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(57) Resumo: COMPOSICAO E PASTA
INDUTORA DE EXSUDACAO AUMENTADA DE
OLEORESINA E PROCESSO PARA A
PRODUCAO AUMENTADA DE OLEORESINA
EM CONIFERAS VIVAS E descrita uma
composicao de pasta indutora de exsudacad
aumentada de oeoresina em coniferas vivas, a
composicao, a base de acido sulftrico aguoso
entre 15-30% vol/vole aditivos usuais,
compreendendo adicionalmente entre 0,1 e 2000
mML-1 de pelo menos um co-fator metélico de
terpeno sintases ou componente de reecptores
de etileno, dito co-fator sendo selecionado
dentre Cu, Mn, Fe e K. O processo de producdo
aumentada de oleoresina compreende aplicar a
composicao de pasta da invencao a pelo menos
uma estria (20) obtida por ferimento causado no
tronco (10) das ditas coniferas vivas, e coletar
em saco plastico (40) a oleoresina (50) com
rendimento aumentado em relacdo a processos
do estado da técnica.
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COMPOSICAO E PASTA INDUTORA DE EXSUDAGAO AUMENTADA
DE OLEORESINA E PROCESSO PARA A PRODUGAO AUMENTADA
DE OLEORESINA EM CONIFERAS VIVAS

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengdo pertence ao campo das composi¢cdes de
pastas indutoras de exsudagdo de oleoresina em coniferas, mais
especificamente, a composi¢des de pastas indutoras de exsudagéo a
base de &cido sulfurico contendo pelo menos um co-fator metalico (de
terpeno ciclases e de receptores de etileno), as pastas indutoras sendo
aplicadas sobre as estrias de ferimento realizadas na casca de coniferas
vivas, a oleoresina sendo liberada a partir dessas estrias de ferimento.
FUNDAMENTOS DA'INVEN(}T\O 7

Pinus elliotti Engelm € uma conifera pertencente a familia
Pinaceae de gimnospermas, caracteristica pela produgao de resina em
todos os seus géneros. Nativa do sudeste dos EUA (Langenheim, J.
2003. Plant Resins: Chemical Evolution Ecology Ethnobotany. Oregon:
Timber Press, Inc., 2003. 586pp.), essa espécie, amplamente cultivada
em plantagdes subtropicais do Brasil, India e China, & usada na produgao
de resina e na industria moveleira.

A resina sintetizada por espécies de’ cdniferas € um exemplo de

“ fonte natural abundante de terpenos. Terpenos sdo metabdlitos

secundarios derivados biossinteticamente de um composto de cinco
carbonos, o isopentenil pirofosfato — IPP - (Dudareva, N., Pichersky, E.
and Gershenzon, G. 2004. Biochemistry of plant volatiles. Plant Physiol.
135: 1893-1902) e constituem a maior familia de produtos naturais
existente, com cerca de 30.000 metabdlitos (Langenheim, J. 2003. Plant
Resins: Chemical Evolution Ecology Ethnobotany. Oregon: Timber Press,
Inc., 2003. 586pp.). Os terpenos desempenham importantes fungdes na
planta: atuam na atracdo de polinizadores e dispersores de sementes
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(6leos essenciais e carotendides), na sinalizagdo e defesa contra injuria

ou ferimento (compostos antibiéticos e fitoalexinas), contra a herbivoria

(repelentes), nas interagdes quimicas entre plantas (alelopatia) agindo

como fitotoxinas competitivas, atuam também como reguladores de
crescimento (giberelinas e acido abscisico), exercem papel essencial na
fotossintese (pigmentos fotossintéticos como os carotendides) e séo
componentes estruturais de membranas celulares (fitoesterois). Alem
disso, alguns terpenos constituem metabolitos farmacologicamente
importantes como, por exemplo, o agente anti-tumoral faxo/ (Mahmoud,
S.S. and Croteau, R.B. 2002. Strategies for transgenic manipulation of
monoterpene biosynthesis in plants. Trends in Plant Science 7: 366-373),
e outros sao extensivamenté empregados na industria quimica fina de
sabores e fragrancias (Swift, K.A.D. 2004. Catalytic transformations of the
major terpene feedstocks. Topics in Catalysis 27: 143-155).

A resina das coniferas é composta de turpentina (ou ;érebintina), a
fracdo volatii mono e sesquiterpénica, e de rosina (ou breu), a fragéo
ndo-volatil diterpénica. Em Pinus elliofti a terebintina é composta
principalmente de o e B-pineno e a rosina por acidos abiéticos e
pimaricos. ‘ '

Tanto a terebintina quanto o breu apresentam grande demanda pelo -
comércio internacional. A producdo mundial de 6leo de terebintina em
1995 foi de cerca de 230.000 toneladas, e vem aumentando a cada ano. A
terebintina pode ser fracionalmente destilada para gerar seus constituintes
majoritarios, o e B-pineno em estado puro.

Monoterpenosj amplamente distribuidos na natureza (com mais de
400 estruturas) e principais componentes da fragédo volatil da resina de
coniferas constituem adequados substratos precursores, os quais s&o

materiais ideais de partida para a producgdo biotecnolégica de Aromas
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Naturais, compostos orgéanicos volateis encontrados em alimentos e
perfumes, os quais produzem seu carater organoléptico distintivo. Os
aromas_terpendides variam amplamente e incluem o floral, o frutifero
(citrico), o0 mentolado e o apimentado. Diferentes isémeros de um dado
terpendide podem ter aromas varidveis. Dessa forma, a transformagéo
microbiolégica de monoterpenos facilmente disponiveis (presentes em
altas concentragdes na terebintina, por exemplo) e de baixo custo, como
« e B-pineno, tém interesse comercial significante para a aplicagédo na
industria de aromatizantes e flavorizantes (Hagedorn, S. & Kaphammer,

B. 1994. Microbial biocatalysis in the generation of flavor and fragrance

. chemicals. Annu. Rev. Microbiol. 48:773-800), a qual consome

aproximadamente 30.000 toneladas de pinenos por ano, utilizadas para
produzir uma diversa gama de produtos. O potencial de pinenos,
componentes majoritarios da tefebintina, como precursores ‘de
combustiveis também é relevante na produgéo de biocombustivel de alta
densidade para aviagdo (Harvey, B.G. et al., High density renewable
fuels based on the selective dimerization of pinenes. Energy Fuels 24:
267-273, 2010.)

A rosina de Pinus tem abundante aplicagcao industrial incluindo a
producédo de borrachas sintéticas, colas, materiais adesivos, material a
prova d’agua, tintas de impressora, revestimentos, revestimentos de
papel, emulsificadores de polimerizag¢éo, entre outros.

O significado ecolégico da sintese da resina esta diretamente
relacionado ao mecanismo de defesa da planta contra os insetos
predadores da casca e seus fungos patogénicos, agentes responsaveis
pelas principais doengas que afetam as espécies de coniferas no
hemisfério Norte. Populagbes de besouros da casca (Coleoptera:
Scolytidae) sdo muitas vezes as mais importantes e agressivas pestes
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em florestas de coniferas. O ciclo de vida dos besouros da casca
comeca com a fase de dispersdo, quando besouros pioneiros (adultos)

abandonam a arvore (morta previamente), escolhem e atacam um novo

- hospedeiro utilizando recursos tateis, visuais e, principalmente,

olfativos.

Muitas espécies tém habilidade de transformar compostos da
terebintina em derivados oxigenados que s&o empregados como
atrativos sexuais ou feroménios de agregacgao para sinalizar ataque em
massa em um hospedeiro selecionado. A partir do estabelecimento do

primeiro orificio, galerias vao sendo formadas através do tecido cambial

onde os insetos copulam e deixam seus ovos que deverdo eclodir e

iniciar nova fase de dispersdio no tempo determinado.

Concomitantemente com a penetragao inicial, ocorre a inoculagéo de

' fungos patogénicos, geralmente da Classe Ophiostomataceae, para os

quais o besouro serve como vetor.

