consumido algumas das espécies abordadas no evento e procurado mais
informagdo sobre o tema. Adicionalmente, 90% deste universo afirmou ter transmitido
conhecimentos adquiridos no workshop a outras pessoas. Nas respostas ao inquérito

29 ¢¢
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foram referenciadas 7 espécies utilizadas, sendo 0 umbigo-de-vénus e as urtigas as mais
utilizadas neste periodo de inverno.

Tanto o feedback no workshop, como o do questionario posterior, confirmam que
o trabalho desenvolvido permitiu alcangar os objetivos definidos, demonstrando ainda o
papel que as metodologias participativas (Ballard & Belsky, 2010) e demonstrativas
(Galvez et al., 2018) podem ter na transmissdo de conhecimentos e promocao de
mudangas comportamentais.

Conclusodes

Com a realizacdo do workshop, verificou-se que as plantas silvestres comestiveis
constituem um tema que suscita um elevado interesse por parte da comunidade, ndo s6 a
nivel local (Sabugal) mas também para quem visita o concelho. Eventos deste tipo, com
0 objetivo de divulgar o patrimoénio natural mostram ser relevantes e transversais muito
além da escala local, atraindo pessoas das mais variadas faixas etarias, tendo-se
confirmado que varios participantes utilizaram os conhecimentos obtidos, procuraram
mais informacéo e divulgaram os conhecimentos obtidos.

Considera-se fundamental dar continuidade a este tipo de atividades, ndo apenas
na sua vertente mais recreativa, mas também através da reintroducdo de algumas destas
espécies na gastronomia local, promovendo ainda a exploracdo sustentavel destes
recursos como forma de alavancar os territdrios rurais enquanto destinos gastronémicos
diferenciados, 0s quais terdo obrigatoriamente de procurar e valorizar o conhecimento
tradicional incorporando-o e recriando-o.

Nesse sentido, destaca-se uma das mensagens deixadas no final do workshop por
um dos participantes, que sugeriu realizar este tipo de atividades junto de alguns setores
econdmicos, como a restauragdo, alojamento local e empresas de animagdo turistica.
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Figura 1 — Espécies de plantas comestiveis referidas pelos participantes.

Quadro 1 — Relevancia e frequéncia das palavras mais utilizadas no inicio do workshop
(expetativas) e no final (feedback)

Expectativas Feedback
Frequéncia A N A
Palavra Frequéncia | Relativa Relevancia Palavra Frequéncia Freqqenua Relevancia
(%) (%) Relativa (%) | (%)
conhecer 20 16,8 99,5 conhecer 18 15,4 99,4
plantas 14 11,8 69,7 utilizar 11 9,4 60,8
aprender 9 7,6 448 aprender 7 6,0 38,7
comestiveis | 8 6,7 39,8 dente de ledo 6 51 33,1
espécies 8 6,7 39,8 espécies 6 51 33,1
identificar |6 5,0 29,9 plantas 6 51 331
alimentacgdo | 5 4.2 249 umbigo de vends | 6 51 33,1
cozinhar 5 4,2 249 cozinhar 4 34 22,1
natureza 5 4.2 249 experimentar 4 3,4 221
silvestre 5 4,2 249 interessante 4 34 22,1
urtiga 4 3,4 22,1
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Figura 2 — Nuvens de palavras: a) expectativas referentes ao workshop; b) feedback final.
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Resumo

O projeto PDR2020 "Conservacdo e melhoramento de plantas aromaéticas e
medicinais", PDR2020-7.8.4-FEADER-042741, coordenado pelo Instituto Politécnico de
Portalegre (IPP), na sua vertente de conservacgdo, tem em curso a avaliacdo morfoldgica
e bioquimica de acessos (silvestres e landraces) da cole¢do ex situ do Banco Portugués de
Germoplasma Vegetal (BPGV). A informacdo resultante desta avaliacdo esta sendo
inserida na plataforma Grin-Global, que congrega toda a informacdo relativa a
conservacao e valorizacdo dos recursos genéticos portugueses.

Para a fenologia e morfologia recorreu-se aos descritores recomendados do
Biodiversity International e outros adaptados pelo BPGV. A analise fitoquimica foi
determinada nos extratos volateis e ndo volateis.

Entre 2019 e 2020, foram caracterizadas 5 espécies: coentro, funcho, poejo,
rosmaninho-maior, rosmaninho-menor. Morfologicamente foram caracterizados 91
acessos; engquanto a determinacéo do teor dos compostos fenolicos totais e a avalia¢do da
capacidade antioxidante, foi efetuada em 35 acessos de 2 espécies (poejo e rosmaninho-
maior); e a caracterizacdo dos 0leos essenciais foi realizada em 45 acessos de 3 espécies
(poejo, rosmaninho-maior e funcho). Em 2021, foram incluidas mais 2 espécies na
avaliacdo, tomilho bela-luz e orégéo.

Com esta estratégia enriquece-se 0 conhecimento sobre as espécies da flora
portuguesa deste grupo de plantas. O principal resultado expectavel é a caracterizacao de
157 acessos através dos descritores morfoldgicos e, entre eles, 94 acessos com a
caracterizagdo e a avaliacao fitoquimica. A agregacgdo dos resultados na plataforma Grin-
Global disponibilizara aos interessados e principais agentes da fileira o conhecimento util.
Concluindo, as PAM sé&o valorizadas para o uso atual e para o potencial aproveitamento
no desenvolvimento dos territorios sustentaveis.

Palavras-chave: Morfologia, fitoquimicos, Lamiaceas, Apiaceas, Grin-Global
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Abstract

Contribution of MAP characterization for valorization

The project PDR2020 "Conservation and improvement of aromatic and medicinal
plants”, PDR2020-7.8.4-FEADER-042741, coordinated by the Polytechnic Institute of
Portalegre (IPP), in its conservation component, performed the morphological and
biochemical evaluation of accessions (wild and landraces) of the ex situ collection of the
Portuguese Bank of Plant Germplasm (BPGV). The information resulting from this
evaluation is being inserted in the Grin-Global platform, which brings together all the
information on the conservation and valorization of Portuguese genetic resources.

Phenology and morphology evaluation followed the descriptors recommended by
Biodiversity International and others adapted by BPGV. Phytochemical analysis was
determined in volatile and non-volatile extracts.

Between 2019 and 2020 five species were characterized: pennyroyal (Mentha

pulegium), 2 butterfly lavender species (Lavandula pedunculata and L. stoechas), fennel
(Foeniculum vulgare) and coriander (Coriandrum sativum). Morphologically 91
accessions were characterized, while total phenolic compounds determination and the
antioxidant capacity evaluation, was performed on 35 accessions of 2 species
(pennyroyal, lavander-major); the characterization of essential oils was performed in 45
accessions of 3 species (pennyroyal, lavander-major and fennel). In 2021, two more
species were included, thyme bela-luz and oregano.
This strategy will enrich our knowledge of the Portuguese flora in this group of plants.
The main expected results are the characterization of 157 accessions through
morphological descriptors and, among them, 94 accessions with phytochemical
characterization and evaluation. The aggregation of the results in the Grin-Global
platform will provide useful knowledge to the interested parties and main agents in the
sector. In conclusion, MAPs are valued for their current use and for their potential use in
the development of sustainable territories.

Keywords: Morphology, phytochemicals, Lamiaceae, Apiaceae, Grin-Global

Introducéo

Desde os anos 2000, os programas AGRO, PRODER e agora PDR2020
possibilitaram o incremento do conhecimento sobre as Plantas Aromaticas, Medicinais e
Condimentares (PAM) do pais. HA em curso projetos e outros terminados onde as
espécies alvo sao do grupo das PAM (Lopes & Alberto, 2005, Alberto et al., 2007, Silva
etal., 2008, Barata et al., 2010). O conhecimento reunido integra as areas da conservacao,
avaliacdo e utilizacdo de PAM silvestres e cultivadas. Atualmente, o PDR2020
possibilitou contemplar o dominio do Melhoramento de Plantas.

Para que haja operacionalidade e os resultados cheguem ao maior publico
possivel, para potenciar a efetiva transferéncia do conhecimento, serd necessario
promover colaborages e partilha entre os stakeholders das diversas areas.

A concegdo do Projeto PDR2020 "Conservagdo e melhoramento de plantas
aromaticas e medicinais”, PDR2020-7.8.4-FEADER-042741, teve por base o conceito de
rede de trabalho, de partilha de conhecimento entre entidades em cooperagdo. A
componente Melhoramento tem as suas atividades centradas no IPP.

Coordenado pelo Instituto Politécnico de Portalegre (IPP), o projeto desenvolve
atividades de caracterizagdo e melhoramento, fortalecidas pelas atividades de avaliagéo
de fitoquimicos. Os objetivos da atividade Caracterizacao (Acdo 3) foi a “Caracterizagdo
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de colegoes de espécies cultivadas e dos seus parentes silvestres” e o “Registo no Sistema
Nacional de Informacdo para 0s recursos genéticos vegetais para a alimentacdo e
agricultura baseado na plataforma Grin-Global” (Ag&o 4).

As atividades de caracterizacdo agromorfoldgica sdo realizadas em colaboragéo
pelo Banco Portugués de Germoplasma Vegetal [BPGV, Instituto Nacional de
Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV 1.P.)] e o IPP, incluindo o VALORIZA -
Centro de Investigagdo para a Valorizagdo de Recursos Endogenos. A analise fitoquimica
resulta da participacdo do Centro de Estudos do Ambiente e do Mar (CESAM Lisboa,
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa) e da Unidade de Tecnologia e
Inovacao (UTI) do INIAV. A vertente fitoquimica abordada € a da avaliagdo em extratos
volateis e ndo volateis.

Neste trabalho o objetivo é destacar a atividade de Caracterizacdo decorrida entre
2019 e 2020 e como é possivel as parcerias e estratégias promoverem a fileira das PAM
de modo sustentavel para aumentar o impacto (Farinha et al., 2021).

Material e Métodos

A colecdo de Plantas Aromaticas e Medicinais do Banco Portugués de
Germoplasma Vegetal (BPGV, INIAV I.P.) tem 1238 acessos de 73 espécies de 39
Géneros botanicos pertencentes a 7 Familias. A colecdo iniciou-se nos anos 90 com as
espécies cultivadas e, em 2000 principiou-se a colheita de recursos silvestres. Nos
critérios da sua constituicdo estdo 4 concecdes iniciais — 0 que nos indica a etnobotanica,
que familias e géneros botanicos sdo mais significativos na flora portuguesa e quais tém
mais uso pelas comunidades locais, como conservar a variabilidade genética e maximizar
a conservacao dos atributos e propriedades mais valiosos hoje e no futuro (Barata et al.,
2016; Rocha et al., 2017; Barata & Lopes, 2018).

No projeto objeto foram elencadas as seguintes espécies: Coriandrum sativum L.,
Lavandula pedunculata (Mill.) Cav., L. stoechas L., Mentha pulegium L., M. cervina L.,
Thymus zygis L., T. mastichina L., Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmanns. & Link)
Bonnier & Layens, Foeniculum vulgare Mill.

Os acessos de coentro (Coriandrum sativum L.) sdo de variedades tradicionais
(landraces) e os restantes acessos sdo recursos naturais silvestres.

A metodologia da transferéncia de conhecimento e materiais entre parceiros esta
ilustrada em Farinha et al. (2021).

Sucintamente, a colecdo do BPGV das espécies referidas foi a fonte de material
bioldgico (semente) para os estudos de caracterizacdo agromorfologica realizados no
BPGV e IPP e, para a atividade de avaliagdes laboratoriais de extratos foram os materiais
bioldgicos provenientes dos estudos em campo (ramos floriferos e semente obtida das
plantas em campo) que foram processados e enviados para esse fim aos parceiros com
competéncias nesse dominio. A avaliacdo bioquimica foi em duas vertentes: estudo dos
0Oleos essenciais e dos compostos fenolicos.

O método aplicado pelos parceiros com competéncias na caracterizagao
morfologica foi a aplicacdo de descritores morfoldgicos e produtivos recomendados pelo
Biodiversity International e The European Cooperative Programme for Plant Genetic
Resources (ECPGR) complementados por outros com origem no The International Union
for the Protection of New Varieties of Plants (UPOV) ou, outros elaborados no seio das
equipas com essa tarefa. Os descritores observados séo especificos para a cultura e ou
género ou espécie botanica.
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Séo disponiveis ao pablico nos links: https://www.bioversityinternational.org/e-
library/publications/descriptors/; https://www.ecpgr.cgiar.org/workinggroups/medicinal-
and-aromatic-plants; https://www.upov.int/test_guidelines/en/.

A acrescentar ao uso dos descritores recomendados, seguiram-se as regras do
proprio programa PDR (Operacdo 7.8.4 "Conservacdo e Melhoramento de Recursos
Genéticos Vegetais™): observacdes tomadas no minimo em 20 plantas por acesso.

Os métodos aplicados pelas parcerias com competéncias no estudo dos Oleos
essenciais (OE) e dos compostos fendlicos, foram, abreviadamente: i) os 6leos essenciais
foram isolados por hidrodestilacdo, e a composic¢ao quimica analisada por Cromatografia
Gasosa (GC) e por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC/MS)
de acordo com Tavares et al. (2020); ii) o perfil fendlico de extratos aquosos (obtidos por
infusdo) e hidroetandlicos (etanol:dgua 80:20, v/v) foi analisado por HPLC-DAD-
ESI/MSn como descrito em Teixeira et al. (2012) e Pinheiro, et al. (2019).

Resultados e Discussao

Entre 2019 e 2020, foram caracterizadas com descritores morfolégicos cinco
espécies: coentro, funcho, poejo, rosmaninho-maior e rosmaninho-menor. A cole¢éo de
T. zygis deu indicacdo que a prioridade devera ser a regeneracao dos acessos da cole¢do
do BPGV.

Morfologicamente foram caracterizados 91 acessos.

A determinacdo do teor dos compostos fendlicos totais e a avaliacdo da capacidade
antioxidante, foi efetuada em 35 acessos de duas espécies (poejo e rosmaninho-maior).

A caracterizacao dos 6leos essenciais foi realizada em 45 acessos de trés espécies
(funcho, poejo e rosmaninho-maior) (CBV Cesam Lisboa / FCiéncias.ID, 2019, 2020,
2021).

Em 2021, o grupo de acessos caracterizados morfologicamente cresceu com a
inclusdo do orégdo e do tomilho bela-luz, com 10 acessos respetivamente. A avaliacao
bioquimica destas duas espécies decorrerd em 2022. Neste ano o contributo da
componente dos bioativos foi para 19 acessos: estudo dos OE em 10 acessos de funcho e
9 de rosmaninho menor; estudo dos fendis em 18 acessos porque a quantidade de um
acesso de rosmaninho menor foi insuficiente.

A data de hoje, a producéo de resultados, no ambito da Acao 3, foi conforme Quadro 1.

A Acdo 4 — Registo no Sistema Nacional de Informacdo para os Recursos
Genéticos Vegetais para a Alimentacdo e Agricultura baseado na plataforma GRIN-
GLOBAL, tem o indicador de realizacdo de introducdo de informacdo relativa a 330
acessos.

Em 2022, a A¢do 3.3 — Caracterizacdo biomolecular, dentro da Acdo 3, sera
realizada na medida em que foi proposta — 10 acessos de Origanum vulgare subsp. virens.

No &mbito deste projeto, realizaram-se ainda a¢des de formagéo avancada (César
& Placido, 2021), e de divulgacéo técnico-cientifica dos resultados obtidos (César et al.
2021; Farinha et al. 2021).

Conclus6es

No quadro da proposta o principal resultado expectavel foi a caracterizacdo de 100
acessos por ano obedecendo as regras do Programa PDR2020, que contabiliza as
subacOes dentro da Acdo 3 no somatorio acumulado. Através dos descritores
morfolGgicos perspetivam-se para 157 acessos e, entre eles, 94 acessos com a
caracterizagdo e a avaliagdo fitoquimica.
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A agregacdo dos resultados na plataforma Grin-Global disponibilizard aos
interessados e principais agentes da fileira o conhecimento potencialmente util.
O caminho iniciado no projeto “Rede Nacional para a Conservagdo e Utilizagdo
de Plantas Aromaticas e Medicinais” AGRO 800 mostrou como a estratégia de trabalhar
em rede é positiva, facto que aqui sai reforgado, na forma de conceito e de concecao.
As parcerias e estratégias comuns permitem alavancar o conhecimento e facilitar
o caminho a transferéncia desse conhecimento.
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Quadro 1 — Indicador de realizacdo da Acdo 3 - Caracterizacao de colecBes de espécies
cultivadas e dos seus parentes silvestres.

Espécie Caracterizacdo Caracterizagdo ~ Compostos fendlicos -
morfologica dos OEs atividade bioldgica

Mentha puleguim 44 17 17

Lavandula pedunculata 18 18 18

Lavandula stoechas 9 9 8

Thymus mastichina 10 Em curso Em curso

Origanum vulgare subsp.10 Em curso Em curso

virens

Foeniculum vulgare 20 20 20

Coriandrum sativum 40 Em curso Em curso

Total 151 64 63
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Uma abordagem econémica a producédo priméaria das PAM em 2021*

Maria do Socorro Rosario

Direcdo de Servicos de Estatistica, GPP (Gabinete de Planeamento e Politicas) MA- Praca do
Comeércio, Lisboa

Resumo

As plantas aromaticas medicinais e condimentares (PAM) tém tido um
desenvolvimento relativamente evidente na Gltima década, evidenciando a sua posi¢éo de
fileira.

Toda a informacdo existente, quer do INE, quer do CCPAM mostram essa
tendéncia quer no aumento significativo de areas quer no numero de agricultores
envolvidos.

Segundo o Regulamento (EC) 1242/2008 e (EC) 220/2015 sobre a Tipologia
Comunitaria, todas as carateristicas tém de apresentar um coeficiente econémico (Valor
de Producéo Padrdo-VPP) para se poder classificar uma exploracao agricola e determinar
0 seu valor econémico.

Deste modo, com base em alguns dados do Inquérito feito pelo INIAV-GPP 2021
e recurso aos VPP das PAM existentes, fez-se uma abordagem econdmica da fileira, assim
como os diversos valores econdmicos da fileira, o real e o potencial, baseados na
metodologia dos VPP,

Palavras-chave: Plantas aromaéticas, medicinais e condimentares, Valor de Producgdo
Padrdo, Tipologia, Caracteristicas estatisticas, Inquérito

Abstract

Medicinal, aromatic plants and spices (PAM) have had a relatively evident
development in the last decade, showing their position in the supply chain.

All the existing information, either from INE or from CCPAM, show this trend
both in the significant increase in areas and in the number of farmers involved.

According to Regulations (EC) 1242/2008 and (EC) 220/2015 on Community
Typology, all characteristics must present an economic coefficient (Standard Output
Value-SOC) in order to classify an agricultural holding and determine its value economic.

Thus, based on some data from the Survey carried out by the INIAV-GPP 2021
and using the SOCs of the existing PAMSs, an economic approach to the sector was made,
as well as the various economic values of the sector, the real and potential, based on the
VPP methodology.

Keywords: Aromatic, medicinal and spice plants, Standard Output Value, Typology,
Statistical characteristics, Survey

Introducéo

As plantas arométicas medicinais e condimentares (PAM) tiveram um
desenvolvimento relativamente grande nos Gltimos tempos, onde interagem os diversos
agentes: os produtores, os transformadores, os consumidores.
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As relagfes mercantis de quantidades e precos, que se percebe atraves dos valores
do mercado comunitario exclusivamente, mostram que o mercado de especiarias e ervas
na Europa é um grande setor do grupo alimentar com um valor de importacdo de quase 3
mil milhdes de euros e ja representavam 1,2 mil milhdes de euros em 2009.

A Europa importa anualmente cerca de 25% das importa¢cdes mundiais de PAM
sendo uma das principais regides importadoras de ervas e especiarias do mundo. Contudo,
apesar da importacdo, a Europa € produtora de ervas aromaticas que sao consumidas
internamente sendo ao nivel das especiarias a maior importacéo, até porque sendo estas
sua maioria de origem tropical, é de dificil a adaptacdo as condic¢Ges climéticas da Europa.

A Unido Europeia (EU) anualmente produz cerca de 100 000t de PAM e importa
3 vezes esse valor e sdo essencialmente especiarias. As trocas comerciais nestes ultimos
anos estdo retratadas na Fig. 1 com os dados referentes a importacdo de PAM por zonas
de producéo e comercializacdo, pela sua origem.

Nos 5 ultimos anos as importacdes de PAM na UE ndo foram constantes, porém
houve um aumento significativo na procura devido a maior informacéo sobre a salde,
com a pandemia provocada pela Covid 19, e consequentemente pela permanéncia em casa
e em teletrabalho, deixando a imaginacao circular por receitas diferentes, pela procura de
produtos naturais com apoio a funcdo imunoldgica e pela criacdo de pequenos canteiros
e vasos com produtos frescos e vivos. Também o aparecimento de um novo estilo de vida,
na procura de uma alimentacdo mais natural e na utilizacdo de substancias de maior
“qualidade” e “riqueza” para uma vida mais saudavel suportada pelas variadas redes e
pela comunicacao sociais, fizeram aumentar a procura pelo consumidor de componentes
provenientes das PAM. A circunstancia sanitéaria teve impacto na procura das PAM,
conforme publicitado nos meios de comunicacgéo social generalista.

O Regulamento (EC) 1242/2008 e (EC) 220/2015 sobre a Tipologia Comunitéria,
que cria uma rede de informacdo contabilistica agricola sobre os rendimentos e a
economia das exploracBes agricolas na Comunidade Econdmica Europeia, a fim de
facilitar a analise das caracteristicas estruturais das exploracfes agricolas e dos seus
resultados econdmicos, foi definida, através da Decisdo 85/377/CEE da Comissao, de 7
de Junho de 1985, que estabelece uma tipologia comunitaria das explorac¢@es agricolas,
uma classificacdo uniforme e adequada das exploracbes da Comunidade, baseada na
orientacdo técnico-econdmica e na dimensdo econdmica. A orientacdo técnico-
econdmica e a dimensdo econdmica das exploracdes agricolas devem ser determinadas
com base num critério econdmico que seja sempre positivo. Por conseguinte, é
conveniente utilizar o valor da producéo padrdo. Os valores da producdo padrdo devem
ser estabelecidos por produto. A lista de produtos para os quais sdo calculados os valores
da producdo padrdo deve corresponder a lista de atividades dos inquéritos sobre a
estrutura das exploracGes agricolas estabelecidos em conformidade com o Regulamento
(CE) n.o 1166/2008.

No Regulamento (UE) N°1200/2009, as PAM foram definidas como “Plantas ou
partes de plantas para fins farmacéuticos, fabrico de perfumes ou consumo humano. As
plantas culinarias distinguem-se dos legumes na medida em que sdo utilizadas em
pequenas quantidades e ddo aos alimentos mais sabor do que substancia”. No “Manual
dos Inquéritos Integrados as Estruturas das exploragdes agricolas 2020 ver. 77, as
principais espécies estdo elencadas e identificadas, com o reconhecimento de que “em
geral, as plantas medicinais e aromaticas ndo sdo comercializadas diretamente, uma vez
que precisam de transformacdo industrial antes da sua utilizacdo final; no entanto,
algumas plantas culinarias podem ser utilizadas diretamente (por exemplo, salsa)”. Tem-
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se assim, as plantas arométicas, medicinais e condimentares que agregam espécies com
caracteristicas muito diferentes ou com variedades diversas, quer em termos de ciclo de
vida quer no nimero de produgdes anuais e com destinos muito variados.

Na vertente econdémica, segundo os Regulamentos (UE) 1217/2009, 220/2015 e
1975/2019 sobre a Tipologia Comunitéria, todas as carateristicas tém de apresentar um
coeficiente economico (Valor de Producdo Padrdo-VPP) para se poder classificar uma
exploragdo agricola, e determina os modos de apuramento de dados para a obtengdo de
valores com fim a estimativa de um coeficiente representativo para cada carateristica. O
VPP é uma média de 5 anos consecutivos de modo a satisfazer os inquéritos as estruturas
das exploracdes agricolas feitos pelos primeiros Regulamentos citados.

A importancia das PAM ¢ observada por Vvarios intervenientes e com todas as
especificidades deste agregado torna-se moroso e dificil o seu acompanhamento pelo que
se considerou importante saber qual o valor dessa fileira utilizando para o seu célculo a
metodologia dos VPP e da Tipologia.

Metodologia

Os dados utilizados das exploragdes e das areas foram retirados de um inquérito
realizado pelo INIAV-GPP no verao de 2021.

Separou-se os diversos modos de producdo como a Convencional, onde a
producdo € feita de um modo sem restri¢cdes e o Bioldgico, onde a producéo é feita de um
modo certificado com determinadas condiges.

Organizou-se os sistemas de producdo que podem ser ao ar livre ou com protecao
de abrigos altos e/ou redes de cobertura, onde a cultura esta instalada dentro de estruturas
fixas ou moveis.

Observou-se o tipo de produto final que pode variar entre o Produto Fresco ou
verde, Seco/secado e em Planta Viva e fresca envasada ou em alvéolos.

Para a retratacdo da abordagem, ficou-se na representacdo das PAM produzidas
em Fresco/verde, em Seco e Combinado quando o produtor faz varias opcdes.

Os VPP utilizados foram determinados especialmente para este trabalho, tendo
como base 0s 5 anos de 2016+2017+2018+2019+2020, divididos por 5, com recurso ao
ultimo ano recolhido, analisado e concluido. Estes VPP sdo diferentes do que estdo
publicados pelo GPP.

A estimativa do VPP é feita a partir da producdo bruta por ha, isto é, a
produtividade fisica recolhida em kg/ha, € multiplicada pelo preco de venda a porta da
exploracdo e no tempo/periodo de um ano.

O produto considerado €, a partida, sem qualquer transformacéo, e o preco de
venda (a valorizagdo do produto) deve refletir o destino dessa produgdo. Estas duas
situacOes, sem ter transformacdo e refletir o destino, orientam para um detalhe muito
cuidadoso na recolha de informagdo, no manuseamento dos dados e na obtengéo do valor.

As PAM apresentam um nimero variado de espécies e variedades! quando
utilizado conforme a defini¢do j& mencionada e sdo compostas por plantas herbaceas e
lenhosas, com producdes utilizadas para consumo em fresco, seco ou em 6leos essenciais,
cujo preco e quantidade variam conforme o tipo de produto final a utilizar.

1 O conjunto de espécies e variedades vao ser designados como espécies
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Resultados

As diversas regifes agrarias estdo representadas conforme a adeséo e localizacédo
dos respondentes ao Ing-INIAV e repartidas pelos diversos modos de utilizacdo da area
envolvida: a SAU para PAM é de cerca 129ha, sendo 121ha ao ar livre e cerca de 8ha em
cultura protegida (Quadro 1), cerca de 6% da area de PAM total. E de salientar que no
h& respostas de Tras-os-Montes, Algarve e Acores.

A distribuicao das areas para producdo de PAM mostra uma concentracdo de area
no ALE (Alentejo), valores entre cerca de 13ha e de 20ha nas restantes regides, com
excecao da Madeira (Figura 2).

Com as éareas referidas para PAM, verificou-se quais as que foram produzidas em
modo de producdo convencional e biologico, sendo apenas cerca de 26% a producao
convencional e cerca de 74% de producdo bioldgica; desta, 72% é feita ao ar livre e cerca
de 8% ¢é colocada para a producdo de plantio em viveiros. A producdo biologica utiliza
também producdo com protecdo praticamente a totalidade da area coberta, mas cerca de
16% dessa area € direcionada para a producdo de plantulas em viveiros (Quadro 2).

A representacdo dessas areas detalhadamente pelas diversas regides agrérias, a sua
distribuicdo nos diversos modos de producao e a sua divisdo pelos sistemas de producéo,
mostram por vezes casos com valores de area muito reduzidos (Quadro 3).

De seguida, desagregou-se nos produtos feitos para a venda e agregou-se em 3
tipos: o Seco, o Fresco onde juntou-se 0s que produzem para corte e para a planta viva e
completa e como a situacdo em que o produtor faz varias opcBes de produto. Quanto
maior a desagregacdao, mais pequenas sdo as areas atribuidas a cada tipo de produto
(Quadro 4).

O célculo e a determinacao dos coeficientes de VPP sdo feitos detalhadamente, e
depois agregados da forma regulamentada. Com o acesso detalhado dessa informacao,
fez-se para este estudo uma média dos altimos 5 anos de VPP disponiveis,
(2016+2017+2018+2019+2020)/5. Criou-se uma matriz com VPP desagregados de a
melhor evidenciar os varios tipos de VPP para os diversos produtos (Quadro 5).

Para a determinacdo do valor de VPP total (VPPT), por cada setor e por cada
regido dos intervenientes no Ing-INIAV, cruzou-se as 2 matrizes, do Quadro 4 das areas
por regides e produtos e do Quadro 5 de VPP detalhadas de modo a perceber os diversos
valores que vao compor o valor total (Quadro 6).

O valor total global é de 5.009 € pelos cerca de 129 ha, 0 que da 38 883€/ha. O
modo de producdo biolégico participa com 69% dos VPPT. A producdo em modo
bioldgico em seco apenas contribui com 9%. O modo de producéo bioldgico combinado
atinge 31%, e em fresco, origina 29% do VPP. Cerca de 31% do VPP é formado em modo
de producao convencional. Na produc¢do em seco e no combinado em MPB, a participacdo
da cultura protegida é muito pequena, sendo essencialmente feita ao ar livre, com 99,5%
e 89% respetivamente. Na producdo em fresco e MPB, ao ar livre e protegida, estdo muito
perto, sendo que esta ultima contribui com 47% do VPP total. O modo de produgao
convencional das PAM ¢é praticamente feito ao ar livre, 99,4%.

Em termos de UE, os VPP devem ser compilados, agregados e apresentados de
uma forma muito condensada, neste caso das PAM, em apenas 2 VPP, de producado ao ar
livre e de producdo com protecdo, com recurso a rede, ao plastico e ao vidro.

Ao utilizar as areas agregadas das regides globalmente por grandes sistemas, ar
livre e em cultura protegida, e cruzar com o respetivo VPP também agregado, o VPP total
apresenta um valor de 6.658 €, sendo que a participacdo da produgdo ao ar livre atinge
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cerca de 86% do valor total sendo cerca de 51.686 €/ha (Quadro 7). Neste ponto, 0s
setores de ar livre e protegido ocupam posi¢des bem diferentes, sendo que a protecdo gera
14,5% do VPP Total.

Com os valores determinados dos VPP, aos 2 tipos de modos de producdo, de
producdo ao ar livre e producgdo protegida, voltou-se a agregar para originar um Unico
VPP de PAM por Regido Agraria e com o valor das areas declaradas ao RA19 para a
producdo de PAM em geral, 998 ha, distribuidas pelas varias regides, pode-se estimar os
valores de VPP total regional e nacional sendo um valor potencial na medida que ja
passaram 2 anos ap6s o fecho do RA19 (Quadro 8). O valor total estimado é de cerca
69.346 €, 0 que origina cerca de 69.463 €/ha.

Com estes valores obtidos e conforme o tipo de VPP utilizado pode-se perceber
de que modo a amostra da populacdo que faz as PAM e que respondeu ao Ing-INIAV
participa no VPP total e estimado como potencial com as areas reportadas pelo RA19.
Quando se relaciona com os VPP desagregados, a amostra contribui com apenas com
7,2% no VPP Total com maior detalhe; quando se altera o parametro, para o VPP
agregado, a contribuicdo sobe para cerca de 9.6% no VPP agregado e é obtido com a
intervencdo de cerca de 12,9% da area apurada no RA19.

Conclusdes

Com dados suportados pelo Inquérito realizado pelo INIAV-GPP, nomeadamente
da area e da regido, a apreciacao das caracteristicas apresentadas pelas PAM nos modos
de producéo convencional e bioldgico, os sistemas de producgdo e considerando o tipo de
produto vendido, fresco, secado ou em planta/vaso determinou-se os Valores de Producao
Padrdo segundo metodologia da EU conforme os regulamentos publicados.

Com os VPP determinados para cada tipologia, fez-se a analise dos varios VPP
associados as respetivas areas declaradas, por modo de producéo, por sistema e produto
final.

E realcado a utilizacdo do MPB para as atividades direcionadas para produto
seco/secado, utilizando 39% da &rea de PAM, apesar do valor de producéo alcangado pela
producdo em fresco/verde.

Com os dados obtidos estimaram-se 0os VPP das varias componentes da producao
sendo em modo de produgdo convencional fresco o VPP atinge 45 888€/ha, sendo que ao
ar livre obteve-se 45 702€/ha e com prote¢do o VPP sobe para 167 656€/ha.

No modo de producéo biologico, o produto seco teve um VPP de 9 177€/ha; o
produto fresco/verde atingiu 83 134€/ha, tendo ao ar livre um VPP de 72 053€/ha e
100 989€/ha quando a produgdo ¢ com prote¢do. Nas empresas com atividades
mistas/combinadas, 0 VPP chega aos 45 888€/ha, sendo 45 702€/ha, a produgdo ao ar
livre e 167 656€/ha.

Com o VPP das PAM estimaram-se dois valores economicos da fileira: o valor
proveniente do Ing-INIAV e o valor estimado potencial com a area do RA2019, usando
para isso 0s dados provenientes do Inquérito as PAM realizado pelo INIAV-GPP e os do
INE. Os valores encontrados séo de 6 658 mil euros e 69 346 mil euros respetivamente.

E sempre importante referir que a determinagio dos valores VPP, ndo tem em
conta com qualquer custo de producao.
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Quadro 1-Regides Agrarias e as diversas areas envolvidas (ha).
SAUc/ SAUc/  SAUCc/

SAU SAU c/

Regiép NC exp. Area SAU dedicada  PAM a0 PAM a0 PAMem PAM:QuIt.
Agraria total . . Ar Livre Cult. Protegida
asPAM  Ar Livre o . Lo
p/ viveiro Protegida p/ viveiro
Edm 14 38.93 23.82 20.01 15.65 0.15 4.35 0.18
Tm
BI 7 27.03 24.03 16.85 13.30 7.55 3.55 1.05
Bi 8 83.40 40.40 12.80 12.80 0.00 0.00 0.00
Ro 5 13.35 14.19 13.17 13.15 0.05 0.02 0.02
Ale 10 263.28 252.29 65.86 65.84 0.06 0.01 0.01
Alg
Aco
Mad 2 11.00 5.10 0.12 0.12 0.02 0.00 0.00
Total 46 436.99 359.82 128.81 120.87 7.83 7.94 1.27

Fonte: Ing-INIAV

Quadro 2- Distribuicao de areas por Modos de Producéo (ha).

SAU ¢/ PAM
Modode  SAUdedicada SAUC/PAM 10 ¢ PAM  SAU ¢/ PAM Cult.
Producéo as PAM a0 ArLivie ~ 20ArLivre- em Cult Protegida-
viveiro Protegida A
viveiro
Convencional 341 34.0 0.018 0.05 0.002
Biolbgica 94.7 86.8 7.815 7.88 1.263
Total 128.8 120.9 7.833 7.94 1.265
Fonte: Ing-INIAV
Quadro 3- Distribuicdo de areas por Modos e Sistemas de Producéo (ha).
R. Agraria M.P. Bioldgico _Ar Protegido ~ M.P. Convencional .Ar Protegido
livre livre

Edm 20.0 15.7 4.4 0.0 0.0 0.0
Tm
BI 16.7 13.2 3.6 0.1 0.0 0.1
Bi 12.8 12.8 0.0 0.0 0.0 0.0
Ro 44.0 44.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Ale 31.9 31.8 0.0 34.0 34.0 0.0
Alg
Ago
Mad 0.116 0.116 0.002 0.002 0.002 0.000

Fonte: Ing-INIAV
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Quadro 4- Distribuicao de areas por Modos, Sistemas de Producéo e Tipo de Produto

Final (ha).
Modo Producéo Biolégico M. P. Convencional
R Seco Fresco Combinado Fresco
Agraria . . A ' x A ' x A ' «
Ar livre Protecdo livre  Protecdo livre  Protecdo livre  Protecdo
Edm 6,92 0,26 1,55 4,08 7,18 0,01
Tm
BI 6,80 6,44 2,50 0,01 1,00 0,05
Bi 8,30 0,00 1,50 3,00
Ro 3,00 10,15 0,02
Ale 23,84 0,01 1,00 0,00 7,00 0,00 34,00
Alg
Aco
Mad 0,12 0,00 0,02 0,00
Total 48,86 0,27 10,61 6,58 27,34 1,04 34,02 0,05

Fonte: Ing-INIAV

Quadro 5- Distribuicdo dos VPP por Modos, Sistemas de producéo e Tipo de Produto

Final (€/ha).
Modo Produgdo
RAWPP Modo Producéo Biol6gico Convencional
Seco Fresco Combinado Fresco
Ar Ar Protecd
livre Protecéo livre  ProtecBo Arlivre Protecdo Ar livre 0
Edm 9 004 9 004 72 053 80 690 68 125 80 690 45495 170917
Tm 4 586 4 586 72053 80 690 8753 80 690 45495 170917
BI 10 955 10 955 72053 134042 55018 170917 45495 170917
Bi 10 955 10 955 72053 134042 10955 170917 45495 170917
Ro 4953 4 953 72053 189673 53631 189673 181583 189673
Ale 8634 8634 72053 180000 45992 180 000 45709 180 000
Alg 8634 8634 146754 180000 137718 180000 146754 180000
Aco 8634 8634 72 053 86 145 32775 86 145 45 967 86 145
Mad 8634 8634 72 053 86 145 32775 86 145 32775 86 145

Fonte: Resultados do estudo.

Quadro 6- VPP total desagregado por modos, sistemas e produto final (€).

Modo Producdo

RAWPP Modo Produgéo Biolbgico _ Convencional
Total Seco Fresco _ Combinado Fresco
Proteca
Arlivre  Protecdo  Ar livre 0 Arlivre  Protecdo  Arlivre  Protegdo
Edm 62 308 2341 111682 329215 489274 1049 0 0
™m 0 0 0 0 0 0 0 0
BI 74 494 0 464021 335104 440 170917 0 8 546
Bi 90 927 26 108 080 0 32 865 0 0 0
Ro 14 859 0 0 0 544355 3793 0 0
Ale 205 831 86 72053 432 321944 522 1554093 0
Alg 0 0 0 0 0 0 0 0
Aco 0 0 0 0 0 0 0 0
Mad 0 0 8 358 0 0 172 590 172
VPP total 448 418 2454 764194 664751 1388878 176453 1554683 8718
Fonte: Resultados do estudo.
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Quadro 7 - Regides agrarias, areas, VPP por sistemas de produgdo (€/ha) e VPP total
©).

SAU c/ VPP
x SAU c/ PAM em VPP VPP~ VPP TOTAL
Regido x Producéo TOTAL .
Adraria PAM ao Ar Cult. Producéo ao com Producio ao Producéo
g Livre (ha) Protegida ar livre x ¢ com
protecéo ar livre x
(ha) proteco
Edm 15.65 4.35 68 125 80 690 1 066 156 351 002
Tm 8 753 80 690
BI 13.30 3.55 55018 170917 731739 606 754
Bi 12.80 0.00 10 955 170917 140 224
Ro 13.15 0.02 53 631 189 673 724 019 3793
Ale 65.84 0.01 45992 180000 3028113 1800
Alg 137718 180 000
Aco 45 967 86 145
Mad 0.12 0.00 32775 86 145 3933 172
Total 120.87 7.94 5694 184 963 521

Fonte: Resultados do estudo.

Quadro 8- Distribuicdo das regides agrarias, areas RA2019 (ha), VPP (€/ha) e VPP total
©.

Area VPP

RA2019 RA2019 VPP Total

Edm 110 70 889 7 823 343
Tm 39 11 304 446 172
Blit 56 83520 4 657 884
Bint 40 10995 439 200
Ro 227 66 253 15 027 562
Ale 393 56 572 22 238 831
Alg 124 146 754 18 201 930
Aco 3 45 967 122 732
Mad 6 64 797 388 134

Fonte: Resultados do estudo.

in € million

2006 2007 2018 2019 2020

~® Developing countries Intra European <= Rest of world

Figura 1- Importagdo Europeia de PAM pela origem (milhdes de €); Fonte: Eurostat and
Trademap.
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Figura 2 - Representacao de exploragdes e de areas dedicadas as PAM por Regido
Agréria; Fonte: Ing-INIAV.
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Resumo

A colecdo de Plantas Aromaticas e Medicinais do Banco Portugués de
Germoplasma Vegetal (BPGV, INIAV |.P.) tem 1238 acessos de 73 espécies de 39
géneros botanicos pertencentes a 7 Familias. A cole¢do iniciou-se nos anos 90 com as
espécies cultivadas e, em 2000 principiou-se a colheita de recursos silvestres. Nos
critérios da sua constituicdo estdo 4 conce¢des iniciais — 0 que nos indica a etnobotanica,
que familias e géneros botéanicos sdo mais significativos na flora portuguesa e quais tém
mais uso pelas comunidades locais, como conservar a variabilidade genética e maximizar
a conservacéo dos atributos e propriedades mais valiosos hoje e no futuro.

Entre os géneros conservados, a Lavandula esta representada na colecdo por 91
acessos, dos quais 26 sdo de L. stoechas L., 62 de L. pedunculata L, 2 de L. viridis L’
Hér. e 1 de Lavandula spp.

A caracterizacdo morfolégica foi o ponto de partida no BPGV, mas estendeu-se a
outras vertentes do conhecimento. O estabelecimento de networks permitiu trazer mais
valéncias ao conhecimento sobre a colegéo de Lavandula spp.