Mecanismos de resisténcia a invasdo por besouros da casca,
furadores de madeira e fungos patogénicos em coniferas incluem a
secrecéo de oleoresina e aumento na sintese de fendlicos em torno da
zona do ferimento promovido pela invaséao.

Dependendo da espécie, a producdo de resina pode ser
amplamente constitutiva (resina primaria), composta de material
produzido e estocado em estruturas secretoras especializadas, ou
induzida (resina secundaria) como resultado de injuria ou ferimento.

A casca (periderme e floema secundario) € a primeira linha de
defesa contra os organismos invasores do tronco juntamente com o
sistema de oleoresina constitutiva e a resposta de defesa induzida. A
oleoresina mobilizada aos sitios de infec¢édo e injaria ou ferimento atua
como protecdo contra herbivoros e patégenos, em funcdo da sua

Y

toxicidade e acéo deterrente. Depois da exposicdo a atmosfera, os
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compostos volateis mono- e sequiterpénicos evaporam, enquanto que os
acidos diterpénicos, responsaveis pela viscosidade da resina,
polimerizam selando o ferimento e aumentando a possibilidade de
aprisionamento dos organismos invasores na resina.

Dependendo da espécie, a biossintese da oleoresina constitutiva
pode ser localizada em ductos resiniferos ou cistos (“blisters”),
compostos de células epiteliais que delimitam uma cavidade central de
estocagem. '

Células de resina éspalhadas através do tronco, como as de Thuja
plicata (Cupressaceae) sdo os tipos mais simples de estruturas
compartimentalizadas contendo resina. Sequoia  sempervirens
(Taxodiaceae) e os abetos verdadeiros como Abieé grandis (Pinaceae)
acumulam resina em cistos (estruturas como bolsas) localizados na
madeira e na casca delimitados por uma camada de células epiteliais.
Douglas Fir (Pseudotsuga menziesii), Larix occidentalis e Colorado blue
spruce (Picea pungens) dispdem de uma rede de passagens constritas
de resina e ductos através do tronco. Espécies de Pinus contém a mais
elaborada rede interconectada de ductos localizados através da madeira
e da casca.

Os ductos resiniferos sdo estruturas alongadas constituidas por
células epiteliais que delimitam uma cavidade de paredes nao
lignificadas (vide Figura 1). Adjacentes as células epiteliais, ocorrem
células relativamente espessas denominadas células da bainha, ricas em
substancias pécticas. Os ductos ocorrem no xilema secundario de Pinus
e s&o horizontais (dispostos radialmente) e verticais. Em Pinus, os canais
de resina s&o longos e de distribuicdo muitas vezes dispersa. Esses
canais sdo particularmente aqueles produzidos em resposta a
injuria/ferimento (resina induzida, oriunda de ductos traumaticos), por

esse motivo sd3o mais abundantes na regido préxima ao sitio do dano
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(apresentam maior densidade por area de madeira), para impedirem
(selarem) a “entrada” e reduzirem a chance de sucesso do
predador/patogeno (de maneira localizada), tornando-se mais dispersos
(com menor densidade) a medida que se afastam do centro do dano
(onde predominam os ductos constitutivos, que ocorrem naturalmente em
Pinus)) e devem ser considerados como sendo (pelo menos em parte)
controlados por fatores externos. _

‘ Auxinas induzem a formagé&o de ductos verticais de resina, assim
como promovem o crescimento radial da madeira. A formagéo de ductos
verticais induzidos ndo inicia imediatamente apds a aplicacdo destes
indutores de diferenciagdo, mas somente cerca de um més depois, a
semelhanca cbm o “time gap” verificado entre o inicio da atividade

cambial e a formagéo do ducto em condi¢des naturais. No primeiro anel

de crescimento, os ductos se desenvolvem do cambio imediatamente

~apos a formagéo de 0-4 camadas de traqueideos; o aumento no ndmero

de canais se da por divisdo tangencial. Os ductos radiais se localizam
dentro de raios com modelo fusiforme e podem estabelecer'conexc")es
com 0s ductos verticais. Nao existem ductos verticais_no floema e
conexdes entre ductos verticais ocorrem somente no mesmo plano
radial. ‘

Em espécies que carecem de ductos e passagens extensivas de

resina estocada (Abies, Tsuga, Cedrus, etc.) a defesa contra a infestacéo

por besouros da casca deve ser baseada na produgdo de resina

induzida, a qual nao é realizada por células epiteliais de estruturas
secretoras, mas preferencialmente por células de parénquima que
circundam o sitio da injuria (esses géneros nado sao estriados
comercialmente). Abetos que carecem de um sistema de ductos
interconectado ainda podem formar ductos traumaticos, os quais

normalmente estdo ausentes em tecidos no injuriados.
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Economicamente, coniferas (particularmente Pinus spp.) vém
sendo quimicamente estimuladas para a producao de resina desde a
década de 70 (McReynolds, R.D. and Kossuth, S.V. 1982. CEPA (2-
chloroethylphosphonic acid) in sulfuric acid paste increases oleoresin
yields. Forest Service, United States Department of Agriculture,
Southeastern Forest Experiment Station, Olustee, FL, U.S.A. 32072).

A extragéo de resina no Brasil iniciou a partir da década de 80, em
florestas de P. elliottii implantadas com a utilizag&o dos incentivos fiscais
das décadas de 60 e 70. Atualmente, o Brasil juntamente com a
Indonésia compde o segundo lugar em exportagdo mundial de goma
resina, sendo que a China ocupa o primeiro posto nesse ranking. Em
2010/2011, a producgéo brasileira de goma resina esta estimadé em
87.000 toneladas, movimentando cerca de 102 milhdes de dblares
americanos; a maior produgéo de goma resina ocorre em S&o Paulo
(~49%) e no Rio Grande do Sul (~21%) (www.aresb.com.br, acesso em
20/10/2011).

A producdo de resina em escala comercial é uma atividade

essencialmente extrativista e rentavel, em funcéo do alto valor agregado
da resina. Fazendas de resinagem constituem grandes extensbes de

terra com elevado nimero de arvores em franca atividade resineira. A

‘producdo anual média por individuo varia de'2,0 a 5,0 Kg, e o valor de

mercado de uma tonelada de resina bruta gira em torno de US$ 300,00.
Em 2010, o pregco médio da goma resina brasileira foi de U$ 1177,13 a

tonelada (www.aresb.com.br).

Qualidade e quantidade dos componentes da resina s&o atributos
decisivos na escolha da espécie de Pinus para a extragdo em nivel
comercial. Os critérios de qualidade do breu sdo geralmente avaliados
segundo padrées utilizados no comércio internacional, mas néo definidos

como padrdes definitivos e/ou obrigatoérios. Apesar disso, foram descritos
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métodos padrées de teste de qualidade de cor de rosina (segundo a

escala de cores do Departamento de Agricultura dos EUA, USDA) e

~“point of softening” que usualmente situa-se entre a faixa de 70 e 80°C.

indices de acidez e de saponificagdo também s&o indicativos de
qualidade, sendo que, quanto maiores forem esses valores, melhor a
qualidade da rosina.

Segundo a Organizagdo Internacional de Padronizagéo (ISO) as
principais propriedades fisicas requeridas para a avaliagéo da terebintina
- para fins de utilizagdo como solvente — sdo: a densidade relativa, o
indice de refracdo, a destilacdo (%v/v), o residuo de evaporagdo
(%m/m), o residuo em volume (%v/v), o valor acido e o ponto de ignicao
(flash point) em °C. 7

A terebintina comprada pela industria quimica como fonte de
isolamento para subsequente bonverséo em Oleo de pinho, fragrancias e
compostos aromatizantes, entre outros derivados, é avaliada com base
na sua composicédo detalhada, sendo que ha maior demanda por aquela
qu'e' contém contelido superior de pineno na sua constituicdo. Pinus
radiata poséui a maior quantidade (melhor qualidade) de ‘pineno
constituinte da turpentlna (mais de 95%), mas € muito pobre em termos
de rendimento (produgao) de resina. Por esse motivo, P. elllott// com a
segunda melhor qualidade de terebintina (aproximadamente 90% de
pineno) e o segundo melhor rendimento de resina das espécies de Pinus
estudadas (inferior apenas a P. caribaea, com alta quantidade, mas méa
qualidade de resina) € ampla e preferencialmente cultivado e |nd|cado
para a pratica da extragao em escala comercial.

Dessa forma, embora todos os pinheiros sejam capazes de
produzir resina, tanto a qualidade quanto a quantidade da terebintina e

do breu podem variar consideravelmente entre as espécies de Pinus, em
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funcido do componente genético (proprio de cada espécie) que exerce
papel importante na determinagéo da produgéo e composi¢éo da resina.

Além disso, composic&o e a quantidade da oleoresina pré-formada
dependem do status fisiolégico da planta, estagdo e condigbes
ambientéis.

Muitas das respostas induziveis resultam de alteragbes na
expressdo génica que influenciam a regulagdo bioquimica da sintese,
turover, e transporte de metabdlitos secundarios. Se a regulagao interna
é muito forte, respostas induziveis resultam tanto do ‘estl'mulo ambiental
(ferimento) quanto do genétipo da planta. ‘

Para fins comerciais, dependendo da espécie de pinheiro resinada,

a quantidade de resina depende de alguns fatores. Os mais importantes

incluem irradiancia, temperatura do ambiente, indice e freq'uéncia
pluviométrica, didmetro do tronco e tamanho da copa da arvore, método
de extragdo e duragéb da estacdo resineira. Além disso, diferghtes
arvores dentro de populagcbes de uma mesma espécie variam
quimicamente, sendo que arvores individuais podem variar ao longo das
estacdes em resposta ao estresse ambiental e em fungéo da idade.

A extragéo comercial de resina é feita no tronco de arvores com
crescimento secundario desenvolvido. Em regides temperadas, a.
atividade de extracdo de resina é sazonal e se estende da primavera ao
outono em clima mediterraneo, as chamadas estacbes de crescimento.
No sul do Brasil, no entanto, pode-se resinar o ano todo, com o inverno
representando entre 20 e 25% da resina anual. Uma area de
aproximadamente 10 cm (em Portugal - sistema de face estreita) ou 20-
25 cm de largura (nos EUA, Brasil e outros paises — face ampla) e 2,5-
5,0 cm de altura de casca é removida (quinzenalmente) de uma face do

tronco proxima ao chao (vide Figura 2).
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A resina extraida dos canais resiniferos é coletada em diversos

tipos de recipientes (sacos plasticos, materiais metalicos) presos com um

arame em volta da base do ferimento. Para estimular e manter o fluxo da

z

resina, uma pasta contendo acido sulfirico € aplicada na superficie
fresca do ferimento. Além de acido sulfurico (entre 40 e 60%
originalmente), a pasta pode conter lubrificante (para prevenir a
secagem), emulsificante (p_ara evitar a separagcdo das fases liquida e
oleosa) e silica pirogénica (a qual atua como agente espessante).
Diversos agentes sinalizadores estdo envolvidos nos mecanismos
de defesa vegetal no processo de producéo de resina, tais como etileno,
e os classicos mensageiros secundarios acido jasmonico e,
possivelmente, acido salicilico. Porém, outrds fatores (intrinsecos e/ou
extrinsecos) podem interagir e determinar alteragdes quantitativas e/ou
'qualitativas relevantes para o rendimento de resina. ;
Muitos relatos tém indicado que a sintese de monoterpenos e-a
producéo de etileno estdo relacionadas entre si, com a injlria causada

pelo ferimento, ou com o dano seguido da inoculagdo com fungos em

espécies de Pinus. Por esse motivo, assim como o &cido sulftrico, o

Ethrel ou CEPA (acido 2-cloro-etil-fosfénico), um composto liberador de
etileno, tem sido utilizado como componente da pasta estimulante _
aplicada sobre a estria desde a década de 70. ’

Outros compostos como paraquat e o acido salicilico, um conhecido
mediador da expressdo de varios genes relacionados a defesa, também
tém sido utilizados como elicitores de resposta de defesa em espécies de
coniferas. A aplicagdo comercial de jasmonato é limitada por seu alto
custo.

O uso de &cido salicilico ou auxina na pasta indutora mostrou-se
efetivo na indugéo de oleoresina em florestas comerciais de P. elliottii no

sul do Brasil (vide Rodrigues, Kelly C. da Silva; Fett-Neto A.G. Oleoresin
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yield of Pinus elliottii in a subtropical climate: seasonal variation and effect

of auxin and salicylic acid based stimulant paste. Industrial Crops and

Products, v. 30, p. 316-320, 2009).

Do ponto de vista comercial, pouco tem sido feito no que tange a
otimizacdo das pastas indutoras a base de acido sulfurico além da
incluséo de precursor de etileno (notadamente o acido 2 cloretil fosfénico
ou ethrel). .

Nos EUA, o U.S. Forest Service conduziu tambem diversos

“estudos envolvendo a aplicagdo do herbicida paraquat (sal bipiridilio), um

gerador de anion superoxido, que é normalmente aplicado algumas
semanas antes do abate da arvore para extragdo da resina do tronco
tombado. No sul do Brasil, usando o sistema de resinagem por estrias
em painéis de troncos vivos, no entanto, o uso de paraquat mostrou-se
ineficiente. '

Diversas patentes descreverp' adjuvantes que melhoram o
desempenho de pastas indutoras de oleoresina em Pinus. ‘

Assim, ja em 1936 a patente U.S. 2.053.031 ensinava o aumento
do rendimento de oleoresina causando um ferimento na casca da arvore
e na madeira abaixo da casca, e aplicando estimulagdo com um agente
quimico; que.pode ser uma base ou um sal, ndo explicitados, e coleta da
resina produzida de modo aumentado em reIac}éo ao modo sem
estimulacdo. Também sao preconizados varios ferimentos na casca da
arvore, a suficiente distancia uns dos: outras para aplicar a estimulacéo
quimica de modo independente em cada ferimento.

Na patente U.S. 2.435.724 é descrito um processo para aumentar
e prolongar o fluxo de oleoresina de arvores através do tratamento com
solucdes de acido diclorofendxiacético. Para a utilizagdo do método sé&o
efetuados orificios na casca da arvore e o produto de tratamento é

vaporizado em solugdo ou suspensédo. As plantas sdo tratadas trés vezes
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durante um periodo de 8 semanas, isto &, no inicio, ap6s 2 semanas €

ap6s 6 semanas. Foram atingidos rendimentos melhorados em resina

com o 4cido diclorofenoxiacético e derivados entre 2,3 e 2,7 vezes

aquele obtido por tratamento com um controle.

A patente U.S. 3.022.604 relata o emprego de derivados de uréia
para estimular a produgdo de rosina de coniferas. Dentre estes
derivados, séo citados como Uteis a N-t-butiluréia, N,N’-ditert-butiluréia,
N,N’-dimetil uréia, imidazolona-2, dihidroimidazolona-2, metil
imidazolona-2, 4,5-di-[furil-(2)]-imidazolona-2, etc. Os compostos
empregados ndo apresentam toxidade a planta. S&do verificados
aumentos de produgdo de rosina de cerca de 30% em relagdo ao
controle sem dérivado de uréia. 1

A patente U.S. 3.086.321 trata de um processo para o aumento da

‘producéo de oleoresina que compreende aplicar ao ferimento da casca

de arvore uma composicdo que compreende 96 ongas em volume de

acido sulfarico a 50%, 16 ongas em volume de querosene, 16 ongas em
volume de 6leo mineral leve e trago de dicromato de sodio.