Da colecdo 62% esta caracterizado através dos descritores morfologicos, estando
a de L. stoechas completa. A avaliacdo fitoquimica determinada nos extratos volateis e
ndo volateis foi realizada em cerca de 33% dos acessos de L. pedunculata. Estdo avaliados
os fitoquimicos de cerca de 35% dos acessos de L. stoechas.

A informacdo esta incluida na plataforma Grin-Global e acessiveis 0s dados de
passaporte com o mapeamento geografico.

O objetivo de maximizar a conservacdo da variabilidade genética, em termos
morfologicos e fitoquimicos, das principais espécies de Lavandula da flora portuguesa é
o propdsito fundamental do BPGV. A andlise dos resultados permite aprofundar a
taxonomia da colecdo, facilita a gestdo e a avaliacdo, e a geo-localizacdo da
biodiversidade dos compostos secundarios destes recursos naturais.

Palavras-chave: Avaliacdo, Morfologia, Fitoquimicos, Parceiros, Grin-Global
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Abstract

Valorization of natural resources conserved ex situ in the Lavandula spp.
collection

The Aromatic and Medicinal Plants Collection of the Portuguese Plant
Germplasm Bank (BPGV, INIAV I.P.) has 1238 accessions of 73 species from 39
botanical Genera belonging to 7 Families. It started in the 1990s with cultivated species
and, in 2000, with the collection of wild resources. The criteria that support its
constitution are four - what ethnobotany tells us, which families and botanical Genera are
more significant in Portuguese Flora, and which have more use by local communities,
how to conserve genetic variability and maximize the conservation of the most valuable
attributes and properties today and in the future.

Among the conserved Genera, the Lavandula collection consists of 91 accessions
of Lavandula spp. (26 L. stoechas L., 62 L. pedunculata L., 2 L. viridis L' Hér., 1
Lavandula spp.).

It started with morphological characterization in the BPGV but was extended to
other areas of knowledge. The establishment of networks was promoted, which made
possible to bring more benefit to the knowledge about the Lavandula spp. collection.

Up to 62% of the collection is characterized using morphological descriptors, the
L. stoechas being complete. Phytochemical evaluation determined on volatile and non-
volatile extracts was carried out on about 33% of L. pedunculata accessions.
Phytochemical evaluation of about 35% of L. stoechas accessions was possible.

Information is available on the Grin-Global platform and passport data accessible
with geo localization.

The BPGV's fundamental aim is to maximize conservation of the genetic
variability, in morphological and phytochemical terms, of the main Portuguese species of
Lavandula. The analysis of the results obtained allows a deeper taxonomy knowledge of
the collection, facilitates its management, the evaluation of the achievement’ level of the
purpose, and the assessment of the geo location of the secondary compounds’ biodiversity
of these natural resources.

Keywords: Evaluation, Morphology, Phytochemicals, Partners, Grin-Global

Introducéo

Em 2002, foi lancada a primeira Estratégia Global para a Conservacao de Plantas
(EGCP) e, oito anos ap0s, na reunido da Convencao de Diversidade Biol6gica em Nagoia,
2010 (CBD CoP10) uma estratégia emendada e atualizada da Estratégia Global para a
Conservacao de Plantas foi aprovada pelos governos do mundo. A Estratégia tem uma
visdo: “Sem as plantas, ndo ha vida”. O funcionamento do planeta e a nossa sobrevivéncia
dependem das plantas. Esta estratégia tem como objetivo deter “a perda continua de
diversidade de plantas”. Tem dezasseis metas sob 5 objetivos. Estes objetivos globais séo:
i) A diversidade de plantas é bem compreendida, documentada e reconhecida; ii) A
diversidade de plantas é conservada urgente e eficazmente; iii) A diversidade de plantas
é usada de forma equitativa e sustentavel; iv) A educacédo e a consciencializa¢do quanto
a diversidade das plantas, assim como a sua relagdo com os meios de subsisténcia e a sua
importancia para toda vida na Terra sdo promovidas;, v) As capacidades e o
empenhamento publico necessarios para implementar a estratégia sdo desenvolvidos
(UICN, 2011). As metas mais emblematicas sdo: “Pelo menos 75% das espécies
ameacadas conservadas in situ”, “Pelo menos 75% das espécies ameagadas em colegdes
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ex situ, preferencialmente no pais de origem, e pelo menos 20% disponivel para o0s
programas de recuperacdo e restauracdo”, “70% da diversidade genética de culturas
inclusive os parentes silvestres e outras espécies de plantas importantes de grande valor
socioecondémico conservadas, respeitando, preservando e mantendo entretanto o0s
conhecimentos tradicionais locais e locais associados”, “Pelo menos 75% das terras
produtivas em cada setor manuseado de forma sustentavel, compativel com a conservacao
da diversidade de plantas”, “Todo produto derivado de planta de coleta silvestre obtido
de fontes que sdo manuseadas de forma sustentavel”.

A Estratégia de Recursos Fitogenéticos para a Europa, publicada pelo Programa
Cooperativo Europeu de Recursos Fitogenéticos (ECPGR), foi lancada em 30 de
novembro de 2021 em Bruxelas, Bélgica “Plant genetic resources conservation and
sustainable use — What should Europe urgently do?” A Estratégia que foi desenvolvida
ao longo de trés anos em consulta com uma vasta gama de peritos e partes interessadas -
proporciona um Plano de Acéo para responder a necessidade de acdo urgente e permitindo
a transicdo para um sistema europeu totalmente funcional e eficiente de conservagao e
utilizacdo dos recursos geneticos vegetais (Labokas et al., 2018; ECPGR, 2021)

Em 2001, reconhecendo a importancia da conservacao das plantas medicinais e
aromaticas (sigla internacional MAP de “medicinal and aromatic plants”), o Comité
Director do ECPGR acordou na criacdo do Grupo de Trabalho das Plantas Medicinais e
Aromaticas (MAPWG). Na ultima década as normas internacionais (International
Standard on Sustainable Wild, GA(C)P, FairWild Standard and Certification) da
exploracdo e gestdo sustentavel dos recursos naturais das MAP tornaram-se um requisito
tanto do ponto de vista da protecdo do ambiente como do ponto de vista socioeconémico.

A Organizacdo das Nac¢des Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) no
seu Segundo Relatorio sobre o Estado dos Recursos Fitogenéticos Mundiais para a
Alimentacdo e a Agricultura (2008), mostra que um total de 160.050 acessos do grupo de
plantas medicinais, aromaticas, condimentares e estimulantes sdo mantidos em bancos de
genes em todo o mundo. Os jardins boténicos, a nivel mundial, tém cerca de 1800 taxa
de plantas medicinais representadas nas suas colecfes (Barata et al. 2016). Barata & Asdal
(2012), a proposito das maiores colegdes de PAM da Europa, referem que a caracterizacéo
morfoldgica e avaliacdo, dessa colecdo ex situ global de 19500 acessos, foi efetuada em
3446 acessos e, a avaliacdo quimica foi realizada para 1645 acessos, enquanto a
investigacdo molecular foi sobre apenas 308 acessos.

Em 2009, o Banco Portugués de Germoplasma Vegetal (BPGV) iniciou as
missdes de prospecdo, colheita e conservacao ex situ de espécies da Flora Portuguesa de
Lavandula. Entre 2009 e 2010, o BPGV no quadro do projeto RITECA (Rede de
Investigacdo Transfronteirica da Extremadura, Centro e Alentejo), uma missdo conjunta
de colheita de Recursos Genéticos Vegetais de multiplas espécies, que incluia as Plantas
Medicinais e Aromaticas (MAPs), teve lugar na Regido do Alentejo. Entre 2011 e 2014,
as missdes de colheita continuaram, com suporte no Programa de Desenvolvimento Rural
(PRODER), e tiveram lugar na regido nordeste de Portugal. A selecdo dos locais de
amostragem, considerou ndo so a distancia entre locais, mas também a altitude. Esta
abordagem tem a vantagem de assegurar diferengas entre locais de amostragem, que s&o
suscetiveis de ser relevantes para futuros utilizadores. O pool genético de L. pedunculata
(Mill.) foi recolhido entre 100 e 1000 m de altitude e o pool genético L. stoechas L. entre
as altitudes 47 e 600 m e localizado na Regido do Alentejo. Contudo, ambos 0s pools
genéticos foram mais frequentes em altitudes entre 100 e 300 m (ENSCONET, 2009;
Rocha et al. 2013, 2017). A area geogréafica explorada e colhida indicou que a presenca,
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e a frequéncia, das espécies segue a distribuicdo geografica proposta em Upson &
Andrews (2004) e citado por Benabdelkader (2012) e Guitton (2010). A colheita e
conservacao ex situ foi sob a forma de sementes. A colegdo de Lavandula spp. inclui um
total de 91 acessos silvestres: Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. (62 acessos) seguido
de Lavandula stoechas L. (26 acessos), Lavandula viridis L'Her. (2 acessos), e Lavandula
spp. (1 acesso). O mapa da Fig. 1 indica a origem ecogeografica dos acessos conservados.

A caracterizacdo morfoldgica iniciou-se em 2010 no &mbito Programa PRODER
e mais recentemente no quadro do Programa de Desenvolvimento Rural de Portugal
(PDR2020).

Na avaliacdo dos extratos volateis e ndo volateis, a contribuicdo sobreveio da
dindmica no seio dos grupos de trabalho promovidos na dltima década. Foi mercé do
interesse por este recurso natural — espécies de Lavandula da Flora Portuguesa — e ao
entendimento da importancia, do maximo e melhor conhecimento sobre ele, para 0s
diversos niveis técnico-cientificos e, objetivamente, para 0 BPGV, que foi possivel reunir
a conhecimento aqui apresentado.

O principal propdsito deste trabalho € apresentar os principais resultados obtidos
sobre 0s acessos conservados ex situ no BPGV e promover o conhecimento reunido no
quadro das parcerias, demonstrando como estas sdo importantes para a valorizacdo dos
recursos naturais. Outro objetivo € promover a plataforma Grin-Global, sendo uma
ferramenta facilitadora na congregacdo de informacdo e apoio ao conhecimento dos
recursos genéticos vegetais, no quadro do Plano Nacional para os Recursos Genéticos
Vegetais.

Material e Métodos

O material bioldgico caracterizado para descritores morfoldgicos foi de 56 acessos
(Quadro 1), semeados em tabuleiro de alfobre e transplantados para local definitivo
qguando as jovens plantas ttm um desenvolvimento que permite a melhor adaptacéo as
condicBes edafoclimaticas. A semente de Lavandula spp. tem germinacgdo lenta sendo
necessarias no minimo 8 semanas (podendo ser 90 dias) para o transplante. Em local
definitivo, as plantas foram colocadas com uma distancia entre elas de 0,60 m, entre
acessos e dentro de cada acesso. Os estudos decorreram na auséncia de fertilizacao e de
aplicacdo de fitofarmacos, mas com irrigacdo por gotejamento nos meses de verdo entre
1 a 2 vezes por semana durante 1,5h. Desde 2014 a caracterizacdo realizou-se em solo
coberto por tela anti ervas daninhas.

Os descritores, por padrao na caracterizacdo morfoldgica, sdo tomados no minimo
em 20 plantas. Os descritores, descricdo e como sdo tomados constam na metodologia
apresentada em Lopes & Barata (2017).

Foram caracterizados morfologicamente 30 acessos de L. pedunculata e 25
acessos de L. stoechas. Foi iniciada com a L. stoechas.

Os resultados sdo apresentados graficamente (boxplot) onde a distribuicdo dos
dados em quartis (1% e 3%), 0 minimo e 0 maximo, e se destaca a média e os valores
atipicos. As linhas verticais indicam a variabilidade fora dos quartis superiores e
inferiores e todos os pontos fora dessas linhas sdo considerados valores atipicos, estando
sinalizados.

Sobre 0 material em caracterizagdo, recolheram-se amostras, para fins de
avaliagéo de fitoquimicos, com a colheita de ramos floriferos de cada uma das 20 plantas
por acesso e compuseram-se amostras unicas por acesso, resultante de partes iguais de

( 43 1Actas Portuguesas de Horticultura, n°37 (2022)

\ )



111 Coléquio Nacional de Plantas Aromaticas e Medicinais, Castelo Branco

cada amostra individual. As colheitas das amostras para este propésito foram em todos o0s
estudos realizadas no segundo ano em cultura ex situ e com as plantas em plena floracéo.

Com inicio em 2014, a avaliagdo dos extratos foi na componente volatil e ndo
volatil (Quadro 1).

Sobre a componente volatil, a atividade foi em parceria e, foram avaliados e
caracterizados os 0Oleos essenciais de 36 acessos de: 10 acessos L. pedunculata (Silva et
al., 2017) mais 18 acessos (CBV CESAM 2020) e, 9 acessos de Lavandula stoechas
(CBV CESAM 2021). Os oleos essenciais foram isolados por hidrodestilagdo, e a
composi¢do quimica analisada por Cromatografia Gasosa (GC) e por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC/MS).

Relativamente aos extratos ndo volateis, as parcerias foram com o Centro de
Investigacdo de Montanha (CIMO) e internamente com a Unidade de Tecnologia e
Inovacdo (UTI). O CIMO avaliou 13 acessos de L. pedunculata quanto a composicao
fenolica e bioatividade; perfil fenolico de extratos aquosos (obtidos por infusdo) e
hidroetandlicos (etanol:agua 80:20, v/v) foi analisado por HPLC-DAD-ESI/MSn (Lopes
et al., 2018). A UTI do INIAV realizou o teor de compostos fendlicos totais e a
determinacdo da capacidade antioxidante (Serrano et al., 2011; Pinheiro, et al., 2019)
pelos métodos de captacédo de radicais livres (DPPH) e de reducéo do ido ferro (FRAP)
em 18 acessos de L. pedunculata e sobre 8 acessos de L. stoechas.

No dmbito das estratégias definidas no Plano Nacional para os Recursos Genéticos
Vegetais, 0 Banco Portugués de Germoplasma Vegetal (BPGV) disponibiliza o acesso a
informacdo de conservacdo dos Recursos Genéticos Vegetais no Pais. A informacao esta
disponivel no endereco http://bpgv.iniav.pt, estando suportado na plataforma
internacional GRIN-Global enquanto ferramenta de organizacdo, gestdo e
disponibilizagdo de informagdo em Recursos Genéticos Vegetais.

Resultados e Discussao

Os principais resultados da caracterizacdo morfolégica sdo apresentados na Fig.2
e Fig. 3. Sdo sete os descritores que melhor explicam a variabilidade da colecédo
caracterizada para ambas as espécies. Sdo descritores relacionados com a espiga e com a
planta em floracdo-frutificacdo (Delgado et al., 2010; Lopes e Barata, 2017). Os graficos
foram obtidos para — no caso da L. stoechas — 9 acessos de Beja, 1 de Castelo Branco, 7
acessos de Evora, 5 de Portalegre e 4 de Setubal; no que respeita a L. pedunculata — 7
acessos de Vila Real, 9 de Braganca, 11 acessos de Portalegre e 4 de Evora.

Verifica-se que a colecdo de L. stoechas caraterizada, com origem num territério
mais circunscrito ao centro (interior norte e sul e litoral), indica uma variabilidade
acentuada entre essas macrorregides e dentro das macrorregides.

A colegdo de L. pedunculata mostra variabilidade sobretudo Norte/Sul; dentro de
cada macrorregido havera maior aproximacdo fenotipica para as caracteristicas em
estudo.

Considerando a origem dos acessos estudados e 0s principais descritores
morfologicos descriminantes dos acessos, 0 pole genético da L. pedunculata é menos
variavel que o da L. stoechas e, a macrorregido do Alentejo mostra ser um centro de
variabilidade para ambas as espécies. A regido de Castelo Branco necessita de maior
apreciacéo, sobre a variabilidade deste recurso natural, em estudos posteriores.

Os principais resultados de analise dos extratos apresentam-se nos Quadros 2 e 3.
Os extratos ndo volateis sdo parcialmente apresentados, estando em curso a elaboragédo
de um trabalho suportado em analises no quadro do projeto PDR2020. No estudo sobre
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as amostras de L. pedunculata (Lopes et al., 2017 a, b; Lopes et al., 2018) apresentaram
um perfil idéntico, revelando a presenca de treze compostos fendlicos diferentes, sendo o
acido salvianolico B, éacido rosmarinico e luteolin-7-O-glucuronida os principais
compostos presentes. Estes resultados evidenciaram néo sé o perfil fendlico desta espécie,
como também, a existéncia de variagdes entre amostras com diferentes origens
geograficas, dando relevancia aos fatores bioticos e abidticos na composi¢ao quimica das
espécies. Delgado (2007) encontrou semelhante indicacdo para 6leos essenciais. Foram
identificados acidos fendlicos, 4 dos quais se encontram glucosilados (hexdxidos de acido
cafeico, p-cumarico e rosmarinico), e quatro flavonoides todos eles ligados a agUcares
(luteleonina-O-hexdsido-O-glucuronido,  luteleonina-O-glucurénido, luteleonina-O-
metilglucuronido e eriodictiol-O-glucurdnido). A amostra proveniente de Portalegre
(BPGV10387), salientou-se das restantes por apresentar maior concentracdo de acidos
fendlicos, flavonoides e compostos fendlicos totais. As amostras provenientes do
Alentejo apresentaram resultados mais elevados em todas as bioatividades, em
comparagdo com as amostras de Tras-os-Montes.

Sobre a componente dos 6leos essenciais e para a L. stoechas ha indicacdo que
serdo de L. stoechas subsp. luisieri com a identificacdo de derivados de necrodanos. O
acesso de Portalegre BPGV10383 na caracteriza¢do morfoldgica distinguiu-se pelo maior
comprimento do pedunculo da espiga. Da colecdo analisada de L. pedunculata reteve-se
a informacdo que o acesso BPGV10375 sera eventualmente L. stoechas subsp. luisieri
pela presenga de necrodanos. Na caracterizagdo destacou-se pelo seu muito curto
pedunculo da espiga, mas na maioria das caracteristicas ndo houve discriminacao
relativamente as restantes identificadas como rosmaninho maior. Os Gleos essenciais
identificados resultam num perfil ja encontrados em outros estudos (Delgado, 2007;
Figueiredo et al., 2014)

A informacdo reunida estd parcialmente disponivel na plataforma Grin-Global
(fig. 4). Hoje, a informacdo de colheita e localizacdo ecogeografica é de acesso publico.
A informacdo como aquela apresentada neste contexto, caracterizacdo morfoldgica e
fitoquimicos, estara disponivel em breve.

Conclusdes

O género Lavandula foi utilizado durante séculos, quer seco, quer como 06leos
essenciais para uma variedade de propostas terapéuticas, cosméticas, fragrancias e
condimentos. Contemporaneamente, a investigacdo tem resultados que mostram que 0s
compostos fenolicos tém atividade biologica, como seja antioxidante e antimicrobiana.
Os 0leos essenciais tém igual impacto dado as importantes propriedades bioldgicas.

A disponibilizacdo de informacéao e conhecimento reunidos no @mbito dos bancos
de germoplasma é uma via que acelera a transposi¢do para os diversos agentes produtivos
e economicos. O melhoramento podera mais assertivamente escolher caracteristicas que
promovam atributos na fileira das PAM, além disso em Portugal este & um campo
inexplorado. Os resultados dos estudos permitiram melhorar a taxonomia da colegéo de
Lavandula da Flora portuguesa, orientar futuras acdes de colheita deste recurso natural,
como por exemplo agendar missdes de colheita na regido de Castelo Branco. Este recurso
natural tem valor acrescentado suportado nos efeitos dos bioativos do género Lavandula
que abre possibilidades de utilizacdo em formulagdes alimentares e farmacéuticas.
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Quadro 1 - Lista dos acessos, e sua origem, de Lavandula spp. caracterizados
morfologicamente ex situ e analisados 0s extratos.

L. stoechas L. pedunculata
N° de Acesso Distrito Volateis Nao N° Accesso  Distrito Volateis Nao
volateis volateis
BPGV09837 Evora BPGV09838 Evora X
BPGV09839 Evora BPGV09840 Evora X X
BPGV09841 Evora BPGV09845  Evora X
BPGV09848 Evora BPGV10369 Portalegre X
BPGV09850 Beja BPGV10372  Portalegre x
BPGV09852 Beja BPGV10375 Portalegre x X
BPGV09854 Beja BPGV10378  Portalegre x
BPGV09857 Beja BPGV10379  Portalegre X
BPGV(09858 Beja BPGV10380 Portalegre x X
BPGV09862 Beja BPGV10382  Portalegre x X
BPGV09864 Beja BPGV10387  Portalegre X
BPGV09866 Beja BPGV10391 Evora X
BPGV09867  Setubal BPGV10400 Portalegre x
BPGV09868  Setubal BPGV10412 Portalegre X
BPGV09870  Setubal BPGV10418 Portalegre X
BPGV09902 Beja BPGV11277 Braganga X X
BPGV09911  Setubal BPGV11290 Braganca X X
BPGV10370 Portalegre x X BPGV11308 Braganca X
BPGV10373  Portalegre X X BPGV11311 Braganga X X
BPGV10376  Portalegre X X BPGV12069 Braganca X X
BPGV10383  Portalegre x X BPGV12074 Braganga X X
BPGV10389 Evora X X BPGV12079 Braganca X X
BPGV10392 Evora X X BPGV12111 Braganga X X
BPGV10395 Evora X X BPGV12139 VilaReal x X
BPGV10402 Portalegre X X BPGV12150 VilaReal x X
BPGV16255 Castelo X X BPGV12160 VilaReal x X
Branco

BPGV12164 VilaReal x X

BPGV12224  VilaReal x X

BPGV12232 VilaReal x X

BPGV16264 Castelo X X

Branco
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Quadro 2 — Resultados da avaliacdo em extratos volateis para 0s acessos de L. stoechas.

N°de Acesso Distrito Teor OE Identificacio dos OE
(%, vip.f.)
BPGV10370 Portalegre 0,4 trans-a-necrodilo / trans-o-necrodol
BPGV10373 Portalegre 0,3 trans-a-necrodilo / trans-a-necrodol
BPGV10376 Portalegre 0,4 trans-a-necrodilo / trans-a-necrodol
BPGV10383 Portalegre 0,3 Fenchone / trans-a-necrodol
BPGV10389 Evora 0,7 1,8-cineole / acetato de trans-a-necrodilo /
trans-a-necrodol
BPGV10392 Evora 0,7 1,8-cineole / acetato de trans-a-necrodilo /
trans-a-necrodol
BPGV10395 Evora 0,4 trans-a-necrodilo / trans-o-necrodol
BPGV10402 Portalegre 0,6 trans-a-necrodilo / trans-o-necrodol
BPGV16255 Castelo Branco 0,4 trans-a-necrodilo / trans-a-necrodol

Quadro 3 — Resultados parciais da avaliagdo em extratos volateis e ndo volateis para 0s
acessos de L. pedunculata.

N° de Acesso  Distrito Teor OE (%,ldentificacdo dos OE Compostos fendlicos

v/p.f.) identificados

BPGV11277 Braganga 0,3 Canfora / 1,8-cineole /

fenchona
BPGV11290 Braganca  0,5-0,3 Canfora / 1,8-cineole /acido cafeico

fenchona
BPGV11308 Braganga - acido salvianolico b
BPGV11311 Braganga 0,3 Canfora / 1,8-cineole /

fenchona
BPGV12069 Braganga 0,2 Canfora / 1,8-cineole /

fenchona
BPGV12074 Braganga 0,3 Canfora / 1,8-cineole /

fenchona
BPGV12079 Braganca 04 Canfora / 1,8-cineole /

fenchona
BPGV12111 Braganga 0,4 Canfora / 1,8-cineole /

fenchona
BPGV16264  Castelo 0,2 6-3-careno

Branco

BPGV09838 Evora 0,5 Canfora p-cumarico hexosido
BPGV09840 Evora 0,3 Fenchona / canfora / a-

pineno
BPGV09845 Evora 0,6 Canfora hexdésido de acido cafeico
BPGV10391 Evora 1,0 Fenchona / canfora 4cido sangerinico
BPGV10369  Portalegre 0,6 Fenchona / canfora acido litospérmico a
BPGV10372  Portalegre 0,5 Fenchona / canfora luteleonina-O-hexésido-

O-glucurénido

BPGV10375 Portalegre 0,3 trans-a-necrodilo /

trans-a-necrodol
BPGV10378  Portalegre 0,6 Fenchona / canfora hexdsido de acido cafeico
BPGV10379  Portalegre - luteleonina-O-

metilglucurénido
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N° de Acesso  Distrito Teor OE (%,ldentificacdo dos OE Compostos fendlicos
v/p.f.) identificados
BPGV10380  Portalegre 0,4 Fenchona / canfora / a-
pineno
BPGV10382  Portalegre 0,3 Fenchona / canfora / a-
pineno
BPGV10387  Portalegre - luteleonina-7-O-
glucurénido
BPGV10400 Portalegre 0,4 Fenchona / canfora eriodictiol-O-
glucuronido
BPGV10412  Portalegre 0,7 Fenchona / canfora acido rosmarinico
BPGV10418  Portalegre 0,8 Fenchona / canfora hexo6sido de acido
rosmarinico
BPGV12139 VilaReal 0,2 B-pineno
BPGV12150 Vila Real 0,3 Canfora / 1,8-cineole /
fenchona
BPGV12160 VilaReal 0,3 Céanfora / 1,8-cineole /
fenchona
BPGV12164  Vila Real 0,2 Canfora / 1,8-cineole /
fenchona
BPGV12224  VilaReal 0,2 Céanfora / 1,8-cineole /
fenchona
BPGV12232  Vila Real 0,2 Canfora / 1,8-cineole /
fenchona
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Resumo

Numa ¢época em que “tempo ¢ dinheiro”, a utilizacdo de ferramentas de
planificacdo que nos permitam agilizar o processo de planeamento e concecdo de jardins,
sejam eles meramente ornamentais, pedagdgicos ou demonstrativos, revela-se de enorme
importancia. Além do tempo poupado, estas ferramentas permitem alteragdes quase
imediatas, perante modificacdes de alguns elementos do futuro jardim, como, por
exemplo, a localizagdo dos pontos de &gua, as carateristicas do solo e subsolo, a dire¢do
dos ventos dominantes ou, até, as alteracfes no desenvolvimento das plantas.

Neste trabalho, pretende-se demonstrar como o uso de tecnologia, mais
precisamente, desenho assistido por computador, permitiu a conce¢do de um jardim
demonstrativo de plantas aromaticas e medicinais ex situ, duma forma facil e concreta,
sem se estar sujeito a condicionantes como as condicdes atmosféricas, por exemplo.

Para o planeamento, e em primeiro lugar, tivemos de atender aos objetivos gerais
deste jardim: conservar e manter patriménio genético in vivo, manter plantas-mae para
propagacao e conservacao in vitro, e, ao ser demonstrativo, ter utilizacdo pedagogica para
estudantes, investigadores e a populagéo em geral.

O jardim a instalar, com uma dimensdo de 1498 m?, foi projetado de forma a
permitir a instalacdo de 99 espécies distintas. Presentemente, estdo instaladas 47 espécies,
em quadriculas de 1 m? (Im x 1 m) e 3 espécies em sebes. Os inertes também foram
colocados em quadriculas iguais as dos canteiros, desenhadas em alternancia com os
mesmaos, de forma a permitir a passagem dos visitantes.

Ap0s a concecdo do jardim, este foi instalado, e deparamo-nos com a necessidade
de fazer pequenas alteracdes, perante situacdes inesperadas, como a altura da camada do
solo. Estas alteragdes foram imediatas, tanto no local, como no desenho do jardim.

A utilizacdo destas ferramentas de planificacdo permitiu que a maioria do trabalho
fosse realizado ex situ, duma forma répida, facil e confortavel. A possibilidade da
introducdo répida de alteragdes facilitou a instalagdo do jardim e a diminuig&o dos custos
associados. A parte mais morosa foi a definicdo e desenho dos canteiros com as espécies
diferentes, mas € um trabalho que fica disponivel para utilizag6es futuras pelo projetista,
sem ter de recorrer a desenhistas externos, o que diminui, também, os custos de
planeamento.

Palavras-chave: ArcGis, Plantas aromaticas e medicinais, Projeto de jardim, Visio

( cy 1Actas Portuguesas de Horticultura, n°37 (2022)

\ )


mailto:nroque@ipcb.pt
mailto:catarinanlourenco@gmail.com
mailto:fdelgado@ipcb.pt

111 Coléquio Nacional de Plantas Aromaticas e Medicinais, Castelo Branco

Abstract

Planning WFP Botanical Gardens with technological tools - case study

In these times, when "time is money", the use of planning tools that allow us to
streamline the process of planning and design of gardens, whether they are merely
ornamental, educational, or demonstrative, is of enormous importance. In addition to time
saved, these tools allow for almost immediate changes, given modifications in some
elements of the future garden, such as, for example, the location of water points, the
characteristics of soil and subsoil, the direction of prevailing winds, or even changes in
plant development.

In this work, we intend to demonstrate how the use of technology, more precisely,
computer assisted design, allowed the conception of a demonstrative garden of aromatic
and medicinal plants ex situ, in an easy and concrete way, without being subjected to
constraints such as weather conditions, for example.

For the planning, and in first place, we had to consider the general objectives of
this garden: to conserve and maintain genetic heritage in vivo, to keep mother plants for
propagation and conservation in vitro, and, by being demonstrative, to have pedagogical
use for students, researchers, and general population.

The garden to be installed, measuring 1496 m?, was designed to allow the
installation of 99 different species. Currently, 47 species are installed, in squares of 1 m2
(1 mx 1 m)and 3species in hedges. The inert elements were also placed in squares similar
to those of the beds, designed in alternation with them, in order to allow the passage of
visitors.

After the garden was designed, it was installed, and we were faced with the need
to make small changes, given unexpected situations, such as height of soil layer. These
changes were immediate, both in location and design of garden.

The use of these planning tools allowed most of the work to be done ex situ in a
quick, easy, and comfortable way. The possibility to introduce changes quickly made the
installation of the garden easier and the associated costs lower. The most time-consuming
part was the definition and design of the beds with different species, but this work is
available for future use by the designer, without having to use external designers, which
also reduces planning costs.

Keywords: ArcGis, Aromatic and Medicinal Plants, Garden design, Visio

Introducéo

A utilizacdo de ferramentas informaéticas de planificacdo, ao permitir agilizar o
processo de planeamento e concecdo de jardins, revela-se de enorme importéncia, por
poupar tempo, custos e permitir alteracfes quase imediatas nos mesmos, muitas vezes por
constrangimentos do solo, do tipo de plantas a instalar ou mesmo por alteracfes tematicas
no design (fig. 1).

Encontramos, na literatura, trabalhos recentes que descrevem e abordam as
tematicas de jardins de plantas aromaticas e medicinais (Bouzouidja et al., 2021; Dobson
et al., 2021; Gonzalez-Ball et al., 2022), podendo ainda citar, como relevantes, 0s
trabalhos (Arslan et al., 2018; CoDyre et al., 2015; Strenchok et al., 2018). Realgamos o
estudo dos trabalhos que recorrem as tecnologias de informacéo geogréafica para a criacao,
desenvolvimento e manutencgéo de jardins (Camps-Calvet et al., 2016; Pedras et al., 2016;
Strenchok et al., 2018; Yuan et al., 2014).
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Foi o conhecimento de todos estes trabalhos que permitiu a concecdo e o
planeamento, em desenho e com recurso a ferramentas tecnologicas, e a consequente
instalacdo, de um jardim demonstrativo de espécies Aromaticas e Medicinais, em Castelo
Branco, integrado no projeto POCTEP COOP4PAM.

Material e Métodos
Este trabalho foi realizado numa parcela de 1496 m?, localizada na zona frontal
exterior ao Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior, em Castelo Branco.
As ferramentas tecnoldgicas usadas foram:
e GNSS (Global Navigation Satellite System — Sistema Global de
Navegacdo por Satélite) (Trimble Navigation Limited, 2005), para
levantamento georreferenciado da localizacdo da parcela e dos
elementos construtivos presentes;
e ArcGis (ESRI, 2011), para tratamento dos dados obtidos e
caraterizagdo da parcela existente (fig. 2);
e Visio, da Microsoft, Microsoft® Visio®,(Microsoft Corporation,
2018), que permite desenhar/planear a escala o jardim. (fig. 3)

A primeira parte deste trabalho consistiu na planificacdo do jardim.
Na planificacdo, atendemos aos objetivos gerais deste jardim:
e Conservar e manter patrimonio genético in vivo;
e Manter plantas-mée para propagacédo e conservacao in vitro;
e Ser demonstrativo;
e Ter utilizacdo pedagogica para diferentes publicos-alvo.
E cumprimos as seguintes resolugdes:
e Ultilizar apenas plantas aromaticas e medicinais (PAM);
e As PAM teriam de ser de ciclo vivaz ou perene;
e Asespécies de PAM seriam maioritariamente recolhidas, usadas e/ou
cultivadas na regido da Beira Interior.
e Instalar colecGes de géneros de plantas com as suas diferentes espécies,
permitindo a identificacdo correta entre elas e o estudo da sua fenologia e
adaptacdo as condic¢des do jardim.

Apbds o levantamento georreferenciado da parcela e dos seus elementos
construtivos (pontos de dgua, muros) com o GNSS, trataram-se 0s dados e caraterizou-se
a parcela, utilizando o programa ArcGis (fig.2). Posteriormente, com o Visio, desenhou-
se a parcela, e respetivos canteiros de 1m x 1m (fig. 3).

Seguidamente, atribuiram-se a alguns canteiros a fungdo de pontos de passagem,
sendo cobertos com inertes. Os outros, destinaram-se as plantas.

Foram desenhadas 99 espécies de plantas, que cumpriam as caracteristicas
pretendidas, e duma forma o mais parecida a realidade que existiria se fossem fotografias
aéreas. Ao mesmo tempo que se fazia o desenho das plantas no canteiro, criou-se uma
legenda, agrupando-se as plantas por familias botanicas (fig. 4).

Ap0s o desenho feito, procedeu-se a instalagdo do jardim.

Para a instalacdo, os primeiros trabalhos realizados foram os de preparacdo do
solo.

Apo6s a marcacdo do terreno e a delimitacdo dos canteiros, colocou-se tela anti-
germinante para controlo de infestantes nos canteiros que levariam uma camada de inerte
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(Fig. 5 e 6). Os inertes escolhidos foram a argila expandida e casca de pinheiro, numa
espessura de cerca de 2,5cm, usando as cores contrastantes como elemento decorativo
adicional. Isso permitiu-nos representar as montanhas das serras beirds com a casca de
pinheiro, e as zonas de planalto beirdo e campina de Idanha com a argila expandida. O
sistema de rega deriva dos pontos de agua existentes, ndo se tendo efetuado instalagéo de
sistemas de apoio ou de rega computorizada, pelo que ndo aparece no projeto. No final,
foi instalado um sistema de rega por aspersdo de manutencdo do teor de humidade das
espeécies que sendo, na sua maioria, autdctones, seguem o seu ritmo de desenvolvimento
como na natureza.

Aquando da fase de instalacdo das espécies nos canteiros, deparamo-nos com a
necessidade de fazer pequenas alteragdes ao primeiro plano, uma vez que encontrdmos
zonas com uma altura de solo abaixo do necessario para as plantas escolhidas. Estas
alteragOes foram imediatas no desenho do jardim, e na plantacéo a decorrer (fig. 7).

Em simultaneo com a colocacdo de parte dos inertes, procedeu-se a plantacéo das
espécies escolhidas e ja disponiveis na colecdo do projeto, com base no novo plano,
devidamente alterado (fig. 8 e fig. 9).

Resultados e Discussao

O desenho das espécies de plantas, adaptado aos canteiros, foi moroso, devido aos
pormenores desejados, e a quantidade de espécies escolhidas. No entanto, as espécies
semelhantes visualmente (pertencentes ao mesmo genero) foram facilmente desenhadas,
pois apos estar uma espécie desenhada, bastava adaptar as outras espécies em pormenores
como cores e/ou presenca de manchas, ou tamanho de flores, por exemplo. Um desses
casos, foi o das espécies pertencentes a familia Cistaceae (fig. 10).

A planificacgéo do jardim, utilizando o Visio, foi bastante célere, uma vez estando
as plantas ja desenhadas, pois o programa é bastante intuitivo, facil e comodo de usar.
Comparando com os sistemas de planificacdo mais tradicionais (com medi¢6es no local
através de fitas métricas, desenho manual da parcela e dos elementos construtivos
presentes, desenho manual de cada espécie, e posterior planificacdo manual), toda a
utilizacdo das tecnologias referidas vem agilizar o processo de planificacdo, com o0s
consequentes ganhos de tempo e diminuicdo de custos (em deslocacdes, em recursos
humanos, em materiais).

Os trabalhos de campo (preparacdo e adubacgédo do terreno, marcacdo do terreno,
colocacdo de tela, aplicacdo de inertes, plantacdo e regas) foram, indubitavelmente,
facilitados pela planificacdo prévia do jardim, embora tenham sido, por motivos logisticos
e diferengas no ciclo vegetativo das plantas a instalar, assim como a disponibilidade de
plantas no viveiro de apoio, executados de forma faseada.

Como resultado, obtivemos um jardim que cumpre 0s objetivos propostos e as
resoluc@es iniciais, com custos inferiores aos que teriamos com uma planificagdo
tradicional, sem recurso as ferramentas tecnoldgicas utilizadas (fig. 8).

Concluséo

A utilizacdo destas ferramentas de planificagdo permitiu que a maioria do trabalho
fosse realizado ex situ, duma forma répida, facil e eficiente. A possibilidade da introducéo
répida de alteracGes facilitou a instalagdo do jardim e a diminuigdo dos custos associados.
A parte mais morosa [a definicdo e desenho dos canteiros com as 43+3 (bordaduras)
espécies diferentes], € um trabalho que ficara sempre disponivel para utilizagGes futuras
pelo projetista, o que diminui, também, os custos de planeamento futuros.
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A parte mais morosa foi a defini¢do e desenho dos canteiros com as 99 espécies
diferentes (46 espécies ja plantadas), mas é um trabalho que ficara sempre disponivel para
utilizacBes futuras pelo projetista, o que diminui, também, os custos de planeamento
futuros.

Da bibliografia consultada, nenhum dos autores utilizou este programa para
planeamento e desenho de jardim demonstrativo. Desta forma, este trabalho é pioneiro na
utilizacdo desta ferramenta informatica para projetar jardins deste tipo, sendo precursor
para projetos de outros tipos de jardim, além dos demonstrativos.
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Figura 1- Representacdo esquematica das vantagens da utilizacdo de ferramentas
tecnoldgicas na planificacdo e concecdo de um jardim.
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Figura 2- Caracterizacdo da parcela através da utilizacdo do programa ArcGis (ESRI,
2011) .
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Legenda
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. Canteiro para plantas

. CUpressus sempervirens

* Arbutus unedo

% Lovondulo ongustifolio

o=  Ponto de agua [/ torneira

Figura 3- Desenho parcial da parcela, com canteiros quadrados de 1m x 1m, com a
presenca de elementos construtivos e plantas ja existentes. Obtida com o programa Visio
(Microsoft Corporation, 2018).
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Figura 4- Parte da representacdao em desenho de algumas espécies, agrupadas por familias
boténicas.

Figura 5- Colocagcéo da tela igura 6- Allcagao d casca de pinheiro
anti-germinante. nos canteiros designados.
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Figura 7-_Representa(;z”io da rapida alteracdo do primeiro plano, perante a necessidade de
relocalizar algumas espécies, as quais foram plantadas ap6s a decisao de alteracéo.

Figura 8- Trabalhos de instalagéo
do jardim de PAM.

¢ ®
ooz

Figura 10- Exemplos de representacdes de espécies de cistaceas (da esquerda para a
direita): Cistus ladanifer spp. ladanifer, Cistus ladanifer spp. sulcatus, Cistus salviifolius,
Cistus crispus, Halimium halimifolium. Pormenor do desenho das manchas tipicas na
base das pétalas da Cistus ladanifer spp. ladanifer.

( 59 ) Actas Portuguesas de Horticultura, n°37 (2022)

\ J



111 Coléquio Nacional de Plantas Aromaticas e Medicinais, Castelo Branco

Importancia das analises de terra para a producdo de plantas
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Resumo

A procura crescente de plantas aromaticas e medicinais (PAM), por parte do
consumidor e, consequentemente dos mercados, tem levado & sua producdo em larga
escala, com beneficios agroambientais e socioecondémicos para a regido de producdo. O
namero de produtores de PAM em Portugal tem aumentado, sendo o0 modo de producéo
bioldgico o mais utilizado. E no Alentejo, no Entre Douro e Minho e no Ribatejo e Oeste
que se concentra 0 maior nimero de produtores de PAM. Na cultura de PAM a analise
de terra constitui um instrumento fundamental para estabelecer um plano de fertilizagédo
adequado, garantir a quantidade e a qualidade da producdo, protegendo 0s recursos
naturais. No periodo 2011-2020, as amostras de terra para a cultura de PAM
representaram apenas 0,5% das amostras analisadas no Laboratorio Quimico Agricola
Rebelo da Silva do INIAV, I.P. (LQARS). Os tomilhos (21%), as hortelds (13%), a lucia-
lima (13%), a alfazema (8%) e a erva-cidreira (7%) constituem o grupo das cinco espécies
para as quais mais foram solicitadas recomendacdes de fertilizacdo. A colheita das
amostras de terra foi realizada pelos produtores, tendo sido pedido ao laboratério,
maioritariamente, a determinacdo dos parametros: textura, pH, matéria organica, fésforo,
potassio e magnésio. Os resultados obtidos revelaram que 59% das amostras
apresentavam textura grosseira, 33% reacdo acida, 47% teor baixo de matéria organica,
24% teor médio de fosforo, 34% teor alto de potassio e 41% teor muito alto de magnésio,
representando estes valores, para cada um dos parametros analisados, a maior
percentagem observada. O principal objetivo deste trabalho é reforgar a importancia da
analise de terra na cultura de plantas aromaticas e medicinais para uma fertilizacdo mais
racional, tendo em vista a sustentabilidade da producdo das plantas. Apresenta-se também
um conjunto de préaticas culturais e de recomendacdes de fertilizacdo referentes as
espécies acima referidas.