A patente U.S. 3.359.681 trata de composi¢ao e processo para a
producdo aumentada de resina de coniferas. A composi¢éo constitui uma
pasta espeSsa ‘@ adesiva para ser aplicada‘a ferimentos preparados
sobre ‘a casca da arvore e compreende: um 6leo mineral néo fitotdxico
contendo um tensoativo, um emulsificante como o cloreto de dimetil
amdnio, um eletrdlito forte como uma solugao a 60% em peso de acido
sulfarico ou reguladores do crescimento de plantas como acido 2,4-
diclorofenoxiacético ou acido 2,4,5-triclorofenoxiacético, silica gel para
dar corpo e rigidez aos componentes liquidos e caulim comercial. No
Exemplo fornecido, sdo empregados 90 mL de 6leo mineral n&o toxico,
25 mL de emulsificante cloreto de amoénio, 4.000 mL de acido sulfurico a

60% em agua, 1.000 g de silica gel e 1.200 g de caulim.
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O processo de preparagdo da pasta compreende as seguintes

etapas seqiienciais, efetuadas a temperatura de 70°F (21°C): a) misturar

o emulsificante com o 6leo mineral contendo tensoativo sob agitagéo a

cerca de 500 rpm para formar uma emulsdo oleosa; b) agitar o acido
sulfurico a cerca de 750 rpm e adicionar lentamente ao mesmo a
emulsdo em odleo formada em a), obtendo uma mistura; c) aumentar a
agitacédo da mistura resultante a cerca de 900 rpm e adicionar a mesma a
silica gel em bateladas de 25 g até dissolugdo completa da silica gel,
obtendo uma mistura; d) adicionar 600 g do caulim a mistura resultante e
aumentar a agitacdo do mesmo até 1725 rpm; e) adicionar os 600 g
restantes do caulim a mistura obtida em d); e f) continuar a agitacdo da
mistura resultante. 7 |

A patente U.S. 3.858.354 trata de processo para a estimulagéo da
produgéo ‘de oleoresina de Aarvores vivas de Pinus pela adigéo\}ao
ferimento da casca de arvore, de uma composig_éb contendo acido
sulfarico, um lignosulfito de aménio, sédio ou calcio e opcionalmente uma
proporgao de uréia. .

A patente U.S. 3.971.1569 tra’ta~ do tratamento quimico de uma
conifera viva através do contato de uma substéncia quimica embebida
em um material fibroso absorvente, a substancia sendo introduzida na
arvore através de um furo praticado na mesma. A inclinagdo do furo
efetuado é dada em graus. Podem ser feitos dois ou mais furos no tronco
da arvore para introducdo da substancia de tratamento. A substancia
compreende um sal substituido de bipiridilio.

A patente U.S. 3.991.515 ensina um método ou processo para a
producdo aumentada de oleoresina associada a material de células vivas

de madeira com auxilio de uma dispersao diluida de amina primaria em
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C,.7 como propilamina em concentragao de cerca de 1-15% em peso em
agua.

Na antiga Unido Soviética, a pasta base para estimular a produgéo
de resina em coniferas consistia de solugdes aquosas de 0,2 a 0,4% de
levedura comestivel.

Diversas patentes foram produzidas relatando aumento de
rendimento de resina em relacédo a técnologia de estimulantes baseados
em levedura comestivel.

A patente SU 1173947 relata a producdo de oleoresina em
coniferas usando uma solucdo aquosa a base de extrato de milho 1-5%.

- A patente SU 1197604 ensina a.produgéo de resina em Pinus com
uma solugdo aquosa de 1-10% de xarope de maltose, resulfando em
incrementos de produgao de resina entre 7 e 30%.

A patente SU 1301358 relata o uso de hidroxilamina hidrocloreto
(solucédo aquosa 0,1 a 1% de modo a resultar em 0,3-0,5 g por decimetro
quadrado de madeira) para aumentar o rendimento de resina em 8 a 13
%. h

A patente SU 1398795 descreve o uso de extrato de levedura pré-
tratado com radiagéo UV, resultando em aumento de 11% no rendimento
de resina de tron-cosde coniferas. ‘

A patente SU 1528385 ensina o uso de estimulante de produg&o
de resina contendo levedura comestivel e cloreto de trimetil-cloreoetil-
aménio em solugdo aquosa, produzindo incrementos de 10-28%.

O uso de acido 4-cloro-N-(2-furil-metil)-5-sulfamoil antranilico em
suspens&o aquosa a 0,65% € descrito como estimulante da produ§éo de
resina em coniferas na patente SU 1528391.

O uso de uma solugdo aquosa de nistatina (19-micosaminil-

nistatinomida), relacionado aos antibioticos poliénicos, a 0,17% é descrito
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na patente SU 1542485 como estimulante da produ§éo de resina,
especialmente durante o inicio da estagcdo de resinagem local (Abril-
Maio). A base desta tecnologia seria a capacidade de nistatina de
aumentar a permeabilidade de membranas celulares a agua, o que
otimizaria o funcionamento das células secretoras dos canais resiniferos.

O uso de lodo resultante do processamento de madeira e producéo
de papel é descrito como um estimulador da produgdo de resina em
coniferas na patente SU 1540732, enquanto o residuo industrial micelial
da produgdo de antibiéticos € relatado na patente SU 1544288 como
capaz de aumentar a produgdo em 37 a 70%. ‘

) A patente SU 1724100 ensina que o residuo da produgéo de
levedura de pao € um estimulador mai.s eficiente da producao de resina,
se comparado a suspensao de levedura pura. |

Todas as patentes soviéticas 'mencionadas, no entanto, néao
comparam rendimento{s' com o sistema mais largamente utilizado no
mundo, que emprega pastas indutoras com acido sulfurico.

O primeiro registro de uso de substancias geradoras de etileno ou
acetileno para melhorar o rendimento de exsudatos de arvores aparece -
na patente GB1293934, de 1969, a qual descreve melhorias no
rendimento de latex de seringueira (Hevea brasiliensis) usando
tratamento quimico local das incisdes de tronco com acetileno (derivado
de carbeto de calcio), acido 2-cloro-etil-fosfénico ou acido 2,4,5 -
triclororetilfosfénico.

A patente U.S. 4.203.253 diz respeito a estimulagcdo da produgéo
de oleoresina associada com células vivas que pode ser quimicamente
induzida com a aplicacdo de compostos de etileno ou compostos
geradores de etileno, dentre os quais o acido 2-cloroetilfosfénico, CEPA
ou Ethrel. Sais de bipiridilio podem ser usados em combinacéo, como

diquat ou paraquat. Os produtos oleoresina sdo entdo recuperados da
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arvore com rendimentos aumentados em relagdo aos rendimentos
obtidos em auséncia de estimulagdo. Compostos geradores de etileno
sdo selecionados dentre o grupo que consiste de Dbeta-
hidroxietilhidrazina, etilhidazina, sim-dietilhidrazina, nao sim-bis (2-
hidroxietil)hidrazina, aminomorfolina, 2-hidroxi-N-(2-
hidroxietil)carbazinato, 2-(2-hidroxietil) semicarbazina, etil propil
fosfonato, sulfato de monoetila, e acido 2-cloroetilfosfénico. Este ultimo
composto esta presente na composi¢éo em entre 1 a 5% em peso.

Os documentos de patentes tornam claro que novas estratégias de
otimizacdo de pasta indutora de resina nao tém sido exploradas, embora
a melhora de rendimento constitua uma meta importante para tornar a
étividade resineira mais lucrativa.- |

A melhora de rendimento em florestas de produgédo média, sem
melhoramento especifico para produgao de oleoresina é outra meta
relevante, uma vez que o-melhoramento genético com vistas a atividade
resineira € incipiente, e a vasta maioria dos plantéis florestais usados
atualmente para esta finalidade econémica ndo sofreu selecdo ou

~melhoramento genético.

Assim, a técnica ainda necessita de processos de produgcdo
aumentada de oleoresina de coniferas por: administracdo de pastas
indutoras a base de acido sulfirico destinadas a serem aplicadas’ em
arvores vivas, contendo aditivos indutores de custo inferior ao dos
compostos geradores de etileno como CEPA ou Ethrel.

SUMARIO DA INVENGAO

De um modo amplo, a composi¢ao da invengdo a ser aplicada em
pelo menos uma estria ou -corte obtida por ferimento de coniferas vivas
de mvodo a obter rendimento aumentado em oleoresina sem alteragao
significativa na composicdo dos componentes majoritarios da oleoresina

(alfa e beta pineno) compreende, além de ingredientes usuais como
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acido sulfurico aquoso a 15-30%, 6leo mineral e silica para proporcionar
consisténcia para aderéncia a arvore, uma propor¢céo entre 0,1 a 2000
mM L' de pelo menos um metal (co-fator de terpeno sintases ou
componente de receptores de etileno) selecionado dentre Cu, Mn, Fe, e
K.

O pelo menos um co-fator metalico € aplicado sob forma de sais
de &nions inorganicos ou organicos.

Alternativamente o pelo menos um co-fator metalico € aplicado sob
forma de 6xidos dos metais. '
| Ainda alternativamente, para mais de um co-fator metalico aplicado
sob forma de combinagdes, a mistura ou combinagéo compreende: /) co-
fatores metalicos sob forma de sais selecionados dentre organicos e
inorganicos; i) 6xidos; e iij) combinagdes dos ditos sais e ditos 6xidos, as
combina¢6es em todos os casos sendo efetuadas em qualquer
proporgao. ) |

Ja o processo para obtengado de oleoresina de coniferas vivas com
rendimentos superiores aos obtidos com pasta indutora de exsudagéo
desproyida do pelo menos um co-fator metdlico presente na composi¢ao
da invengdo compreende preparar uma pasta indutora a base de acido

sulfurico ‘contendo o dito pelo menos um co-fator metalico e aplicar a

‘mesma com auxilio de uma bisnaga ou similar em pelo menos um

ferimento na casca da conifera uma proporgao eficaz da dita composicao
da invengao e coletar a resina exsudada com rendimentos superiores.

A invengdo prové, portanto, uma composicao de pasta indutora de

‘exsudacdo aumentada de oleoresina em coniferas vivas que

compreende acido sulfurico diluido, éleo mineral, silica e aditivos para
atingir consisténcia e uma proporgéo eficaz de pelo menos um metal (co-
fator de terpeno sintases ou componente de receptores de etileno)

selecionado dentre Cu, Mn, Fe e K.
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A inveng&o prové também uma composicdo de pasta indutora a
base de acido sulfirico com exsudagdo aumentada de oleoresina em
coniferas vivas que resulta em rendimento de oleoresina equivalente ao
obtido com uma pasta controle com bom desempenho, porém com
redugdo expressiva no custo de fabricagdo da pasta indutora, pois

permite a eliminagdo do componente de maior custo na formulagdo de

. uma pasta controle de bom desempenho (o precursor de etileno acido 2

cloroetil fosfénico — CEPA ou Ethrel). .

A invengdo prové ainda uma pasta indutora de exsudacdo de
oleoresina a base de &cido sulfurico para ser aplicada em coniferas
vivas, a pasta contendo entre 0,1 e 2000 mM L™ de pelo menos um metal
(co-fator de terpeno sintases ou componente de receptores 'de etileno)
selecionado dentre Cu, Mn, Fe e K, o metal (pelo menos um) sendo
utilizado sob forma de sais inorganicos e organlcos e de OXIdOS de modo
|solado ou combinados em qualquer proporgao.

A invengdo prové adicionalmente uma pasta indutora de
exsudacdo aumentada de oleoresina para ser aplicada em coniferas
vivas, a pasta sendo de baixo custo e modo de obtengéo simples.

A invencdo prové igualmente um processo para a produgdo
aumentada, em Telagdo a processos do estado da técnica a base de
acido sulfurico, de oleoresina em coniferas vivas.

A invengdo prové ainda um processo de baixo custo para a
produgdo aumentada, em relagdo a processos do estado da técnica a
base de acido sulfarico, da exsudacéo de oleoresina em coniferas vivas.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A FIGURA 1 anexa é uma representacdo esquematica }da
anatomia do xilema secundério de caules de Pinus, com destaque para a
presenga de ductos resiniferos. Em (1), Ductos Resiniferos, em (2),
Parénquima Radial, em (3) Lenho Precoce, em (4) Lenho Tardio, em (5)
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Superficie Transversal, em (6), Superficie Tangencial, em (7) Superficie
Radial.

A FIGURA 2 anexa mostra um diagrama de procedimento basico
de resinagem em Pinus. Legenda: (10) tronco, (20) painel com estrias
(cortes) seriadas geradas por operador usando ferramenta apropriada,
(30) arame para fixagao do saco plastico, (40) saco plastico coletor de
oleoresina, (50) oleoresina acumulada. .

A FIGURA 3 anexa retrata a producdo de oleoresina com pasta
estimulante comercial suplementada com diferentes metais. Legenda:
Controle 1: estria ou corte na arvore (sem tratamento). Controle 2: Pasta
comercial (com CEPA ou Ethrel). FIGURA 3A: Metal da Invengado: K.
FIGURA 3B: Metal da invengdo: Cu. FIGURA 3C: Metal da Invengéo: Fe.
FIGURA 3D: Mn. Barras compartilhando uma ou mais letras nao diferem
pelo teste de Tukey (P< 0.05). « |

A EIGURA 4 anexa ilustra a produgdo de oleqrésina com pasta
estimulante suplementada com metais adjuvantes sem CEPA. Controle
1. estria ou corte na arvore (sem tratamentd). Controle 2: Pasta comercial
(com CEPA ou Ethrel). FIGURA 4A: Metal da Invengdo: Mn. FIGURA 4B:
Metal da invengdo: K. FIGURA 4C: Metal da Invencao: Fe. Barras
compartilhando uma ou mais letras nao diferem pelo teste de Tukey (P<
0.05). ' '
DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

Na presente invencao as estrias efetuadas na casca de coniferas
para recolher o exsudato resinoso sdo também denominados ferimentos,
cortes ou injL’Jrié mecanica.

~ Ainda, os co-fatores metalicos sdo também denominados

adjuvantes ou compostos adjuvantes.
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Pasta indutora também é denominada pasta para exsudacdo
aumentada de oleoresina de coniferas vivas.

Ainda, deve ser salientado que de preferéncia a composigdo e
pasta da invencdo se aplicam a arvores (coniferas) vivas, ja que o
sucesso da pasta indutora decorre da resposta do desempenho
melhorado das terpeno-sintases em fungdo da adi¢cdao de seus co-fatores
metalicos, ou seja, € essencial que as células estejam vivas (enzimas
ativas) para a pasta funcionar nesses termos. '

Com base nos conhecimentos bioquimicos, fisiolégicos e
ecoquimicos de Pinus ja descritos, bem como em virtude do custo
relativamente alto de CEPA ou Ethrel na composi¢éo da pasta indutora
de resina, a presente invengao éompreende uma composi¢ao e processo
para exsudagéb aumentada por otimizacdo da pasta indutora para
incremento do rendimento de resina ou manutengao do rendimento atual
com substituicao parciajl ou total de Ethrel, resultando em »minimizagéo de
custos. |

- Um primeiro aspecto da invencdo é a composicido de pasta
indutora contendo pelo menos um metal adjuvante para a exsudagao
aumentada de oleoresina em coniferas vivas. '

Um segund\o aspecto da invencao é a pasta indutora de exsudagao
aumentada de oleoresina em coniferas vivas contendo pelo menos um
metal adjuvante.