Palavras-chave: Fertilizacdo, Matéria organica, Recomendag&o de fertilizacdo, PAM

Abstract

The importance of soil analysis for the production of medicinal and aromatic
plants

The growing demand for medicinal and aromatic plants (MAPS), by consumers
and, consequently by markets, has led to their production on a large scale, with agro-
environmental and socio-economic benefits for the production region. The number of
MAPs growers in Portugal has increased, mostly with organic production. Growers are
mainly concentrated in Alentejo, Entre Douro e Minho and Ribatejo e Oeste regions. In
MAPs production, soil analysis is a fundamental tool to establish an adequate fertilizer
planning, not only to guarantee the quantity and the quality of the plants, but also to
protect natural resources. Between 2011 and 2020, soil samples for MPAs production

( 60 1Actas Portuguesas de Horticultura, n°37 (2022)
§ J


mailto:anabela.veloso@iniav.pt
mailto:raquel.mano@iniav.pt
mailto:elvira.ferreira@iniav.pt

111 Coléquio Nacional de Plantas Aromaticas e Medicinais, Castelo Branco

represented only 0.5% of the samples analysed at the Laboratério Quimico Agricola
Rebelo da Silva from INIAV, I.P. Thyme (21%), mint (13%), lemon verbena (13%),
lavender (8%) and lemon balm (7%) were the five species most requested for fertilizer
recommendations. Soil samples were collected by growers, who asked the laboratory to
determine the following parameters: texture, pH, organic matter, phosphorus, potassium
and magnesium contents. Results revealed that 59% of the samples had coarse texture,
33% acid reaction, 47% low content of organic matter, 24% medium content of
phosphorus, 34% high content of potassium, and 41% very high content of magnesium,
representing these values, for each of the analysed parameters, the highest percentage
observed. The main objective of this paper is to reinforce the importance of soil analysis
in the MAPSs cultivation, for a rational fertilization, regarding the sustainability of plant
production. Some fertilizer recommendations and cultural practices are presented for the
above-mentioned species.

Keywords: Fertilization, Organic matter, Fertilizer recommendation, MAPS

Introducéo

Segundo o Recenseamento Agricola 2019 sdo 599 exploracGes em Portugal que
produzem plantas aromaticas e medicinais (PAM), num total de 998 ha, repartidos por:
Alentejo (393 ha); Ribatejo e Oeste (227 ha), Algarve (124 ha); Entre Douro e Minho
(110 ha); Beira Interior (56 ha); Beira Litoral (40 ha); Tras-os-Montes (39 ha); Madeira
(6 ha) e Acores (2,7 ha) (Barata e Lopes, 2021).

A fertilidade do solo é fundamental para a producdo e qualidade das PAM. De
acordo com Radanovi¢ et al. (2006) as caracteristicas fisicas do solo determinam, em
particular, a aptidao para a cultura de espécies cultivadas pelas suas raizes. A rocha-mae,
a reacdo do solo (pH) e a matéria organica sao responsaveis, sobretudo, pelo teor e
disponibilidade de nutrientes. Nos solos com pH alto e teor elevado de carbonatos a
disponibilidade de muitos nutrientes diminui, provocando cloroses e retardando o
desenvolvimento de algumas plantas suscetiveis. Pelo contrario, nos solos muito acidos
héa indisponibilidade de nutrientes como o célcio e desenvolve-se toxicidade de aluminio,
0 que afeta fortemente o desenvolvimento das raizes e a consequente absorcdo dos
nutrientes pela planta. A matéria organica, além de fonte de nutrientes, tem um papel
protetor fundamental na vida do solo e na sua resisténcia as agressoes.

A expansdo da area cultivada de PAM conduziu a uma intensificacdo em que o
uso de fertilizantes para manter ou melhorar a fertilidade do solo se tornaram, muitas
vezes, indispensaveis. Antes da instalagdo da cultura as anélises de terra constituem o
meio de diagndstico mais importante para avaliar a fertilidade do solo, prever a resposta
a aplicacgdo de fertilizantes e fundamentar as recomendacdes de fertilizac&o.

Os procedimentos de colheita das amostras de terra e 0s parametros a analisar para
a culturade PAM encontram-se descritos em Veloso (2015). Nas plantas herbaceas anuais
e vivazes recomenda-se a analise dos parametros: pH (H20), necessidade de cal, matéria
organica e os nutrientes fosforo (P), potassio (K), magnesio (Mg), ferro (Fe), manganés
(Mn), zinco (Zn), cobre (Cu) e boro (B) extraiveis. Nas plantas arbdreas e arbustivas
recomenda-se, além dos parametros indicados para as culturas anuais, a andlise
granulométrica (% de areia, argila e limo), os catides de troca (K", Ca™ e Mg**) e a
capacidade de troca cationica.

Diversos autores publicaram informacgéo sobre a fertilizacdo de PAM (Mundz,
2002; Carlen & Carron, 2006; Moré et al., 2010; Almeida, 2013; Moré & Ay, 2017;
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INIAV, 2022). Contudo, para a elaboragdo de um plano de fertilizacdo adequado, a
informacdo disponivel na bibliografia ndo dispensa a adaptacdo as condigdes
edafoclimaticas do local, ponderando fatores tais como: 0 modo e o objetivo da producao,
0 tipo de 6rgdo que ira ser colhido, a producédo esperada, os resultados das analises de
terra, as técnicas culturais, o sistema de rega, etc.

O objetivo do presente trabalho € reforcar a importancia da analise de terra na
producdo de PAM para uma fertilizagdo mais racional, tendo em vista a sustentabilidade
da producdo das plantas. Apresenta-se também um conjunto de praticas e de
recomendaces de fertilizagdo referentes as espécies: alfazema, erva-cidreira, hortelds,
lucia-lima e tomilhos.

Material e Métodos

No periodo 2011-2020 deram entrada no LQARS, 121 amostras de terra para
PAM provenientes de diversos concelhos do pais. As amostras colhidas e entregues pelos
produtores sdo acompanhadas por uma ficha de requisi¢do de andlises indicando o local,
a cultura a realizar, o nivel de producdo esperado, os parametros a analisar, etc. As
amostras de terra rececionadas sdo preparadas para analise laboratorial (secas 35-37°C e
crivadas a 2 mm) e analisadas no tocante ao teor disponivel dos macronutrientes fosforo,
potassio e magnésio, bem como as caracteristicas do solo que condicionam a
disponibilidade desses nutrientes (pH, matéria organica e textura). Os relatorios de analise
emitidos incluem os resultados analiticos, os métodos de andlise, a apreciacdo dos
resultados e as recomendaces de fertilizacdo, entre outra informacao.

Na analise das amostras de terra foram seguidos 0os métodos usados em rotina no
LQARS: avaliacdo da textura expedita - textura de campo; matéria organica - via himida
(digestdo com dicromato de sodio e determinacdo por espetrofotometria de absor¢édo
molecular. Aplicado o fator de correcdo 1,29, para contemplar a digestdo incompleta da
matéria organica pelo dicromato); fésforo e potassio extraiveis — extraidos com lactato de
amonio e determinados por espetrofotometria de emisséo de plasma com detetor 6tico (P-
AL e K-AL, Egner et al., 1960); magnésio extraivel — extraido com acetato de aménio
1M (pH=7) e determinado por espetrofotometria de absor¢do atémica; pH (H20) -
suspensdo solo:agua 1:2,5 (v/v) / potenciometria (20£2°C).

Os resultados analiticos das terras foram classificados de acordo com as tabelas
em uso no LQARS. Para a avaliacdo do conjunto dos resultados calculou-se, para cada
um dos parametros, a percentagem de amostras de cada classe.

Resultados e Discussao

A distribuicdo percentual, por ano e por NUT Il (Nomenclatura das Unidades
Territoriais para Fins Estatisticos, nivel Il), das amostras de terra rececionadas no
LQARS, na década 2011-2020, é apresentada na figura 1. A distribuicdo percentual de
acordo com a textura de campo, acidez do solo, classes de matéria orgénica e de fosforo,
potassio, magnésio extraiveis consta da figura 2. Para o conjunto de espécies para as quais
mais foram solicitadas recomendacdes de fertilizacdo: alfazema (Lavandula angustifolia
Miller, familia Lamiaceas), erva-cidreira (Melissa officinalis L., familia Lamiaceas),
hortelas (Mentha spp., familia Lamiaceas), lucia-lima (Aloysia triphylia (L Hér.), familia
Verbanaceas) e tomilhos (Thymus spp, familia Lamiéaceas) constam do Quadro 1 alguns
dados culturais e no Quadro 2 as quantidades de azoto, fosforo e potassio recomendadas
com base na producéo esperada e nos niveis de fosforo e potéssio no solo.
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De entre as amostras para a cultura de PAM, o grupo das cinco espécies para as
quais mais foram solicitadas recomendacdes de fertilizacdo sdo as seguintes: tomilhos
(21%), hortelas (13%), lucia-lima (13%), alfazema (8%) e erva-cidreira (7%).

A maior procura por analises de terra para PAM (66%) decorreu no periodo 2012-
2015, sendo que em 2013 entraram mais amostras (20%). Este periodo coincide
aproximadamente com a fase final da execu¢cdo do PRODER (Programa de
Desenvolvimento Rural do Continente, 2007-2013), sendo provavel que uma maior
execucdo de projetos aprovados no ambito deste programa tenha contribuido para uma
maior procura. O menor numero de entradas foi em 2016 e 2018, com apenas 2% em cada
ano (Fig. 1).

Foram os produtores do Alentejo e da regido Centro que, respetivamente, com
42% e 24%, maior nimero de amostras de terra enviaram para analise. Com apenas 3%,
o Algarve foi a regido do pais com menos amostras analisadas (Fig. 1).

Os resultados das analises de terra revelaram que 59% das amostras apresentaram
textura grosseira e 15% textura fina (Fig. 2). Embora a alfazema, as hortel&s e os tomilhos
estejam bem-adaptados a solos com textura grosseira (Quadro 1), os solos com este tipo
de textura apresentam baixa capacidade para reter 4gua e nutrientes, sendo necessario
regar com alguma frequéncia e fracionar a aplicacdo de nutrientes, fazendo coincidir a
sua aplicacdo com as fases de maior absor¢éo pela planta, de modo a reduzir as perdas
por lixiviacdo. Na Melissa oficinallis L., os maiores valores de altura da planta, peso
fresco, peso seco, peso seco dos ramos e da raiz, comprimento da raiz, teor de clorofila,
acido cafeico, fenol total e 6leos essenciais foram obtidos em solos de textura franca,
enquanto maior teor de cinzas e capacidade antioxidante foram obtidos nos solos de
textura argilosa (Mogbeli et al., 2011). As caracteristicas fisicas do solo (textura,
porosidade, permeabilidade e capacidade de retencdo de agua e ar) tém grande influéncia
no crescimento de espécies, em particular nas cultivadas pelas suas raizes, como a
angélica (Angelica archangelica L.) e a alteia (Althaea spp.) (Radanovi¢ et al., 2006).
Assim, a determinacdo da textura do solo é fundamental para selecionar a espécie a
cultivar.

As propriedades quimicas do solo, como a reacdo, sdo fatores importantes no teor
e disponibilidade dos nutrientes minerais no solo. O valor de pH de 99% das amostras de
terra analisadas situou-se entre o acido e o pouco alcalino: 33% das amostras
apresentaram pH acido (4,6-5,5), 24% pouco &cido (5,6-6,5) e, igualmente, 24% neutro
(6,6-7,5). Apenas 1% das amostras apresentaram pH alcalino (8,6-9,5) (Fig. 2). A
necessidade de correcdo do pH do solo depende da espécie a cultivar (Quadro 1).

O teor de matéria organica determinado nas amostras de terra analisadas revelou
que 47% apresentaram um teor baixo e 11% muito baixo, sendo assim recomendada a sua
aplicacdo ao solo, em mais de metade das amostras analisadas (Fig. 2). Na cultura de
PAM, frequentemente cultivadas em modo de producdo bioldgico, os baixos teores de
matéria organica dos solos poderdo constituir uma forte limitacdo a obtencdo de boas
producgdes. Como refere Brito (2007), no modo de producdo bioldgico, a fertilidade dos
solos para as culturas, que ndo tém capacidade de estabelecer simbiose com
microrganismos fixadores de azoto atmosférico, estd limitada, principalmente, pela
quantidade de N organico existente no solo e pelas taxas a que este se mineraliza.

Relativamente ao teor de fosforo extraivel, a distribuicdo percentual das amostras
de terra analisadas foi de cerca de 20% em cada uma das classes consideradas, exceto na
classe relativa ao teor baixo (26-50 mg kg?) que foi de 14%. O teor muito baixo
(< 25 mg kg™ foi obtido em 22% das amostras e o teor médio (51-100 mg kg™) em 24%

( 63 1Actas Portuguesas de Horticultura, n°37 (2022)
§ J


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus
https://jb.utad.pt/genero/Althaea

111 Coléquio Nacional de Plantas Aromaticas e Medicinais, Castelo Branco

das amostras (fig. 2). O fésforo influencia positivamente o desenvolvimento dos 6rgéos
reprodutores e estimula a floracdo nas PAM (Radanovic et al., 2006).

Apenas 17% das amostras apresentaram teores baixos de potassio extraivel (26-
50 mg kg) e 1% muito baixo (< 25 mg kg*). O teor muito alto (> 200 mg kg™*) foi obtido
em 20% das amostras (fig. 2). O potassio exerce, muitas vezes, um efeito positivo nas
PAM que sdo cultivadas pelas suas raizes, como a angélica (Angelica archangelica L.), a
valeriana (Valeriana officinalis L.) e a flor-de-cone (Equinacea purpurea Moench)
(Radanovi¢ et al., 2006). De acordo com Nurzynska-Wierdak (2013) em algumas
espécies de PAM, uma quantidade elevada de potassio contribui para aumentar o teor de
Oleos essenciais e a percentagem de 1,8-cineol, linalol, eugenol e -cadideno no éleo.

Das amostras analisadas, 41% apresentaram um teor muito alto de magnésio
extraivel (> 125 mg kg™), 23% baixo (31-60 mg kg™?) e 12% muito baixo (< 30 mg kg™?)
(fig. 2). EI-Aleem et al. (2016), num ensaio com trés cultivares de salsa e quatro niveis
de sulfato de magnésio, verificaram que os teores de N, P, K e Mg aumentaram
gradualmente com o aumento do nivel de magnésio aplicado e que a produtividade e a
qualidade da salsa dependiam significativamente da cultivar e da aplicacdo de magnésio.
O fésforo, o enxofre, o célcio, 0 magnésio e os micronutrientes podem alterar a produgédo
e a composicao dos 0leos essenciais (Nurzynska-Wierdak, 2013).

Os resultados das analises de terra efetuadas permitem afirmar que numa
percentagem elevada de solos seria necessario aplicar fertilizantes para a cultura de PAM.
A quantidade depende ndo s6 dos resultados das analises de terra, mas também da espécie,
da producéo esperada, do objetivo da producéo e das tecnologias de producdo utilizadas.

As quantidades de azoto (N), fosforo (P20s) e potassio (K20) recomendadas
(kg 1000 m?), com base na producdo esperada e nos niveis de fésforo e potassio
extraiveis no solo, apresentam-se no Quadro 2. Os valores apresentados deverdo, no
entanto ser ponderados de acordo com as condi¢Oes particulares de cada situacéo, entre
as quais: i) se os fertilizantes forem aplicados de forma localizada, recomenda-se reduzir
até 1/3 as quantidades de nutrientes aplicadas, para evitar perdas por lixiviacdo e gastos
econdmicos desnecessarios; ii) nas culturas plurianuais, sem fertirrega, o potassio, 0
fésforo e 0 magnésio deverao ser aplicados na primavera, antes do inicio da rebentacao,
para que se encontrem disponiveis na fase de maior absorcdo pelas plantas; iii) na
instalacdo das plantas deve preferir-se a aplicacdo de azoto em formas organicas,
permitindo assim uma libertacdo gradual do nutriente e reduzindo as perdas por
lixiviacdo; iv) cada aplicacdo de azoto ndo devera ser superior a 6 kg 1000 m, sobretudo
para evitar perdas por lixiviacdo, uma vez que as plantas apresentam capacidade de
absorcdo de nutrientes limitada e o azoto é facilmente lixiviado; v) a aplicacdo de azoto
podera ser efetuada na primavera/verdo ou apés cada corte, coincidindo com as fases de
maior absorc¢ao do nutriente; vi) se 0 objetivo for a producéo de semente, aplicar cerca de
dois tergos da quantidade de azoto recomendada, de modo a reduzir a producgdo de matéria
verde e a estimular a producgéo de flores (INIAV, 2022).

De acordo com Radanovi¢ et al. (2006), na planta a principal fun¢do do azoto ¢é
no crescimento da parte aérea e na producao, podendo também influenciar positivamente
a qualidade. Se a quantidade de azoto disponivel no solo é muito elevada pode provocar
um efeito negativo nas espécies cultivadas para producéo de flores ou raizes, atraso na
floragdo e desenvolvimento vigoroso de parte aérea em prejuizo da raiz.
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Conclusdes

Os resultados obtidos, nas analises de terra realizadas, revelaram que o nivel de
fertilidade do solo ndo era, em muitas situacgoes, adequado para assegurar boas produgdes
das PAM, existindo grande probabilidade de uma resposta positiva a aplicacdo de
fertilizantes, desde que as quantidades sejam equilibradas para cada situagao.

E necessario implementar as analises de terra como uma prética corrente na
cultura das PAM, uma vez que estas constituem o meio de diagnéstico mais adequado
para avaliar a fertilidade do solo e fundamentar as recomendacdes de fertilizacdo,
nomeadamente antes da instalagdo das culturas.
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Quadro 1 — Alguns dados culturais de cinco espécies de plantas arométicas e medicinais.
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Espécie Tipo de solo

Multiplicacdo

Necessidade de agua Colheita

Alfazema Textura grosseira, calcario e bem
drenado; pH — 6-8
Erva-cidreira Textura média, profundo, himido,

mas bem drenado; pH — 6-7

Hortelas Textura média a grosseira, himido,

bem drenado; pH — 55-7,5

Lucia-lima Textura média, profundo, hiimido,

mas bem drenado; pH = 6,5

Tomilhos Textura média a grosseira, bem

drenado; pH = 7

Semente, estaca caulinar ou

divisdo de pés

Semente ou divisdo de pés

Estaca caulinar ou divisdo

de pés

Semente ou estaca caulinar

Divisdo de pés, estaca ou

semente

Regar moderadamente em
tempo quente e seco
Regar para manter o solo
himido e ap6s cada poda
Regar durante todo o ciclo

Hastes florais em junho-agosto
Até ao inicio da floracdo

Até ao inicio da floragdo

Regar em situacGes de défice Até ao inicio da floragdo
hidrico e apds cada corte
Baixa Folhas e sumidades floridas —

antes e no inicio da florag&o,
respetivamente

(Fonte: Saraiva et al., 2010)

Quadro 2 - Quantidades de azoto (N), fésforo (P20s) e potassio (K20) recomendadas (kg ha) com base na producéo esperada e nos niveis de

fosforo e potassio no solo.

N Producdo Azoto® Fosforo® (P,Os) - niveis no solo (mg kg™) Potassio® (K;0) - niveis no solo (mg kg?)
Especie ?tsﬁg_rf)da(a) (N) <25 26-50  51-100 101-200 >200 <25 26-50  51-100 101-200 >200
Alfazema 2.4 4560  45-60 3545 30 1520 0-10 80-100 70-80 4070 2050  0-20
Erva-cidreira  20-30 90-110 60-80  50-60 40 20-30  0-20 140-180 120-140 70-120  40-100  0-40
Hortels 20-30 90-110  100-120 80-90 60 30-40  0-20 280-360 240-280 150-240 70-190  0-70
Licia-lima  20-25 90-120 60-80  50-60 40 2030 0-10 130-160 110-130 70-110 30-80  0-30
Tomilhos 10-15 50-70  50-60  40-45 30 1520 0-15 120-150 100-120 60-100 30-80  0-30

@Matéria verde; niumero de colheitas/cortes por ano considerados: alfazema -1, erva-cidreira, licia-lima, tomilhos - 2; hortelas - 2 a 3. ®Para
produgdes sistematicamente inferiores ou superiores as recomendacdes de fertilizacdo deverdo ser reduzidas proporcionalmente ou aumentadas
até 10%, respetivamente (Fonte: INIAV, 2022).
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Figura 1 — Distribuicao percentual das amostras de terra por ano de entrada no laboratério e
por NUT II.
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Figura 2 — Distribuigéo percentual das amostras de terra de acordo com a textura de campo,
acidez do solo, classes de matéria organica e de fésforo, potassio e magnésio extraiveis
(MB-muito baixo, B-baixo, M-médio, A-alto, MA-muito alto, Ac-acido, Pac-pouco &cido,
N-neutro, Palc-pouco alcalino, Alc-alcalino).
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Resumo

Em Portugal, crescem espontaneamente espécies de Lavandula da sec¢do
Stoechas Ging. Estas espécies sdo consideradas Plantas Aromaticas e Medicinais (PAM)
devido a producdo de metabolitos secundarios com propriedades terapéuticas e
aromaticas. Devido ao seu elevado polimorfismo e capacidade de hibridacdo na natureza,
torna-se importante o conhecimento e distingdo entre as espécies e subespécies. Apesar
de alguns dos constituintes quimicos serem compartilhados entre estas espécies, a
presenca de outros e respetivas concentragcdes sdo exclusivas de cada uma e, por
conseguinte, a sua aplicacdo e uso também deve ser diferenciado. De forma a contribuir
para a diferenciacdo entre espécies e subespécies de Lavandula que crescem na regido da
Beira Baixa (BB) recorreu-se aos referenciais morfolégicos de Portugal e Peninsula
Ibérica. Através da andlise destes referenciais, pode-se concluir que existem alguns
parametros morfologicos destacados e/ou diferenciadores entre espécies e subespécies,
salientando-se o tamanho do pedlnculo e espiga e respetiva relacdo, o tamanho das
bracteas inférteis e a forma das bracteas férteis. Neste trabalho, sdo apresentados 0s
resultados da observacdo da maioria dos parametros diferenciadores, em 80 plantas
recolhidas na regido da BB. De acordo com os resultados, entre as subespécies, a maioria
dos parametros sdo redundantes e comuns, pelo que a analise morfolégica externa da
planta ndo demonstrou ser suficiente para distinguir as subespécies. Considerando a
evolucdo natural das espécies e polimorfismo, a integracdo de outros tipos de andlises,
como a analise dos constituintes quimicos e/ou estudos genéticos, tornam-se importantes
para a diferenciacdo das subespécies.

Palavras-chave: Lavandula pedunculata, Lavandula stoechas subsp. luisieri, Lavandula
stoechas subsp. stoechas, Morfologia

Abstract

Lavandula spp. section Stoechas: contribution for their identification in the
Beira Baixa region

In Portugal, Lavandula species of the Stoechas section grow spontaneously. These
species are considered aromatic and medicinal plants due to the production of secondary
metabolites with therapeutic and aromatic properties. Due to its high polymorphism and
hybridization capacity in nature, it is important to know and distinguish between
(sub)species. Although some of the chemical constituents are shared between these
species, the presence of others and their concentrations are unique to each one and,
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therefore, their application and use must also be differentiated. To contribute to the
differentiation between species and subspecies of Lavandula that grow in the Beira Baixa
region, morphological references from Portugal and the Iberian Peninsula were used.
Through the analysis of these references, it can be concluded that there are some
outstanding morphological parameters and/or differentiators between these (sub)species,
highlighting the peduncle and spike sizes and their relationship, the infertile bracts size,
and the shape of the fertile bracts. In this work, the results of the observation of the most
differentiating parameters in 80 plants collected in the BB region are presented.
According to the results, among the subspecies, most parameters are redundant and
common, so the external morphological analysis of the plant did not prove to be sufficient
to distinguish the subspecies. Therefore, the integration of other types of analysis, such
as the analysis of chemical constituents and/or genetic studies, becomes important for the
differentiation of subspecies.

Introducéo

Nalgumas zonas rurais da Beira Baixa, 0 numero de pequenas destilarias de 6leos
essenciais tem vindo a destacar-se, sendo que a maioria dos produtores recolhe as suas
plantas na natureza. Apesar do seu conhecimento geral sobre a planta que recolhem, por
vezes a colheita de rosmaninho (Lavandula sp.) ndo € seletiva a espécie, pelo que 6leos
essenciais com mistura de espécies e/ou incorretamente identificados surgem no mercado.
Sabemos que, apesar de ainda serem considerados produtos naturais, 0s 6leos essenciais
sdo constituidos por componentes quimicos, 0s quais podem apresentar toxicidade no
organismo recetor. S&o varios os fatores que influenciam essa toxicidade, destacando-se
a concentracdo do composto, a forma de uso/aplicacéo e o estado de saude de quem recebe
a aplicacao do 6leo essencial.

As espécies do género Lavandula sdo consideradas plantas aromaticas e
medicinais devido ndo s6 a producdo de Oleos essenciais, mas também as suas
propriedades terapéuticas reportadas na medicina tradicional. Ao longo dos Gltimos anos
a taxonomia de algumas destas espécies tem vindo a ser atualizada tendo em conta o
aumento dos estudos, quer ao nivel quimico, quer ao nivel genético, os quais permitiram
desvendar diferencas entre subespécies. Paralelamente a estes conceitos, a estrutura
morfolGgica e de extrema importancia pois € a primeira caracteristica visivel. Devido ao
elevado polimorfismo que € caracteristico deste género e a capacidade de hibridacéo entre
as espécies, € de extrema importancia que sejam caracterizados todos 0s aspetos
morfoldgicos de cada espécie e subespécie.

Em Portugal, nomeadamente na regido da Beira Baixa dominam o rosmaninho-
maior (Lavandula pedunculata) e o rosmaninho-menor (Lavandula stoechas subsp.
luisieri e/ou a subsp. stoechas). No entanto, existem algumas antinomias na existéncia de
subespécies, nomeadamente dentro da espécie stoechas, entre a subespécie luisieri e
stoechas. Segundo o altimo referencial de flora publicado, a Flora Ibérica (2010), na
regido da BB apenas sdo referenciadas as espécies de Lavandula pedunculata e
Lavandula stoechas subsp. stoechas (Morales, 2010). No entanto, em 2004, Upson and
Andrews, na sua publicacdo “The genus Lavandula”, referem que a L. stoechas subsp.
luisieri também existe na regido da BB, para além da Lavandula stoechas subsp. stoechas
e da Lavandula pedunculata. Segundo Franco (1984), em “Nova Flora de Portugal” em
Portugal Continental ndo existiria Lavandula stoechas, e o rosmaninho-menor existente
no nosso pais seria a Lavandula luisieri.
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Em termos quimicos o 06leo essencial de L. stoechas subsp. luisieri € distinto do
Oleo essencial de L. pedunculata, e distingue-se da maioria do Oleos essenciais que
ocorrem no Reino Vegetal devido a presenca de compostos derivados de necrodanos,
apenas encontrados no Reino Animal, na secre¢do de um inseto coledptero (Necrodes
surinamensis) (Eisner and Meinwald, 1982). Quando em alguns estudos se compara o
poder biolégico entre espécies de Lavandula, nomeadamente em atividades
antimicrobianas, anti-inflamatorias e anticancerigenas, a L. stoechas subsp. luisieri
apresenta resultados mais eficazes nas atividades biologicas testadas, reportando esse
potencial & sua particular composi¢do quimica (Matos et al. 2009; Teixeira et al. 2012;
Domingues et al. 2021).

Os objetivos deste trabalho basearam-se na selecdo dos pardmetros morfol6gicos
que diferenciam as espécies L. pedunculata, L. stoechas subsp. luisieri e L. stoechas
subsp. stoechas, contribuindo assim para a caraterizacdo e diferenciacdo de exemplares
destas espécies de Lavandula recolhidas na BB.

Metodologia

O trabalho de identificacdo e distingdo das espécies baseou-se na compilacdo da
informacdo das Floras disponiveis: Flora Europaea (Guinea, 1972), Flora de Portugal
(Coutinho, 1974) e Nova Flora de Portugal (Franco, 1984), Flora Vascular de Andalucia
Occidental (Valdés et al., 1987), o livro “The genus Lavandula” (Upson & Andrews,
2004) e Flora Ibérica (Morales, 2010). Tendo em conta estes referenciais morfoldgicos,
baseamo-nos apenas nas descricbes das espécies recolhidas na Beira Baixa, L.
pedunculata e L. stoechas (subsp. luisieri e subsp. stoechas). No Quadro 1 estdo
identificados os referenciais morfologicos e 0s respetivos parametros de caracterizacdo e
descricdo da diferenciacdo das espécies e subespécies em estudo.

Foram recolhidos 80 exemplares (33% recolhidas como L. pedunculata e 67%
como L. stoechas) das espécies que ocorrem na regido da BB, sendo os locais de recolha
os concelhos de Penamacor, Oleiros, Vila Velha de Rédao, Proenca-a-Nova, ldanha-a-
Nova e Castelo Branco. Cada exemplar foi herborizado, atribuido um codigo de herbério
e avaliada a sua morfologia. Com base nas floras consultadas a selegdo dos parametros
morfologicos diferenciadores entre as espécies/subespécies foram, em termos
quantitativos, o comprimento do pedinculo (cm), comprimento da espiga (cm) e
comprimento das bracteas inférteis (cm), e, qualitativos, o pedinculo mais curto que a
espiga (%), folhas ndo uniformes (%) e bracteas férteis com topo acuminado (%). Na
tentativa de distinguir as duas subsespécies (luisieri e stoechas) calcularam-se também as
percentagens de correspondéncia de cada parametro para a respetiva subespécie, sendo
os limites baseados nas floras consultadas. No caso do comprimento do pedunculo, em L.
stoechas, se o valor médio for inferior a 2 cm corresponde a L. stoechas subsp. stoechas,
e superior a 3 cm corresponde a L. stoechas subsp. luisieri. NO comprimento da espiga,
se 0 valor médio for superior a 4 cm corresponde a L. stoechas subsp. luisieri, pelo
contrario se se verificar que o pedunculo é inferior a espiga corresponde a subespécie
stoechas. Outro parametro diferenciador das subsespécies € o comprimento da bréctea
infértil, se o valor médio for inferior a 1,4 cm corresponde a L. stoechas subsp. stoechas.
Em cada planta foi avaliado o0 mesmo parametro com duas repeticdes, e 0s resultados
guantitavivos foram apresentados em médiatdesvio padrdo, assim como os valores
minimo e maximo observados. Para verificar se existem diferencas significativas entre as
espécies para cada parametro quantitativo, foi realizada a analise de variancia de um fator
(One-way ANOVA) no programa SPSS, versdo 27. Diferengas estatisticamente
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significativas para 0 mesmo parametro sdo assinaladas com diferentes letras (p<0,05).
Com base nos parametros selecionados, criou-se uma lista de descritores com ligeiras
modificacOes relativamente as listas de descritores desenvolvidas por Delgado (2010) e
por Hidalgo (2003).

Resultados e Discussao

Ap0s a elaboracgdo da lista de descritores (Quadro 2) e avaliacdo dos parametros
selecionados verificou-se que alguns dos parametros diferenciadores eram redundantes
e/ou coincidiam no intervalo dos seus limites entre espécies/subespécies, como por
exemplo no comprimento do pedinculo ou da espiga. Com a evolugdo dos estudos
cientificos, s6 em 1987, na “Flora Vascular de Andalucia Occidental” verificou-se um
maior detalhe na diferenciacdo entre as subespécies (luisieri e stoechas), no entanto a
redundéancia de alguns parametros continua a dificultar a distincdo morfologica de ambas
as subespécies.

O Quadro 3 apresenta os resultados dos parametros selecionados para a distin¢do
de duas espécies, da L. pedunculata e L. stoechas. De forma geral, todos os valores
médios obtidos encontram-se dentro dos intervalos citados nos referenciais morfoldgicos.
No entanto, verificou-se que alguns limites minimos e maximos ultrapassaram 0s
indicados (assinalados a negrito no Quadro 3), nomeadamente em plantas consideradas
L. pedunculata. Em termos de parametros quantitativos, apenas no comprimento do
pedinculo foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre as espécies,
considerando ser o parametro analisado mais fidigno para distinguir as espécies. Um dos
parametros diferenciadores entre as espécies é a presenca das bracteas férteis com topo
acuminado, presente na L. stoechas e ausente na L. pedunculata. De acordo com o0s
resultados, este parametro ndo foi verificado na totalidade das L. stoechas (92,6%), sendo
registado em alguns exemplares de L. pedunculata (16%).

Para a distingdo as duas subespécies, calculou-se a percentagem de
correspondéncia dentro de cada parametro analisado correspondente a L. stoechas.
Apesar dos resultados obtidos para o parametro comprimento do pedunculo agrupar 36%
das plantas como sendo L. stoechas subsp. luisieri (> 2 cm), no comprimento da espiga
nem sempre se verificou ser superior a 4 cm, tornando dificil a sua inequivoca
identificacdo. Apenas 26% de L. stoechas podera corresponder a subespécie stoechas
onde sdo cumpridos dois paramentros: comprimento do pedunculo inferior a 2 cm (30%)
e pedunculo mais curto que a espiga (57%), dos quais 7% cumprem com um terceiro
requisito, com bracteas inférteis inferiores a 1,4 cm (limite maximo para ser considerada
L. stoechas subsp. stoechas). Paralelamente, verificou-se que existe uma grande
variabilidade entre as Floras em relacdo ao tamanho do peddnculo: em L. pedunculata o
tamanho varia entre 5 a 30 cm, em L. stoechas subsp. luisieri varia entre 0 a 6 cm e em
L. stoechas subsp. stoechas varia de 1,8 a 3,5 cm, sendo um exemplo evidente da
coincidéncia deste paramentro entre as espécies e subespécies.

Concluséo

Considerando que se trata de material bioldgico colhido na natureza onde as
condicdes de polinizagdo cruzada séo facilitadoras de formar hibridos na natureza, atraves
da analise destes referenciais morfoldgicos, alguns dos parametros ndo sdo absolutamente
Uteis para discriminar espécies e subespécies. A analise morfologica externa da planta
ndo demonstra ser suficiente para distinguir as subespécies. Verificou-se que existe uma
variacdo consideravel na informacgdo reportada em cada referencial morfoldgico,
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nomeadamente no que se refere a limites quantitativos, assim como na distribuicdo
geografica das subespécies. A evolucdo natural e polimorfismo entre as espécies de
Lavandula devem ser considerados, pelo que a integracdo de outros tipos de analises,
como a analise dos constituintes quimicos e/ou estudos genéticos, tornam-se importantes
para a diferenciacdo das subespécies. Para complementar este estudo, a analise dos
componentes quimicos dos Oleos essenciais e a caraterizacdo genética estdo a ser
concluidos pelo grupo de trabalho.
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Quadro 1- Referenciais morfoldgicos e pardmetros diferenciadores entre subespécies de

Lavandula.

Referénciais morfolégicos/parametro

L. pedunculata

L. stoechas

L. stoechas subsp. luisieri L. stoechas subsp. stoechas

pedinculo maior

pedinculo maior que a pedinculo menor que a

< Pedinculo . . -
0 que a espiga espiga ' espiga
§ Espiga 2.3 ¢em 2-3 cm; 2x mais comprida 2.3 ¢cm
le) que larga
% mais compridas mais curtas que o célice, +
w Bracteas férteis que o célice, triangulares, acuminadas, acuminadas
é contiguas ndo contiguas
e norte e este de
T Distribuicdo geografica Portugal, e sul de centro e sul de Portugal norte e este de Espanha
Espanha
9-25¢cm
| Peddnculo (raramente 2-9 0,5-2 cm (raramente 2-4 cm)
s cm)
E Espiga 2-4 cm
x 2-3 cm (raramente
O Brécteas inférteis 1-2 cm (raramente 2-4 cm)
a 0,8-2 cm)
a) obovadas, 0,3-0,8
< Bréacteas férteis cm (raras vezes romboide-ovadas, 1-2 x 0,4-0,8 cm
% 0,2-0,5 cm)
T Floracéo fev- ago fev.- jul.
Distribuicio geografica todo o pais centro e sul
Pedunculo 5-24 cm 0-5cm
- Espiaa 1-3,5 cm, ovoide 1,5-5 c¢m, cilindrica, pouco
5 P19 ou subcilindrica pedunculada ou subsséssil
E 1,2-3 cm,
o , . oblonga- 0,8-4,5 cm, oblanceoladas,
O Bracteas inférteis oblanceoladas, de A
a . de cor roxa a lilacinea
w cor violeta a
a lilacinea
é 0,4-0,7 cm,
8 obdeltdide, com cordato-reniforme,
o Bracteas férteis veios pequenos ou acuminada, mais Iar_ga do
<>( ndo proeminentes, que alta, com veios
o longitudinais e proeminentes
z paralelas
Distribuicio geografica centro e Sul
- Espiaa lﬁz_éofnm’rirgglsl?ee 2,5-4,5 cm, mais de 2x 1,8-3,5 cm, duas ou mais
w ,f P19 P q comprida que larga vezes comprida que larga
[y larga
@ W . - . .
<O Folhas/indumento _verde verde-acinzentadas tomentosas-esbranquicadas
a5 acinzentadas
30 Bracteas inférteis >2 cm >2 cm <2cm
2 O crenadas,
S indumento com acuminadas, indumento acuminada, indumento com
<9 . P pelos compridos e com pelos curtos e pelos longos e ramificados
o > Brécteas férteis e - )
o <_EI ramificados ramificados, quebrados (0,2 mm), esbranquicados
T (>0,2 mm), (<0,1 mm), eshbranquigados ou amarelados
Z amarelados
Floracéo jan. - jun. mar. - set. fev. - nov.

\ )
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Pedlnculo

Espiga

10-30 cm, ndo
ramificado, com
indumento denso,

de pelos muito
ramificados, parte
superior em tons

de rosa-violeta

2-4 cm, compacta,
cilindrica, ovada

2-4 cm, lineares,

2-6 cm, ndo ramificado

3-6 x 1-1,5 cm, cilindrica
(secundarias mais
pequenas)

2-3 c¢cm, lineares a
estreitamente elipticas,

1-3 cm, curto, ndo mais
longo do que a espiga, ndo
ramificado

2-5 cm, compactas

1-3,5 cm, lineares, base
cuneiforme a arredondada,

Bracteas inférteis

1-6, 0,5-4 cm, ndo
uniformes,
espatuladas a
eliptica, de apice
agudo a
arredondado, de
cor violeta

2-8, 1,4-3,6 cm, lanceoladas
a elipticas, apice
arredondado a agudo,
violeta-azuladas

i com indumento de revolutas; verde- apice agudo, fortemente
3 Folhas/indumento pelos curtos acinzentadas, com revolutas, verde-
o . e indumento denso- acinzentadas, com
z muito ramificados .
<>n: 3 estrelados aveludado, com pelos indumento esparso a denso,
< brancos curtos e pelos brancos curtos e
(7') ramificados ramificados
2 2-6, elipticas a 2-6, eliptica a espatulada, 2.6, eliptica a espatulada
i Bracteas inférteis obovadas, 2-3,5 2,5-3,5 cm, roxo- " Violeta-roxo '
O cm, rosa-violeta vermelhado escuro
1 0,6-0,8(-1) cm,
— amplamente
obovado- .
triangular, apice 0,6-1 cm, muito ovadas, 0,6-1 cm, amplamente oval
romgbudd com apices agudos, ligeiramente  com &pice agudo; excede 0
extremidade maior que o célice, calice em comprimento,
Brécteas férteis dentada indumento aveludado de indumento escasso a denso,
indumento es: arso pelos curtos e densos, com pelos longos e simples,
a denso a‘:te frequentemente de tons muitas vezes de tons
supe}igr purpura-violeta violeta-parpura
avermelhada-
violeta
Floracio fev. —jul; fev. — jun.; sudoeste e oeste fev. —jun.; Bacia
& Peninsula Ibérica da Peninsula Ibérica Mediterranica
pedinculo 2x . . ,
Peddinculo mais comprido pedinculo maior que a pedinculo menor que a
que a espiga espiga espiga
1-4,1 cm,
. compacta
Espiga _ compacta, 1,5-4cm 1,5-4cm
elipsoide, ovoide
ou cilindrica
5 1,6-4,5 cm, linear
= a lanceoladas, . .
\5 inteiras. por vezes 0,6-3,7 cm, linear a 0,6-3,7 cm, linear a
m Folhas/indumento revollljt%s nio lanceoladas, inteiras, lanceoladas, inteiras,
< uni form,es revolutas, ndo uniformes, revolutas, uniformes,
% indumentc; indumento cinzento indumento branco
i esbranquicado

2-8, 0,8-3,6 cm, lanceoladas
a elipticas, apice
arredondado a agudo,
violeta-azuladas
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0,4-0,8 cm,
ovadas a
obtriangulares,
agudas ou obtusas,
por vezes planas
no topo, e +
dentadas,
indumento com
pelos estrelados,
de cor verde ou

Brécteas férteis

mais curtas do que o calice,
acuminadas

igual ou mais comprida do
que o calice (0,6-2,5 cm)

violeta claro
T - Espanha e sudoeste da Peninsula sudoeste da Peninsula
Distribuicio geografica - -
Portugal Ibérica Ibérica

Quadro 2- Lista de descritores elaborada para a caraterizacdo de espécies de Lavandula

(Adaptado de Delgado, 2010).