Um terceiro aspecto da invengédo € o processo para exsudacao
aumentada de oleoresina em coniferas vivas, 0 processo
compreendendo prover uma composicdo de pasta da invencgéo e aplicar
a mesma com auxilio de bisnaga sobre pelo menos um corte para
resinagem realizado no tronco de arvores de coniferas vivas,
particularmente do género Pinus, com a composicdo de pasta indutora

de oleoresina contendo pelo menos um metal (co-fator de terpeno
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sintases ou componente dos receptores de etileno) selecionado dentre K,
Cu, Fe e Mn.

A seguir, serdo descritos detalhadamente os reagentes e
procedimentos envolvidos na composicéo e no processo inventivos.

Deve ficar bem claro para os especialistas que embora os
experimentos que conduziram aos resultados apresentados no presente
relatério sejam relativos & Pinus elliottii Engelm, os mesmos se aplicam
igualmente bem a outras espécies de coniferas, incluindo: P. caribaea
var. hondurensis P. caribaea var. bahamensis, P. oocarpa, P. kesya, sem
estar limitadas a estas. ‘

Adicionalmente, os especialistas compreenderao que os resultados
obtidos através dos experimentos que cbnduzirarh ao presente pedido se
aplicam a quaisquer paétas indutoras de exsudacéo de resina a base de
acido sulftrico, de uso disseminado na técnica desta area ‘do
conhecimento, contendo os ingredientes usuais como sflica, caulim e_/du
quaisquer outros espessantes e quaisquer aditivos reguladores da
densidade, tensoativos, argilas e similares, tais pastas podendo conter
ou ndo quaisquer outros adjuvantes de exsudacéo de oleoresina, 0s
ingredientes citados sendo utilizados nas proporgGes praticadas e sendo
combinados em qualquer ordem por meios manuais ou mecanicos.

Conforme 0s documentos citados acima no presente relatoério, as
pastas indutoras de exsudagéo de oleoresina em coniferas vivas sdo em
geral a base de acido sulfurico e outros ingredientes, como silica, caulim,
6leo mineral, Ethrel e outros adjuvantes tal como mais acima no presente
relatério.

No caso da presente invengdo a pasta utilizada como a
composicdo Controle 2 (controle positivo) é uma pasta comercial 4 base
de acido sulfarico 15-30% vol/vol a qual é adicionado CEPA (acido 2-
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cloroetil fosfonico) ou Ethrel em proporcao de 3,0-4,5% em peso como
adjuvante.

- Nos experimentos da invencdo o Controle 1 (controle negativo)
constitui o exsudato obtido unicamente a partir da estria ou corte
efetuado na arvore, sem aplicacao de qualquer pasta indutora.

O CEPA ou Ethrel € um material de custo bastante elevado
(conforme cotagdo da Sigma-Aldrich, 100 mg de CEPA [CAS number =
64844-57-1] custam R$ 451,00) e seria assim interessante substituir em
todo ou em parte a adicdo do mesmo a pasta indutora de exsudacgéo
utilizada nos ferimentos ou cortes de arvores para obter exsudacao
aumentada de oleoresina com igual eficiéncia a custo inferior.

| Ja os sais e Oxidos de:- co-fatores de metais utilizados na
composicdo de pasta conforme a invengdo s&o de muito baixo custo, em
média entre R$ 0,0128 até 0,0212 por 100 mg. ’ ‘

O processo de preparagéb da composicao conforme a invencao
para a exsudacdo aumentada de oleoresina compreende combinar uma
proporgdo entre 0,1 e 2000 mM L™ de pelo menos um co-fator (de
terpeno sintases ou componente de receptores de etileno) metalico
selecionado dentre Cu, Mn, Fe e K sob forma de sais ou o6xidos, a
ingredientes usuais das pastas indutoras a base de acido sulfurico, ou
seja, uma solugdo aquosa de acido sulftrico entre 15-30% vol/vol, silica,
caulim, espessantes, 6leo mineral e quaisquer aditivos conhecidos e
necessarios para a consisténcia da pasta, a combinagao sendo efetuada
sob agitacdo e a temperatura ambiente.

Conforme a invencgéo, os sais do pelo menos um co-fator metalico
sdo selecionados dentre sais obtidos a partir do co-fator metalico e -
anions inorganicos selecionados dentre sulfatos, cloretos, nitratos,

carbonatos e fosfatos, sem estarem limitados a estes.
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Alternativamente, os sais do pelo menos um co-fator metalico sédo

selecionados dentre sais obtidos a partir do dito pelo menos um co-fator

—-metalico--e anions--organicos - selecionados -dentre - citrato,--lactato e

oxalato, sem estarem limitados a estes. ‘

Ainda alternativamente, o peld menos um co-fator de metal é
utilizado sob forma de 6xido.

E ainda alternativamente, uma combinagéo de co-fatores metalicos
¢ utilizada, sob forma de sais inorgénicos, orgénicos e O6xidos, em
qualquer combinagao entre si e em qualquer proporgao.

Embora a proporgdo dos metais adjuvantes na pasta indutora
possa variar dentro de amplos limites, considera-se uma faixa preferida
para os metais Cu, Mn e Fe, entre 0,1 e 1000 mM L™ enquanto para o K
esta faixa esté entre 10 e 2000 mM L™ .

Ainda mais preferida é a faixa entre 0,2 e 500 mM L’ para Cu, Mn
e Fe, e entre 20 e 1000 mM L™ para o K. |

Portanto, o processo de preparagdo da composicdo de pasta

indutora de exsudacdo aumentada de oleoresina em coniferas vivas

conforme a invengéo compreende a mistura ou combinagdo do ou dos

sais do pelo menos um metal adjuvante a composi¢do de pasta indutora
por simples adicdo da quantidade determinada do dito pelo menos um
metal adjuvante sob forma de um de seus sais a uma solugdo aquosa
entre 15-30% de acido sulfurico, seguida da adicdo dos outros
ingredientes da pasta e agitacdo da mistura dos ingredientes até a
consisténcia ideal ser atingida.

A concentragédo de acido sulfarico aquoso utilizada néo é critica,
podendo variar desde 15% vol/vol até 40-60% vol/vol, com um valor
médio entre 15-30% vol/vol.

O sal do metal usado é de um Unico metal.
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Alternativamente é usada uma mistura de sais de metais em
qualquer proporgao.
- Alternativamente -os- co-fatores-metalicos-sdo-aplicados- sob -forma--

de 6xidos dos metais.
Ainda alternativamente, para mais de um co-fator metalico aplicado

sob forma de combinag¢des, a mistura ou combinagcdo compreende: i) co-

fatores metalicos sob forma de sais selecionados dentre organicos e

inorganicos; /i) 6xidos; e iij) combinages dos ditos sais e ditos 6xidos, as
combinagdes em todos os casos sendo efetuadas entre sais dos dois
tipos ou entre sais e 6xidos em qualquer proporgao.

Conforme a pratica desta area tecnoldgica, a consisténcia ideal da
composu;ao de pasta e da pasta obtida & deflnlda pela manutengao das
proprledades fisicas da pasta para a permanenma desta no painel de
extragao de resina por, no minimo, 14 dias ap6s apllcagao da mesma.

) Os resultados experimentais indicam que os sais de metais s&o
eficazes no aumento da exsudagao de oleoresina mesmo em baixas
proporgdes. » v

Durante a pesquisa que levou ao desenvolvimento do presente
pedido, os Requerentes utilizaram composi¢cdes da invencao que incluem
o adjuvante CEPA ou Ethrel e pelo menos um sal de metal adjuvante
proposto na invengao. ,

'Os exsudatos obtidos a partir da aplicagdo destas composicbes de
pastas e pastas foram quantificados.

Os resultados experimentais estao ilustrados nas Figuras 3A, 3B,
3C e 3D. :

A fim de determinar o efeito especifico do pelo menos um co-fator

metalico sobre a exsudagdo de oleoresina, em._um_outro. grupo de .

composi¢gdes de pasta adjuvante as composicdes sao isentas de CEPA

ou Ethrel, contendo como adjuvante unicamente o pelo menos um sal de
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metal (co-fator de terpeno sintases ou componente de receptores de

etileno).