Descritores para caracterizacdao morfoldgica de Lavandula sp.

Local:

Data de colheita:

Codigo da Planta:

FOLHA 15- Forma 5- Oblonga

1- Pilosidade 1- Conica estreita 7- Oblongo-lanceolada
1- Glabrescente 3-Cdnica 9- Oblanceolada

3- Puberulenta 5- Conica truncada 11 Sub-orbicular

5- Tomentosa 7- Cilindrica 13- Ovada

7- Vilosa-pubescente 9- Sub-cilindrica 15- Obovada

2- Tamanho 11- Ovoide 17- Obovado- orbicular
1- Uniforme 13- Fusiforme 24- Cor

3- Ndo uniforme 15- Rdmbica estreita 1- Branca

3- Limbo: recorte das margens 16- Sec¢do 3- Verde

1- Inteira 1- Quadrangular 5- Esverdeado

3- Dentata fraca 3- Redonda 7- Amarelado

5- Dentata forte BRACTEAS FERTEIS 9- Purplrea

7- Crenado-dentata 17- Largura (cm) 11- Lilacinea

9- Penatifendida 18- Forma 13- Palido-lilacinea

11- Sub-penatifendida 1- Linear-lanceolada 15- Violacea

4- Limbo: margens

3- Obcordado

25- Ondulagdo das margens

1- Planas 5- Obcordado-acuminada 1- Fraca

3- Levemente revolutas 7- Atenuada-cuspidada 3- Média

5- Revolutas 9- Atenuada-obovada 5- Forte

5- Limbo: forma 11- Obovada-rombdide FLOR

1- Linear 13- Obdeltdide 26- Cor do calice
3- Linear-oblonga 15- Rombdide-acuminada 1- Esverdeado
5- Lanceolada 17- Sub-rectangular 3- Parpura

7- Oblonga 19- Outras: 5- Violeta

9- Oblongo-lanceolada 19- Cor principal 7- Acizentado
11- Oblongo-oblanceolada 1- Branca 27- Pubescéncia do célice
13- Eliptica 3- Verde 1- Tomentoso

HASTE FLORAL

5- Verde-amarelado

3- Puberulento

6- Comprimento (cm)

7- Verde-acizentado

5- Viloso-pubescente

7- Diametro 9- Violeta 7- Crespo-viloso

8- Comprimento do pedtinculo (cm) 11- Pdrpura- avermelhado 9- Hirsuto

9- Secc¢do do pedunculo 13- Castanho 28- Cor da corola

1- Quadrangular 15- Pdrpura 1- Branca

3- Redondo 20- Nervuras 3- Rosa

10- Cor 1- Reticuladas 5- Purpura

1- Verde 3- Ndo reticuladas 7- Purpura-anegrada
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3- Avermermelhado

21- Indumento

9-9 Violeta

11- Pubescéncia

1- Viloso

11- Violacea-esbranquigada

1- Fraca 3- Viloso-pubescente 13- Azul-claro

3- Média 5- Tomentoso 15- Azul

5- Forte 7- Panoso 17- Azul-escuro
12- Pedunculo vs Espiga 9- Qutros: 19- Azul-violacea

1- P mais curto que E

BRACTEAS INFERTEIS

30- Comprimento corola (cm)

3- P mais longo que E

22- Comprimento (cm)

Observacdes:

ESPIGA (sem bracteas inférteis)

23- Forma

13- Largura (cm)

1- Linear

14- Comprimento (cm)

3- Eliptica

Quadro 3- Parametros morfoldgicos selecionados para a distincdo das espécies de
Lavandula recolhidas na regido da BB.

L. pedunculata L. stoechas  Parametros diferenciadores entre as subespécies
Comprimento do 8,4+1,8% 2,9+0,5° 30% p<2 (L. stoechas subsp. stoechas)
peddnculo (cm) (3,4-24,8) 1-7) 36% p>3 (L. stoechas subsp. luisieri)
Comprimento da espiga 2,5+0,52 2,8+0,52 o A
(cm) (1.8-3.6) (1.2-4.1) 2% e>4 (L. stoechas subsp. luisieri)
Pedunculp mais curto 0 57,1 57% p<e (L. stoechas subsp. stoechas)
que a espiga (%)
Comprimento das 1,7+0,52 1,9+0,52
brécteas inférteis (cm) (0,8-2,5) 0,7-2,7) 13% <1,4 (L. stoechas subsp. stoechas)
Folhas ndo uniformes
%) 99 100
Bracteas férteis com 16 92,6

topo acuminado (%)

Letras diferentes na mesma linha apresentam diferencas significativas entre as duas espécies (p<0,05). Legenda: p-

pedudnculo; e- espiga.

\ )
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Labdanum resin from Cistus ladanifer L.: evaluation of residual water
vs. extraction yield
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Abstract

Cistus ladanifer L. (Cistaceae) is an endemic and abundant resource in the Iberian
Peninsula and North Africa. This plant exudes an aromatic resin nowadays valued in the
perfumery and fragrance industry. Traditional processes for the extraction and isolation
of such resin use boiling water or alkaline water followed by acidic precipitation.
However, a concern arises about the effluents resulting from these extraction processes.
To overcome this concern, labdanum resin was extracted with Na,COs solution (25 g/L)
at 60 °C and precipitated with sulphuric acid (5 M). The residual water was evaluated
regarding total phenolic content, suspended solids, electric conductivity, and sulphate,
sodium, magnesium, and calcium content. The effluent was characterized by a total
phenolic content of 1245 + 455 mgGAeq/L, 1338 + 101 mg/L of suspended solids, pH of
approximately 2, electric conductivity of 34.8 £ 0.7 mS/cm, 22284 + 710 mg/L of
sulphate, 9696 + 1072 mg/L of sodium, 3.97 + 0.24 mg/L of magnesium, 3.52 + 0.80
mg/L of calcium, and a Sodium Adsorption Ratio of 876 + 112. Because the values were
far from the limit values set by Portugal decree-law 236/98 for residual waters discharged
and irrigation waters, it was concluded that efforts should be made to optimize the
extraction process. In that regard, a factorial designed experiment was done to evaluate
the effect of Na2COsz concentration (0; 2.5; and 25 g/L), extraction temperature (60 and
100 °C) and acidification extent (pH 2, neutralization, and no acidification) on the residual
water quality and on the yield of labdanum resin extraction. Alkalinization and
acidification are important to obtain high resin extraction yields (Andalusian vs.
Zamorean process), but mostly alkalinization may be reduced to meet sulphate criteria
for discharge without significantly affecting resin extraction yields. Despite that, to meet
salinity criteria for irrigation waters a higher reduction in alkalinization is needed for
Andalusian processes. Phenolic content, although lower for extractions done at 60 °C,
was far from the limit values for discharge, regardless experimental conditions. Given the
high phenolic content the residual water from labdanum extraction by both traditional
processes must be treated before discharge. If separated, phenolic compounds may be
valorized as a by-product.
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Keywords: Acidic precipitation, Alkaline extraction, By-product, Effluent, Rockrose,
Sustainability

Introduction

Cistus ladanifer (Cistaceae) is an evergreen shrub abundantly distributed in the
western Mediterranean: south of France, Iberian Peninsula, North Marrocos and Argelia
(Demoly and Montserrat 1993; Godinho-Ferreira et al. 2005; Montero et al. 2020). Like
many Cistus species (Gulz et al. 1996), this plant exudes an aromatic terpenoid and
phenolic resin called labdanum. This resin is commercially traded by the name of
“labdanum gum” mainly for the perfumery and fragrance industry sectors (Raimundo et
al. 2018).

Traditionally, labdanum resin is extracted, using water, by two different
processes: the Zamorean process and the Andalusian process (Lawrence 1999; Morgado
et al. 2005; Burguer 2016). The Zamorean process consists of a physical extraction where
labdanum resin is removed from the surface of C. ladanifer plant material using boiling
water and then the resin at the surface of the water is continuously separated using a
skimmer. The Andalusian process is a chemical extraction where the labdanum resin is
extracted from the plant surface with warm alkaline water and afterwards precipitated by
lowering the pH with acid and finally separated with a skimmer or by decantation.
Andalusian process is currently used as the industrial process and annually between 100
and 1000 tons of labdanum gum is extracted from C. ladanifer, according to European
Chemicals Agency (ECHA) registrations.

Given the abundance of the plant resource and the use of water as solvent,
labdanum gum extraction process line up with “green extraction principles” which in turn
are derived from the “green chemistry” and “green engineering” principles (Chemat et al.
2019). However, this “green” approach also highlights the importance of the solvent
recovery and the production of valuable by-products instead of waste. Recovery of water
is facilitated either by nature or, if needed, by residual water treatment plants. Knowledge
Is scarce, within scientific literature, about the residual water of the labdanum extraction
processes.

This study aims to assess the effluent by evaluating some water quality parameters
relevant not only for residual water discharged in the environment but also for its use as
irrigation water, according to the guidelines defined by the Portuguese Decree-Law
236/98 which regulates quality criteria and rules for various uses of water, including
human consumption, irrigation and residual water discharged in natural waters and soils.

Materials and Methods
Plant material and labdanum extraction (reference method)

Herbaceous and semi-woody plant material was collected from a 5-year-old C.
ladanifer, located in Penha Garcia, Portugal (GPS coordinates in DMS:40°1°43.4”°N
6°59°34.8°’W), in August 2018. Labdanum resin was extracted by the method described
in Burguer (2016), simulating the Andalusian process, with some modifications. Briefly,
25 g of plant material were immersed in 200 mL of Na2COz solution (25 g/L) for 1 h at
60 °C. The solution was cleared from the plant material through filtration and left to rest
overnight. Then, H2SO4 (5 M) was added slowly to the stirring solution at room
temperature to decrease its pH until it reached 2. The precipitated resin was separated
from the supernatant by centrifugation (3030 xg for 15 min, Mega Star 600R, VWR). The
supernatant is the residual water, which was kept for analysis. The solution initially
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showed a strong black color and after precipitation of the resin it became transparent with
a yellow/orange color. The precipitated resin was freeze-dried, and labdanum absolute
was obtained by dissolving 1 g of the resin in 20 mL of methanol under an ultrasonic
bath, waxes precipitation at -20 °C overnight and separation by centrifugation (3030 xg
at -5 °C for 15 minutes). The procedure was repeated three times and the three methanolic
solutions were joined as the absolute extract, which finally was dried using a rotatory
evaporator operating at 30 °C.

Experimental design of method variations

To evaluate the effect of extraction conditions in extraction yields and residual
water quality parameters, using the reference method (section 2.1) three independent
factors were studied: i) Na2COs concentration: O (simulating Zamorean process), and 2.5
and 25 g/L (simulating Andalusian process); ii) Acidification extent with H2SO4 5 M: no
acidification (s/), neutralization of carbonates i.e. until CO> stops to be release (N), and
until pH = 2; iii) temperature of extraction: 60 and 100 °C. All methods were done in
triplicate (n = 3). Resin and resin absolute yields were recorded, and the supernatants
were kept for analysis.

Residual water analytical methods

The residual water obtained by the reference extraction method was characterized
by standard methods for the examination of water and wastewater (APHA-AWWA,
2012) for the following parameters: total suspended solids were determined by filtration
through a 45 um filter and drying at 105 + 2 °C; total sulphate concentration was
determined using a gravimetric method based on sulphate precipitation as barium
sulphate by the addition of barium chloride and drying the residue at 105 * 2 °C; total
sodium (Na*), total calcium (Ca?*), and total magnesium (Mg?*") concentrations were
determined by flame atomic absorption spectrometry (Thermo Scientific ice 3500);
electrical conductivity was measured using a conductivity meter (WTW inoLabCond
Level 1); pH was monitored using a pH meter (Consort C3060).

The potential degree of sodification of soils, due to the use of residual water for
irrigation, was evaluated by the sodium absorption ratio (SAR): ionic strength ratio of
Na* concentration to the Ca** and Mg?* concentration, calculated according to equation
1:

[Na™]

\/[Caﬂ] + [Mg>*] @)

2

Sulphate and sodium content of the residual waters obtained with other
experimental conditions was estimated directly from the volume of H.SO4 5 M solution
and quantity of Na2COz spent for the extractions.

Total phenolic content was done on filtered residual waters from all experimental
conditions by the Folin-Ciocalteu method. Briefly, 2.5 mL of diluted sample (1:10) was
mixed with 0.5 mL of Na,COz solution (7.5% w/v), 1.75 mL of distilled water and 0.25
mL of Folin-Ciocalteu reagent. The reactive mixture was incubated at room temperature,
in the dark, for 2 h and the absorbance was read at 725 nm. Sample blanks were prepared
by changing the Folin-Ciocalteu reagent for distilled water and their absorbances were
subtracted. Standard solutions were prepared with gallic acid at concentrations between
0.1 and 0.003mg/mL. Results are expressed as gallic acid equivalents (mgGAeg/mL).

SAR =
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Statistical analysis

Independent t-tests (Heteroscedasticity: Levene’s test p < 0.05) or Welch’s t-tests
(Homoscedasticity Levene’s test p > 0.05) were used to evaluate effluent quality
parameter mean difference between each method variation in relation to the reference
method. Data normality was confirmed by performing the Shapiro-Wilk’s test (p > 0.05).
Statistical analysis was done for a 95% confidence level (a = 0.05) using the IBM SPSS
Statistics 25 software.

Results and Discussion

Labdanum resin and absolute yields, as dry weight in relation to plant material
fresh weight, obtained with all combinations of extraction conditions are shown in Figure
1. The extraction conditions described by Burguer (2016) were considered the reference
method because: i) 25 g/L Na2COs solution (pH = 11.00) maintained higher pH than 2.5
g/L solution or distilled water, after extraction; ii) A temperature of 60 °C is usually less
harmful for phytochemical compounds than 100 °C; iii) Acidification until pH 2 resulted
in a transparent supernatant/residual water in contrast to turve supernatants resulted from
neutralization.

In Figure 1, statistical differences are reported in relation to the reference method.
Differences in resin and absolute extraction yields were not found between extraction
with 2.5 or 25 g/L Na,COs, 60 and 100 °C, and acidification until pH = 2 or until CO3*
neutralization (N). Extraction with distilled water resulted in lower resin and absolute
yields compared to the reference method regardless of other conditions., and the same
happened when acidification was not done (s/), except for labdanum resin extracted at
100 °C with 25 g/L Na.COa. Extraction with water alkalinized with Na>COs at least at
2.5 g/L and acidification at least until neutralization of CO3?" are thus important to obtain
high yields of labdanum resin and absolute, like the reference method yields. Temperature
of extraction (60 or 100 °C) did not show to have influence on extraction yields as well.

Burguer (2016) obtained labdanum resin by a process similar to the reference
method of this study with a yield between 7.79-8.86 % (dw/dw) in relation to the plant
material which is slightly lower given the fact that in this study results are reported in
relation to the fresh weight of plant material. The author used filtration to recover the
precipitated resin instead of centrifugation. In fact, filtration was attempted in preliminary
experiments but excluded because of the difficulty to recover the resin from the filter.
Morgado et al. (2005) obtained a labdanum extraction yield of between 7-18 % (dw/dw)
in relation to usable biomass. Authors extracted the resin with a solution of Na.COs (10
g/L) at 50 °C, precipitating the gum with H2SO4 93% (v/v) which was left to rest for 24
hours and separated by decantation and dried at room temperature. Greche et al. (2009)
extracted 750 g of plant material with 10 L of an aqueous solution of NaHCO3 at 8.4 g/L
for 10 min at 60-70 °C. Then the authors neutralized the solution with HCI at 0.2 M and
removed the resin with a perforated skimmer, but extraction yield was not reported.

Labdanum absolute yields in relation to the resin weight are presented in Table 1.
In contrast to both resin and absolute yields in relation to the plant material, temperature
was the only factor affecting variation of absolute yields in relation to the resin,
decreasing at 100 °C. Except for extraction at 100 °C with 25 g/L Na,CO3 and without
acidification, the decrease in absolute yield in relation to the resin weight compared to
the reference method was not enough to produce a statistical difference in the absolute
yield in relation to plant material compared to the reference method. Several authors
extracted labdanum absolute from labdanum resin by dissolving the dried extracts or resin
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in warm methanol or ethanol and then precipitating and removing waxes using negative
temperatures (de Pascual et al. 1984; Vogt et al. 1987; Chaves et al. 1997; Sosa et al.
2005; Greche et al. 2009; Alias et al. 2012; Burguer 2016). According to Burguer (2016)
methanol extracts more waxes (38 % dw/dw) by this process than ethanol (8.5 % dw/dw).
In fact, Greche et al. (2009) precipitated waxes from the labdanum absolute prepared with
ethanol and even so, wax compounds appeared as significant compounds in the ethanol
extract.

Using validated methods, the residual water from the reference labdanum resin
extraction method was evaluated regarding relevant water quality parameters for residual
water discharge to the environment and/or use as irrigation water, according to Portuguese
decree-law 263/98 (Table 2). Residual water presented values far from the limit values
for all the parameters. High suspended solids may be overcome by enhancing the
separation process (higher centrifugation or filtration), reducing the parameter to
acceptable limits but also recovering more labdanum resin and thus increasing the
extraction yield.

Sulfate and sodium ions are present in high amounts in the residual water of the
reference method, contributing significantly for the high salinity (total dissolved
salts/electric conductivity and SAR). In fact, sulfate content was ten or forty-fold higher
than the sulfate limit values for residual water discharge or irrigation water, respectively.
Similarly, sodium content alone is more than fifty-fold higher than the total dissolved
salts limit for irrigation water, to which sulfate content should also be considered. Those
two ions are a direct product of the alkalinization and acidification steps with Na,CO3
and H2SO0s, respectively, during the extraction of the resin. Therefore, their quantity in
the residual water is dependent on the quantity of reagents used, i.e, on the Na,CO3
concentration during extraction and acidification extent. In addition, the quantity of acid
needed to neutralize CO3?" is directly proportional to Na,COs concentration. Extractions
with 2.5 g/L of Na2CO3z needed much less quantity of H.SO4 to neutralize carbonates and
thus the estimated sulphate content of the residual waters dropped to near or even below
the limit values for wastewater discharge (Figure 2). Acidification extent logically
affected sulfate content of the residual water and when acidification was not done,
sulphate content is expected to be zero. Sodium content in the residual water is also
dependent on Na,COs concentration of the extraction solution. Using a concentration of
2.5 g/L in the extraction solution, sodium content in the residual waters is estimated to be
near the maximum recommended value for total dissolved salts in irrigation waters
(Figure 3). Both sulfate and sodium ions contribute to water salinity and even at
conditions such as 2.5 g/L of Na,COs and neutralization with H.SO4 the residual water
would not be recommended for irrigation.

Total phenolic content of the reference method (1245 + 455 mgGAeq/L) is far
from the limit emission value for wastewater discharge (0.5 mg/L, Table 2). In fact, this
parameter is far from the limit value regardless of the extraction conditions and showed
to be mainly increased by higher extraction temperature since, compared to the reference
method, all extractions done at 100 °C presented a significantly different value, between
two and six-fold higher (Figure 4). Folin-Ciocalteu method is not amongst the reference
analytical methods to quantify phenols defined by Decree-law 236/98. This method
usually indicate higher phenolic content than the Decree-Law reference 4-
aminoantipyrine method because it reacts with more types of phenolic compounds but
also more with interferents such as ascorbic acid and reducing sugars (Stratil et al. 2007).
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Water extracts of C. ladanifer milled plant material had shown to be rich in phenolic
compounds such as phenolic acids, flavonoids aglycones and glycosylated, and tannins
(Barrajon-Catalan et al. 2010; Fernandez-Arroyo et al. 2010). Given the high content in
phenolic compounds, residual waters from labdanum extraction are not in conditions to
be discharged by any means. Phenolic compounds are regarded as toxic pollutants to
humans, animals and aquatic life and several methods are available to reduce their content
in residual waters by means of separation or degradation (Villegas et al. 2016). If
separated, polyphenolic compounds may be regarded as by-products and find applications
for food and biological systems (Barrajon-Catalan et al. 2010). In fact, phenolic
compounds from olive mill residual waters have been showing potential as food additives
and preservatives (Galanakis 2018).

Residual water pH is a direct consequence of the acidification extent: compared
to the reference method, pH of the residual waters is higher for methods with none or less
acidification (Figure 5). Neutralization rendered residual waters with a pH within the
upper and lower limit emission values for residual water discharge and admissible values
for irrigation waters. Extraction with 2.5 g/L of Na2COs also rendered residual waters
with pH within the upper and lower limits. Compared to the reference method, both
conditions did not significantly affect labdanum resin and absolute extraction yields but
when done together those conditions significantly decrease them (Figure 1). As discussed
above, neutralization produces a very turve residual water which should mean higher
suspended solids and thus less resin recovery, however not clearly showed by this study.

Conclusion

Regarding aqueous labdanum resin extraction, alkalinization of the water
followed by acidification (Andalusian process) renders higher resin and resin absolute
yields in comparison to the simulated Zamorean process. However, overall salinity,
sulphate content, and phenolic content do not allow the residual water of the Andalusian
process to be used as irrigation water or to be discharged as a wastewater before any
treatment, according to the Portuguese Decree-Law 263/98. Salinity and sulphate content
of the residual water are significantly reduced using 2.5 g/L instead of 25 g/L of Na;CO3
for alkaline extraction without significantly reducing yields, however not enough for the
residual water to be recommended for irrigation. Acidification until neutralization
reduced directly sulphate content compared to acidification until pH = 2 but, when
together with Na2COs concentration reduction, it significantly reduced extraction yields.
Total phenolic content of the residual water is far above limits regardless the extraction
conditions, significantly lower when using 60 °C instead of 100 °C, limiting its discharge
to the environment. Extraction parameters may still be optimized to render less pollutant
residual waters, mainly in what regards salinity for Andalusian processes, but a pre-
treatment to remove phenolic compounds from the residual water, regardless the
traditional process, will still be needed before discharging in the environment. If those
phenolic compounds are recovered, they may be considered a by-product worth to
valorise.
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Figure 1- Labdanum resin (dark grey) and labdanum methanol absolute (light grey) extraction yields in relation to plant material weight (mean, n = 3, % dw/fw), for the
various combinations of extraction conditions (base to top: Na,COs (g/L), T (°C), Acidification extent). “s/” and “N” means no acidification and carbonates neutralization,
respectively. Error bars correspond to the 95 % confidence interval. (*) statistical difference in relation to the reference (marked with rectangle), found by performing
independent t-tests for equal variances not assumed (a = 0.05).

Table 1- Labdanum absolute yield, in relation to resin (% dw/dw), for the various combinations of extraction conditions (n = 3, mean + 95 % confidence interval). “s/” and
“N” means no acidification and carbonates neutralization, respectively. (*) statistical difference absolute yields and the yields obtained with the conditions (marked with
rectangle), found by performing independent t-tests for equal variances not assumed (a = 0.05).

Na2COs(g/L) 0 25 25
T (°C) 60 100 60 100 60 100
AC'S}'(‘;';?;'O” s pH2 s/ pH2 s N pH2 o N  pH2 N pH2 o N pH 2
Yield (% 69.7+ 650+ 712%+ 772%x 501+ 708+ 90.7+ 462+ 534+ 719+ 344+ 7T790x]782x] 246= 445 + 59.8 +
dw/dw) 6.8 5.8 2.1 3.2 1.7* 6.5 0.8 0.9* 3.3* 3.0 1.8* 1.7 5.3 3.5* 14.2* 1.1*
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Table 2- Water quality parameters of the residual water from the reference method used to extract labdanum
resin, assessed by analytical methods or by estimation considering the quantity of reagents used (mean
values * estimative error at 95 % confidence interval). Emission limit value (VLE) for residual water
discharge and allowable maximum limit (VMA\) for irrigation waters as regulated by the Portuguese decree-
law 263/98.

Residual Water Irrigation water

Parameter Method Estimated Discharge (VLE) (VMA)
Suspended solids 1338 + 101 60 60
(mg/L)
2-
Sulfate (SO, 22284 + 710 24019 + 959 2000 575
mg/L)
H +
Sodium (N, 9696 + 1072 11709 + 261
mg/L)
Magnesium i i 640 (total
(Mg?*, mg/L) 3.97+0.24 dissolved salts)
4 o
Calcium (Ca*, 352 + 080 i
mg/L)
SAR 876 £ 112 - - 8
Electric
conductivity 34.8+0.7 - - 1
(mS/cm)
pH 2.02+0.01 - 6.0-9.0 4.5-9.0
Phenols
(MgGAeq/L) 1245 + 455 - 0.5 -
30000 -
23000 N I
7 20000 - I
2 I
-2 15000
2 10000 -
5000 - . “
* * * — * T
. = =
s pH2| & pH2| ¥ N pH2| ¥ N gH2| ¢ N gH2| ¢ N gH2
60 100 &0 100 &0 100
0 23 23

Extraction conditions

Figure 2- Sulphate (SO4%) estimated content of the residual waters resulted from labdanum resin extraction
with different extraction conditions (base to top: Na.COj3 (g/L), T (°C), Acidification extent). Error bars
correspond to the 95 % confidence interval. “s/” and “N” means no acidification and carbonates
neutralization, respectively. (*) statistical difference in relation to the reference (marked with rectangle),
found by performing independent t-tests for equal variances not assumed (a = 0.05). Limit emission value
for residual water discharge (2000 mg/L, dot line) and maximum recommended value for irrigation water
(575 mg/L, straight line) defined in Portuguese decree-law n° 236/98.
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Figure 3- Sodium (Na*) estimated content of the residual waters resulted from labdanum resin extraction
with different extraction conditions (base to top: Na.COjs (g/L), T (°C), Acidification extent). Error bars
correspond to the 95 % confidence interval. “s/” and “N” means no acidification and carbonates
neutralization, respectively. (*) statistical difference in relation to the reference (marked with rectangle),
found by performing independent t-tests for equal variances not assumed (a = 0.05). Maximum
recommended value for total dissolved salts in irrigation water (645 mg/L, dot line) defined in Portuguese
decree-law n° 236/98.
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Figure 4- Total phenol content (Gallic acid equivalents) of the residual waters resulted from labdanum resin
extraction with different extraction conditions (base to top: Na.COs (g/L), T (°C), Acidification extent).
Error bars correspond to the 95 % confidence interval. “s/”” and “N” means no acidification and carbonates
neutralization, respectively. (*) statistical difference in relation to the reference (marked with rectangle),
found by performing independent t-tests for equal variances not assumed (a = 0.05). Limit emission value
for residual water discharge is defined at 0.5 mg/L in Portuguese decree-law n° 236/98.
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Figure 5- pH (Sorensen scale) of the residual waters resulted from labdanum resin extraction with different
extraction conditions (base to top: Na,COs (g/L), T (°C), Acidification extent). Error bars correspond to the
95 % confidence interval. “s/” and “N” means no acidification and carbonates neutralization, respectively.
(*) statistical difference in relation to the reference (marked with rectangle), found by performing
independent t-tests (o = 0.05). Lower limit emission value for residual water discharge (pH =5, dot line),
minimum admissible value for irrigation water (pH = 4.5, straight line), and upper limit emission value for
residual water discharge and maximum admissible value for irrigation water (pH = 9, trace line), defined
in Portuguese decree-law n° 236/98.
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Efeito da densidade de plantas e da fertilizagido na producéao de coentros
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Resumo

O coentro é a Planta Aromatica e Medicinal, para consumo em verde, mais
cultivada em Portugal. Contudo, os aspetos agrondmicos da producdo estdo pouco
estudados, sobretudo em Modo de Producdo Biologico (MPB), sendo a fertilizacéo e a
densidade de plantas prioritarios. No ambito do projeto COOP4PAM, o ensaio foi
instalado em abril de 2021 no INIAV-Elvas. Utilizaram 2 repeti¢bes, 3 densidades de
sementeira (1 g/m?; 3 g/m?; 6 g/m?) e 3 niveis de fertilizacdo azotada (NO; N120, N240),
com adubo organico. Cada talhdo tinha 5 m? de area. A producdo de biomassa vegetativa
foi avaliada a 4 de junho em metade do talhdo. A producdo de semente foi avaliada a 20
de julho (plantas sujeitas a 2 cortes: para biomassa vegetativa e para semente) e nas
plantas sujeitas a 1 corte apenas para producdao de semente. Foi registada a altura das
plantas e o estado fenoldgico, no corte para semente. O ensaio foi regado com sistema
gota-a-gota. A modalidade com maior producio de biomassa vegetativa (276,2 g/m? de
matéria verde e 35,1 g/m? de matéria seca) foi a densidade mais elevada (6 g/m?) com a
fertilizacdo mais elevada (N240). Contudo ndo se verificaram diferencas estatisticas
significativas (p<0,05) entre densidades de sementeira, nem entre niveis de fertilizac&o,
quer para a producdo de biomassa vegetativa, quer de semente. No corte para semente,
houve diferencgas significativas (p<0,05) para a “altura da planta” entre as modalidades
com 2 e 1 cortes. As plantas cortadas para biomassa vegetativa tiveram altura inferior e
fenologia mais atrasada. Varios fatores podem ter contribuido para a nao significancia
dos efeitos testados: encharcamento imediatamente apds a sementeira por precipitacdo
excessiva, ataque de formigas (transportam a semente), competicdo com infestantes,
incluindo cuscuta (parasita), baixa taxa de mineralizacdo do adubo organico. O ensaio
deve ser repetido, tentando reduzir a influéncia de fatores externos.

Palavras-chave: Medicinal, Condimentar, Aromatica, Alentejo, Avaliagcdo-agrondémica

Abstract

Effect of sowing density and fertilization on coriander production
(Coriandrum sativum L..)

Coriander is the aromatic and medicinal plant, for consumption in green, most
cultivated in Portugal. However, the agronomic aspects of production are poorly studied,
especially in Organic Production, with fertilization and plant density being a priority. As
part of the COOP4PAM project, the test was installed in April 2021 at INIAV-Elvas. We
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used 2 replications, 3 seeding densities (1 g/m?; 3 g/m?; 6 g/m?) and 3 levels of nitrogen
fertilization (NO; N120, N240) with organic fertilizer. Each plot had an area of 5 m?.
Vegetative biomass production was evaluated on June 4™ in half of the plot. Seed
production was evaluated on July 20 in 2 modalities (a) plants subjected to 2 cuts: for
vegetative biomass and for seed and b) plants subjected to 1 cut: only for seed production.
Plant height and phenological status were recorded. The assay was watered with a drip
system. The modality with the highest production of vegetative biomass (276.2 g/m? of
green matter and 35.1 g/m? of dry matter) was the highest density (6g/m?) with the highest
fertilization (N240). But without statistically significant differences (p<0.05) between
seeding densities, nor between fertilization levels, either for the production of vegetative
or seed biomass. In the cut for seed, there were statistically significant differences
(p<0.05) for the “plant height” between the modalities with 2 and 1 cuts. Plants cut for
vegetative biomass had lower height and later phenology. Several factors may have
contributed to the non-significance of the tested effects: waterlogging immediately after
sowing due to excessive precipitation, ant attack (carrying the seed), competition with
weeds, including cuscuta (parasite), low rate of mineralization of organic fertilizer. The
test must be repeated, trying to reduce the influence of external factors.

Keywords: Medicinal, Spice, Aromatic, Alentejo, Agronomic evaluation

Introducéo

O coentro (Coriandrum sativum L.) é uma planta herbacea anual da familia
Apiaceae, pertencente ao grupo das plantas aromaticas, medicinais e condimentares
(PAMC). A nivel mundial é muito usada industrialmente, devido aos seus frutos
(“sementes™) fortemente perfumados (Carrubba, 2014). O odor e o sabor dos frutos
maduros e das folhas frescas sdo distintos. Nos frutos predomina o Linalol, enquanto na
folha fresca predomina o cido 2- decendico (Bhuiyan et al., 2009). Em Portugal é uma
cultura tradicional, sendo utilizadas maioritariamente as folhas, para condimentar pratos
tradicionais, sobretudo no Alentejo e Algarve (Povoa et al., 2014).

O coentro é a PAMC com maior area de cultivo, para comercializacdo em verde,
em Portugal, representando mais de 70% da area de cultivo, quando comparada com as
20 espécies seguintes (GPP, 2013). No entanto estdo pouco estudados os fatores
agronoémicos que influenciam a producéo da cultura, nomeadamente tendo em vista 0s
agricultores em Modo de Produgéo Bioldgico (MPB).

A fertilizacdo azotada é importante para 0 aumento da produgdo do coentro.
Carrubba (2014) concluiu que a fertilizacdo azotada pode aumentar a producdo de
semente na ordem dos 10 a 70% relativamente a parcelas néo tratadas e que por cada
aumento adicional de 10 kg ha? de fertilizante azotado, geralmente a producdo de
semente aumenta aproximadamente de 20 a 70 kg ha. Varios autores referem que a
melhor producdo de coentro ocorre quando a fertilizagdo azotada € de cerca de 20 a 90
kg hal, nomeadamente Mufioz (2012) e Al-Hatem (2018). Embora a producio de PAM
seja feita maioritariamente em MPB, faltam estudos para conhecer o efeito e as multiplas
implicagdes da fertilizacdo azotada organica. Linhares et al. (2015) para testar densidades
de sementeira de coentro, realizaram uma adubacdo orgéanica com estrume de bovino
curtido na dose Unica de 20,0 t ha'l, correspondendo a 13 t ha™* em base seca, equivalendo
a 240 kg de N ha™.
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Alves et al. (2005), observaram que, na auséncia de fertilizacdo mineral, a
producéo de semente aumenta com o aumento das doses de adubo orgénico (estrume de
bovino) com producdo maxima de 3000 kg ha™ na dose de 8 kg m de adubo organico.
Sugerem que adicionalmente ao efeito nutricional, outros efeitos benéficos podem ser
atribuidos a acdo do fertilizante organico relativamente a carateristicas do solo, tais como
capacidade de retengdo de agua, capacidade de troca catidnica e atividade microbiana.

A quantidade de semente necessaria por hectare diverge muito segundo os autores.
Mufioz (2012) refere 4 a 5 kg/ha, Blanco et al. (2018) e Francisco & Hertwig (1986)
aconselham entre 15 a 25 kg/ha. Outros autores referem ainda densidades dependendo da
largura das linhas e do povoamento de plantas desejada, podendo ir de 28 a 112 kg/ha
(Lopes, 2014).

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da dose de sementeira e do nivel de
fertilizacdo na producdo de biomassa vegetativa e de semente de coentro, quando
cultivado em condicbes semelhantes as do MPB (sendo que a area em gue foi efetuado o
cultivo, ndo estéa certificada em MPB).

Material e métodos

Integrado no projeto COOP4PAM (Cooperar para crescer no setor das plantas
aromaticas e medicinais), o ensaio foi instalado em abril de 2021, numa parcela cedida
pelo INIAV-polo de Elvas. De acordo com a anélise de solo (Quadro 1), a textura de
campo é pesada e os teores de fosforo, potassio e magnésio sdo muito altos. O teor de
matéria organica no solo (que nos permitiu a avaliacdo da fertilizacdo azotada), é baixo.
O solo pertence a familia dos Solos Mediterraneos Pardos de Quartzodioritos (Pmg).

O terreno foi preparado usando um escarificador de 3,0m de largura de trabalho
para rompimento vertical do solo, seguido de uma fresa com 2,0m de largura de trabalho,
ambos acoplados a um trator de 74 kW de poténcia DIN.

O delineamento experimental do ensaio foi efetuado considerando 3 densidades
de sementeira (1 g/m?; 3 g/m?; 6 g/m?) e 3 niveis de fertilizacdo azotada (NO; N120,
N240), com 2 repeticdes. Cada talho tinha a dimenséo de 5 mx1 m (5 m?).

Dado que o projeto onde esta integrado este ensaio, se destina a obter informacéo
uatil para os agricultores, para estabelecer a densidade de sementeira foi visitado um
produtor local, que produz para o mercado, e que utiliza uma densidade de sementeira de
6 g/m?. Foi também consultada a bibliografia (Mufioz, 2012) que refere 4 a 5 kg de
semente por ha (0,5 g/m?).

Os niveis de fertilizacdo foram estabelecidos com base em Mufioz (2012) que
refere 60 a 80 unidades de N aplicadas duas vezes. Dado que o projeto se destina a obter
informagdo para os produtores em MPB, optou-se por utilizar um adubo comercial
granulado orgéanico permitido em MPB, contendo 6,4% de N. Porque as anélises de solo
referem niveis muito altos de fosforo e potassio, nao foi efetuada fertilizacdo com estes
nutrientes. A fertilizagdo azotada foi dividida em 2 doses: uma aplicada antes da
sementeira e a outra aplicada apds o corte para avaliacdo da biomassa vegetativa.

Para garantir a homogeneidade da sementeira cada talhdo tinha 8 linhas de
sementeira (espacamento entre linhas de 12,5 cm) e a semente foi pesada separadamente
para cada linha, considerando que em média 100 sementes de coentro pesam 1 g. Foi
utilizada semente comercial, adquirida em Elvas. O ensaio foi regado com um sistema
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gota-a-gota, com 2 tubos de rega por talhdo, com 50 cm de distancia entre os tubos. Os
tubos tinham 16 mm de didmetro, com gotejadores incorporados com um débito de
2,2 I/h, tendo 35 cm de distancia entre os gotejadores.

A producéo de biomassa vegetativa foi avaliada a 4 de junho, em metade de cada
talhdo, quando as plantas estavam no final do estado vegetativo, antes do espigamento. O
corte foi manual, com tesoura de poda, a cerca de 5 cm do solo. O transporte das plantas
para o laboratorio fez-se em sacos de rafia, tendo-se registado em laboratério o peso da
biomassa fresca de cada modalidade, separou-se uma subamostra de 400 g e calculou-se
0 peso da biomassa ap0s secagem em estufa durante 24h, a 100 °C. Dado que estas plantas
foram cortadas também para avaliar producdo de semente, considera-se terem sido
submetidas a 2 cortes.

A producéo de semente foi avaliada a 20 de julho, nas plantas ja cortadas em verde
(sujeitas a 2 cortes: para biomassa vegetativa e para semente) e nas plantas sujeitas a 1
corte apenas para producdo de semente. Nesta data foi medida a altura das plantas, em 3
plantas por cada modalidade, considerando-se a média das 3 medi¢des para apresentacao
de resultados.

O tratamento estatistico dos dados obtidos (ANOVA; teste Duncan) foi feito com
recurso ao programa Statistica (Stat Soft, 2007).

Resultados e discusséo

A modalidade com maior producao de biomassa vegetativa (276,2 g/m? de matéria
verde e 35,1 g/m? de matéria seca) foi a densidade mais elevada (6 g/m?) com a
fertilizacdo mais elevada (N240), embora sem efeito estatisticamente significativo
(Quadro 2). O valor médio de todas as modalidades foi de 192,8 g/m? de biomassa verde
e 24 g/m? de biomassa seca. A mesma modalidade conduziu a maior producéo de semente
(227,1 g/m?), quando ndo foi efetuado corte prévio para producdo de biomassa vegetativa.
O valor médio das 9 modalidades foi de 145 g/m? de semente.

Os valores da producgédo de biomassa sdo inferiores aos de Mufioz (2012) que
refere valores entre 1200 a 1500 kg de folha seca por hectare. J& os valores da producao
de semente estdo tendencialmente acima dos referidos pelo mesmo autor que séo de 1000
a 1500 kg de semente, em algumas situacdes indo até 2000 kg. No presente ensaio, 0
valor médio correspondeu a 1450 kg/ha.

Contudo, os fatores em estudo (densidades de sementeira e fertilizacdo), nédo
tiveram efeito estatisticamente significativo (p<0,05) quer na producdo de biomassa
vegetativa, quer na quantidade de semente produzida. No final do ciclo verificaram-se
diferencas significativas (p<0,05) para a “altura da planta” entre as modalidades com 2
cortes e 1 corte: as plantas cortadas para biomassa vegetativa eram mais baixas e estavam
mais atrasadas na fenologia (Fig. 1).

Vaérios fatores poderdo ter contribuido para o efeito ndo significativo dos fatores
testados: dificuldades na emergéncia devido a encharcamento imediatamente apos a
sementeira por precipitagdo excessiva (ocorreram 12 dias de precipitagdo em abril de
2021, num total de 83 mm), ataque de formigas (transportam a semente depois da
sementeira), competicdo com infestantes, incluindo elevado grau de ataque de cuscuta
(parasita). A antecipacdo da data de sementeira para épocas de menor atividade da
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formiga (entre fim do outono e principio da primavera) podera ajudar a minorar este
problema.

Oliveira et al. (2017) referem que o coentro ndo suporta geada, valores de
precipitacdo elevados nem solos encharcados.

Carrubba (2014) e Lenardis et al. (2000) referem que a fertilizagéo, sobretudo a
azotada, tem efeitos positivos na producdo de coentro. O efeito néo significativo da
adubacéo azotada neste ensaio pode dever-se a lenta libertacdo do N por se tratar de um
adubo organico que necessita ser primeiro mineralizado, sendo que Dias (1997), refere
uma taxa de mineralizacao do azoto organico de 2 a 3%. Esta limitacdo da lenta libertacédo
do N organico foi também referida por Carrubba (2014) e Rodrigues & Arrobas (2016).
Estes ultimos autores referem que nem sempre é possivel obter vantagens do uso destes
fertilizantes de libertacdo lenta em condicdes reais de campo, concluindo que o uso destes
fertilizantes devia ser avaliado quanto ao mecanismo de restricdo dos nutrientes, ciclo
bioldgico das plantas e as variaveis ambientais locais.

Considerando a bibliografia consultada (Linhares et al., 2015), recomenda-se 0
uso de maiores quantidades de adubo organico, 20,0 t hat, equivalente a 240 kg de N ha”
! em dose Gnica.

As doses de sementeiras testadas ndo foram eficazes no controle de infestantes.
Recomenda-se 0 uso de maiores doses de sementeira e 0 recurso a solariza¢do ou outro
método de controle de infestantes permitido pelo MPB. O controle manual n&o foi eficaz,
nem sera exequivel no campo do agricultor. A sementeira tardia na primavera (em abril)
pode ter dificultado a capacidade competitiva do coentro sobretudo com grama, chicéria
e cuscuta.

Conclusdes

A densidade de sementeira mais elevada (6 g/m?), combinada com o nivel de
fertilizante mais elevado (N240), conduziram a maior producdo de biomassa vegetativa
(276,2 g/m? de matéria verde e 35,1 g/m? de matéria seca), bem como & maior producéo
de semente (227,1 g/m?) de coentro. Contudo o efeito destes fatores em estudo, ndo foi
estatisticamente significativo.

O efeito ndo significativo da adubacdo azotada neste ensaio pode dever-se a lenta
libertacdo do N por se tratar de um adubo orgénico que necessita ser primeiro
mineralizado, sendo que a taxa de mineralizacdo € baixa (2 a 3%) pelo que a cultura terd
pouco N a sua disposi¢cdo atendendo ao curto ciclo cultural, a ndo ser que se apliquem
doses muito elevadas. A aplicacdo de adubo organico sera também benéfica pelos efeitos
adicionais e mdultiplos do aumento de matéria organico do solo: melhoria da
microbiologia do solo, aumento da capacidade de retencéo de agua, melhoria da estrutura
do solo, aumento da capacidade de troca cationica, etc.

Outros fatores podem ter contribuido para a ndo significancia dos fatores testados,
como o encharcamento, imediatamente apds a sementeira, por precipitacdo excessiva,
ataque de formigas e a competicdo com infestantes, incluindo cuscuta que parasita as
plantas de coentro.

As doses de sementeiras testadas ndo foram eficazes no controle de infestantes.
Dadas as restri¢cGes na aplicacdo de herbicidas em MPB, recomenda-se 0 uso de maiores
doses de sementeira e 0 recurso a solarizagdo ou outro método de controle de infestantes
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permitido pelo MPB. O controle manual ndo foi eficaz, nem sera exequivel no campo do
agricultor.
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Quadro 1 — Resultados da andlise efetuada ao solo do ensaio, no INIAV-polo de Elvas.

Analise Resultado Unidades Interpretacdo
Textura de campo | Pesada

PH (H20) 7,5 Neutro

pH ci 7,2

Condutividade 0,27 mScm™? Néo salino
Matéria Organica 1,9 % Baixo
Fosforo extraivel >200 P,0smg.kg? Muito Alto
Potassio extraivel >200 K20 mg.kg™?! Muito Alto
Célcio extraivel 4420 mg.kg?

Magnésio extraivel | 479 mg.kg? Muito Alto
Boro 1,6 mg.kg? Alto

Cobre 1,2 mg.kg™? Médio
Ferro 32 mg.kg? Médio
Manganés 143 mg.kg? Muito Alto
Zinco 1,7 mg.kg? Médio
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Quadro 2 — Biomassa verde e seca, producdo de semente e altura da planta no final do
ciclo, nas 9 modalidades testadas. Corte 1 - 1 corte para produgéo de semente (sem valores
de biomassa vegetativa); Corte 2 - 2 cortes: 1 para avaliagdo de biomassa vegetativa e 0
outro para avaliagcdo de semente.

Fertilizacio Densidade de Biomassa Biomassa Produgdo de  Ajtura
azotada sementeira Corte Verde  Seca Semente (cm)
(9/m?) @m?)  (g/m?)  (g/m?)

I 201,8 90,3

NO 1 ’ ’
2 2249 27,3 132,8 74,2
3 I 148,1 86,5
NO 2 148,5 19,7 163,8 71,2
6 i 61,7 84,8
NO 2 230,0 27,8 78,1 71,7
1 i 200,6 87,8
N120 2 159,9 19,5 103,2 71,5
3 i 106,4 86,8
N120 2 177,4 23,1 189,6 69,5
6 i 220,0 90,7
N120 2 188,0 23,7 1244 67,3
1 T 120,7 87,3
N240 2 162,5 19,1 76,8 67,0
3 T 189,2 87,8
N240 2 167,9 20,8 68,3 69,7
5 1 2271 85,0
N240 2 276,2 351 198,3 76,5
Média 192,8 24,0 145,0 79,2

200

150

100 a

Produgdo de semente Altura da planta

(8/m2) (cm)
1 corte 2 cortes

Figura 1 — Talhdo de plantas a 20 de julho (esq.). Producéo de semente e altura das plantas
nas modalidades com 1 e 2 cortes (esq.). Colunas com letras distintas tiveram diferengas
estatisticas significativas (p<0,05).
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Inventério fitossanitario de plantas em ensaios de coentros (Coriandrum
sativum) e orégaos (Origanum vulgare subsp. virens)

Santana, C.%; Paulo, M.2: Farinha, N.%; Pévoa, Q.12

"WALORIZA — Research Centre for Endogenous Resource Valorization, Polytechnic Institute
of Portalegre; 2Instituto Politécnico de Portalegre, Portugal.

Resumo

O Projeto 1&D Coop4PAM tem como principal objetivo desenvolver a fileira das
PAM na Regido EUROACE (Eurorregido Alentejo-Centro-Extremadura). Neste ambito,
estdo em curso na Escola Superior Agraria de Elvas trés ensaios, um ensaio agronémico
em coentros (Coriandrum sativum L.), para avaliar a producdo de biomassa e semente e
dois em orégdos (Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmanns. & Link) Bonnier &
Layens), um agronémico, proveniente de um sO acesso silvestre, para avaliagdo da
producdo de biomassa, e um ensaio de caracterizacdo morfolégica com plantas
provenientes de 14 acessos silvestres. Neste trabalho apresentam-se, os principais
problemas sanitarios detetados nestes ensaios. Nos coentros foram inventariados
problemas de natureza patogénica provocados por 3 fungos (Pythium spp., Rhizoctonia
spp. e Fusarium spp.) e 3 insetos (2 em producdo (formigas e percevejos-listrados
(Graphosoma italicum) e um no armazenamento de sementes (gorgulho (Rhyzopertha
spp. ou Lasioderma spp.)). Os fungos provocaram podriddes radiculares, com necrose
dos vasos condutores. As formigas provocaram a queda do fruto, reduzindo
substancialmente a producdo de semente. No armazenamento de semente de coentro
registaram-se prejuizos pelo ataque de um gorgulho (Rhyzopertha spp. ou Lasioderma
spp.). Nos orégdos inventariaram-se problemas fitossanitarios provocados por: 3 tipos de
insetos (cigarrinha, tripes e pulgbes), nematodes e 1 fungo (Colletotrichum spp.).
Observaram-se nas folhas, spots brancos provocados pela cigarrinha (Eupteryx spp.), e
deformac6es foliares nos meristemas devido a presenca de tripes e pulgdes. Nas raizes
das plantas silvestres recolhidas foram observadas galhas radiculares, devido a presenca
de neméatodos. Também se identificaram antracnoses provocadas por fungos. Na
totalidade dos ensaios foi registada a presenca de uma espécie parasita, a cuscuta (Cuscuta
spp.), assim como a presenca de espécies infestantes, com prevaléncia da chicéria
(Cichorium intybus L.) e da grama (Cynodon spp. Outro agente causador de prejuizos em
todos os ensaios foi a presenca de caracois.

Palavras-chave: Coop4PAM, Alentejo, Avaliacdo agronémica, Gorgulhos, Formigas

Abstract

Phytosanitary inventory of plants in field trials of coriander (Coriandrum
sativum) and oregano (Origanum vulgare subsp. virens)

The Coop4PAM R&D project's main goal is to develop the PAM sector in the
EUROACE Region (Euroregion Alentejo-Centro-Extremadura). In this context, 3 trials
are underway at the Escola Superior Agréaria de Elvas, an agronomic essay on coriander
(Coriandrum sativum L.), to evaluate the production of fresh biomass and seed, and two
essays on oregano (Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmanns. & Link) Bonnier &
Layens), an agronomic one, from a wild accession, to evaluate the fresh biomass
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production, and a morphological characterization essay with plants from 14 wild
accessions. In this work, the main phytosanitary problems detected in these essays are
presented. In coriander, we detected pathogenic problems caused by 3 fungi (Pythium
spp., Rhizoctonia spp. and Fusarium spp.) and 3 insects (2 in production (ants and striped
bugs (Graphosoma italicum)) and one in seed storage (weevil (Rhyzopertha spp. or
Lasioderma spp.)). The fungi caused root rots, with necrosis of the conducting vessels.
The ants caused the fruit to drop, substantially reducing seed production. A weevil
(Rhyzopertha spp. or Lasioderma spp.) caused damages in the storage of coriander seeds.
In oregano, pathogenic problems caused by: 3 types of insects (spittlebug, thrips and
aphids), nematodes and 1 fungus (Colletotrichum spp.) were inventoried. White spots
caused by leafhoppers (Eupteryx spp.), and leaf deformations in the meristems due to the
presence of thrips and aphids were observed on the leaves. Root galls were observed on
the roots of the wild plants collected, due to the presence of nematodes. Anthracnoses
probably caused by fungi were also identified. In all the essays, the presence of a parasitic
species, the cuscuta (Cuscuta spp.), was recorded, as well as the presence of weed species,
with prevalence of chicory (Cichorium intybus L.) and grass (Cynodon spp.). The
presence of snails also caused damage in all trials.

Keywords: Coop4PAM, Alentejo, Agronomic assessment, Weevils, Ants.

Introducéo

Nos ultimos anos esta em expansdo um mercado emergente de produtos agricolas
— as Plantas Aromaticas e Medicinais (PAM), habitualmente associadas a satde fisica e
mental, a beleza, a culinéria, e a propria sustentabilidade dos ecossistemas.

Torna-se, pois, importante considerar este grupo de plantas como fazendo também
parte do setor primario de producdo agricola, pelo que é essencial conhecer melhor a
morfologia e fisiologia destas plantas, as suas necessidades edafo-climaticas, os inimigos
que lhe causam danos, para desta forma aprimorar as praticas agricolas, no sentido de
otimizar as produc¢des em quantidade e qualidade.

A avaliacdo sanitaria que se descreve aqui resultou de um trabalho complementar
no acompanhamento de ensaios de producdo e caracterizacdo de varios acessos de
orégdos e coentros a decorrer na Escola Superior Agréaria de Elvas/IPPortalegre, em
campo (Fig. 1), e em estufa. Detetaram-se 0s sintomas compativeis com a presenca dos
varios inimigos destas plantas através da sua observacdo, e dos seus efeitos ou prejuizos
nas plantas, procedendo-se aos tratamentos mais adequados para cada situacdo detetada.

O coentro é uma planta com elevada capacidade de adaptacdo, desde climas
guentes a frescos ou moderadamente frios, mas com alguma sensibilidade as geadas, que
retardam o seu crescimento. Apesar de pouco exigente, prefere solos profundos, com boa
drenagem, ricos em matéria organica e com um pH entre 5,5 e 6,5 (Junior e Nascimento
2009; Cunha et al., 2011 citados por Pdvoa et al. 2014).

O orégdo (Origanum spp. L.) é originario da regido mediterranica da Europa. E
uma planta vivaz, na maior parte das vezes associada a solos marginais e pobres, com
pouca humidade. No entanto, para um bom desenvolvimento a planta prefere um solo
bem nutrido, com um pH de 6,5-7,5, com boa drenagem, que evite o desenvolvimento de
fungos radicularas (Garcia, 2009).
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Material e métodos
No ambito de ensaios agronémicos e de caracterizagdo morfoldgica de 14 acessos

espontaneos de orégdos (Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmanns & Link) Bonnier
& Layens) e um ensaio agrondmico em coentros (Coriandrum sativum L.) para avaliacdo
da producéo de biomassa e semente, a decorrer na Escola Superior Agréaria de Elvas/IPP
(Coop4PAM, 2022), foi acompanhado o estado sanitario destas plantas, registando-se 0s
principais problemas sanitarios identificados através de observacao das plantas, a vista
desarmada e em laboratdrio, através de lupa estéreo binocular. De seguida, procedeu-se a
implementacao da melhor solucdo para cada problema detetado.

Resultados e discussao
O afideo conhecido como pulgao verde (Macrosiphum solanifoli) € considerado

uma das pragas mais comuns do orégdo (Prela-Pantano et al., 2009). Os afideos (Fig. 2)
alimentam-se da seiva e injetam substancias toxicas que diminuem o crescimento das
plantas e causam deformacdes nos jovens raminhos e folhas. Sdo também importantes
vetores biologicos, em particular de virus. Esta praga detetou-se nos periodos de maior
crescimento vegetativo das plantas de orégdo, nos meristemas e nas inflorescéncias.
Também ocorreram plantas cloroticas, possivelmente devido a deficit de micronutrientes,
sobretudo ferro. Neste contexto, para resolver ambos os problemas, foi decidido aplicar-
se sulfato de ferro (ferro (12%), trioxido de enxofre (35%), dxido de magnésio (3%) e
manganés (0,6%)). Aplicou-se a dose recomendada de 20-30 kg/ha; uma vez que o
composto era sélido foi preparada uma solucdo aquosa com 8 g/l do composto e aplicou-
se 250 ml da solucdo em cada planta. As plantas reagiram positivamente a aplicacao,
reduzindo-se as cloroses e os afidios.

As cigarrinhas do género Eupteryx (Fig. 3) estdo bastante disseminadas e poderdo
originar perdas de producdo nas culturas. Nos ensaios de orégdos, em campo e em estufa,
detetaram-se sintomas compativeis com a presenga desta cigarrinha que “raspa” a
epiderme da folha, e suga o contetdo celular originando spots brancos. As folhas assim
atacadas perdem valor comercial. A perda de clorofila reduz a producdo total da planta,
bem como o conteddo em 6leo essencial (Arslan, 2012). Estes cicadelideos sdo ainda
vetores de virus e bactérias.

Em material vegetal recolhido em habitat silvestre (Estremoz), detetaram-se
folhas compativeis com ataque de trips em jovens folhas de orégdo (ensaio agronémico)
(Fig.4). Estes insetos conduzem a quebras de producdo quantitativa, mas também
qualitativa, pela deformacdo que causam nas folhas. No material vegetal recolhido em
habitat silvestre (Estremoz), detetaram-se também na raiz de algumas plantas de orégéaos,
galhas radiculares de ataque por infecdo de nematodos (Fig. 5). O género Meloidogyne é
referido como 0 mais comum em orégéos (Prela-Pantano et al., 2009).

Foram observadas com frequéncia antracnoses nas folhas de orégéos (Fig. 6), em
plantas no campo e na estufa. Esta sintomatologia esta normalmente associada a presenca
de fungos do género Colletotrichum sp., referidos como os principais causadores destes
sintomas em orégdo (Guarnaccia et al., 2019).

Verificou-se que os caracois (classe Gastropoda) consomem grande parte da
producdo de coentros (Fig. 7), em particular nos periodos mais himidos.
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Nas parcelas de coentros as formigas constituiram-se como o principal inimigo
(Fig. 8). As formigas atuam durante a época de sementeira, afetando a uniformidade de
sementeira. Também causam prejuizos na fase de maturacéo da semente, pois recolhem
avidamente sementes de coentros mesmo antes de terminar a maturacdo. N&o existem
métodos de controle desta praga em MPB, pelo que foi decidido antecipar a colheita das
sementes de coentros. Também se recomenda antecipar a sementeira para épocas em que
a atividade das formigas é menor (entre final de outono e inicio da primavera). Foi ainda
detetado como causador de prejuizos no coentro o percevejo-listrado (Graphosoma
italicum) (Fig. 8).

Nos ensaios, algumas plantas de coentros manifestaram sintomatologia que
indicia ataque de fungos dos tecidos vasculares das plantas (Fig. 9). Os fungos mais
comuns em coentros sdo dos géneros Fusarium e Rhizoctonia (Morales-Payan et al.,
2011) geralmente associados a excesso de humidade no solo.

Os nematodos do género Meloidogyne spp. sdo referidos também como inimigos
comuns em coentros (Noling, 2016), ndo tendo sido, no entanto detetados nos ensaios.

No armazenamento de semente de coentro registaram-se prejuizos (Fig. 10) pelo
ataque de um gorgulho (Rhyzopertha spp. ou Lasioderma spp.). Para resolver este
problema, as sementes de coentros foram congeladas durante 24 h, o que se revelou
efetivo para matar o gorgulho, sem perda de capacidade germinativa das sementes.

Outros inimigos que poderdo causar prejuizos nas plantas de orégdos e coentros
sdo as infestantes, em particular a planta parasita cuscuta (Cuscuta spp.) (Fig. 11) que
estava presente anteriormente no local dos ensaios e que através do processo de
parasitismo debilita consideravelmente as plantas, causando consideraveis perdas de
producdo. No caso dos coentros dificulta também o processo de debulha e limpeza da
semente, uma vez que os frutos de ambas as plantas tém cores e dimensdo semelhantes,
0 que dificulta a separacdo. Para diminuir a incidéncia do parasitismo da cuscuta nas
plantas, foi feita a sua remoc¢do manual, com coloca¢do em saco plastico e posterior
destruicdo; esta acdo foi muito morosa, tendo o efeito de reduzir o ataque, mas sem o
resolver, pois, a cuscuta persistiu. Todas as amostras de sementes com mistura de
sementes de cuscuta foram destruidas. As restantes infestantes do ensaio de coentros e
nos orificios da tela a volta dos orégédos, também foram controladas com monda manual,
operacdo que foi muito morosa. Nos coentros, o aumento da dose de sementeira e
posterior aumento da densidade de plantas podera minorar o problema das infestantes em
MPB, mas esse efeito ndo foi observado com as doses de sementeira testadas neste ensaio.
Outra solucdo para diminuir os prejuizos com as infestantes podera ser o uso da
solarizacdo antes da sementeira, 0 que ndo foi previsto para estes ensaios. A solarizacdo
controla efetivamente uma ampla gama de organismos patogénicos, insetos e infestantes,
embora tenha eficacia diferenciada de acordo com as condigdes locais e com cultura
(Khalid, 2012).

O cultivo destas espécies deverd continuar a ser acompanhado para aferir a
intensidade destes problemas sanitarios e identificar outros que eventualmente nao
tenham ainda surgido, delineando-se em simultaneo, estratégias de controlo no sentido de
minimizar quebras de producgéo quantitativa e qualitativa do produto final.
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Conclusdes

A praga que maior prejuizo causa nos coentros € a formiga, que na altura da
frutificagdo, provoca a queda do fruto, reduzindo substancialmente a producdo de
semente. Foi ainda detetado como causador de prejuizos no coentro o percevejo-listrado
(Graphosoma italicum).

No armazenamento de semente de coentro registaram-se prejuizos pelo ataque de
um gorgulho (Rhyzopertha spp. ou Lasioderma spp.).

Em ambos os ensaios, de orégdos e coentros, as infestantes: cuscuta (Cuscuta
spp.), chicoria (Cichorium intybus L.) e grama (Cynodon spp.) causaram problemas, pela
competicdo; a cuscuta também causou problemas no processo de colheita e
acondicionamento da semente de coentros.

Os caracdis causaram igualmente prejuizos nos orégéos e nos coentros.
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Figura 2 — Apices de orégdo infestados com afideos (a). Exemplar de afideo encontrado
nas inflorescéncias de orégao (b).
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Figura 3 — Eupteryx origami (comprimento: 3,0-3,5 mm (British Bugs, 2009)) (a);
sintoma de ataque de Eupteryx em folha de orégédo (b); pormenor do spot resultante da
acdo de Eupteryx em folha de orégao (c).
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Figura 4 — Sintomas detetados compativeis com ataque de insetos Thysanoptera.

e
Figura 5 - Galhas radiculares, por infecdo com nematodos, em plantas de orégdo (a);
pormenor de esfregaco de uma galha — cyst de neméatodo com ovos (b).

Figura 7 - Vestigios de ataque de carac6is em plantas de orégaos.
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Figura 8 - Formigas (a) e percevejo listrado (b) (Graphosoma italicum (Pereira, 2015))
em coentros.

Figura 9 — Planta de coentro com sintomatologia (a); pormenor dos tecidos vasculares: a
direita caule normal, a esquerda tecidos vasculares necrosados (b).

Figura 10 — Gorgulho detetado no armazenamento de sementes de coentro (a); prejuizos
causados por gorgulhos nos frutos de coentros (b).

(a) % (b) B ()

Figura 11 — Ataque de cuscuta em plantas de orégao (é) e de coentro (b); mistura de frutos
de coentro e sementes de cuscuta (c).
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Efeito da densidade de plantas e da fertilizagdo na producéo de orégaos
(Origanum vulgare subsp. virens)

Pévoa, O.%, Farinha, N.2, Paulo, M.2, Conceicdo, L.2, Santana, C.2, Mondrag&o-Rodrigues,
F.23
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Portalegre; 2Instituto Politécnico de Portalegre, Portugal; 3MED'— Mediterranean Institute for
Agriculture, Environment and Development, Universidade de Evora, Polo da mitra, Evora,
Portugal.

Resumo

Os orégdos sdo muito utilizados na cozinha tradicional alentejana, sendo
necessario otimizar a sua producdo. A introducdo da espécie em cultivo é fundamental
para diminuir a erosdo genética na colheita na natureza. No &mbito do projeto Coop4PAM
(Cooperar para crescer no setor das plantas aromaticas e medicinais), o ensaio de orégaos
foi instalado em abril de 2021 no INIAV-Elvas, em tela antigerminante, a partir de estacas
enraizadas de um acesso espontaneo. Foram testados 3 compassos de plantagédo
(30x30 cm; 50x50 cm; 70x70 cm) e 3 niveis de fertilizacdo azotada (NO; N30; N60),
utilizando um adubo permitido em Modo de Producdo Bioldgico (MPB). Cada
modalidade testada tinha 3 linhas de plantacéo e 2 repetices de 5 m?. Foram efetuados 2
cortes de biomassa de planta florida (9 de julho e 16 de setembro), com registo da altura
das plantas. O ensaio foi regado com um sistema de rega gota-a-gota. N&o houve
diferencas estatisticas significativas entre as modalidades de fertilizacdo testadas. Houve
diferencas estatisticas significativas (p<0,05) nos parametros altura do 2.° corte, e
producdo de biomassa em ambos o0s cortes efetuados. No 2° corte (setembro) a altura das
plantas foi estatisticamente inferior (p<0,05) no compasso de 70x70 cm (21,8 m) do que
nos compassos de 50x50 cm (21,9 cm) e 30x30 cm (25,1cm). A producdo de biomassa
no 1° corte foi estatisticamente superior (p<0,05) no compasso de 30x30 cm (60,9 g/m?)
do que nos compassos de 50x50 cm (27,0 g/m?) e 70x70 cm (18,3 g/m?). A producéo de
biomassa no 2° corte foi estatisticamente superior (p<0,05) no compasso de 30x30 cm
(107,8 g/m?) do que no compasso de 50x50 cm (58,2 g/m?), que por sua vez foi superior
a producdo no compasso de 70x70 cm (27,0 g/m?). Os resultados devem ser confirmados
com um segundo ciclo de producéo.

Palavras-chave: Medicinal, Condimentar, Aromatica, Alentejo, Avaliacdo-agrondémica

Abstract

Effect of plant density and fertilization on oregano (Origanum vulgare subsp.
virens) production

Oregano is widely used in Alentejo traditional cuisine; thus, it is necessary to
optimize its production. The introduction of the species in cultivation is essential to
reduce genetic erosion in nature due to unsustainable harvest. As part of the Coop4PAM
project (Cooperate to grow in the aromatic and medicinal plants sector), the oregano assay
was installed in April 2021, using an anti-germination fabric for weed control. Rooted
cuttings from a spontaneous access Were planted in3 plant spacings (30x30 cm;
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50x50 cm; 70x70 cm) and 3 nitrogen fertilization levels (NO; N30; N60), using a fertilizer
allowed in organic farming. Each tested modality had 3 planting lines and 2 repetitions
of 5m?. Two flowering plant biomass cuts were performed (July 9™ and September 16™),
and recorded the height of the plants. The assay was irrigated with a drip irrigation system.
No statistically significant differences were found for the tested fertilization levels. There
were statistically significant differences (p<0.05) in the parameter’s height of the 2nd cut,
and biomass production in both cuts. In the 2" cut (September) the plant height was
statistically lower (p<0.05) in the 70x70 cm (21,8 cm) compass than in the 50x50 cm
(21,9 cm) and 30x30 cm (25 cm) compasses. Biomass production in the 1st cut was
statistically higher (p<0.05) in the 30x30 cm (60,9 g/m?) than in the 50x50 c¢m (27,0 g/m?)
and 70x70 cm compasses (18,3 g/m?). Biomass production in the 2nd cut was statistically
higher (p<0.05) in the 30x30 cm (107,8 g/m?) than in the 50x50 cm (58,2 g/m?) plant
spacing, which was superior to the production in the plant spacing of 70x70 cm
(27,0 g/m?). The results must be confirmed with a second production cycle.

Keywords: Medicinal, Spice, Aromatic, Alentejo, Agronomic evaluation

Introducéo

O crescimento da industria transformadora de plantas aromaticas e medicinais
requer um fornecimento constante de matérias-primas vegetais de qualidade, assente em
plantas provenientes de cultivo, e respeitando as boas praticas agricolas (Neto-Martins et
al., 2000). Apesar da espécie Origanum vulgare ser uma espécie com alguma
importancia, tem sido negligenciada e 0s seus recursos genéticos ndo tém sido explorados
corretamente. A conservacao da diversidade genética € muito limitada a nivel mundial.
No entanto, ha um grande contraste com o grau de popularidade e colheita em habitat
natural. Esta representa um grande risco para a conservacdo da diversidade da espécie e
até mesmo em alguns casos a extin¢do (Marcelino et al., 2004; P6voa et al., 2017). A
Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmanns. & Link) Bonnier & Layens (fig. 1) é a
subespécie que se pode encontrar espontanea no Alentejo. Pertence a familia Lamiaceae.
E um caméfito, sub-arbusto com 28-127 cm, de aspeto herbaceo e base do caule lenhosa
(Morales, 2010). Os orégdos sdo muito utilizados na cozinha tradicional alentejana, sendo
necessario otimizar a sua producdo. Assim a introducdo da espécie em cultivo é
fundamental para diminuir a erosdo genética que decorre da sua colheita insustentavel na
natureza.

Material e métodos

Previamente a instalacdo do ensaio, foi escolhida uma populacdo de orégédos
silvestres conhecida que fosse proxima de Elvas e que tivesse elevada disponibilidade de
material vegetal. Neste contexto, foi escolhida a populacéo préxima de Estremoz (Fig. 1;
Ov2). Para a escolha do metodo de propagacéo a utilizar foi fundamental a experiéncia
prévia da equipa (Pdvoa et al., 2019), tendo-se escolhido o método de propagacgdo
vegetativa utilizando estacas herbaceas terminais. As estacas foram colhidas a 4 de margo
de 2021 no local de origem e transportadas para o laboratorio de biologia vegetal em
caixas de plastico envolvidas num pano de algoddo humedecido. Usaram-se tabuleiros de
plastico preto com alvéolos e 5 cm de largura e 5 cm de profundidade, com um substrato
comercial de propagacdo de plantas. As estacas preparadas tinham cerca de 4 cm e 4
folhas terminais. Usou-se um sistema de rega por aspersao no viveiro da ESAE/IPP. As
estacas enraizaram com sucesso, permitindo a transplantacéo para o ensaio agronémico a
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6 de abril de 2021 (Fig. 2). A instalacdo do ensaio foi completada com 2 repicagens para
substituicdo das plantas que nao sobreviveram, 1 e 2 semanas depois.

O local do ensaio foi numa parcela de terreno gentilmente cedida pelo INIAV-
Elvas, que de acordo com a anélise de solo efetuada tem solo de textura fina e teores de
potéssio e fosforo altos (Fig. 3).

A preparacdo do solo para instalacdo da cultura deve salvaguardar a eliminagéo
de plantas infestantes e um grau de destorroamento da camada superficial que permita
uma armacdo de cama e instalacdo do sistema de rega. Considerando as condicfes de
textura fina do solo da parcela de instalacdo do ensaio, realizaram-se as operacgdes de
mobilizacdo usando um escarificador de 3,4 m de largura de trabalho para rompimento
vertical do solo seguido de uma fresa com 2,0 m de largura de trabalho, ambos acoplados
a um trator de 74 kW de poténcia DIN.

A tela antigerminante foi aplicada manualmente, esticando os rolos, fixando-a
com recurso a sulcos abertos no solo com enxada. Os orificios de plantacdo (ca. 5 cm de
didmetro) foram marcados na tela usando fita métrica e marcador e abertos com recurso
a um queimador de gés portatil.

Foi instalado o sistema de rega gota-a-gota, com tubos de 16mm de didmetro, com
gotejadores incorporados, com um débito de 2,2 I/h. Os tubos de rega foram colocados
paralelamente as linhas de plantacdo a 15 cm das plantas em todos 0os compassos de
plantacdo; portanto no compasso de 30x30 cm foram colocados 2 tubos e; nos compassos
de 50x50 cm e 70x70 cm foram colocados 3 tubos por repeticdo. A dotacdo de rega foi
igual para todo o ensaio, pois segundo Giannoulisa et al., 2020, a irrigacdo ndo tem um
efeito significativo no rendimento total da producédo desde que ndo seja inferior a 250 mm.
Santos et al., (2020) obteve melhores resultados em termos de biomassa fresca e seca, em
todos os estadios fenoldgicos, quando as plantas de orégao foram sujeitas a stress hidrico,
ou seja quando o solo ndo atingia a capacidade de campo.

Segundo Mufioz (2012), na cultura de orégaos, as distancias aconselhadas entre
linha, ndo devem exceder os 75 cm, e na linha, a distancia deve ser de 35 cm. Sendo a
densidade 6tima de plantacdo 40 000 plantas/ha. Alekseeva et al. (2020) referem que o
compasso devera ser de 30 cm entre plantas. No presente ensaio foram testados 3
compassos de plantacdo (30x30 cm; 50x50 cm; 70x70 cm).

Mufioz (2012) refere que as quantidades de fertilizacdo para orégdos devem ser:
60 a 80 ud N (2x) em forma amoniacal; 80 a 100 ud P e 100 a 120 ud K. Considerando-
se 0s resultados da andlise de solos da parcela (Fig. 3), concluiu-se que o nutriente critico
em falta era ao azoto. Deste modo, planeou-se a aplicacdo de 3 niveis de fertilizacdo
azotada (NO; N60; N120), utilizando um adubo comercial granulado organico biolégico,
com 6,4% de azoto, permitido em MPB, ja que a maioria dos produtores de plantas
aromaticas e medicinais (PAM) pratica esse modo de producdo. A primeira dose do
fertilizante, correspondente a metade da proporgéo foi feita antes da instalacdo da tela
antigerminante. Planeou-se a aplicacdo da segunda dose de azoto para depois do corte das
plantas na plena floragdo, com base num fertilizante liquido, devido tratar-se de cultura
em tela, mas por motivos logisticos ndo foi possivel efetivar-se. Portanto as doses
efetivamente testadas foram NO, N30 e N60.

Cada modalidade testada de compasso de plantacdo e quantidade de fertilizante
tinha 3 linhas de plantacdo de 5 m? e 2 repeticdes.

Ainda antes da plena floracdo foram observadas diversas plantas cloroticas,
possivelmente causadas por deficit de micronutrientes; assim como algumas plantas com
ataques de pulgéo verde. Neste contexto, para resolver ambos os problemas, foi decidido
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aplicar-se sulfato de ferro (ferro (12%), trioxido de enxofre (35%), oxido de magnésio
(3%) e manganés (0,6%)). Aplicou-se a dose recomendada de 20-30kg/ha; uma vez que
0 composto era solido foi preparada uma solucgdo aquosa com 8g/l do composto e aplicou-
se 250ml da solucdo em cada planta. As plantas reagiram positivamente a aplicacgéo,
reduzindo-se as cloroses e a visualizac¢ao dos afidios.

Foram efetuados 2 cortes (Fig. 4) de biomassa de planta florida (9 de julho e 16
de setembro), com registo prévio da altura das plantas. A altura das plantas foi medida
em 3 plantas por cada modalidade, considerando-se a média das 3 medicdes para
apresentacdo de resultados. O primeiro corte coincidiu com a plena floragdo. No segundo
corte de setembro a maioria das plantas estava em floracdo. O corte foi manual, com
tesoura de poda, a cerca de 5 cm do colo da planta. O transporte das plantas para o
laboratdrio fez-se em sacos rafia, tendo-se registado em laboratorio o peso da biomassa
fresca de cada modalidade (Fig. 5), assim como o peso da biomassa seca, ap0s secagem
em estufa durante 24h, a 100 °C.

O tratamento estatistico dos dados obtidos (ANOVA; teste Duncan) foi feito com
recurso ao programa Statistica (Stat Soft, 2007).

Resultados e discusséo

Na Fig. 3 pode-se observar o aspeto do ensaio agronémico pouco antes do 1° corte.
No Quadro 1 podem-se observar os resultados obtidos no ensaio agronémico relativos a
producio (g/m?), e a altura das plantas, resultantes da aplicacdo de diferentes compassos,
e de diferentes modalidades de fertilizacdo. O Quadro 2 contem a producdo média total
(t/ha) somando os dois cortes efetuados, obtida em cada modalidade de compasso
adotada. A média mais alta em termos de producdo de biomassa seca foi obtida no
compasso 30x30 cm (3,9 t/ha). Bernath (1997) e Kintzios (2012), citados por Alekseeva
et al. (2020), referem uma produtividade média que ronda as 2,5-3,5 t/ha. Neste ensaio
obteve-se nos compassos 30x30 cm e 50x50 cm uma producédo acima de 3,5t/ha, no ano
de instalacdo da cultura, sendo expectavel que a producdo seja superior nos proximos
anos. Verificaram-se diferencas estatisticas significativas (p<0,05) nos pardmetros altura
do 2° corte, e na producdo de biomassa em ambos os cortes efetuados (Quadro 2). N&o
houve diferencas estatisticas para as modalidades de adubacdo aplicadas, apesar da
fertilizacdo azotada ter um efeito positivo sobre o rendimento de colheita segundo
Giannoulisa et al. (2020). Nos estudos de Rodrigues & Arrobas (2016) refere-se que nem
sempre é possivel obter vantagens do uso destes fertilizantes de libertagcdo lenta em
condicdes reais de campo, concluindo que o uso destes fertilizantes devia ser avaliado
quanto ao mecanismo de restricdo dos nutrientes, ciclo biolégico das plantas e as variaveis
ambientais locais. Por outro lado, os fertilizantes de liberacdo gradual podem ndo mostrar
beneficios significativos quando comparados com fertilizantes convencionais
(Chiochetta-Junior, 2019). Portanto, € possivel que esta auséncia de evidencias do efeito
positivo da aplicacdo de azoto se deva ao tipo de adubo utilizado, um adubo organico de
libertacdo lenta permitido em MPB, ndo sendo observavel o efeito da sua aplicacdo neste
ensaio.

No 2° corte (setembro) a altura das plantas foi estatisticamente inferior (p<0,05)
no compasso de 70x70 cm (21,3 cm) do que nos compassos de 50x50 cm (28,3 cm) e
30x30 cm (25,1 cm). A producdo de biomassa no 1° corte, que coincidiu com a plena
floracdo das plantas, foi estatisticamente superior (p<0,05) no compasso de 30x30 cm
(60,9 g/m?) do que nos compassos de 50x50 cm (27,0 g/m?) e 70x70 cm (18,3 g/m?). A
producéo de biomassa do 2° corte, que coincidiu com a floracéo de parte das plantas, teve
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diferengas estatisticas significativas para os 3 compassos de plantagdo testados. A
producdo de biomassa no 2.° corte foi estatisticamente superior (p<0,05) no compasso de
30x30 cm (107,8 g/m?) do que no compasso de 50x50 cm (58,2 g/m?), que por sua vez
foi superior & producio no compasso de 70x70 cm (27,0 g/m?) (valores n3o expressos nos
quadros de resultados).

Conclusdes

O orégdo adaptou-se bem ao cultivo em tela antigerminante. A producao total
(soma dos 2 cortes) obtida foi de 3,9 t/ha no compasso de 30x30 cm. Ressalva-se que se
trata do ano de instalacdo da cultura, sendo expectavel obter producdes superiores nos
proximos anos.
Conclui-se que os compassos mais densos tém maior potencial produtivo no ano de
instalagdo da cultura; permitindo obter 2 cortes. Os resultados devem ser confirmados
com um segundo ciclo de producéo.
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Quadro 1 - Resultados obtidos nos diferentes compassos e nas diferentes modalidades
de fertilizagdo. Médias de talhdes de 5 m? com 2 blocos de repeticao.

E:(I)nn)lpasso Fertilizagao éin‘a;ra Cortel Isife?j Ca(s)i?el éggtg ?elé)e?: (Ellcs)i?eZ
(g/m?) (cm) (g/m?)
NO 29,0 287,2 25,4 568,3
30x30 N30 31,4 276,7 24,0 4559
N60 33,1 2743 25,9 460,9
NO 29,7 176,6 32,0 4483
50x50 N30 27,1 255,5 27,2 461,9
N60 30,6 237,1 25,8 529,6
NO 30,6 237,5 23,2 326,5
70x70 N30 30,4 2522 19,9 348,1
N60 27,9 139,1 20,7 254,1

Quadro 2 - Producéo de biomassa e da altura das plantas. Médias de 3 talhdes de 5 m?
com 2 blocos de repeticdo. Letras diferentes significam diferencas estatisticas
significativas (p<0,05).

Compasso (cm) Biomassa total (t/ha) Altura (cm)
30x30 38 a 28,1 a
50x50 35 b 28,7 a
70x70 26 cC 254 b
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Figura 2 — Estacas enraizadas utilizadas na instalagdo do ensaio agronémico.
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Analise Resultados Interpretagdo
Textura de Campo Pesada

pH (H20) 7.5 Neutro
pH (KCI) 7,2

(Condutividade 0,27 mS.cm | Mo saling
Materia Organica 19 % Baixc
Fasforo extraivel = 200 PO mp kg Muito alto
Potassio extraivel = 200 K0 mg kg Muito alto
(Calcio extraivel 4420 rr_ln.kn'1

Magnesio extraivel 473 mg.kg” Kuito altc
Azoto total -

(Azoto mineral mg.kg

[Sddio extraivel mg.kg '

Boro 16 mg kg Al
‘Carbonatos - k)

Cloretos mg.kg

Cohre 1,2 mg.kg ' Médio
Ferro 32 mgkg ' Médic
Manganés 143 mg kg Muito alie
‘Chumbc - mg kg

Miquel - mgkg"

Finco 1,7 mg.kg ' Médio
Terra Fina - %

(Calcio de troca - cmol., kg | -
Magnésio de troca - cmol., kg -
[Sadio de troca - cmela kg -
Potassio de iroca - cmol., kg -
=BT - cmol. kg’

CTC - cmol., kg

Acidez de troca - cmol., kg

GSB - k] -

Figura 3 — Resultados da analise de solo da parcela de ensaio no INIAV-Elvas.

Figura 5 — Pesagem laboratorial da biomassa de orégaos.
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SESSAOQ 2
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Conferéncia 3: Experiencias innovadoras en el entorno de las plantas
aromaticas y medicinales

Lorena Zajara, CTAEX
!Centro Tecnoldgico Nacional Agroalimentario Extremadura, CTAEX, Ctra. Villafranco

a Balboa, km 1.2, 06195, Villafranco del Guadiana. Badajoz, Espafia. E-mail:
lzajara(@ctaex.com

Resumen

Ctaex ha desarrollado, desde su constitucion, numerosos proyectos de
investigacion enfocados a impulsar el sector de las plantas aromaticas y medicinales
desde la region demostrando la gran versatilidad de estas especies. La innovacion se ha
dirigido a la adaptacion al cultivo, la optimizacion de la produccion e incremento del
rendimiento industrial, busqueda de principios activos de interés, implantacion como
alternativa a otros cultivos industriales o en asociacion, sustitucion de aditivos
alimentarios, desarrollo de nuevos sistemas de envase activo antioxidante para la mejora
de la vida util y conservacion de los productos, disefio de insecticidas, fungicidas y
biofertilizantes a partir de extractos, incluso a su incorporacién a la alimentacioén animal.

Palabras claves: Coop4PAM, Wastedgreen, Algar Bbe, Globalpam, Vitinnat

Abstract

Innovative experiences in the environment of aromatic and medicinal plants

Since its constitution, Ctaex has developed numerous research projects focused
on promoting the aromatic and medicinal plant sector in the region, demonstrating the
great versatility of these species. Innovation has been aimed at adapting to cultivation,
optimising production and increasing industrial yields, searching for active principles of
interest, implementation as an alternative to other industrial crops or in association,
substitution of food additives, development of new active antioxidant packaging systems
to improve the useful life and conservation of products, design of insecticides, fungicides
and biofertilisers based on extracts, and even their incorporation into animal feed.