Os resultados experimentais estao ilustrados nas Figuras 4A, 4B e -

4C.

Conforme pode ser visto a partir dos graficos de barra das Figuras
3ed, a»composigéo e pasta da invengéo atingem excelentes resultados
ndo somente em relagdo ao controle negativo, sem uso de qualquer
pasta indutora, mas igualmente supera ligeiramente os excelentes
resultados obtidos com a pasta indutora utilizada Como controle positivo,
que contém CEPA, o aditivo de custo altissimo. '

A obtencdo de resina de arvores de Pinus elliottii Engelm. var.
elliottii de 28 anos de idade & feita pelo método de estriacdo da casba
(“bark streak” (Stubbs, J., Roberts, D.R. and Oufcalt, KW. 1984.
Chemical Stimulation of iightwood in southern pines. General Technical
Report S‘E‘-25. United States Department of Agricultur‘_e,' Forest Service,

Southeastern Forest Experiment Station, Asheville, North Carolina),

~ conforme esquematizado na Figura 2.

Conforme a Figura 2, o padréo de estrias (20) que é aplicado com
instrumento. cortante éo tronco (10) e porgéo externa do tronco de Pinus,
provoca a liberagdo de resina. Na superficie cortada, a qual -é
periodicamente ampliada de modo sequencial e acrépeto (p. ex.
semanalmente ou quinzenalmente), logo apés o corte, aplica-se sobre
cada uma das incisées uma fina camada de pasta indutora de resina que
mantém e amplia a liberacdo da mesma. A resina escorre para baixo,
sendo coletada em saco plastico (40) que é fixado ao tronco por meio de
um arame (30). O saco plastico coletor (40) é esvaziado e substituido na
medida em que é preenchido totalmente com resina (50).

No processo de obtencdo de exsudato de coniferas vivas conforme

a invencao a composicao de pasta indutora de exsudagdo aumentada é
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aplicada em pelo menos uma estria (20) do tronco (10) da conifera viva e
a resina exsudada (50) em propor¢ao aumentada em relacéo a resinas
do estado da técnica é coletada em saco plastico (40).-

Em geral, sem estar limitado a esta, a composicdo de pasta
indutora é aplicada com auxilio de bisnaga.

Os experimentos que serviram de base para os dados do presente
pedido foram conduzidos em arvores localizadas no estado do Rio
Grande do Sul, municipio de S&o José do Norte (aproximadamente 32
graus sul de latitude e 52 graus oeste de longitude). As florestas usadas
nos ensaios nao haviam sido previamente resinadas. Embora nao
tenham sido explicitamente tratados no presente pedido, resultados
equivalentes podem ser obtidos com florestas previamente resinadas,
bem como com o‘utras espécies de Pinus e seus hibridos.

Para todos os ensaios s&o usados dois tipos ‘de controles:
estriagem de caspé sem aplicagdo de pasta indutora de resina (cor’te ou
controle negativo — Controle 1 nas Tabelas e Figuras) e estriagem de
casca com aplicagdo de pasta indutora comercial (pasta ou controle
positivo- Controle 2 nas Tabelas e Figuras). ’

A pasta indutora comercial usada como controle € composta de:
silica pirogénica, émulsiﬁcador e os ingredientes ativos, acido sulfarico
15 -30% eacido 2-cloro-etil-fosfonico (CEPA) 3,0 - 4,5%.

Pastas modificadas pela adicdo de diferentes adjuvantes foram
aplicadas nos ferimentos do fronco de arvores submetidas aos
tratamentos (Tabela 1).

A fim de evitar efeitos relevantes da irradiancia solar e dos ventos,
em todos os ensaios as 4 a 5 fileiras de arvores mais externas do
perimetro florestal ndo sao consideradas.

Nos ensaios sdo usadas 40 a 50 arvores por tratamento com

diametro médio a altura do peito de 22 cm. Apds o término de cada
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estac&o de resinagem, sacos plasticos coletores de resina s&o pesados
apés a cuidadosa remogao da agua de chuva superficial.

Um-total de 5060-arvores-foi-testado.- - -

Os ensaios foram conduzidos nas terras da empresa FLORESTAL
PALMARES LTDA.

Na Tabela 1 a seguir sao listados os adjuvantes de pasta indutora
avaliados, bem como o racional para o emprego dos mesmos na

composig¢éo de pastas otimizadas.

TABELA 1
Adjuvante Faixas - de | Atividade biolégica P
‘ Concentragao ' :
Cobre (Cu) 0,1 — 1000 mM L™’ Cu: Co-fator de Receptores de
o etileno
Mn (Manganés)|0,1 —1000 mM L™ Mn® Co-fator de Monoterpeno
‘ - sintases
Fe (Ferro) 0,1 -=1000 mM L™ Fe”: Co-fator de Monoterpeno
- sintases
K (Potassio) 10 — 2000 mM L™ K': Co-fator de Monoterpeno
: | sintases :

Amostras de resina recém—produzida foram obtidas de troncos de
90 arvores de dois sitios diferentes. ;o

Cada amostra consistiu de uma mistura de igual proporgéo de
resina fresca (produzida: nas ultimas 24hs) de 10 arvores individuais
submetidas ao mesmo tratamento.

As coletas foram feitas sempre a tarde para evitar possiveis efeitos
circadianos. '

Imediatamente apdés a coleta, as amostras de resina foram

.congeladas e armazenadas em ultra-freezer a (-80°C) em frascos

completamente selados até analise.
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Para analise, 0,1 g de resina foi transferida para um novo frasco ao
qual adicionou-se 1 mL de dietil éter.

As mesmas analises foram-feitas com uma diluicao diferente (0,08 -
g de resina em 10 mL de dietil éter), fornecendo resultados similares.

Apl6s agitar com uma espatula, a amostra foi mantida em um
banho ultrasdnico a temperatura ambiente por 20 minutos. As amostras
foram limpas passando-as por colunas de extragdo de fase soélida de
silica Extract clean ® (Altech Inc. Columbia, MD, USA, 500mg/8.0mL).
Uma solugéo clara foi obtida e diretamente injetada no aparelho de GC.

A andlise de GC quantitativa foi conduzida usando um
cromatégrafo gasoso Perkin Elmer Autosystem XL equipado com
software TotalChrom™, usando coluna capilar de silica DB-1 (25 m Xx
0.25 mm). As temperaturas do injetor e do detector foram 220°C e
250°C, respectivamente. A temperatura do forno foi programada de 60°C .
(3 min) até 300°C a 15°C/min. Nitrogénio foi usado como gas carreador |
(1,3 mL/min) e o volume de injecéo foi 3 pl.

As percentagens de composicao foram obtidas a partir de medldas
de integragao eletronicas usando detecgéo de ionizacdo de chama (FID) 
sem ter em conta os fatores de resposta relatlvos "

Para quantificacéo de alfa e beta pineno na resina, curvas padrao ‘
foram geradas com padroes auténticos de monoterpenos (Sigma, USA).

‘Andlises quantitativas foram realizadas usando um cromatégrafo
Shimadzu acoplado a um quadrupolo sistema MS (QP 5000), equipado
com uma coluna capilar DB-5 de silica fusionada (30 m x 0.25 mm x 0.25
um, J & W Scientific). O gas carreador foi hélio e o fluxo, 1 mL/min. Os
parametros operacionais do éspectrémetro de massa foram: voltagem de
ionizagdo = 70 eV, temperatura da fonte de“"i'c}hs = 250°C. As

temperaturas do injetor e detector foram ajustadas em 220°C e 250°C,
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respectivamente. A temperatura do forno foi programada de 60°C (3 min)
até 300°C a 15°C/min.
~ Aidentificacdo de compostos foi feita por comparagédo com indices
de retengéo (determinados em relagdo aos tempos de retencéo de uma
série de n-alcanos) e espectros de massa com aqueles de amostras
auténticas com dados da literatura.
As analises estatisticas dos dados foram feitas por andlise de
variancia simples (ANOVA) seguida de teste de Tukey. Dados foram
transformados quando necessario para atender os requisitos de

homogeneidade de variancia da ANOVA. Em todos os casos usou-se P

’s 0.05 (Sokal, R.R. and Rohlf, F.J. 1981. Biometry. W.H. Freeman, San

-

Francisco, 859p.).