Keywords: Coop4PAM, Wastedgreen, Algar Bbe, Globalpam, Vitinnat

Introduccion

CTAEX es una Asociacion privada sin animo de lucro de &mbito nacional que abri6 sus
puertas en enero de 2001 con el claro objetivo de ofrecer servicios de investigacion,
desarrollo, innovacion, analiticos, de formacion e informacion comunes para contribuir
al desarrollo competitivo de las empresas del sector agroalimentario y a la seguridad de
los consumidores.Ctaex estd compuesta principalmente por tres areas de I1+D,
Agricultura, Tecnologia de los Alimentos y Ciencia y Seguridad de los Alimentos, y por
otras transversales como Administracion, Economico-Financiera, Gestion 1+D,
Ingenieriay OTRI. Trabaja en el ambito de la agronomia y la alimentacién teniendo muy
en cuenta la sostenibilidad, la diversificacion, las TICS como vectores transversales. En
la Figura 1 se muestran los sectores principales de actuacion.
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Infraestructuras

Ctaex dispone para el desarrollo de los ensayos de veintitres hectareas de terreno
nivelado, de las cuales cuatro estan certificadas como ecoldgicas por la Junta de
Extremadura. Recientemente se ha instalado el riego automatizado por sistema
monocable y con control por programador app en toda la finca, ademas de equipo de
filtrado y fertilizacion mediante abonadora eléctrica, automatizandose igualmente la
fertilizacion. Cuenta con una balsa de 1000 m? de agua que se abastece del canal de riego
y de pozos propios, un nuevo invernadero de 400 m?, dividido en cuatro zonas
independientes, con ventanas laterales motorizadas y pantallas de sombra motorizada,
sistemas de agricultura de precision (sensores), una cdmara Scholander, una camara de
semilla con control de humedad y temperatura y maquinaria agricola adecuada a las
necesidades del trabajo.

La planta piloto alimentaria dispone de todo el equipamiento para transformar la
materia prima necesaria en el desarrollo de nuevos productos y mejora de los procesos
establecidos en la industria agroalimentaria para lo cual cuenta con diferentes salas y
lineas especificas: sala de recepcion y preparacion de materia prima vegetal, linea de
procesado de vegetales, cocina industrial, linea de procesado y envasado aséptico para
jugo y concentrado de vegetales y frutas, sala de elaboracién de productos carnicos, sala
de precocinados, linea de productos lacteos y quesos, linea de aceites y almazara
experimental, sala de dosimetria, caAmaras de maduracion de jamones, embutidos y
quesos, camaras de almacenamiento, camaras para estudios de conservacion y diversos
equipos para el tratamiento térmico, para el envasado en atmdésfera modificada,
homogeinizadores, molino coloidal, molino martillos, etc.

En el laboratorio, para el estudio de las diferentes muestras, se utilizan tanto
técnicas de analisis clasicas como técnicas que utilizan sofisticados equipos que permiten
acortar el tiempo en la obtencién de resultados. Algunas de ellas son: cromatografia de
gases con detectores especificos, cromatografia liquida de alta resolucion, cromatografia
ionica, espectrofotometria, espectrometria de plasma inducido, colorimetro,
refractometros, extractor solido / liquido para principios activos de plantas, extractor de
aceite esencial por arrastre de vapor, rancimat (medidor de estabilidad de las grasas) y
viscosimetros. El laboratorio cuenta una amplia variedad de equipos y sistemas que
permiten facilitar y automatizar las labores técnicas requeridas para asegurar la seguridad
alimentaria de los productos: citometria de flujo, equipo PCR en tiempo real,
microscopia, técnicas de microbiologia clasica, estufas de incubacion, campanas de flujo
laminar y autoclaves.

Experiencia

En la siguiente figura se representan los proyectos que CTAEX ha desarrollado
relacionados con las plantas aromaticas y medicinales, aprecidndose un incremento
exponencial en los ultimos afios el interés por estas especies. EI gran nimero de
utilidades, sitGan a las plantas aromaticas en el ojo de mira de la investigacion y cada vez
es mas habitual que las empresas extremefias se interesen por las mismas, llevando a abrir
nuevas lineas de investigacion.

En este plano se representan las zonas donde se han llevado a cabo acciones
relacionadas con las PAM, ya sea en la adaptacion de los cultivos, la caracterizacion o
regeneracion de especies autdctonas u otras acciones como la aplicacion de formulados
en el control de plagas y enfermedades o la preservacion de la biodiversidad en terreno
ocupado por placas fotovoltaicas. Ctaex ha trabajado con numerosas especies
dependiendo del objetivo del proyecto (Tabla 1).
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Lineas de investigacion
A continuacion, se enumeran las distintas lineas de investigacion que se han desarrollado:

Adaptacion de cultivos PAM a las condiciones edafoclimaticas y rentabilizacion
del cultivo mediante estudios de la densidad de plantacion, determinacion de las
necesidades nutricionales e hidricas, control de especies adventicias y de plagas
y enfermedades.

Alternativa al cultivo del tabaco en las zonas tabacaleras tradicionales.

Estudio de especies aromaéticas con aceite rico en omega 3.

Empleo de aceites esenciales ricos en agentes activos y antioxidantes en el
desarrollo de envases activos.

Utilizacion de extractos en la elaboracion de productos considerados Otros
Medios de Defensa Fitosanitaria con propiedades fortificantes, insecticidas,
fungicidas o herbicidas para una agricultura sostenible.

Investigacion de efectos alelopéticos de especies PAM frente a las malas hierbas
de los cultivos.

Control de plagas y enfermedades mediante el uso de formulados con extractos.
Sustitucion de aditivos conservantes en la elaboracion de embutidos por aceites
esenciales/extractos.

Sustitucion de la adicion de metabisulfito durante la elaboracion de vinos por
aceites esenciales/extractos.

Incorporacion de nuevos ingredientes en las formulaciones de los piensos.
Mecanizacién de los cultivos mediante maquinaria ya existente en la zona.
Técnicas de produccion ecoldgica como el empleo de compost, la colocacién de
plasticos o mallas antihierbas para controlar las especies adventicias y el uso de
alternativas ecolégicas en la prevencion y control de plagas y enfermedades.
Obtencién de plantas aromaticas y medicinales en vivero con el aporte de
compost y té de compost.

Estudio Técnico de Cynara cardunculuspara su aprovechamiento
como coagulante vegetal con calidad diferenciada en la Comarca Tajo — Salor —
Almonte.

Utilizar gran parte del terreno que ocupa una planta fotovoltaica para uso
agricola, lapreservacion de la biodiversidady lacreacion de valor
compartido con las comunidades locales.

Caracterizacion de los matorrales de jara de Extremadura, estudio de técnicas de
regeneracion, obtencién de productos y aprovechamientos.

En la Tabla 2 se proporciona informacion sobre proyectos de investigacién actuales, que
cuentan con pagina web.
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Tabla 1. Especies de plantas aromaticas y medicinales estudiadas en CTAEX

Nombre comin

Nombre cientifico

PLANTAS AROMATICAS ¥ MEDICINALES

Nombre comdn

Nombre cientifico

Nombre comin

Nombre cientifico

Menta poleo Mentha pulegium L. Cardo santo Cnicus benedictus L. Meliloto Melilotus of ficinalis Pall.

Orégano verde  Origanum vulgare L. ssp virens Acedera Rumex acetosa L. Diente de ledn Taraxacum officinale Weber.

Tomille Thymus vulgaris L. Anis verde Pimpinilla anisum L. Lino Linum usitatissimum L.
Ruda Ruta graveolens L. Manzanilla comiin = Matricaria chamomilla L. Lavandin Lavandula hybrida
Eneldo Anethum graveolens L. Hipérico Hypericum perforatumL. Tagetes Tagetes patula L.
Salvia Salvia officinalis L. Gataria Nepeta cataria L. Tomillo aceitunero Thymus zigis Loefl.
Cilantro Coriandrum sativum L. Jenjibre Zengiber officinale Rosc. Borraja Borogo of ficinalis L.
Romero Rosmarinus officinalis L. Flor de la pasidn Passiflora incarnatal. Comino Cuminum cyninum L.
Salvia victoria Salvia farinacea Benth. Regaliz Glycyrrhiza glabra L. Estragén Tagetes lucida Cav.
Menta piperita Mentha x piperita Caléndula Calendula of ficinalis L. Angélica Angelica archangelicaL.
Menta Mentha arvensis L. Serpentaria Cimifuga racemosa Stevia Stevia rebaudiana Bertoni.
Albahaca purple QOcinum basilicum L. Milenrrama Achillea millefolium L. Artemisa Artemisia annua L.
Albahaca citron Ocinum basilicum L. Valeriana Valeriana of ficinalis L. Equinacea Equinacea purpurea Moench.
Albahaca cannelle Ocinum basilicum L. Manzanilla romana = Chamaemelum nobile L. Pelitre Tanacetum cinerariifolium
Orégano silvestre Origanum vulgare L Hisopo del anis Agastache foeniculum Eneldo Anethum graveolens L.
Equinacea Echinacea angustifolia Moench . Helenio Inula helenium L. Comino Cuminum cyninum L.
Equinacea Echinacea pallida Moench. Onagra Qenothera biennis L. Orégano Origanum vulgare L
Majorana Origanum majoranal. Hisopo Hyssopus of ficinalis L. Apio de montafia Levisticum officinale koch
Melisa Melissa of ficinalis L. Satureja Satureja hortensis L. Ajedrea Satureja montana L.
Artemisa Artemisia vulgaris L. Verdolaga Portulaca oleraceaL. Amaranto Amaranthus L.
Cafiamo Cannavis sativa L. Jara pringosa Cistus ladanifer L. Jara blanca Cistus albidus L.
Olivardilla Ditrichia viscosa L. Siempreviva ;cﬂi"cc:}iw;;:‘s.”;‘::m. Azafrdn Crocus sativus L.
Tabla 2. Més informacion de proyectos PAM

ACRONIMO OBJETIVOS WEB

COOP4PAM Cooperar para crecer en el http://www.coop4pam.com/
sector de las plantas
aromaticas y medicinales.

GO GLOBALPAM Sentar las bases e https://natacgroup.com/es/notici
impulsar el mercado de as/proyecto-globalpam-grupo-
plantas aromaticas y operativo-regional-para-el-
medicinales en la region. desarrollo-del-sector-de-plantas-

aromaticas-y-medicinales-en-
extremadura-y-diferenciacion-
de-la-produccion-en-el-mercado/

GO Adaptar agrondmicamente y | https://cynaracardunculus.com/2

CYNARA valorizar el cultivo del cardo | 021/12/30/go-cynara-obtencion-
C. cardunculus. de-coagulante-vegetal-de-

calidad-y-valorizacion-
sostenible-del-cultivo-de-cynara-
cardunculus/

GO Desarrollar protocolos de http://bit.ly/GOS-innoextract
extraccion, alternativos al
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SUPRA AUTONOMICO
INNOEXTRACT

uso de disolventes
organicos.

GO
SUPRAAUTONOMICO
VITINNAT

Implementacion de
soluciones naturales,
sostenibles e innovadoras
para la prevencion y lucha
de las enfermedades de
madera de la vid.

http://bit.ly/GOS-vitinnat

GO
SUPRAAUTONOMICO
CANAMO
INDUSTRIAL

Elaboracion de guia
funcional como herramienta
de cultivo y procesado del
cafiamo industrial en
Espana.

http://bit.ly/GOS-canamo-
industrial

LIFE Waste4Green

Mitigar los efectos adversos
de los pesticidas de origen
quimico que se usan en la
proteccion de cultivo de
frutales de hueso.

https://wastedgreen.eu

LIFE ALGAR BBE

Demostrar la eficacia de
formulados de origen
natural, seguros y
sostenibles, con capacidad
bioestimulante y accion

http://www.algarbbelife.eu/

Procesos y
productos de la
industria del
tomate

Hortofruticola

Ingredientes
Naturales

O
Y Y

W

biocida.

Plantas Olivicultura

Arométicas

Aceitede Oliva

Aceitunas de Mesa Tabaco

Precocinados y

Cocinados Quesas

Productos

Biolégicos Subproductos

Carnes

Viticultura

‘ﬁ.‘a’

Auxiliares

Céfiamo

Innovacién y
tecnologia

Figura 1- Principales sectores de actividad de CTAEX.
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Figura 3- Extractor sélido-liquido.
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PROYECTOS DE PAM

Bakoa - Villafranco del Guadiana - Zafra
Maraleja - Takyuela - Castela Branco
Mavalmoral de la Mota - Caceres

Sierra de Araceno-Andévalo - Plassncia cerre tecniobbgico racional
Almendralejc - Vakdecaballeres - Valenda agroakimentaria
Valladolid - Campo Lugar - Almaraz: Sevilla

Figura 5- Actuaciones llevadas a cabo en el entorno de las PAM en Espafia y Portugal.
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Cymbopogon citratus and Aloysia citrodora chemical composition”

Sofia J. Silval, Lucia Silva?, Arlindo Gomes?, Ana Luisa Fernando®

"Departamento de Quimica, Universidade da Beira Interior, Rua Marqués d’Avila e Bolama,
6201-001, Covilha, Portugal; 2FibEnTech, Universidade da Beira Interior, Rua Marqués d’Avila
e Bolama, 6201-001, Covilhd, Portugal; *MEtRICs, Departamento de Ciéncias e Tecnologia da
Biomassa, NOVA School of Science and Technology FCT NOVA, Universidade NOVA de
Lisboa, Campus de Caparica, 2829-516 Caparica, Portugal.

Abstract

Cymbopogon citratus (DC) Stapf., also known as lemongrass, is commonly used
in food, but it is also discussed as a possible therapeutic agent as it presents properties
such as anti-fungal, anti-amoebic, anti-diarrheal, anti-bacterial, anti-inflammatory, and
anti-filarial (Subramaniam et al., 2020). It is rich in bioactive compounds and the isolated
and identified phytochemicals from its leaves mainly includes flavonoids, alkaloids,
saponin, tannins and phenolic compounds (Shendurse et al. 2021). Aloysia citrodora Palau,
commonly called lemon verbena, is known for its characteristic aromatic odor and taste.
It is prescribed for treatments of various psychological diseases, including nervous
fatigue, depression, insomnia, stress, and anxiety, but also used in microbial infections,
joints inflammations, stress oxidative and cancer (Jaradat et al., 2021). This study aimed to
characterize the chemical composition of this two species and possible applications of the
essential oils. We were able to identify by GC-MS 28 compounds of C. citratus, being
the major geranial (36.3%), followed by neral (26.1%) and ®-myrcene (17.1%) and 38
compounds of A. citrodora, being the major geranial (21.2%), neral (16.5%) and
limonene (9.9%).

Palavras-chave: Essential oils, Chemical composition, GC-MS, Cymbopogon citratus,
Aloysia citrodora

Introduction

Medicinal plants have been used worldwide for a long time, due to its usage on
traditional medicine as plant-based therapies (Bahramsoltani et al. 2018). The essential
oils have gained interest in several areas due to their phytochemical characteristics and
the posse of various biological properties, like antimicrobial, antifungal, antioxidant,
antiviral among others (Asbahani et al. 2015)(Can Baser and Buchbauer 2015)(Falleh et
al. 2020). Aloysia citrodora Palau, commonly called Lemon Verbena, is a member of the
Verbenaceae family well known for its characteristic aromatic odor and taste. This oil is
used in treatments of various psychological diseases, including nervous fatigue,
depression, insomnia, stress, and anxiety, but also used in microbial infections, joints
inflammations, stress oxidative and cancer (Jaradat et al. 2021). Previous studies have
analyzed the composition of this oils, being concordant that the major components focus
on geranial, neral and limonene (Hashemi et al. 2018)(Rezig et al. 2019)(Ohno et al.
2003). Cymbopogon citratus (DC) Stapf, commonly called lemongrass, is a member of
the Poaceae family normally used in food, but that also presents properties such as anti-
fungal, anti-amoebic, anti-diarrheal, anti-bacterial, anti-inflammatory, and anti-filarial
(Gongalves et al. 2018)(Subramaniam, Yew, and Sivasamugham 2020). Prior studies
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reported the major constituents of this oil being geranial, neral and B-myrcene (Bassolé
et al. 2011) (Goncalves et al. 2018). The discovery of new and more natural ways to
inhibit bacterial infections, due to the emerging resistance to antibiotics has been studied,
since essential oils present properties that might be used against some bacteria, such as
Helicobacter pylori. Since previous studies report that geranial and neral, both major
constituents of C. citratus and A.citrodora, might present good antibacterial activity
against H. pylori (Ohno et al. 2003), the aim of this study is to analyze the chemical
composition of both C. citratus and A. citrodora in order to further understand their
properties and future applications.

Material and Methods
Essential oils material

Commercial oils provided by the Biomater — Soulful Farming Company
Essential oils analysis and chemical composition

Essential oil analysis and chemical composition proceeded by Gas-
Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GC-MS), using an Agilent 7890A
GC coupled with an Agilent 5975C inert XL mass selective detector. For the separation
of the volatile compounds was used a DB-5 J&W GC capillary column (5%
phenylmethylpolysiloxane, 30m length, 0,25mm diameter and 0,25um film), being
helium the mobile phase, at ImL/min. The components identification was obtained by
comparison of the retention times and mass spectra, which were also compared with the
ones at the data system library NIST and Wiley.

Results and Discussion

The chemical composition of the oils is presented in Table 1. We were able to
identify by the GC-MS method 38 compounds for Aloysia citrodora (see chromatogram
in Figure 1) and 28 compounds for Cymbopogon citratus. (see chromatogram in Figure
2) The major constituents in both was geranial (Figure 3), with a percentage of 21.2% and
36.3%, respectively, followed by neral (Figure 4), with a percentage of 16.5% for A.
citrodora and 26.1% for C. citratus. The third major constituent of these oils, however,
was different, being limonene (Figure 5), at 9.9% for A. citrodora and -myrcene (Figure
6) at 17.1% for C. citratus. Mass spectra from main compounds are also present in Figures
310 6). These results are concordant with other researchers’ studies.

Conclusions

Both C. citratus and A. citrodora essential oils presented similar composition to
previous studies, being the major components, the ones reported. From the 38 compounds
found in A. citrodora, 47.6% of the total composition corresponds to geranial, neral and
limonene. As to C. citratus, 79.5% of the total composition corresponds to geranial, neral
and B-myrcene.
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Figure 1- Chromatogram of essential oil from Aloysia citrodora.
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Figure 2- Chromatogram of essential oil from Cymbopogon citratus.

Table 2- Chemical Composition of the A.citrodora and C. citratus essential oils (tr —
traces of the compound are present)

Compounds RI Aloysia citrodora (%) Cymbopogon citratus (%)
(min.)

a-thujene 929 0.1 -
a-pinene 936 0.6 -
Sabinene 973 15 -
B-pinene 978 0.1 -
6-methylhept-5-en-2-one 986 0.6 0.6
B-myrcene 989 0.2 17.1
2,3-dehydro-1,8-cineole 990 - tr
(2)-3-hexen-1-ol 1004 tr -
acetate

p-Cymene 1024 0.1 -
Limonene 1030 9.9 0.3
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1,8-Cineole 1032 4.0 0.1
B-cis-Ocimene 1038 0.2 0.4
B-trans-Ocimene 1048 13 0.3
y-Terpinene 1060 tr -
cis-sabinene hydrate 1067 0.3 -
a-terpinolene 1087 tr -
Linalool 1099 14 1.0
trans-p-mentha-2,8- 1128 0.1 -
dienol

cis-limonene oxide 1134 0.1 -
Camphor 1143 0.7 -
Citronellal 1154 0.2 0.3
Borneol 1166 0.4 -
Terpinen-4-ol 1177 0.4 tr
p-cymen-8-ol 1184 1.4 -
a-terpineol 1190 1.0 -
trans-carveol 1217 0.1 -
Citronellol 1228 - 0.4
Nerol 1229 15 -
Neral 1242 16.5 26.1
Geraniol 1255 14 2.3
Linalool acetate 1255 - 2.3
Geranial 1270 21.2 36.3
Lavandulyl acetate 1289 0.1 -
2-undecanone 1293 0.1 0.2
Myrtenyl acetate 1329 0.3 0.1
a-copaene 1376 0.6 0.1
Geranyl acetate 1380 1.6 0.9
B-bourbonene 1384 0.5 0.1
Methyl eugenol 1402 0.1 -
a-cedrene 1412 0.5 0.1
trans-caryophylene 1420 4.4 11
trans-a-bergamotene 1435 - 0.1
a-Humulene 1453 0.6 0.1
Allo-aromadendrene 1460 0.6 0.1
Geranyl propanoate 1477 0.3 tr
ar-curcumene 1482 6.0 12
Bicyclogermacrene 1494 0.4 0.3
B-bisabolene 1508 0.2 tr
y-cadinene 1513 0.6 -
&-cadinene 1523 0.2 -
(E)-nerodiol 1561 0.7 0.1
Spathunelol 1576 2.0 0.2
Caryophylene oxide 1581 3.0 0.1
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Figure 3- Mass spectrum and Chemical structure of geranial.
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Figure 4- Mass spectrum and Chemical structure of neral.
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Figure 5- Mass spectrum and Chemical structure of limonene.
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Figure 6- Mass spectrum and Chemical structure of B-myrcene.
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Abstract

Daucus carota L. is a popular plant with various medicinal activities like
analgesic, anti-inflammatory, antimicrobial, antifungal, among others. Carrots are known
for their rich antioxidants, both lipophilic (carotenoids) and hydrophilic (phenolic
compounds). With this work, we aimed to determine the antioxidant activity, the total
phenolic and flavonoid content present in the umbels extracts from five subspecies of
Daucus carota collected in Portugal: D. carota subsp. maritimus; D. carota subsp.
hispidus; D. carota subsp. maximus; D. carota subsp. sativus and D. carota subsp. carota
The total phenolic content was examined by a colorimetric method, using the Folin—
Ciocalteu’s reagent and expressed in terms of gallic acid equivalents, measured at 765
nm. We have found the highest phenolic content in D. carota subsp. maritimus with a
total of 50.17 g/L followed by the D. carota subsp. sativus 32.81 g/L.

The total flavonoids content was determined by a spectrophotometric method with
aluminum chloride and expressed in terms of quercetin equivalents, at 415 nm. We
observed a range from 8.92 mg/g to 29 mg/g and observed the highest content in the same
subspecies.

The antioxidant activity (AAI) was determined by using the DPPH method, where
the absorbances were measured at a wavelength of 517 nm and further calculated the
Inhibition percentage and the AAI. Only D. carota subsp. maritimus presented a moderate
AAl, the other four subspecies presented a weak antioxidant activity.

Keywords: Daucus carota, Portugal, Antioxidant Activity, Phenolic Total, Flavonoid
Total

Introduction

The Apiaceae (Umbelliferae) family contains 466 genera and 3820 species, being
one of the largest families of seed plants (Spooner 2019). The genus Daucus contains 25
species, being Daucus carota the most recognized (Valente et al., 2015). Daucus carota
is a biannual plant, with flowering season from June to August and that presents erect and
branched stems, tough and furrowed, that can achieve 1 m high, with mostly white, small
and five-parted flowers arranged in umbrella-like inflorescence, the umbels (Bystricka et
al., 2015; Ng et al., 2015; Al-Snafi, 2017). The relevance of this species is in its biological
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active substances, the polyphenols, however, it depends on various factors, like region
where it is grown, climatic conditions, etc. (Bystricka et al., 2015). Many plants have
been studied due to their natural bioactive compounds, since many of the secondary
metabolites of plants can be used as pharmaceutical compounds (Ghasemzadeh and
Ghasemzadeh, 2011).

The phenolic compounds are a diverse group of molecules that have an aromatic
ring holding one or more hydroxyl groups and whose structure can vary from a simple
phenolic molecule to a complex high-molecular mass polymer. They can be divided into
two categories, the water-soluble compounds, like phenolic acids, phenylpropanoids,
flavonoids and quinones; and water-insoluble compounds, like condensed tannis, lignins
and cell-wall bound hydrocinammic acids (Rispail, Morris, and Webb, 2005). These
compounds have been defined as the most important, largest and ubiquitous group of
compounds in the plant kingdom, since they are synthesised during the normal
development of the plant, but also as response to situations of stress, UV radiation and
others (Haminiuk et al., 2012). Free radicals, such as the oxygen radicals, possess
unpaired electrons and thus are highly reactive, capable of reacting with biological
molecules on healthy cells, causing their loss of structure and function (Bystricka et al.
2015).For this reason, antioxidants are the first line of defence against the free radicals
and their damaging effects, being so important to maintain the homeostasis. Antioxidants
are able to scavenge the free radicals in order to protect the human body against the
oxidative stress, which can prevent some causes of diseases like cancer or cardiovascular
diseases. Phenolic compounds are known to act as antioxidants and interfering in the
oxidation process by chain-breaking reaction activities, the primary oxidation, or by
scavenging the free radicals, the secondary oxidation (K&hkonen et al., 1999; Arkoub-
Djermoune et al., 2020; Bystrické et al., 2015). The purpose of this study was to
investigate the differences between the antioxidant activity of Daucus carota subspecies
in order to provide information for future investigations.

Material and Methods
Plant material

Plant material was collected from various parts of Portugal, provided by Banco
Portugués de Germoplasma Vegetal (BPGV). Flowering and mature umbels were
preserved at dry place and room temperature. Five subspecies of Daucus carota were
collected: D. carota subsp. maritimus; D. carota subsp. hispidus; D. carota subsp.
maximus; D. carota subsp. sativus and D. carota subsp. carota. All samples were
collected from more than ten individuals.

Total Phenols

The total phenolic content was determined using a colorimetric assay with Folin-
Ciocalteu’s reagent and absorbance reading (UV-Vis spectrophotometer Thermo
Scientific Evolution 160) at a 765 nm wavelength (Pombal et al. 2016). Concentration of
total phenols was determined by a calibration curve, with gallic acid dilutions using
methanol at the following concentrations: 0, 100, 200, 300, 400, 500, 800, 1000 mg/L.
Total phenols were expressed in mg of gallic acid (GA) per gram of dry biomass (mg GA
eq. /g dry biomass).

Total Flavonoids
The total flavonoids content was determined using the colorimetric method
described by Latoui, 2012, using a UV-Vis Spectrophotometer Thermo Scientific
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Evolution 160, at a 415 nm wavelength (Pombal et al., 2016). For the calibration curve,
were used different concentrations of quercetin, diluted using methanol, at the following
concentrations: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 300, 350, 400 mg/L. Total flavonoids were
expressed in mg of quercetin (Q) per gram of dry mass (mg Q eq. /g dry biomass).

Antioxidant Activity

The antioxidant activity content was examined using equivalents of 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl, also known as DPPH, with resource to a calibration curve, using the
following concentrations, prepared from a mother solution of DPPH 0.2 mM: 0.02; 0.04,
0.06; 0.08; 0.10 mM diluted using methanol to a volume of 100 mL (Pombal et al., 2016).

Results and Discussion
Total Phenols
From the calibration curve, with absorbance measured at 765 nm, we obtain the
following equation:
Abs = 0.0004x + 0.0062 (R2 = 0.9982)
With the previous equation, we calculated the total phenols in mg of gallic acid
by g of dry biomass, obtaining the results shown in Table 1 and in Figure 1.a).
The total phenolic content ranges from 20 mg/g to 50 mg/g, being the lowest for D. carota
subsp. carota, and the highest for D. carota subsp. maritimus.
Total Flavonoids
From the calibration curve, with the absorbance measured at 415 nm, we obtain
the following equation:
Abs =0.0014x + 0.0461 (R2=0.9811)
With the previous equation, we calculated the total flavonoids in mg of quercetin
by g of dry biomass, obtaining the results shown in Table 1 and in Figure 1.b).
The total flavonoid content ranges from 8 mg/g to 29 mg/g, being the lowest value for D.
carota subsp. carota, and the highest for D. carota subsp. maritimus.

Antioxidant Activity
From the calibration curve, with an absorbance measured at 517 nm we obtained
the following equation:
Abs =0.0246x — 0.0052 (R? = 0.9996)
With the previous equation, we proceed to calculate the inhibition percentage (1%)
and the antioxidant activity (AAl), using the following equations:

(Abs0O — Abs1)
1% = 1550 x 100

_ Final DPPH concentration (ug. mL™1)
B 1C50 (ug.mL™1)

To calculate AAI, we use the respective DPPH concentration and the 50%
concentration inhibition (1C50), which is graphically represented by 1% versus Sample
concentration. If the AAI is inferior to 0.5, then it presents weak antioxidative effect; if
the AALI is between 0.5-1.0 it presents moderated effect, if the AAI is between 1.0-2.0 it
presents strong effect, and finally, if the AAI is superior to 2, it presents a very strong
antioxidant effect. The obtained results are shown in Table 2 and in Figure 1.c).
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Conclusions

With this study we were able to identify the presence of antioxidant activity in
five Daucus carota subspecies, however, not as high as expected compared with previous
studies. Antioxidant activity was weak in almost all the D. carota subspecies, for the
exception of D. carota subsp. maritimus, that has shown a moderate antioxidant activity.
Since the antioxidant activity was weak, the total phenolic content was not as high as
observed in highly antioxidant plants. The type and the conditions of the extraction have
a significant impact in the antioxidant activity. Our extracts are the hydrolates obtained
by hydrodistillation, but an extraction with an organic solvent, such as acetone or ethanol,
could have resulted in a stronger antioxidant activity. It is important for future research
to experiment different extraction solvents and evaluate the differences among the total
phenols and flavonoids, as well as the antioxidant activity.
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Table 1- Total Phenols and Total Flavonoids of the Daucus carota subspecies in mg/g, as
mg GA eq./g dry biomass and mg Q eq./g dry biomass, respectively.
Total phenols Total Flavonoids

Subspecies

(mg/g) (mg/g)

Daucus carota subsp. maritimus 50.17 29.05
Daucus carota subsp. hispidus 31.92 12.56
Daucus carota subsp. maximus 25.33 12.03
Daucus carota subsp. carota 20.36 8.92
Daucus carota subsp. sativus 32.81 12.22

Table 2- Antioxidant Activity of Daucus carota subspecies, with concentration and
50% concentration inhibition (IC50), both in ug/mL

Subspecies Concentration (ug/mL) 1C50 (ug/mL) AAI
Daucus carota subsp. maritimus 31.68 34.56 0.917
Daucus carota subsp. hispidus 14.64 34.82 0.421
Daucus carota subsp. maximus 7.24 24.54 0.295
Daucus carota subsp. carota 7.20 25.79 0.279
Daucus carota subsp. sativus 13.95 36.47 0.383

Figure 1.a) b) and c)
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Figure 1- Results obtained from the study of Daucus carota subspecies: a) Total
Phenols; b) Total Flavonoids; c) Antioxidant activity
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Effect of plant extracts in sperm viability
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Abstract

Medicinal plants have been used since the earliest documented history around the
world, as an available and inexpensive therapeutic resource. Plant based bioactive
elements play eminent biological roles as antioxidant, anti-inflammatory and
antiproliferative agents. It is proved that naturally occurring antioxidants in
ethnomedicinal plants are effective in treating various types of diseases.

However, herbal medicine, without any knowledge of their toxicological profile,
target organ, and safe dose, is one of the biggest problems of recent health care systems.
Any drug or herbal formula which is intended to be used in humans must first be tested
in suitable experimental in vitro or animal models in order to evaluate its safety.
Therefore, it is of interest to evaluate the toxicity of plant extracts to enhance their value
for the pharmaceutical and cosmetic industries. Six extracts of plants
produced/endogenous in Portugal: Cistus ladanifer, Thymbra capitata, Helichrysum
italicum, Cupressus lusitanica, Ocimum basilicum and Matricaria chamomilla were used
in order to assess their reproductive toxicity by evaluating the viability of sperm when in
contact with the extracts. Hydrolates for each plant were obtained by hydrodistillation of
aerial parts. The chemical composition of the hydrolates was determined by GC-MS (gas
chromatography mass spectrometry).

Reproductive toxicity was assessed by exposing cryopreserved bovine semen to
six different concentrations of each hydrolate (0.2%-0.002% v/v). Methyl
methanesulfonate (MMS) was used (0.22nM) as positive control of sperm toxicity. After
incubation, sperm viability was determined for each concentration by staining with eosin-
nigrosin and counting the number of viable and dead spermatozoa (spz) in a total of 200
spz.

The results show that the hydrolates in test do not compromise sperm viability for
all tested concentrations (>25%) when compared with negative control (34%) and in fact,
M. chamomilla seems to promote sperm viability (39%) at the highest tested
concentration.

These results indicate that the extracts at the concentrations used do not seem to
have a toxic effect on this evaluated target.

Keywords: Animal biotechnology, Plant hydrolates, Reproductive toxicology, Sperm
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Resumo

A utilizagdo de plantas medicinais esta documentada desde a antiguidade, como
um recurso terapéutico disponivel e de baixo custo. Os elementos bioativos das plantas
desempenham papéis bioldgicos importantes, tais como, serem antioxidantes, anti-
inflamatdrios e antiproliferativos. O uso etnomedicinal dos antioxidantes naturais
presentes nas plantas pode ser eficaz no tratamento de varios tipos de doencas.

Contudo, a fitoterapia, sem o conhecimento do perfil toxicologico do elemento
medicinal, érgdo-alvo e dose segura, € um problema na medicina moderna. Qualquer
farmaco ou férmula a base de plantas que se destine a ser usada em humanos deve
primeiro ser testada em modelos experimentais in vitro ou animais, adequados para
avaliar a sua seguranca. Portanto, € de interesse avaliar a toxicidade de extratos vegetais
para aumentar o seu valor para as inddstrias farmacéutica e cosmética. Seis extratos de
plantas produzidas/endégenas em Portugal: Cistus ladanifer, Thymbra capitata,
Helichrysum italicum, Cupressus lusitanica, Ocimum basilicum e Matricaria chamomilla
foram utilizados para estimar a sua toxicidade reprodutiva através da avaliacdo da
viabilidade de espermatozdides quando em contacto com os extratos. Os hidrolatos de
cada planta foram obtidos por hidrodestilacdo das partes aéreas. A composicao quimica
dos hidrolatos foi determinada por GC-MS (espectrometria de massa por cromatografia
gasosa).

A toxicidade reprodutiva foi avaliada pela exposicdo de sémen bovino
criopreservado a seis diferentes concentragdes de cada hidrolato (0,2%-0,002% v/v). Foi
utilizado metanossulfonato de metil (MMS) (0,22nM) como controlo positivo da
toxicidade espermatica. Apos a incubacao, a viabilidade espermatica foi determinada para
cada concentracdo por coloracdo com eosina-nigrosina e contagem do numero de
espermatozdides viaveis e mortos (spz) num total de 200 spz.

Os resultados mostram que os hidrolatos em teste ndo comprometem a viabilidade
espermatica para todas as concentracBes testadas (>25% de viabilidade) quando
comparados com o controlo negativo (34% de viabilidade). O hidrolato de M. chamomilla
aumentou a viabilidade espermatica (39%) na mais alta concentracdo testada.

Estes resultados indicam que o0s extratos nas concentracGes utilizadas, nédo
parecem ter efeito toxico neste alvo avaliado.

Palavras-chave: Biotecnologia animal, Hidrolatos de plantas, Sémen, Toxicologia
reprodutiva

Introduction

Disorders in the production of sperm, sex hormones, as well as other factors such
as smoking, alcohol consumption and exposure to toxic/chemicals can cause sexual
disorders in the male (Jafar and Mawlood, 2020). The consequences on male fertility are
known, taking into account the interactions of diet and environment in the
spermatogenesis process (Grami et al., 2020).

Sperm production is a complex process that involves the correct functioning of
the reproductive system, which is made up of the testes, epididymis, hormones and
attached glands (Bariweni et al., 2019). The time of spermatogenesis (the process in
which thousands of sperm are produced daily in the seminiferous tubules of the testis)
varies according to the species, being 60 days in bulls while in rats it is 30 days (Komsky-
Elbaz et al., 2019). It is a dynamic process that occurs within the seminiferous tubules of
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the testis and depends on hormonal regulation (testosterone) and Sertoli cell physiology
(Bariweni et al., 2019).

The biological antioxidant, anti-inflammatory and antiproliferative effects of
plant-based bioactive elements is known. Natural antioxidants from native plants are
known to be effective in treating various diseases (ljaz et al., 2020). Jafar and Mawlood
(2020) refer that in the treatment and prevention of some diseases, as well as for the
improvement of reproductive performance, the use of medicinal plants and
phytotherapeutic compounds containing phenols is increasing. It was also mentioned that
in several animal species, reversible effects were observed at the sperm level when using
phytochemicals from same plants (Bariweni et al., 2019).

Currently, throughout the world, the use of medicinal plants, and/or compounds
isolated from medicinal plants, as a supplement or for the treatment of diseases is
recurrent. On the other hand, there are reports of adverse effects with the use of medicinal
plants in animals and humans, so it is important to study the toxicity of these and/or their
isolated compounds (Oyinleye et al., 2021).

The aim of this study was to evaluate the reproductive toxicity of plant extracts
by assessing the viability of sperm when in contact with them.

Methodology

Six extracts of endemic/produced plants in Portugal, namely: Cistus ladanifer,
Thymbra capitata, Helichrysum italicum, Cupressus lusitanica, Ocimum basilicum and
Matricaria chamomilla were used in order to assess their reproductive toxicity by
assessing the viability of sperm when in contact with the extracts. Hydrolates for each
plant were obtained by hydrodistillation of aerial parts (including flower, stem and
leaves). For the determination of their compounds, the hydrolates were subjected to a
liquid-liquid extraction (LLE) with an organic solvent (hexane), the aqueous phase was
separated from the organic phase. The chemical composition of the organic phase was
determined by GC-MS (mass spectrometry by gas chromatography). The hydrolate
samples were analyzed after passing through this process, in triplicate, with a determined
volume for each species (Ferraz et al., 2022).

The experimental procedure used was the one described to assess sperm viability
in (Modified in vitro Sperm Comet Assay). ECVAM DB-ALM Protocol n® 126 —
ReProComet Assay" (European Centre for the validation of Alternative Methods
(ECVAM) 2009), as graphically represented in Figure 1. Briefly, the reproductive toxicity
was assessed by exposing cryopreserved bovine semen to six different concentrations of
each hydrolate (0.2%-0.002% v/v) in PBS (phosphate buffered saline solution). Methyl
methanesulfonate (MMS, Sigma-Aldrich, USA) was used at 0.22nM as positive control
of sperm toxicity (Cordelli et al., 2007). The negative control consisted of PBS only.

After incubation, sperm viability was determined for each concentration by
staining with eosin-nigrosin and counting the number of viable and dead spermatozoa
(spz) in a total of 200 spz (Abdul Razak et al., 2019; Komsky-Elbaz et al., 2019).

Results and discussion

The reproductive toxicity of plant hydrolates was evaluated using the sperm
viability study.

Overall, the sperm viability (%) obtained in this study is in accordance with the
results described by Cordelli et al. (2007), where the viability in the positive control was
above 32%.
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The results obtained in this study show that the studied plant hydrolates do not
compromise sperm viability for all tested concentrations (>25%) when compared with
negative control (34%) and indicates that extracts do not seem to have a toxic effect on
this evaluated target, sperm.

and in fact, M. chamomilla hydrolate seems to promote sperm viability (39%) at
the highest tested concentration (Figure 2). Bisabol Oxide A is the predominant
compound in M. chamomilla hydrolate, as showed in Table 1, where the major component
of plant extracts as determined by GC-MS analysis is presented.

In literature, we found that this compound has an important biological activity,
such as: anti-inflammatory, anti-irritant, antibacterial and non-allergenic properties
(Komsky-Elbaz et al., 2019; Grami et al., 2020; Jafar and Mawlood, 2020). However,
and most interestingly, in previous studies, it was found that this compound can provide
chemoprotection of fertility. Specifically, in a group of animals treated with daunorubicin,
the fertilization capacity was reduced substantially, while the fertilization capacity in the
groups receiving chamomile essential oil was maintained (Kamatou and Viljoen, 2010).

Conclusions and future perspectives

The beneficial effects of the various phytochemical compounds of medicinal
plants, such as the antioxidant and anti-inflammatory activities, also include the fact that
they contain precursors that promote sperm production as well as increase the level of
testosterone (Fahmy et al., 2020).

We conclude that some plant extracts, namely M. chamomilla hydrolates, may
have the ability to promote sperm viability which can lead to a reduction in the
impairment of testicular function caused by several factors, such as: stress, poor diet,
chemotherapy, among others, by targeting testicular oxidative stress and inflammation
and improving testicular steroidogenesis. The use of these extracts, within the tested
concentrations, seems to be safe, not toxic, for sperm.
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Table 1- Major component of plant extracts as determined by GC-MS analysis. The
proportion of the predominant compound in each extract is also showed, as well as their
chemical class.

Plant Major component Distribution Class
(Y0)
. 4-Hydroxy-3-
C. ladanifer methylacetophenone 21.58 Alkyl-phenylketones
T’ capitata Carvacrol 98.11 Monoterpenes
C. lusitanica Terpinen-4-ol 38.93 Monoterpenes
- L-a-Terpineol 30.55
H. italicum Carvacrol 29 58 Monoterpenes
e Eugenol 52.53 .
O. basilicum Linalool 38 34 Phenylpropanoid
M. chamomilla Bisabolol oxide A 80.67 Sesquiterpenes
Remove the semen straw from the Plant hydrolates were serially diluted in
liquid nitrogen container and thaw in a PBS. Each dilution was placed in separate
water bath for 45 seconds at 372C. in each semen-containing well (75 uL).

@

positive control
0,22mM MMS
negative

L R 1 1 0 0 L Jsesn
fiakon ) eBs
—~—

half log (% V/ V)
0.2/ 0.063/ 0.02/ 0.006/ 0.002

Place 25 uL semen/well in
a 96-well plate.

After incubation, each mixture was

placed in a slide and the slides were <
stained (eosin-nigrosin staining).@

Incubated at 5% CO,, 37°C for 2h.

Assessment of viability after
incubation by optical microscopy.

Figure 1- Experimental design of the protocol used to assess sperm viability.
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Figure 2- Spz viability (%) in PBS supplemented with each hydrolate (%, v/v). Negative
control: PBS only. Positive control: 0.22 mM MMS. The results represent three
independent experiments.
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Conferéncia 4: Cannabis medicinal — panorama atual
Ana Paula Martins, INFARMED

A espécie Cannabis sativa L. é uma planta herbacea didica originaria da Asia
Central, que é utilizada na medicina popular e como fonte de fibra téxtil desde os
primérdios da Humanidade. Embora a Cannabis seja usada e cultivada h& pelo menos
6.000 anos, o conhecimento atual sobre as suas propriedades farmacoldgicas é baseado
em estudos que ocorreram apenas a partir do final do século XIX e em meados do século
XX, sabendo-se agora que existem mais de 100 canabindides na planta, alguns deles com
efeitos opostos, e também muitos outros constituintes, como terpenos, alcaldides e
compostos fendlicos.

Outro importante marco na pesquisa sobre a Cannabis foi a identificacdo dos
locais de ligacdo especificos do delta-9-tetrahidrocanabinol (delta-9-THC), o seu
principal constituinte com efeitos euforisantes e aditivos, no cérebro (recetores CB1), no
inicio da década de 1990. Este sistema foi chamado de “sistema recetor canabindide”
mas, atualmente é conhecido como sistema endocanabindide. Pouco depois, foi
descoberto um segundo tipo de recetor, CB2. Na mesma altura a existéncia do sistema
endocanabindide foi confirmada por uma outra equipa de investigacdo que isolou uma
molécula, uma etanolamina de acido araquidonico (AEA), que se ligava a esses mesmos
recetores. Este agonista endocanabindide recebeu o nome de “anandamida”, termo
baseado numa palavra sanscrita, “ananda”, que significa “felicidade” ou “prazer
supremo”. Assim, 0 interessa nesta planta de crescimento rapido ressurgiu recentemente
devido as suas aplicacdes multifuncionais, por ser uma fonte de constituintes bioativos
com uma grande variedade de atividades diferentes.

No entanto, a Cannabis também é a droga ilicita mais utilizada no mundo e o seu
uso tem sido associado a varios problemas de saide mental, particularmente nos jovens,
sendo por isso importante mencionar, ainda que resumidamente, as obrigacdes para 0s
estados signatarios decorrentes da Convencio Unica de 1961, celebrada no ambito da
Organizacdo das Na¢des Unidas (ONU/UN) e de que quase todos os estados do Mundo
sdo signatarios.

Além disso, a utilizacdo da planta de Cannabis tem suscitado nos ultimos anos um grande
interesse, assistindo-se em quase todo 0 mundo a inlmeros movimentos para promocao
da sua utilizacdo e, muito especialmente de um dos seus constituintes, o canabidiol
(CBD). O CBD ndo ¢ isento de riscos, existindo inumeras publicacdes que descrevem
varios efeitos adversos. Em animais, os efeitos adversos demonstrados incluiram
toxicidade para o desenvolvimento, mortalidade embrio-fetal, inibigdo e neurotoxicidade
do sistema nervoso central, lesbes hepatocelulares, reducdo da espermatogénese,
alteracdes no peso dos orgdos, alteragdes no sistema reprodutor masculino e hipotensao.
Estudos de CBD em humanos para epilepsia e distarbios psiquiatricos relataram
interacdes medicamentosas induzidas por CBD, anomalias da funcdo hepatica, diarreia,
fadiga, vomito e sonoléncia, entre outros. Assim, e apesar de ter sido provada a sua
eficicia terapéutica para condicdes graves, como sindromes de Dravet e Lennox-Gastaut,
tendo sido autorizado como medicamento, tanto pela FDA como pela EMA, é importante
salientar que os médicos tém um papel primordial na prescri¢cdo e acompanhamento dos
doentes, monitorizando atentamente os possiveis efeitos adversos que possam surgir
durante a sua utilizagdo. Torna-se, assim, importante alertar a comunidade cientifica, mas
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também os utilizadores para todos estes aspetos relacionados com a utilizacdo de
Cannabis e produtos derivados de Cannabis, nomeadamente no que diz respeito a sua
utilizagdo para fins medicinais e para a importancia do recurso a medicamentos
autorizados, com qualidade assegurada e com uma relacao beneficio/risco positiva.

Em Portugal, ap6s a aprovacao pela Assembleia da Republica da Lei n.° 33/2018,
de 18 de julho, que estabelece o quadro legal para a utilizacdo de medicamentos,
preparacdes e substancias a base da planta da canabis para fins medicinais, foi publicado
0 decreto-lei n.° 8/2019 de 15 de janeiro, que procedeu ao enquadramento das
especificidades de regime operando distingdo de regimes aplicaveis enquanto se trate de
medicamentos a base de plantas de preparacGes ou de substancias Atendendo as
caracteristicas destes Ultimos produtos, a sua prescrigdo esta limitada:

- As preparacdes e substancias que tenham autorizacéo de colocagio no mercado (ACM)
concedida pelo INFARMED;

- A0S casos em gue 0s tratamentos convencionais ndo produziram os efeitos esperados ou
provocam efeitos adversos relevantes;

- As indicacBes terapéuticas aprovadas pelo INFARMED (Deliberagdo n.° 11/CD/2019,
de 31 de janeiro).
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Resumo

A importancia dos produtos naturais tem vindo a aumentar nos ultimos anos,
principalmente devido a crescente procura dos consumidores por produtos mais
sustentaveis, com custos econdmicos reduzidos e com poucos ou nenhuns efeitos
colaterais. Por esse motivo, as inddstrias tém acompanhado esta corrente incluindo
componentes das plantas aromaticas e medicinais em formulacdes farmacéuticas e
cosméticas. Essa utilizacdo deve-se principalmente ao facto de os 6leos essenciais (OE)
e os hidrolatos (subprodutos do processo de producdo do 6leo) de plantas apresentarem
uma vasta gama de atividades biolégicas com beneficios para a satde. Contudo, embora
séculos de uso tradicional aparentemente sustentem o pressuposto empirico de que 0s
produtos naturais sdo seguros, é de extrema relevancia a realizacdo de estudos in vitro,
visando determinar a seguranca dos extratos para aplicagio em produtos
consumidos/usados no dia-a-dia da populacdo. Deste modo, pretendeu-se estudar a
possivel atividade mutagénica e genotdxica de extratos de plantas com potencial
aplicacdo, nomeadamente os 6leos essenciais de Cupressus lusitanica (OE-CL) e Ocimum
basilicum (OE-OB) e os hidrolatos de Matricaria chamomilla (MC), Ocimum basilicum
(OB) e Hamamelis virginiana (HV). A possivel capacidade destes extratos de plantas
interagirem com os acidos nucleicos, podendo causar efeitos adversos no organismo, foi
avaliada através do teste de mutacao reversa bacteriana, comumente designado por teste
de Ames. Os resultados do teste de Ames demonstraram que o OE-OB a 5,00% (v/v)
apresentou atividade mutagénica nas estirpes de Salmonella typhimurium TA1535 e
TA1537, tal como a 0,50% (v/v) na TA100. O OE-CL foi considerado como mutagénico
na maioria das concentragdes, em todas as estirpes bacterianas. Por sua vez, os resultados
obtidos com os hidrolatos em estudo permitiram classificd-los como ndo mutagénicos,
em todas as estirpes.

Palavras-chave: Cosmético, Hidrolatos, Mutagenicidade, Oleos Essenciais, Produto
farmacéutico
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Abstract

Study of mutagenic and genotoxic activity of plant extracts

The importance of natural products has been increasing in the last few years,
mainly due to the growing demand from consumers for more sustainable products, with
economically reduced costs and with few side effects. For this reason, industries have
followed this demand by introducing medicinal and aromatic plants in pharmaceutical
and cosmetic formulations. This use is essentially due to the fact that essential oils (EO)
and hydrolates (by-products of the oil production process) of plants have a wide range of
biological activities with health benefits. However, although centuries of traditional use
apparently support the empirical assumption that natural products are safe, it is extremely
important to submit them to in vitro studies, aiming to determine the safety of extracts for
application in products that are consumed in the everyday life of the human population.
Thus, it was intended to study the possible mutagenic and genotoxic activity of plant
extracts with potential application, namely the essential oils of Cupressus lusitanica (EO-
CL) and Ocimum basilicum (EO-OB) and the hydrolates of Matricaria chamomilla (MC),
Ocimum basilicum (OB) and Hamamelis virginiana (HV). The possible capacity of these
plant extracts to interact with nucleic acids, which could cause adverse effects in the
organism, was evaluated using the bacterial reverse mutation test, commonly known as
the Ames test. The results of the Ames test demonstrated that EO-OB at 5.00% (v/v)
showed mutagenic activity on Salmonella typhimurium strains TA1535 and TA1537, as
did 0.50% (v/v) on TA100. EO-CL was found to be mutagenic at most concentrations in
all bacterial strains. In turn, the results obtained with the hydrolates under study allowed
their classification as non-mutagenic, in all strains.

Keywords: Cosmetic, Essential Oils, Hydrolates, Mutagenicity, Pharmaceutical
Product

Introducéo

Desde a antiguidade, as plantas sdo usadas no tratamento de varias doencas ou
como aplicacdo cosmética (Kndss & Chinou, 2012). Contudo, ao longo de varios anos,
houve um declinio no interesse da populacdo por produtos a base de plantas, devido a
evolucdo da sintese quimica de diversos tipos de produtos. Atualmente, esta a ocorrer um
consideravel ressurgimento na procura deste tipo de produtos naturais, tendo como
principais causas: maior sustentabilidade, reducdo dos custos associados, eficacia
terapéutica comparativamente a alguns tratamentos convencionais e principalmente,
diminuicdo dos efeitos colaterais (Elvin-Lewis, 2005; Schmidt et al., 2008).

As plantas sdo ricas numa variedade de compostos, 0S quais proporcionam uma
ampla gama de atividades bioldgicas com beneficios para a satde da populagéo, entre as
quais: anticancerigena, anti-inflamatéria e antimicrobiana (Kndss & Chinou, 2012).
Podem normalmente ser utilizadas em diversas formas, como frescas, secas ou como
extratos (Elvin-Lewis, 2005). Dentre os extratos de plantas, destacam-se os 06leos
essenciais (OE), conhecidos por serem misturas complexas, hidrofébicas e volateis,
geralmente obtidas por destilacdo a vapor do material vegetal. Tal como antigamente,
hoje em dia, os OE sdo amplamente utilizados em diversas formulagdes, como por
exemplo farmacéuticas e cosmeticas, principalmente devido a sua vasta gama de
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propriedades bioldgicas e ao seu agradavel odor (Aziz et al., 2018). Outro tipo de extratos
com significativo interesse para variadas industrias sdo os hidrolatos, os quais
correspondem a solucdes aquosas que sdo produzidas pelo mesmo processo de destilagéo
dos OE, contendo assim quantidades vestigiais destes e uma vasta diversidade de
componentes hidrofilicos. Os hidrolatos, também conhecidos por hidrosséis ou aguas
florais, normalmente possuem propriedades organoléticas e bioldgicas que o0s tornam
fontes naturais de grande valor a serem aplicadas em diversas formulagdes (Aéimovic et
al., 2020).

Contudo, e embora séculos de uso tradicional aparentemente sustentem o
pressuposto empirico de que os produtos naturais sao seguros, atualmente ha uma
crescente preocupacao relativamente a eficicia e seguranca das plantas a serem aplicadas
em produtos consumidos na vida quotidiana da populacdo humana. Neste sentido,
paralelamente ao crescente interesse por produtos a base de plantas, as autoridades
reguladoras estabeleceram legislacdes rigorosas para esse tipo de produtos, antes de
serem comercializados, tal como acontece com as formulacdes sintéticas (Eren, 2016;
Elvin-Lewis, 2005; Kndss & Chinou, 2012).

A avaliacdo da seguranca dos extratos de plantas € imperiosa para a validacdo do
uso dos mesmos em formulacdes farmacéuticas e cosméticas. Para tal, é necessario
realizar varios testes in vitro, e por vezes in vivo, com o intuito de se conseguirem avaliar
diversos parametros toxicoldgicos relevantes, nomeadamente genotoxicidade, onde se
inclui a mutagenicidade. O termo “mutagenicidade” refere-se a inducdo de alteracGes,
geralmente irreversiveis, na quantidade ou estrutura do material genético de células ou
organismos, enquanto “genotoxicidade” esta relacionada com processos que alteram a
estrutura, contetdo de informac&o ou segregacdo dos cromossomas (SCCS, 2014; SCCS,
2021). Tendo em conta as definicbes mencionadas, a possivel presenca de compostos
mutagénicos/genotoxicos em extratos de plantas aumenta a preocupacdo sobre os
potenciais riscos para a satde que possam resultar do uso prolongado de produtos a base
desses extratos (Marques et al., 2003).

A avaliacdo do potencial de genotoxicidade dos extratos de plantas deve incluir
um conjunto de testes padréo in vitro, o qual permite adquirir informacgdes acerca de
diferentes endpoints, nomeadamente: mutacdes genéticas, aberracbes cromossomicas
numéricas e estruturais, sendo que estes parametros genotoxicos tém sido relacionados
com processos de desenvolvimento de diversas doencas (como cancro ou doencas
genéticas) (SCCS, 2014; SCCS, 2021). Dentro desse conjunto de testes, o teste de
mutacdo reversa bacteriana, comumente designado por teste de Ames, permite detetar
muta¢des pontuais no genoma de organismos procariotas, que surjam espontaneamente
ou pela agdo dos extratos de plantas a que sdo expostos. Essas mutagdes podem ser do
tipo frameshift ou por substituicdo dos pares de bases, as quais tém a capacidade de
promover a reversdo de mutagdes no operdo de histidina ou triptofano presentes no
genoma das bactérias. Consequentemente, as bactérias recuperam a capacidade funcional
de sintetizar o aminoacido essencial, conseguindo assim multiplicar-se mesmo na
auséncia dessa molécula. A partir do crescimento das bactérias revertentes, é possivel
determinar a potencial mutagenicidade do extrato em estudo relacionada com a
concentracdo utilizada. Atualmente, o teste de Ames € frequentemente utilizado como
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screening inicial da atividade genotdxica dos compostos, devido a sua elevada
especificidade (Eren, 2016; Mortelmans & Zeiger, 2000; OECD, 2020; SCCS, 2014).
Este trabalho teve como objetivo determinar a potencial atividade mutagénica e
genotoxica in vitro de cinco extratos de plantas, nomeadamente hidrolatos de Matricaria
chamomilla (MC), Ocimum basilicum (OB) e Hamamelis virginiana (HV) e OE de
Ocimum basilicum (OE-OB) e Cupressus lusitanica (OE-CL), utilizando o teste de Ames.

Material e Métodos

O potencial mutagénico dos extratos de plantas foi avaliado pelo teste de Ames,
através do método de pré-incubacéo, utilizando um conjunto de cinco estirpes bacterianas
dependentes de aminoacidos, nomeadamente: quatro estirpes de Salmonella typhimurium
TA98, TA100, TA1535 e TA1537, e a Escherichia coli WP2 uvrA (pKM101) (EMA,
2012; OECD, 2020). Tendo em conta essa dependéncia, cada estirpe de S. typhimurium
possui um diferente tipo de mutacdo no operdo de metabolismo da histidina, enquanto a
E. coli apresenta uma mutacdo no operdo de metabolismo do triptofano. Estas alteracfes
genéticas sdo as responsaveis pela incapacidade que as bactérias apresentam em sintetizar
0s seus aminacidos essenciais. Para além disso, as diferentes estirpes apresentam outras
mutacdes que Ihes conferem uma maior sensibilidade e capacidade de detecao de agentes
mutagénicos, como: sequéncias de DNA responsivas nos locais de reversdo; aumento da
permeabilidade celular a macromoléculas (rfa), através da perda parcial da camada de
lipopolissacaridos (LPS) que envolve a bactéria e eliminagdo dos sistemas de reparagdo
do DNA, devido a delecdo dos respetivos genes codificantes (uvrA/uvrB) (Follmann et
al., 2013; Mortelmans & Zeiger, 2000). Para todas as estirpes de S. typhimurium,
verificaram-se as dependéncias de histidina, de biotina e de histidina/biotina e a presenca
de mutacbes rfa e uvrA/uvrB. No caso da estirpe de E. coli, analisou-se quanto a
dependéncia de triptofano e presenca de mutacdo uvrA. Além disso, para as estirpes que
possuem o plasmideo pKM101 (TA98, TA100 e E. coli), avaliou-se a resisténcia a
ampicilina. Deste modo, inicialmente, procedeu-se a confirmacdo do gendtipo das
estirpes, realizando a inoculagdo das mesmas em placas de agar glucose minimal (GM),
consistindo em agar (Biokar diagnostics), meio Vogel-Bonner E e glucose (Fisher
Scientific), as quais foram enriquecidas com aminoacidos. A composicédo do meio Vogel-
Bonner E foi a seguinte: sulfato de magnésio heptahidratado (Labkem), &cido citrico
monohidratado (Panreac), fosfato de potassio dibasico (Honeywell) e fosfato de aménio
de sodio.

Confirmadas as suas caracteristicas, as estirpes bacterianas em estudo foram
colocadas em meio Oxoid nutrient broth No.2, overnight a 37 + 1°C e 180 rpm (agitador
orbital, Aralab). O meio de crescimento foi constituido por agua peptonada (VWR
Chemicals BDH), peptona de carne e cloreto de sddio (Fisher Scientific). No dia seguinte,
procedeu-se a leitura da densidade Otica (DO) a 600 nm. De modo a iniciar a curva de
crescimento microbiano, as culturas bacterianas foram diluidas com meio para se obter
uma DO de 0,05, num volume final de 20 mL. A intervalos de tempo de aproximadamente
1 hora mediu-se a turbidez dos indculos a 600 nm. Quando atingiram DO entre 0,8 e 0,9,
preparou-se uma suspensao de cada estirpe com uma DOeqo final de 0,1.

Para a realizacdo do ensaio, utilizaram-se cinco concentragdes diferentes de cada
extrato de planta, em intervalos iguais de meio log, as quais foram: 50, 15,8, 5, 1,6 € 0,5%
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(v/v) nos hidrolatos (MC, OB e HV) e 5, 1,58, 0,5, 0,16 e 0,05% (v/v) nos Gleos essenciais
(OE-OB e OE-CL), sendo estes previamente solubilizados em DMSO (Fisher Scientific).
As concentracdes dos extratos utilizadas foram selecionadas com base num ensaio
preliminar de toxicidade, utilizando a estirpe TA100, onde se determinou a concentragao
mais alta que se poderia utilizar sem causar toxicidade as estirpes. Esse parametro foi
demonstrado pela auséncia de reducéo de pelo menos 1 log no nimero de CFU/mL.

As concentragdes de teste do extrato, num volume de 0,05 mL, foram adicionadas
a 0,5 mL de tampéo de fosfato de sddio 0,1 mM (fosfato de s6dio monobasico, Panreac
AppliChem; fosfato de sédio dibasico, Fisher BioReagents) e 0,1 mL de cada suspenséo
bacteriana. Essas misturas foram colocadas a incubar (estufa, Binder GmbH) a 37 + 1 °C,
durante 20 minutos. Posteriormente, adicionaram-se 2 mL de top agar (agar e cloreto de
sodio) suplementado com histidina e biotina (ITW Reagent) ou triptofano (VWR
Chemicals BDH), as misturas contendo S. typhimurium e E. coli, respetivamente. Por fim,
as misturas foram vertidas na placa contendo agar GM.

As placas foram incubadas a 37 = 1 °C por um periodo de 48 a 72 horas e, de
seguida, procedeu-se a contagem manual das coldnias revertentes. Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicado. Paralelamente aos estudos dos OE e hidrolatos, foram
realizados ensaios com controlos negativos e positivos. Os negativos corresponderam ao
solvente utilizado para as dilui¢cbes do extrato (0,05 mL/placa) sem o composto em
estudo, nomeadamente agua (Hikma Farmacéutica) no caso dos hidrolatos e DMSO para
os OE. Relativamente aos positivos, cada um dos compostos mutagénicos apresenta
especificidade por uma determinada estirpe bacteriana, tendo sido utilizados os seguintes:
2-nitrofluoreno (0,05 mL/placa) para TA98, azida de sddio (0,05 mL/placa) para TA100
e TA1535, 9-aminoacridina (0,5 mL/placa) para TA1537 e n-metil-n"-nitro-n-
nitrosoguanidina (MMNG, 0,5 mL/placa) foi usado com a estirpe de E. coli.

Os resultados foram expressos como a média das contagens de col6nias
revertentes + desvio padrdo e racio de mutagenicidade (RM), sendo que o calculo deste
parametro € realizado através da razdo entre 0 numero de coldnias revertentes de uma
certa condicdo de teste e 0 nimero de coldnias revertentes espontaneas (correspondente
ao controlo negativo).

Resultados e Discussao

A realizacdo do teste de Ames visou determinar os efeitos mutagénicos dos
extratos de plantas em estudo, no qual foram utilizadas 5 estirpes bacterianas mutantes.
Com base nos valores de RM calculados, a condi¢do de teste de cada extrato foi
considerada “mutagénica”, caso tenha levado a um aumento de duas vezes do niumero de
colbnias revertentes, comparativamente com o controlo negativo correspondente. E de
salientar que, concomitantemente, a relacdo entre 0 aumento de colonias e a concentracéo
utilizada, ou a reprodutibilidade desse aumento, também foram consideradas como
indica¢des do potencial mutagénico (Féllmann et al., 2013; Mortelmans & Zeiger, 2000;
OECD, 2020).

Os resultados obtidos no teste de Ames para o hidrolato de Matricaria chamomilla
encontram-se apresentados na Figura 1. Com base nesses resultados, foi demonstrado que
o hidrolato em causa ndo apresentou mutagenicidade para as estirpes bacterianas, em
nenhuma concentragdo de teste. Similarmente, os outros hidrolatos em estudo, como
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Ocimum basilicum (Figura 2) e Hamamelis virginiana (Figura 3), foram considerados
como ndo mutageénicos visto que, em todas as estirpes bacterianas, qualquer condicao de
teste de cada um dos hidrolatos apresentou um RM inferior a 2,0.

Em contraste, a concentragdo de 5% do OE de Ocimum basilicum (Figura 4)
apresentou atividade mutagénica nas estirpes de S. typhimurium TA1535 e TA1537,
sugerindo assim a possibilidade de o extrato provocar mutacdes por substituicdo de pares
de bases e do tipo frameshift, respetivamente. Relativamente a S. typhimurium TAZ100,
apenas a concentracdo de 0,5% do OE pode ser considerada mutagénica, podendo isto
sugerir uma possivel seguranca das concentracdes inferiores a mesma para serem
utilizadas em formulac@es farmacéuticas e cosméticas.

Através dos resultados obtidos para a concentracdo de 5% do OE de Cupressus
lusitanica (Figura 5) nas estirpes de S. typhimurium TA1535 e TA1537 e de E. coli WP2
uvrA, foi possivel referir-se quanto a sua possivel mutagenicidade, nomeadamente ao
nivel de eventos mutagénicos, como: substituicdo por pares de bases, frameshift e
crosslinking. Na estirpe de S. typhimurium TAZL00, verificou-se que o extrato nas
concentracdes de 0,05, 0,16 e 1,58% foi considerado mutagénico. O OE-CL apresentou
também atividade mutagénica na S. typhimurium TA98, em todas as concentragdes de
teste.

Conclusdes

Este estudo avaliou a genotoxicidade, nomeadamente a capacidade de inducéo de
mutacdes genéticas, de cinco extratos de plantas (OE de Ocimum basilicum e Cupressus
lusitanica e hidrolatos de Matricaria chamomilla, Ocimum basilicum e Hamamelis
virginiana), recorrendo ao teste de Ames.

O OE-OB apresentou atividade mutagénica nas estirpes de S. typhimurium
TA1535 e TA1537 na concentracdo de 5% e também na TA100, mas apenas na
concentracdo de 0,5%. Neste teste de mutagenicidade, concluiu-se também que o OE-CL
foi considerado como mutagénico, seja através de substituicdo por pares de bases ou por
frameshift, em todas as estirpes bacterianas, para diferentes condi¢des de teste,
nomeadamente: 5% nas S. typhimurium TA1535 e TA1537 e E. coli, 0,05, 0,16 e 1,58%
na TA100 e todas as concentracGes de teste na TA98.

Porém, futuramente, outros estudos pertencentes ao conjunto de testes padrao in
vitro em células de mamiferos, como o ensaio dos microndcleos, sdo necessarios para
comprovar a genotoxicidade dos extratos de plantas em estudo, ao nivel de diferentes
endpoints (aberracdes cromossomicas).
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Figura 1 — RepresentacBes gréaficas referentes aos resultados obtidos para o hidrolato de Matricaria
chamomilla (MC). Para cada condicao de teste, determinou-se a média das colénias revertentes + DP e 0 RM.

Figura 2 — Representaces gréaficas referentes aos resultados obtidos para o hidrolato de Ocimum basilicum
(OB). Para cada condicéo de teste, foi determinada a média das colonias revertentes + DP e 0 RM.

Figura 3 — Representacdes graficas
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Figura 4 — Representacgdes gréficas referentes aos resultados obtidos para o OE de Ocimum basilicum (OB).
Para cada condicdo de teste, foi determinada a média das coldnias revertentes + DP e 0 RM.
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Resumo

A acne vulgaris é uma doenca inflamatoria do foliculo pilosebaceo, que, devido
a sua patogenicidade multifatorial, requer diferentes abordagens terapéuticas para o seu
controlo. A medida que os consumidores manifestam um aumento de preferéncia por
produtos cosméticos "verdes", os extratos de plantas tém ganho importancia neste setor.
Assim, neste trabalho avaliamos o potencial anti-acne de trés 6leos essenciais (OES)
produzidos em Portugal, das espécies Thymus mastichina (TM), Thymus citriodorus (TC)
e Cistus ladanifer (CL). As analises quimicas foram determinadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa. A concentracdo minima inibitoria (CMI)
contra Cutibacterium acnes foi determinada pelo método de microdiluicdo. O efeito dos
OEs em biofilmes de C. acnes foi avaliado pela coloracdo com cristal-violeta. A atividade
anti-inflamatoria foi estudada em macroéfagos estimulados com lipopolissacarideo através
da quantificacdo de oxido nitrico. A atividade anti-lipase foi determinada pelo reagente
de Ellman. O efeito na associacdo da bactéria C. acnes a queratindcitos foi determinado
por contagem do numero de UFC em associacdo com as células. O potencial cicatrizante
foi estudado pelo ensaio “scratch-wound’ em fibroblastos. Os compostos predominantes
nos OEs de TM, TC e CL foram 1,8-cineol, geraniol e a-pineno, respetivamente. O OE
de TC apresentou maior atividade antimicrobiana (CMI=0,06%). Os trés OEs foram
capazes de inibir a formacdo de biofilmes de C. acnes e de promover a sua disrupgao. Os
OEs de TC e CL apresentaram uma maior atividade anti-lipase. Estes dois OEs
evidenciaram também um potencial anti-inflamatorio semelhante. Quanto ao efeito sobre
a interacdo entre queratinocitos e C. acnes, 0 OE de CL reduziu esta associagcdo em 40%.
Numa perspetiva adjuvante, apenas o OE de CL apresentou um aumento significativo na
migracdo celular de fibroblastos. Estes resultados permitem perspetivar diferentes
aplicacdes anti-acne para os OEs de TC e CL, devido ao seu maior potencial bioativo e
considerando os seus efeitos em diferentes alvos da doenca.
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Abstract

Comparison of the anti-acne potential of three essential oils produced in
Portugal: Thymus mastichina, Thymus citriodorus and Cistus ladanifer

Acne vulgaris is an inflammatory disease of the pilosebaceous unit, affecting
millions worldwide. Due to its multifactorial pathogenicity, different drugs are used to
control the disease and therapy adjuvants are also used to counteract some side effects. In
this work we evaluated the anti-acne potential of three essential oils (EOs) produced in
Portugal, specifically from Thymus mastichina (TM), Thymus citriodorus (TC) and Cistus
ladanifer (CL). Chemical analysis was carried out by GC-MS. Minimum inhibitory
concentration (MIC) against C. acnes was determined by microdilution method. The
extracts’ effect on bacterial biofilms was evaluated with the crystal-violet staining. Anti-
inflammatory activity was investigated on LPS stimulated mouse macrophages by
studying NO production (Griess-reagent). Anti-lipase activity was determined by
Ellman’s reagent. EO’s effect on bacterial-cell interaction was determined by plating and
counting adherent bacteria to human keratinocytes. Wound healing was studied by
scratch-wound assay on mouse fibroblasts. The major compounds present in TM, TC and
CL EOs were 1,8-cineole, geraniol and a-pinene, respectively. The EOs presented direct
anti-C. acnes activity, with TC EO showing the lowest MIC (0.06%). They were also able
to prevent C. acnes biofilm formation and promote its disruption. TC and CL EOs
presented higher anti-lipase activity, with 1Csos of 0.04%. These two also presented
similar anti-inflammatory potential. Regarding the effect on bacterial-cell interaction,
CL EO reduced bacterial association to human keratinocytes by 40%, presenting higher
activity than TC and TM EOs. Also, concerning an adjuvant perspective, only CL EO
presented a significant increase in fibroblasts migration, and consequently on wound
healing potential. There results support to consider different applications of TC and CL
EOs due to their effects on different targets of the disease and higher bioactive potential.

Keywords: Acne vulgaris, Antibacterial activity, Bacterial virulence, Anti-inflammatory
activity, Cellular biocompatibility

Introducéo

A acne vulgaris é a mais comum de todas as doencas de pele, e afeta a qualidade
de vida de milhdes de pessoas em todo mundo (Lim et al., 2018). Esta doenca caracteriza-
se por um estado inflamatério do foliculo pilossebaceo e tem uma natureza multifatorial,
onde varios eventos chave contribuem para o seu desenvolvimento. Entre eles destacam-
se a producgéo excessiva de sebo e a alteragcdo da sua composic¢éo, a hiperqueratinizagdo
e consequente obstrucao do foliculo, 0 aumento da viruléncia da bactéria Cutibacterium
acnes e a producdo e libertagdo de mediadores inflamatorios. Véarias abordagens
terapéuticas sdo usadas no tratamento da acne (de Canha et al., 2020), e apesar de serem
bastantes eficazes no seu controlo, muitas das opcdes disponiveis apresentam efeitos
secundarios relevantes. Frequentemente, sdo tambem associados adjuvantes, como
cicatrizantes, para contrariar alguns destes efeitos. Deste modo, torna-se importante
investigar alternativas eficazes e seguras para o tratamento desta doenca e 0s extratos ou
preparacdes de diferentes plantas aromaticas e medicinais ganham relevancia devido as
suas propriedades bioativas.
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De entre as diversas plantas com propriedades interessantes ao nivel da saude da
pele, selecionaram-se para este estudo duas espécies de tomilho, nomeadamente o
Tomilho Bela-Luz (Thymus mastichina - TM) e Tomilho-lim&o (Thymus citriodorus -
TC), sendo o primeiro autdctone em Portugal, e 0 segundo uma espécie de crescente
relevancia entre produtores de plantas aromaticas e medicinais, e cujo potencial anti-acne
ja foi previamente por nos reportado (Oliveira et al., 2021). Estudou-se também outra
espécie autdctone portuguesa, a Esteva (Cistus ladanifer - CL), conhecida principalmente
na industria cosmética e de perfumaria pela sua resina, o ladano (Frazdo et al., 2018).

Assim, este estudo teve como principal objetivo estudar o potencial anti-acne de
trés Oleos essenciais (OEs) produzidos em Portugal provenientes das trés espécies
mencionadas. Para isso, avaliou-se a atividade antimicrobiana direta contra a bactéria C.
acnes, a capacidade em modelar a sua viruléncia, o efeito na interacdo bacteriana com
celulas da pele, a atividade anti-inflamatéria e também anti-lipase. Além disso, foi
estudada a capacidade de promover a cicatrizacdo, avaliando-se também um possivel
efeito adjuvante destes OEs.

Materiais e Métodos
Oleos essenciais

Os OEs de TC (lote: 07TC20), TM (lote: TM010719) e CL (lote: 6) foram
adquiridos as empresas Ervitas Catitas®, Planalto Dourado® e Proentia®, respetivamente
e conservados a 2-8°C, na embalagem de origem, até ao momento da analise. Em todos
0s ensaios relativos as atividades biologicas, os OEs foram previamente diluidos em
DMSO numa proporcéo de 1:1, e posteriormente foram realizadas as diluigdes sucessivas.

Andlises quimicas dos OEs
A caracterizacdo quimica dos OEs foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa, como descrito anteriormente (Oliveira et al., 2021).

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos OEs contra C. acnes (DSMZ 1897) foi avaliada
de acordo com o método de microdiluicdo para bactérias anaerobias M11-A6 do “Clinical
and Laboratory Standards Institute” (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2004)
em caldo BHI suplementado com 5% de glucose (BHIg) e atmosfera anaerdbia gerada
através do sistema Anaerocult® A. Os ensaios foram realizados em duplicado, em pelo
menos dois ensaios independentes. Foram incluidos também dois controlos, um controlo
positivo de crescimento microbiano (C. acnes em meio BHIg) e um controlo negativo,
composto apenas por meio BHIg.

Atividade anti-biofilme

O efeito dos OEs na adeséo do biofilme de C. acnes foi determinado como descrito
anteriormente (Oliveira et al., 2021). Um pré-inoculo da bactéria foi usado para preparar
uma suspenséo bacteriana que foi diluida e misturada com os OEs em placa de 96 pogos.
As placas foram incubadas a 37°C durante 72h em ambiente anaerdbico, permitindo a
formagéo do biofilme. Apos a incubacéo, as placas foram tratadas como descrito em (de
Canha et al., 2020).

Para avaliar o efeito dos OEs em biofilmes pré-formados, a suspenséo bacteriana
foi incubada durante 72h, permitindo a formag&o do biofilme. Ap6s um passo de lavagem,
os OEs foram adicionados e as placas foram incubadas por mais 72 h. Apds a incubacéo,
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os biofilmes foram tratados como descrito para o protocolo de adesdo. Os resultados
foram formalizados ao controlo positivo de formacao de biofilme (C. acnes em meio
BHIg) onde a biomassa de biofilme foi maior. Os ensaios foram realizados em
quadruplicado, em pelo menos dois ensaios independentes.
Culturas celulares e avaliacdo da citotoxicidade

Macrofagos de ratinho (Raw 264.7), fibroblastos de ratinho (L929) e
queratindcitos humanos (HaCaT) foram cultivados de acordo com as recomendagdes da
ATCC. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil-
2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT), de acordo com a ISO/EN 10993-5
(International Organization for Standardization, 2009; Oliveira et al.,, 2021). Os
resultados foram normalizados ao controlo negativo de citotoxicidade, correspondente a
células expostas a meio de cultura sem estimulos adicionais. SDS a 2% foi incluido como
controlo positivo de citotoxicidade. Os ensaios foram realizados em sextuplicado, em
pelo menos dois ensaios independentes.

Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada em macro6fagos através de medigéo dos
niveis de oxido nitrico pelo reagente de Griess. As células foram plaqueadas (1x10°
células por poco) e, ap6s 24h, foram expostas a lipopolissacarideo (LPS) e a dilui¢cdes
seriadas dos OEs. Ap0s 24h, os sobrenadantes foram recolhidos, misturados com reagente
Griess, e incubados a temperatura ambiente durante 30 min. A absorvéncia foi lida a 550
nm e a concentracdo de nitritos foi calculada através de uma curva padréo de nitrito de
sodio. Os resultados foram normalizados ao controlo positivo (células expostas a meio de
cultura + LPS), onde se verificou a maior producéo de oxido nitrico. Os ensaios foram
realizados em triplicado, em pelo menos dois ensaios independentes.

Atividade anti-lipase

O potencial anti-lipase dos OEs foi avaliado através de ensaio enzimatico de
inibicdo da lipase de Candida rugosa, como modelo preditivo, conforme descrito por (de
Canha et al., 2020). A inibicdo enzimética foi determinada através da exposi¢do da
enzima (10U mL™?) a diferentes concentracdes dos OEs na presenca do reagente de
Ellman. A capacidade de inibicdo foi calculada ap6s 60 minutos de reacéo, através de
leitura de absorvéncia (405 nm). Os resultados foram normalizados ao controlo negativo
de inibicdo enzimatica (sem a presencga de possiveis inibidores), onde a atividade da
enzima foi maior. Os ensaios foram realizados em triplicado, em pelo menos dois ensaios
independentes.

Efeito na interacao da bactéria C. acnes com células da pele

O efeito do OEs na interacdo de C. acnes a queratindcitos foi estudado como
descrito em (Spittaels et al., 2020). As celulas foram plaqueadas em placas de 96 pogos e
incubadas até a confluéncia. Apoés este periodo, uma suspensao bacteriana de C. acnes foi
preparada em meio de cultura sem antibiotico e usada para infetar as células com uma
multiplicidade de infecdo de 20:1. Apo6s 3 horas de contacto, as células foram lavadas
para remover bactérias ndo associadas e tratadas com Triton X-100 a 0.1% para dissociar
as bactérias, que foram recolhidas para posterior contagem (em meio BHIg, 72h, 37°C).
Os resultados foram normalizados ao controlo positivo de adesdo (células expostas as
bactérias em meio de cultura celular), onde a associagdo bacteriana foi maior. Os ensaios
foram realizados em triplicado, em pelo menos dois ensaios independentes.
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Atividade cicatrizante

A migracao celular foi determinada em fibroblastos pelo ensaio “scratch-wound”,
como descrito anteriormente (Rocha et al., 2021). As células foram semeadas (2,5 x 10°
células por pogo) em placa de 12 pocos, e incubadas até formarem uma monocamada
semi-confluente. Uma ferida artificial foi feita com uma ponta de 20 uL, arranhando as
células em forma perpendicular. As células foram lavadas e expostas aos OEs. Fotografias
representativas foram tiradas apds a adi¢ao do estimulo e apds 12 h. A area livre de células
(ferida) foi quantificada (Image J) e a percentagem de cicatrizagdo foi determinada. Os
resultados normalizados ao controlo (células expostas apenas a meio de cultura). Um
controlo positivo de migracdo (Alantoina a 1ug mL™) foi também incluido. Os ensaios
foram realizados em duplicado (4 fotos por cada réplica), em pelo menos dois ensaios
independentes.

Resultados e discussao
Compostos maioritarios presentes nos OEs

Como os compostos maioritarios presentes nos OEs tém um papel relevante para
a sua bioatividade, comecamos por caracterizar o perfil de compostos maioritarios
presentes em cada um dos OEs. Os compostos maioritarios presentes nos OEs de TC, TM
e CL foram, respetivamente o geraniol (27,5%), 0 1,8-cineol (43,5%) e o a-pineno (50%).
Outros compostos encontram-se também presentes, ainda que com menor predominancia,
como se encontra representado no Quadro 1. Estes resultados comparam-se com a
literatura relativamente a OEs obtidos de plantas de origem Portuguesa, com algumas
variagdes. Num estudo realizado por Luis et al. o composto a-pineno foi também
reportado como maioritario no OE de CL (origem: Alentejo), com uma quantidade
relativa de 39,25% (Luis et al., 2020). Por sua vez, Gomes et al. reportou o
sesquiterpendide viridiflorol como composto maioritario de OE de CL com diferentes
origens no territorio Portugués (Gomes et al., 2011). Relativamente ao OE de TM, apesar
das diferencas em quantidade relativa, os diferentes estudos realizados com plantas de
origem em territorio nacional reportam o 1,8-cineol como composto maioritario, como
elegantemente revisto por (Rodrigues et al., 2020). O facto das plantas que deram origem
a esses OE serem todas originarias da regido do Alentejo, pode justificar, em parte, a esta
maior uniformidade no composto maioritario. Contudo existem diversos fatores que
podem contribuir para esta variacao, para além da regido de crescimento da planta, como
as condicgdes climaticas, composicdo do solo, origem genética da planta, entre outras.
Estudos que reportam a composi¢do do OE de TC com origem em Portugal sdo escassos,
mas estudos com plantas de outras origens reportaram também o geraniol como composto
maioritario (Jureviéiaté et al., 2019; Omidbaigi et al., 2009).

Atividade antimicrobiana contra C. acnes

Relativamente a atividade antimicrobiana contra a bactéria comumente associada
a acne vulgaris, verificaram-se diferenca nos perfis de suscetibilidade para os trés OEs,
sendo o OE de TC mais ativo por apresentar uma menor CMI (0,06%), seguido do OE de
CL (0,25%) e do OE de TM (1%). Com a excecdo do OE de TC, ndo existem estudos até
ao momento que reportem a atividade anti-C. acnes de OEs destas espécies. Contudo,
diferencas nos perfis quimicos podem justificar o seu diferente grau de atividade ja que o
1,8-cineol, composto maioritario do OE de TM, estd descrito como tendo fraca
capacidade antibacteriana (Guimardes et al., 2019). Relativamente ao OE de CL, a
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atividade antimicrobiana de a-pineno contra C. acnes ja foi reportada na literatura,
podendo justificar, em parte, a sua atividade (Raman et al., 1995).

Atividade anti-biofilme

A presenga de biofilmes bacterianos na acne vulgaris esta associada a uma
reducdo na eficacia dos agentes antimicrobianos, levando assim a periodos de tratamento
mais longos com menores taxas de sucesso (Linfante et al., 2017).
Assim, para além da atividade direta contra a bactéria C. acnes, estudamos também a
capacidade dos OEs em inibir ndo s6 a formac&o de biofilmes mas também em destruir
biofilmes preformados. Todos os OEs foram capazes de modelar as duas formas de
biofilme sendo mais eficazes em inibir a sua formagéo (Fig. 1a) do que em promover a
sua disrupcdo (Fig 1b). O OE de CL apresentou um efeito acentuado na inibicdo da
formacéo do biofilme, mesmo em concentra¢Ges sub-inibitorias de células plancténicas.
Até ao momento, ndo se encontra descrito na literatura o efeito de OEs destas espécies
em biofilmes de C. acnes.

Avaliacéo da citotoxicidade através da determinacdo dos valores de 1Cso

Por forma a prosseguir com os diferentes estudos, fizemos uma avaliagéo do efeito
dos OEs na viabilidade celular das linhas celulares utilizadas. Os trés OEs apresentaram
um efeito dose resposta na viabilidade celular. Dos trés, o OE de TC mostrou-se 0 mais
citotoxico nas diferentes linhas celulares utilizadas (Quadro 2), seguido do OE de CL. O
OE de TM apresentou-se como o0 mais biocompativel dos trés.

Atividade anti-inflamatdéria

Depois de se avaliar a biocompatibilidade dos OEs, foi utilizada a linha celular de
macrdfagos para estudar o potencial anti-inflamatdrio, através da capacidade de inibir a
producdo de oxido nitrico em células estimuladas com LPS. Os OEs mostraram-se
capazes de inibir a producédo de oxido nitrico, apresentando um perfil dose-resposta. Os
OEs de TC e CL apresentaram um maior potencial anti-inflamatorio, apresentando
valores de ECsp mais baixos (Quadro 2). O OE de TM, apesar de apresentar um maior
valor ECsp, revela também uma maior amplitude entre os dois indices, sendo capaz de
reduzir em 50% a producdo de ON com concentragdes muito mais baixas que as
necessarias para reduzir a viabilidade celular na mesma extensdo (Quadro 2). O potencial
anti-inflamatorio de extratos de CL e TM ja foi previamente reportado na literatura e
parece envolver diferentes vias como as da COX-2 e LOX (Cutillas et al., 2018;
Rodrigues et al., 2020). Os nossos resultados parecem apontar também para um possivel
envolvimento da via da enzima iNOS devido a reducdo da producdo celular de ON,
quando as células sdo expostas a concentracdes biocompativeis dos diferentes OEs.

Atividade anti-lipase

Devido a importancia da enzima lipase na viruléncia da bactéria C. acnes e
consequente progressdo da acne vulgaris, usamos um modelo in chemico com lipase
(origem Candida rugosa) para prever o potencial anti-lipase dos OEs em C. acnes.
Verificou-se que OEs de TC e CL apresentaram um maior, e semelhante, potencial para
inibir esta enzima (ECs0=0,041%) comparado com o OE de TM (ECs0=0,717%),
prevendo um maior potencial destes dois OEs para esta bioatividade.
Efeito na associacdo bacteriana a células da pele
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Relativamente ao potencial dos OEs em inibirem a adeséo da bactéria C. acnes a
queratindcitos, foi escolhida para este estudo uma concentracdo que ndo apresentasse
citotoxicidade nesta linha celular e que fosse também sub-inibitéria para a bactéria,
evitando assim falsos positivos. Na concentracéo de 0,01%, o OE de CL mostrou-se capaz
de inibir a associacdo bacteriana a células da pele em 40% (Fig 2a). Os OEsde TC e TM
apresentaram também reducdes, mas estas mostraram-se menos evidentes.

Efeito na migracéo celular de fibroblastos

Por fim, relativamente ao potencial dos OEs para atuarem como adjuvantes na
terapéutica, revertendo alguns dos efeitos secundarios dos tratamentos convencionais,
avaliamos a capacidade de promoveram a cicatrizacdo em modelo celular de fibroblastos.
Como se verifica pela Fig. 2b, apenas 0 OE de CL apresentou potencial para promover a
cicatrizagdo, apresentando resultados comparaveis com a alantoina, usada como controlo
positivo. Do nosso conhecimento, ndo existem estudos na literatura que reportem o
potencial cicatrizante destes OEs. Contudo, o potencial de cicatrizante do a-pineno,
composto maioritario do OE de CL aqui estudado, ja foi descrito anteriormente num
modelo in vivo, contribuindo para a produgdo de cicatrizes resistentes ao stress e
acelerando o a cicatrizacdo de feridas. Estes resultados referentes ao seu composto
maioritario podem explicar, em parte, 0 maior potencial cicatrizante deste OE (Salas-
Oropeza et al., 2021). Estes resultados corroboram também a utilizacéo tradicional desta
planta pela sua agéo cicatrizante.

Concluséo

Estes resultados evidenciam o potencial dos OEs de TC e CL para atuarem em
diferentes alvos associados a progressdo da acne vulgaris. Em concentracfes com
atividade antimicrobiana, os trés 6leos apresentaram atividade anti-lipase e capacidade de
modelarem o biofilme de C. acnes. Contudo, para estas concentracdes, também se
mostraram citotoxicos nas linhas celulares estudadas. O OE de TC apresentou um efeito
antibacteriano mais elevado, relacionado com a sua capacidade de modular o crescimento
de diferentes formas de C. acnes. Em concentragdes proximas de 1/4 da CMI (=0,01%)
apresentou capacidade em modular o biofilme, biocompatibilidade celular com
queratindcitos e efeito na associacdo bacteriana a estas células. Apesar de apresentar
atividade anti-inflamatdria para esta concentracdo, apresenta ainda alguma toxicidade
nesta linha celular. Para os restantes 6leos, o valor de CMI, afasta-se mais da gama de
concentracdes biocompativeis. Contudo, o OE de CL, ainda que em concentracdes sem
atividade antimicrobiana direta, apresentou atividade anti-inflamatéria, capacidade de
prevenir a associacdo entre a bactéria e células da pele e também apresentou potencial
para atuar como adjuvante, através de uma acao cicatrizante.

Assim, diferentes aplicagdes podem ser consideradas para estes dois OEs,
considerando os seus efeitos em diferentes alvos da doenca.
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Quadro 1- Compostos maioritarios identificados por GC-MS nos OEs de TC - Thymus
citriodorus, TM — Thymus mastichina, CL — Cistus ladanifer.

Oleo Essencial | Compostos maioritarios | Quantidade relativa (%)
Geraniol 27,5
TC 1,8-cineol 16,3
Timol 9,2
1,8-cineol 43,5
™ p-cimeno 16,8
B-pineno 50
a-pineno 50,0
CL Canfeno 10,1
Acetato de bornil 3,4
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Quadro 2- Valores de concentragdo dos OEs capazes de reduzir a viabilidade celular em 50%
(I1Cs0) para as trés linhas celulares estudadas e valores de concentracéo referentes a capacidade de
inibicdo em 50% da producdo de oxido nitrico (ON) por macréfagos (ECsg). TC - Thymus

citriodorus, TM — Thymus mastichina, CL — Cistus ladanifer.

1Cs0 em 1ICs0 em ICs0 em ECso para a
queratinocitos | fibroblastos macrofagos producgéo de
(% viv) (% viv) (% viv) ON (% v/v)
OEde TC | 0,021 0,009 0,010 0,002
OEde TM | 0,043 0,042 0,091 0,006
OEdeCL |0,031 0,027 0,012 0,002
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Figura 1- Efeito dos OEs na formac&o do biofilme (a.) e disrupcéo do biofilme preformado (b.),
avaliado pela coloragdo da biomassa do biofilme com cristal-violeta. * representa uma reducgao
significativa (p<0,05 —ANOVA unidirecional com o teste de Dunnett para comparagdes
multiplas) em relagdo ao controlo.
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Figura 2- Efeito dos OE na associagdo da bactéria C. acnes a queratindcitos (a.) e na migragdo de
fibroblastos (b.) * representa uma variacao significativa (p<0,05 — teste T de student) em relagéo
ao controlo. TC- OE de Thymus citriodorus, TM — OE de Thymus mastichina, CL — OE de Cistus
ladanifer, Ala — Alantoina (controlo positivo de migrag&o).
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Resumo

O uso de cosméticos é conhecido desde a antiguidade. No entanto, com 0 aumento
da sensibiliza¢do dos consumidores para as questdes ambientais, os produtos naturais tém
ganho cada vez mais importancia na sociedade atual. Desta forma, a industria
dermocosmeética, para satisfazer as necessidades do consumidor, aposta na incluséo de
extratos de plantas aromaticas nos cosméticos e na criagdo de produtos “verdes” para
satisfazer a procura dos consumidores. Nesta Otica, a substituicdo de antioxidantes
sintéticos como o Butilhidroxitolueno (BHT) é deveras importante, devido a sua possivel
toxicidade e assim € necessario procurar solucdes alternativas, que passam por
antioxidantes naturais. Neste estudo, avaliou-se a capacidade antioxidante de trés 6leos
essenciais (OEs) obtidos por destilacdo de Ocimum basilicum, Syzygium aromaticum,
Origanum vulgare e de um OE de expressao de Citrus sinensis. Para isto, recorreu-se ao
ensaio de reducdo do DPPH, onde se verificou que quanto mais elevado o ECso, mais
baixo é o IAA. Assim, o OE que mostrou uma maior capacidade antioxidante, pelo
método do DPPH foi 0 OE de S. aromaticum. Além disso, foi estudada a citotoxicidade
destes quatro OEs pelo método de MTT numa linha celular de queratinécitos humanos
(HaCat). Os OEs foram testados numa gama de concentracdes entre 0,004% e 0,250%.
Os resultados mostraram que o OE menos biocompativel é o de S. aromaticum seguido
do OE de O. basilicum, O. vulgare e por fim pelo OE de C. sinensis. Pode concluir-se
que, de uma forma geral, os OEs com maior potencial antioxidante, apresentaram também
uma menor biocompatibilidade para esta linha celular. Estes resultados indicam que os
OEs em estudo apresentaram potencial antioxidante, justificando assim o crescente
interesse pela sua utilizacdo, em concentracfes adequadas terdo interesse para serem
incluidos como ingredientes em formulagdes cosméticas.

Palavras-chave: Biocompatibilidade celular, Cosméticos, DPPH, HaCat, Oleo essencial

Abstract
Study of cytotoxicity and antioxidant capacity of essential oils of interest for
the cosmetic industry

The use of cosmetics has been known since antiquity. However, with increasing
consumer awareness of environmental issues, natural products are gaining more and more
importance in today's society. Thus, the dermocosmetic industry, to meet consumer needs,
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Is betting on the inclusion of aromatic plants in cosmetics and the creation of “green"
products to meet consumer demand. In this way, the replacement of synthetic antioxidants
such as Butylhydroxytoluene (BHT) is very important, due to its possible toxicity, and so
it is necessary to look for alternative solutions, which include natural antioxidants. In this
study, we evaluated the antioxidant capacity of three essential oils (EOs) obtained by
distillation from Ocimum basilicum, Syzygium aromaticum, Origanum vulgare and an
expression EO from Citrus sinensis. For this, the DPPH reduction assay was used, where
it was found that the higher the ECsg, the lower the 1AA., the cytotoxicity of these four
EOs was studied by the MTT method in a human keratinocyte cell line (HaCat). The EOs
were tested in a concentration range from 0.004% to 0.250%. The results showed that the
EO that presented a greater antioxidant capacity, by the DPPH method, was the EO of
Syzygium aromaticum. Regarding celular biocomoatibility, results showed that the least
biocompatible oil was S. aromaticum followed by O. basilicum, O. vulgare and finally
by C. sinensis oil. We can conclude that, in general, the EOs with the highest antioxidant
potential also showed a lower biocompatibility for this cell line. These results indicate
that the EOs under study showed antioxidant potential, thus justifying the growing
interest in their use, in adequate concentrations they will be of interest to be included as
ingredients in cosmetic formulations.

Keywords: Celular biocompatibility, Cosmetics, DPPH, Essential Oil, HaCat,

Introducéo

Os antioxidantes desempenham um papel vital pois tém como funcao reduzir os
processos oxidativos e efeitos nocivos provocados pelas espécies reativas de oxigénio
(ERO) (Gulcin, 2020). Um antioxidante pode ser definido como uma substancia que tem
a capacidade de inibir a oxidacdo de outras substéncias, ou seja, que atua direta ou
indiretamente no sentido de aumentar as defesas antioxidantes ou inibir a producéo de
EROs (Gulcin, 2020, Carocho & Ferreira, 2013). Compostos com esta acdo Sao
adicionados a diversos produtos (como farmacéuticos ou alimentares) dado que, ao
eliminarem os radicais livres, retardam a oxidacdo a que estes produtos estdo sujeitos,
aumentando assim os seus prazos de validade (Gulcin, 2020). Com a finalidade de se
obter um sistema padrdo para comparar a atividade antioxidante dos antioxidantes
naturais foram desenvolvidos os antioxidantes sintéticos (Gulcin, 2020, Carocho &
Ferreira, 2013). Todavia, a aceitacdo destes produtos por parte dos consumidores é
reduzida, visto que que podem desencadear preocupaces relativas a sua seguranca, em
consequéncia da sua acumulagdo no corpo humano. Atualmente, a sua possivel toxicidade
e outros efeitos indesejaveis tornam entdo necessario explorar alternativas como 0s
produtos naturais (Gulcin 2020, Bakkali et al., 2008).

A utilizagdo de plantas medicinais e aromaticas remonta aos tempos antigos da
humanidade, onde eram empregues como agentes terapéuticos ou com um fim cosmético
(Rios, 2016, Diniz do Nascimento et al., 2020). Atualmente, o seu uso tem ganho cada
vez mais importancia por ser assumido por parte dos consumidores que, 0s produtos
naturais possuem menos efeitos secundarios que os equivalentes sintéticos e por
possuirem um alargado campo de atividades, tais como antimicrobiana, anti-inflamatéria
e antioxidante (Bahita, 2020, Srivastasa et al., 2019, Bakkali et al., 2008, Sharma et al.,
2019; Amorati et al., 2013). Do metabolismo das plantas resultam metabolitos primarios
e secundarios que compreendem um amplo espetro de fungdes, como regulacdo de
processos celulares e fisiologicos e defesa contra microrganismos, respetivamente
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(Sharma et al., 2019, Pagare et al., 2015). Os 6leos essenciais (OESs) sdo definidos como
uma mistura complexa e heterogénea constituida por de indmeros compostos do
metabolismo secundario. (Stanojevic et al., 2017). Séo liquidos volateis obtidos de
material vegetal e soliveis em solventes organicos (Bakkali et al., 2008 Sharma et al.,
2019, Rios, 2016). Ao longo dos tempos, os OEs tém revelado grande interesse, e apesar
de a sua utilizacdo ter sofrido uma diminuicdo, atualmente estdo novamente em voga,
sendo utilizados com diversas aplicacdes, desde usos culinarios, ao fabrico de cosméticos
e perfumaria (Srisvastava et al., 2019, Bakkali et al., 2008; Rios, 2016). No que diz
respeito & sua extracdo, esta pode ser realizada de diversas maneiras, sendo a mais
tradicional a destilacé@o a vapor (Cunha et al, 2004). Outro método de extracao € extracéo
por expressdo, preferivel para dleos que provém de citrinos (Bakkali et al., 2008, Rios,
2016).

Os 6leos essenciais tém sido amplamente usados pois possuem propriedades como
antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante, esta ultima desempenhando um papel
fulcral no stresse oxidativo muitas vezes associado ao envelhecimento da pele (Edris,
2007, Miguel, 2010). A capacidade antioxidante, considerada quase inerente aos OEs,
resulta dos seus constituintes, em particular dos fenois. Posto isto pode-se afirmar que um
bom comportamento antioxidante esperado de um OE se relaciona com a quantidade de
fendis presente na mistura (Amorati et al., 2013). Contudo, alguns destes compostos
podem ser perdidos no processo de extracdo (Amorati et al., 2013). A composi¢do dos
OEs varia também com numerosos fatores tais como o clima, a localizacdo geogréfica, a
estacdo do ano e 0 método de extracao (Srivastava et al., 2019).

Um dos testes in vitro mais utilizado para avaliar o potencial antioxidante de um
OE ¢ o ensaio da reducdo do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Gulcin, 2020; Miguel,
2010). E considerado um teste rapido, simples e econdmico, pois requer uma pequena
quantidade de amostra, neste caso de OE (Gulcin, 2020; Miguel, 2010). A capacidade
antioxidante do composto em estudo é tanto maior quanto menor a quantidade de DPPH
ndo reduzido, sendo considerado assim um método indireto de avaliacdo da capacidade
antioxidante. Os resultados sao interpretados pelo valor de concentracdo do composto que
consegue reduzir 50 % da concentracdo inicial de DPPH (concentragéo eficiente: ECso),
sendo comparado com um antioxidante padrdo como o &cido ascorbico (Molyneux, 2004;
Smigielski et al., 2013).

Atualmente, usam-se diversos métodos para testar a citotoxicidade in vitro de uma
determinada amostra, englobando neste espetro o método de MTT (Scudiero et al., 1988;
ISO 10993-5 2009). O ensaio de MTT designado como Microculture Tetrazolium Assay,
tem como base a reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio.
Este ensaio tem como objetivo avaliar in vitro a citotoxicidade de diversos compostos em
culturas celulares, neste caso, uma linha celular representativa de queratindcitos
humanos, HaCat (Scudiero et al., 1988; 1SO 10993-5 2009).

Este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade antioxidante e a
citotoxicidade de quatro OEs com interesse para a industria cosmética: Syzygium
aromaticum, Ocimum basilicum, Origanum vulgare e Citrus sinensis.

Materiais e Métodos
Obtencdo dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais (OEs) utilizados neste estudo foram obtidos por métodos de
extragdo distintos. Enquanto o 6leo de Citrus sinensis (Ervas Catitas, Portugal) foi obtido
por expressdo das cascas da laranja, os Oleos de Sygyzium aromaticum (BonEscient,
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Franca), Ocimum basilicum e Origanum vulgare (F.J.Campos, Pontinha, Portugal) foram
obtidos por hidrodestilacdo. E de salientar que todos os OEs sdo comerciais, obtidos
através de pequenas empresas dedicadas a producdo de 6leos essenciais em modo de
producdo bioldgica.

Citotoxicidade
Manutencéo da linha celular HaCat

A analise da citotoxicidade dos quatro OEs em estudo, foi feita através da
utilizagdo de uma linha celular de pele, os queratindcitos humanos (HaCat),
representativa da epiderme humana. Esta linha celular foi cultivada em meio DMEM,
suplementado com glucose, bicarbonato de sodio, soro fetal bovino (SFB), estreptomicina
e penicilina. As culturas celulares foram sub-cultivadas com recurso a uma solugédo de
tripsina/EDTA a cada dois dias, ou sempre que se mostrassem confluentes, e mantidas
numa incubadora a 37°C com 5% de CO2 e a 75% de humidade. A linha celular foi
utilizada entre as passagens 50 e 66.

Ensaio reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT)

Para a realizagdo do ensaio foram semeadas 1x10° células/mL, isto é, 1x10*
células/pogo num volume de 100 pL, numa placa de 96 pocos. Posteriormente, a placa
foi incubada durante 24h nas mesmas condicdes acima referidas, permitindo a adeséo das
celulas.

Para todos os ensaios, a gama de concentracdes utilizada variou entre 0,250% e

0,004%, atraves da realizacdo de diluicBes seriadas. Os OEs foram inicialmente
misturados com igual volume de DMSO (Dimetlsulféxido) e, posteriormente, esta
mistura foi utilizada para preparar a gama de concentracdes referida.
Para o controlo positivo foi usada uma solugédo de SDS (dodecil sulfato de sédio) a 2% e
para o controlo de solvente foi usado uma solucdo de DMSO a 0,25%, correspondendo a
maior concentracdo usada, descartando assim uma possivel interferéncia do solvente na
citotoxicidade. Apos a preparacdo dos estimulos, 100 uL de cada solugéo anteriormente
referida, foi colocada na placa de 96 pocos.

Ap0s a incubacdo das células com os estimulos, as solu¢des foram removidas e
foram lavadas com 150 pL de uma solucéo de PBS (Solucéo salina tamponada de fosfato)
estéril, por forma a remover eventuais vestigios dos Oleos essenciais, passiveis de
interagir com o MTT. Seguidamente, foram adicionados a cada poco, 100 puL de uma
solugdo de MTT a Img/mL (preparada em meio incompleto). Posteriormente, a placa foi
revestida com papel aluminio e incubada durante 4 h a 37°C com 95 % de humidade do
ar contendo 5 % de CO..

Apobs este periodo de incubacdo, os cristais de formazano formados foram dissolvidos
com 100 uL de Isopropanol. Por fim, as absorvéncias foram lidas a 570 nm e a 650 nm,
com recurso a um leitor de microplacas.

Atividade Antioxidante
Determinacéo do ECso

Antes da realizacdo do ensaio de atividade antioxidante, foi avaliada a gama de
trabalho de cada 6leo essencial. Para isso, foram preparadas diluigdes sucessivas (1:10)
dos OEs em metanol, em tubos Falcon de 15 mL, num volume final de 10 mL. Estas
solugdes foram incubadas durante 30 min a temperatura ambiente.
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Numa placa de 96 poc¢os ndo estéril (placa padréo), foram adicionados 100 pL de
metanol em todos 0s po¢os exceto nos pocos da coluna 1. Nos pocos desta primeira coluna
(E1, F1, G1 e H1) foram adicionados 300 pL da solucéo de &cido ascorbico (0,25 mM em
metanol) que foi diluida seriadamente (diluicdo 1:1,5) pelos pocos distribuidos ao longo
da placa. O mesmo procedimento foi utilizado para a solu¢do de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) (0,25mM em metanol), nos pocos das linhas Al, B1 e C1. A linha D1
apenas conteve metanol. Foram depois adicionados 100 pL da solugcdo de DPPH aos
pocos das linhas A-C e F-H, e a placa foi incubada durante 30 min a temperatura
ambiente, envolvida em papel de aluminio. A absorvéncia foi lida a 517 nm num leitor
de microplacas.

Para a anélise dos 0leos essenciais, foi preparada uma placa de 96 pocos para cada
OE em estudo, como referido anteriormente para a placa padrdo. Nos pogos Al, B1, C1
e F1, G1 e H1 foram colocados 300 uL da amostra em estudo e foram feitas diluigdes
seriadas de 1:1,5. Nas linhas dos pocos de A-C, foram acrescentados 100 uL da solugédo
de DPPH e nas linhas dos pogos F-G foram acrescentados 100 uL de metanol. As placas
foram incubadas durante 30 min a temperatura ambiente, envoltas em papel de aluminio.
E de salientar, que ap0s este periodo, deve verificar-se um perfil sequencial de reducio
do DPPH. Por ultimo a absorvéncia foi lida num leitor de microplacas a 517 nm. Foram
realizados dois ensaios independentes e as solugdes de DPPH e de Acido Ascorbico foram
preparadas para cada ensaio.

A concentracdo a que cada OE foi testada foi a seguinte: 0,100% para os OEs de
O. basilicum e de S. aromaticum, 1% para o de O. vulgare e 100% o de expressdo de C.
sinensis.

Resultados e Discussao
Ensaio de citotoxicidade

Um ensaio que avalie compostos hidrofébicos em meios aquosos, como 0 meio
usado na cultura celular, prevé a estabilizacdo do OE em estudo em &gua, razdo pela qual
é necessario adicionar um emulsionante ao meio de cultura que possibilite e assegure a
solubilizacdo do OE durante a realizacdo de todo o ensaio. O DMSO é um dos agentes
emulsionantes mais utilizados, e por isso foi selecionado, mas neste caso foi necessario
encontrar uma concentracdo que fosse biocompativel para esta linha celular, mas que ao
mesmo tempo fosse eficiente para emulsionar os OEs em estudo. Como os OEs foram
testados a uma concentracdo maxima de 0,250%, tinha de se garantir que a esta
concentracdo o DMSO néo era tdxico para esta linha celular, e que a toxicidade apenas
provinha do OE em estudo. Isto pode ser verificado na Figura 1. Desta forma podemos
garantir que o solvente em questdo € biocompativel para a linha HaCat para concentracdes
entre 1% e 0,008%.

No que diz respeito a biocompatibilidade, s6 se pode considerar que um OE é
biocompativel quando a percentagem de viabilidade celular é superior a 70%, isto quer
dizer que abaixo desta percentagem o OE em estudo € considerado toxico para a linha
celular usada, numa determinada concentracao

Em todos os OEs, a concentracdo méaxima testada (0,250%), apresentou
citotoxicidade, ou seja, ndo € biocompativel para esta linha celular, uma vez que a
percentagem de viabilidade celular € reduzida, podendo ser comparada com o controlo
positivo, o0 composto SDS (2%). Comparando os OEs, podemos afirmar que o mais
biocompativel é o 6leo de expressdo de C. sinensis pois apenas apresentou toxicidade nas
concentracdes de 0,250 e 0,125%, enquanto os restantes OEs sdo toxicos até a
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concentracdo de 0,030%. As concentra¢fes biocompativeis para esta linha celular sdo
0,008 e a 0,004% em todos os OEs em estudo podendo ser entdo usadas em ensaios
futuros. A concentracdo que difere entre OEs € a concentracao de 0,016%, podendo ser
considerada como aquela que definiu entre os trés OEs menos biocompativeis qual era o
mais e 0 menos tdxico para esta linha celular. Assim comparando o OE de S. aromaticum,
de O. basilicum e de O. vulgare, conclui-se que o OE mais tdxico, sendo assim
considerado 0 menos biocompativel, € o0 OE de S. aromaticum, pois nessa concentragao
a sua viabilidade celular € menos de 70%. Como mostra a Figura 1, o OE de O. vulgare
na concentracdo de 0,016% é considerado ndo toxico pois a sua viabilidade celular
ultrapassa os 70%. No que diz respeito ao OE de O. basilicum, esta concentracéo interceta
a percentagem minima de viabilidade celular, podendo considerar-se que ndo é uma
concentracdo ideal para se trabalhar com este tipo de células. Diversos estudos tém sido
realizados para verificar a citotoxicidade dos OEs presentes neste estudo, porém sdo
poucos os resultados referentes a linha celular HaCat. Contudo, existem inimeros estudos
em linhas celulares distintas da utilizada. Assim pode-se afirmar que o OE de C. sinensis
possui toxicidade nas seguintes linhas celulares, HGF (fibroblastos gengivais humanos
primarios), HeLa (linha imortal humana do cancro cervical) mas também na linha celular
do cancro da mama MCF-7 (Kammoun et al., 2021; Alexa VT et al., 2022). No que se
refere ao OE de O. basilicum este é citotdxico para a linha celular do cancro do coldn e
do adenocarcinoma colorretal, HT-29 e Caco-2, respetivamente (Dolghi et al., 2021). O
OE de O. vulgare em multiplos estudos demonstrou ser citotoxico para a linha celular do
hepatoma humano, HepGz2, e para a linha do adenocarcinoma gastrico humano, AGS
(Lombrea et al. 2020, Elshafie et al. 2017). Por fim, em relacdo ao OE de S.aromaticum,
Vlad Tiberiu et al. (2022) mostraram que este OE entre os outros estudados foi 0 mais
citotoxico, na linha celular HGF (fibroblastos gengivais humanos primarios). E de
salientar que no mesmo estudo realizado por Vlad Tiberiu et al. (2022), o OE de
C.sinensis foi o mais biocompativel. Estes resultados de Vlad Tiberiu et al. (2022)
corroboram os resultados obtidos neste estudo.

Ensaio da capacidade antioxidante por reducéo do DPPH

Como referido anteriormente este ensaio permite determinar o potencial
antioxidante dos OEs através da reducdo dos radicais livres de DPPH, sendo possivel
calcular a ECso (Concentracéo eficiente), isto é, a concentracdo da amostra que consegue
reduzir 50 % da concentracgdo inicial de DPPH, para posteriormente ser calculado o IAA
(indice de atividade antioxidante). Assim pode-se afirmar que quanto mais baixo for o
EC50 mais elevado serd o IAA.

No Quadro 1 encontram-se os resultados obtidos para este ensaio, mostrando que
0 OE que mostrou uma capacidade antioxidante mais elevada foi o de S. aromaticum uma
vez que em ambos os ensaios realizados mostrou ser aquele com um ECsg inferior. Em
comparacdo o 6leo de expresséo de C. sinensis que foi aquele que apresentou um ECso
maior, que se traduziu num menor IAA. Uma das razfes para gque isto possa acontecer
podera estar relacionada com a diferenca no méetodo de extracdo; enquanto o OE de S.
aromaticum foi obtido por hidrodestilacéo, o de C. sinensis foi obtido por expressao.

Concluséao
No que diz respeito a capacidade antioxidante dos quatro OEs estudados pelo
método de reducdo do DPPH, verificou-se que o OE de S. aromaticum foi aquele que
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apresentou um ECs inferior enquanto o OE de C. sinensis foi 0 que apresentou um maior
ECso.

Uma conclusdo interessante que se retirou foi que quanto mais atividade
antioxidante o OE evidenciou, menos biocompativel se mostrou. Os dois OEs mais
citotoxicos, S. aromaticum e o de O. basilicum, sendo apenas considerados
biocompativeis nas Ultimas duas concentracGes estudadas, foram os que no ensaio de
reducdo de DPPH mostraram um indice de atividade antioxidante elevado. Assim sendo,
conclui-se que os compostos responsaveis pela atividade antioxidante presentes nos OE
poderéo estar envolvidos na sua citotoxicidade.

Resumindo: os quatro OEs possuem um potencial antioxidante de interesse,
justificando assim o aumento da sua utilizacdo como ingrediente em formulacOes
cosmeéticas, tendo em atencéo os seus limites de citotoxicidade.
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Figura 1- (1) Viabilidade celular na presenga solvente DMSO, (2) Viabilidade celular do
meio de cultura, do solvente DMSO, do controlo positivo SDS, e dos 6leos essenciais de
Sygyzium aromaticum, Ocimum basilicum, Origanum vulgare e Citrus sinensis.

Quadro 1- Comparacdo da capacidade antioxidante por reducdo do DPPH de cada 6leo
essencial em estudo através do ECso e do 1AA.

« Ensaio 1 Ensaio 2 Média (X)

£ Concentracao

Oleo Inicial (%) ECso IAA ECso I1AA ECso 1AA
(Mg/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (pg/mL) | (Mg/mL) | (g/mL)
S. aromaticum 0,100 0,009 2,86 0,008 3,49 0,009 3,18
O. basilicum 0,100 0,002 1,53 0,002 1,61 0,002 1,57
O. vulgare 1 0,338 0,01 0,277 0,01 0,307 0,01
C. sinensis 100 23,797 | 0,0001 | 25,981 | 0,0001 | 24,860 | 0,0001
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Coop4PAM

Apresentado por Clara Lourenco, ACDMoura

Coop4PAM é o acronimo do projeto, que significa: Cooperar para crescer no
sector das plantas aromaticas e medicinais. Trata-se de um projeto aprovado na segunda
convocatoria do Programa Operacional EP — INTERREG V A Espanha Portugal
(POCTEP) 2014-2020 e que apresenta como um forte compromisso para a promogao do

sector das PAM no contexto da EUROACE, de modo a atuar como uma alavanca de
competitividade através da qual se potencie a inovacdo e a transferéncia de tecnologia.

Mais informagdes em www.coop4pam.com

Cultivar
Apresentado por Joana Costa, CFE-UC

@ultivqr

O Programa Integrado de IC&DT CULTIVAR pretende responder aos desafios
que as fileiras do setor Agroalimentar da Regido Centro enfrentam, nomeadamente
caracterizar, conservar e valorizar 0s recursos genéticos enddgenos regionais em zonas
de baixa densidade, através de uma estratégia de desenvolvimento territorial, promovendo
e consolidando a colaboracdo entre instituicGes de ciéncia, tecnologia e ensino superior e
o cluster Agroalimentar.

Mais informagdes em www.icultivar.pt

Inovep

Apresentado por Rita Palmeira de Oliveira, Labfit

N -

inovep )\
P (D
O projeto InovEP pretende caracterizar extratos de 10 plantas aromaticas e
medicinais no que diz respeito ao perfil quimico, seguranca e bioatividade dos seus
extratos; e desenvolver, na empresa promotora do projeto, com recurso a dois desses
extratos, um prototipo de produto inovador patenteavel com acdo de cicatrizacdo de
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fissuras. A selecdo das espécies incluidas no projeto foi realizada de acordo com a
estratégia de inovacdo da empresa promotora ao longo do proximo quinquénio, visto que
os restantes extratos de plantas serdo valorizados na Labfit por via do desenvolvimento
de novos produtos inovadores a base de plantas, ao longo desse periodo.

Mais informagdes em www.inovep.pt/plantas-aromaticas-medicinais

ConservMelhorPAM
Apresentado por Noémia Farinha, IPP- ESA

O objetivo global do projeto é contribuir para a conservacdo e valorizacdo dos
recursos genéticos enddgenos das plantas aromaticas e medicinais (PAM) com interesse
para a agricultura e alimentacdo. De acordo com as competéncias dos parceiros
intervenientes: Instituto Politécnico de Portalegre (IPP), Instituto Nacional de
Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV) e Faculdade de Ciéncias da Universidade de
Lisboa (FCUL), no programa de conservacao sera efetuada a caraterizacdo morfoldgica,
agronémica, quimica, bioquimica e biomolecular, bem como o registo na plataforma
GRIN GLOBAL, para quantificacdo e registo da variabilidade existente na colecdo de
PAM do Banco Portugués de Germoplasma Vegetal (BPGV), bem como identificacédo de
acessos com carateristicas superiores para futura valorizacao.

FoRuO
Apresentado por Eva Moré, CTFC

Z) MMILCIrey B
roruo POCTEFA e

No &mbito do projeto FORuUO, foi apresentado o seguinte resumo:

Nova oferta formativa transfronteirica sobre producdo de plantas
aromaticas e medicinais (PAM)

Eva Moré!, Juliana Navarro?, Béatrice Hamel®, Stéphane Pineda*, Adriana Targarona®

Centre de Ciéncia i Tecnologia Forestal de Catalunya — CTFC. eva.more@ctfc.cat; ? Centro de
Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragén — CITA. jnavarroro@cita-aragon.es;
Centre de Formation Professionnelle et de Promotion Agricole — CFPPA Ariege Comminges.
beatrice.hnamel@educagri.fr; “Enseignement Agricole Public dans dels Pyrénées Orientales —
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EPLEFPA Perpignan Roussillon. stephane.pineda@educagri.fr; *Escola Agraria Forestal de
Santa Coloma de Farners — EAF-DAAC adriana.targarona@agencat.cat.

Resumo

Nos Pirenéus espanhois e franceses, ha um interesse crescente pelas plantas
aromaticas e medicinais. Em Aragdo a producdo € incipiente, demandando informac&o
sobre o0 seu cultivo, e em Catalunha e Occtania (Ariége e Pirineus Orientais-PQO) existem
pequenas parcelas que necessitam capacitacdo na parte de elaboracéo e venda.

O projeto INTERREG POCTEFA FoRuO (https://foruo.eu/) quer promover o
desenvolvimento de sistemas de formagdo continuada e das competéncias do territorio
transfronteirico, para melhorar o acesso ao emprego com novas producdes no setor
florestal e rural. 2 centros de pesquisa (CTFC e CITA) e 3 de formacdo agraria e florestal
(CFPPA Ariége Comminges, EPLEFPA Perpignan Roussillon, EAF-DAAC) apostaram
por uma formacdo profissional continuada na producgdo e transformacdo de plantas
aromaticas e medicinais (PAM) e de Pequenos Frutos (PF).

Se iniciou um diagnodstico das necessidades de formacdo das empresas, €
identificou-se a oferta formativa no territorio transfronteiri¢co. Os socios participaram em
oficinas e visitas as empresas, para compartilhar informacéo, definir novos itinerarios
formativos e elaborar materiais. Se implementaram 2 cursos piloto online sobre PAM e
PF, complementados com um programa transnacional de visitas técnicas e de estigios nas
empresas. Finalmente, se analisou a certificacdo dos cursos.

Responderam o questionario 95 atores (41 em Aragdo, 40 em Catalunha, e 14 em
Occitania), 69% do setor das PAM, 67% realizam cultivo, 44% venda direta e 43% tém
certificacdo organica. 38% necessitam capacitacdo no cultivo e transformacao, e 34% em
comercializacdo. Preferem formacéo a distancia na Espanha e presencial na Franga. Se
criou um diretorio de formacéo em PAM e PF (https://foruo.eu/formaciones/) com mais
de 200 entradas e 546 visitas até o ano de 2021. Para PAM, se elaboraram 8 modulos
formativos, em castelhano, cataldo e francés: 1. Entorno sdcio-econdémico 2. Silvestre 3.
Cultivo 4. ltinerario 5. Fitoterapia e extracdo 6. Secado 7. Destilacdo 8.
Transformacdo. Se implementou a formacdo online utilizando a plataforma TEAMS
onde cada sdcio gestionava seus cursos territorialmente. Para PAM, houve 151 solicitudes
sendo 96 selecionadas (65 mulheres, 31 homens): Aragdo (34), Ariége (27), Catalunha
(26), PO (9). 49 alunos fizeram o curso completo, e 47 os modulos individuais, com uma
taxa de éxito de 69%. Nas visitas técnicas participaram 35 alunos: Aragéo (15), Catalunha
(11), Ariége (8), PO (1), com um programa de 3 a 4 dias em cada territério. Somente 2
pessoas realizaram estagio nas empresas. A pandemia COVID-19 afetou a mobilidade.

Na avaliacdo (27 respostas), os alunos avaliaram positivamente os cursos online,
reportando problemas técnicos na plataforma, falta de revisdo dos documentos e horarios
de tutoriais ndo adequados. As visitas técnicas tiveram muito sucesso, para ver boas
praticas e ampliar contatos. Se determinou que a formagdo FORuO corresponde a um
nivel 4 EQF. Na Franca ja existe um certificado de especializacdo «Conduite de la
production de plantes a parfum, aromatiques et médicinales». https://foruo.eu/resultados/

Na zona POCTEFA, a capacitagéo da producéo e transformacgdo de PAM deve
enfocar-se as pequenas parcelas que elaboram produtos. O curso FORuO € util para
empreendedores e produtores como formacéo profissional continuada. Os sdcios seguirdo
oferecendo este curso como especialidade formativa.
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Palavras-chave: Cultivo, Comercializagdo, Recolegéo, Florestal, Rural
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O projeto foi financiado com 65% do Fundo Europeu de Desenvolvimento
Regional (FEDER) através do programa INTERREG V-A Espanha-Franga-Andorra
(POCTEFA 2014-2020). O objetivo do POCTEFA ¢ reforcar a integracdo econémica e
social da zona fronteirica Espafia-Franga-Andorra. A ajuda se concentra en
desenvolvimento de atividades econdmicas, sociais e meio-ambientais transfronteiricas
através de estratégias conjuntas a favor do desenvolvimento territorial sustentavel e
concretamente o projeto esta enquadrado no eixo prioritario 5 para reforcar as
competéncias e a inclusdo nos territérios, para promover o potencial enddgeno, o
desenvolvimento dos sistemas de formacédo e as competéncias das pessoas do territorio
transfronteirico com a finalidade de melhorar o acesso ao emprego. El proyecto ha sido
cofinanciado al 65% por el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) a traves del
programa INTERREG V-A Espafia-Francia-Andorra (POCTEFA 2014-2020). El
objetivo del POCTEFA es reforzar la integracion economica y social de la zona fronteriza
Espafa-Francia-Andorra. Su ayuda se concentra en el desarrollo de actividades
econdmicas, sociales y medioambientales transfronterizas a través de estrategias
conjuntas a favor del desarrollo territorial sostenible y concretamente el proyecto se
enmarca en el eje prioritario 5 para reforzar las competencias y la inclusion en los
territorios, para promover el potencial endogeno, el desarrollo de los sistemas de
formacion y las competencias de las personas del territorio transfronterizo con el fin de
mejorar el acceso al empleo.

GCC.eu
Apresentado por Ana Palmeira de Oliveira, AEBB
-Global
Cosmetics

- Cluster

Global Cosmetics Cluster Europe (GCC.eu) é um projeto financiado pela Unido
Europeia, no &mbito do Programa COSME — Cluster Go International que resulta de uma
parceria entre a AEBB e mais 5 Clusters Europeus, nomeadamente, Cosmetic Valley
(Franca), Beauty Cluster Barcelona (Espanha), Transylvania Lifestyle Cluster (Roménia),
Polo Technologico della Cosmesi from Italy (Italia), Istanbul Chemicals and Chemical
Products Exporters’ Association (Turquia). O GCC.eu visa sobretudo fortalecer o seu
papel interventivo a nivel internacional e expandir o apoio as PME’s do setor da
cosmética e sua cadeira de valor, implementando e testando uma Estratégia Conjunta de
Internacionalizacdo, em Cluster, da parceria do projeto ‘European Strategic Cluster
Partnership-Going International — Going International’, maximizando o potencial das
suas atividades intersectoriais, incentivando a cooperagdo comercial, desenvolvendo
novas cadeias de valor e explorar oportunidades internacionais para as PME europeias,
especialmente em cinco paises promissores: México, Coreia do Sul, USA, India e
Emirados Arabes.

Mais informagdes em www.globalcosmeticscluster.eu
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