Alguns adjuvantes metalicos testados em conjunto com CEPA na
pasta indutora aumentaram de modo significativo a producéo de resina,
como pode ser visto nas Figuras 3A, 3B,.3C e 3D.

No entanto, os adjuvantes ndo reduzem o rendimento em relacdo
ao controle positivo nas concéhtragées guando nao sao estimulatérios.

Os adjuvantes com melhor efeito estimulatério foram potassio,
ferro e cobre.

A terebintina de resina de Pinus élliottii var. elliottii induzida por
pasta comercial suplementada ou nd3o com metais ndo tem composicao
alterada de forma significativa em seus componentes majoritarios (alfa e
beta pineno), tendo sido observada diferenca estatistica entre os
tratamentos somente para o canfeno, conforme os dados de
céncentragéo de terpenos obtidos por GC-MS de amostras de resina.
Todos os tratamentos continham CEPA.

Estes dados sdo exemplificados na Tabela 2 a seguir.

TABELA 2
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Concentragao%
Tratamento | o-pineno | canfeno | B-pineno | mirceno | B-felandreno | metil-chavicol*
Mn | 8327a |229abcd| 10144a | 168a 8,77 a ©210a
Fe 7758a | 2,60abc | 106,50a | 1,98a 6,80 a 115a
K 86,54 a 334ab | 9291a | 383a 945a 2,31a
Cu 84,65a 3,68a | 100,07a | 1,43a 711a 1,85a
C1 81,65a 1,10 cd 9945a | 182a 10,53 a 2,84 a
C2 86,62 a 0,97d 10424a | 1,25a 5,28 a 0,76 a

C1 = Controle 1:controle negativo
C2 = Controle 2:controle positivo

Numeros na mesma coluna compartilhando uma ou mais letras
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ou Dunnett's C*
(P<0.05).

“ Cada valor representa a média de 10 arvores.

A combinagdo de adjuvantes da invengdo na pasta com CEPA
mostrou efeito similar aos adjuvantes fornecidos individualmente.

Ja o efeito de adjuvantes individuais em pasta sem CEPA na
producéo de resina foi equivalente ao da pasta comercial contendo
CEPA, o que é altamente promissorAtendo em vista o custo irrisério dos
sais de metais co-fatores em relagédo ao produto CEPA.

Estes dados sao exemplificados nas Figuras 4A, 4B e 4C.

Conforme a Tabela 2 acima, a andlise cromatografica da
composi¢éo de monoterpenos majoritério/s de oleoresina mostrou que a
presenca de co-fatores metalicos em pasta indutora na auséncia de
CEPA n3o mudou de forma significativa a composicdo em relagéo a
pasta comercial. |

Os dados mostram que a adicdao de adjuVantes metalicos

" envolvidos como co-fatores na atividade de terpeno sintases de coniferas

ou como integrantes de proteinas receptoras de etileno na pasta indutora

~ de resina pode melhorar o rendimento em peso de oleoresina, sem
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alterar de forma expressiva a composicdo dos terpenos majoritarios da
terebintina, alfa e beta pineno.

Adicionalmente, é possivel eliminar o componente da pasta
indutora de maior custo - acido 2 cloroetil fosfénico (CEPA) - da
composicdo da pasta e substituir o mesmo por co-fatores metalicos
conforme proposto na composicédo, pasta e processo de obtencdo de

oleoresina aumentada de coniferas vivas conforme o presente pedido.
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REIVINDICAGOES

. Composicdo de pasta indutora de 'exsudagéo aumentada de

oleoresina em coniferas vivas compreendendo solugcdo aquosa de
acido sulfurico entre 15-30% vol/vol e aditivos selecionados dentre
silica, caulim, 6leo mineral, espessantes e similares, dita
composi¢cao sendo caracterizada por compreender adicionalmente
a adigcdo de entre 0,1 e 2000 mM L™ de pelo menos um co-fator
metalico de terpeno sintases ou componente de receptores de
etileno, o pelo menos um metal sendo selecionado dentre Cu, Mn,
FeeK.

. Composigao de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada por as

propor¢cdes de Cu, Mn e Fe estarem entre 0,1 e 500 mM L™

- enquanto a proporc¢éo de K esta entre 10 e 2000 mM L' de pasta

indutora.

. Composicado de pasta ihdutcra de acordo com a reivindicagéo 1,

caracterizada por a faixa para Cu, Mn e Fe estar entre 0,2 e 300

mM L™ e a faixa para o K estar entre 20 e 1000 mM L' de pasta.

4. Composi¢ao de pasta indutora de acordo com a reivindicagdo 1,
_caracterizada por o pelo menos um co-fator metalico ser utilizado

sob forma de um sal do dito pelo menos um metal.

. Composicéo de pasta indutora de acordo com a reivindicagéo 4,

caracterizada por os &nions dos ditos sais do pelo menos um co-

fator metdlico serem inorgéanicos.

. Composicédo de pasta indutora de acordo com a reivindicagao 5,

caracterizada por ditos anions inorganicos serem selecionados

dentre sulfatos, cloretos, nitratos, carbonatos e fosfatos.
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. Composi¢cdo de pasta indutora de acordo com a reivindicagao 4,

caracterizada por os anions dos ditos sais do pelo menos um co-

fator metalico serem organicos.

. Composicdo de pasta indutora de acordo com a reivindicagao 7,

caracterizada por ditos anions organicos serem selecionados

dentre citratos, lactatos e oxalatos.

. Composigdo de pasta indutora de acordo com a reivindicagéo 1,

caracterizada por o pelo menos um co-fator metalico ser utilizado
sob forma de 6xido do dito pelo menos um metal.

Composigao de pasta indutora de acordo com a reivindicagéo 1,
caracterizada por compreender uma mistura de co-fatores
metéliéos, onde a mistura compreende: /) co—fatores. metalicos sob
forma de sais selecionados dentre orgéanicos e inorganicos; ii)
éxidosi e iij) combinagbes dos ditos sais e ditos oxidos, as
combinagdes entre sais dos dois tipqs ou entre sais e 6xidos € em
todos os casos sendo efetuadas em qualquer proporgao.
Composicdo de pasta indutora de acordo com todas as
reivindicacdes anteriores, caracterizada -por ser preparada por
adicdo do pelo menos um dito co-fator metalico a solugdo aquosa
a 15-30% volivol de 4cido sulfirico, seguida da adigdo dos outros
ingredientes da composicdo ‘e homogeneizagcéo por agitagdo da
mistura a temperatura ambiente.

Pasta indutora de exsudagdo aumentada de oleoresina em
coniferas vivas resultante da composicdo de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada por compreender entre 0,1 e 2000 -
mM L™ de pelo menos um co-fator metalico de terpeno sintases ou
componente de receptores de etileno, o dito pelo menos um metal

sendo selecionado dentre Cu, Mn, Fe e K.
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Pasta indutora de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizada
por as propor¢des de Cu, Mn e Fe estarem entre 0,1 e 1000 mM L~
" enquanto a proporgao de K esta entre 10-e 2000 mM L™ de pasta
indutora.

Pasta indutora de acordo com a reivindicagcdo 13, caracterizada
por a propor¢do para Cu, Mn e Fe estar entre 0,2 e 500 mM L' e a
proporgéo para o K estar entre 20 e 1000 mM L™ de pasta.

Pasta indutora de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizada
por o pelo menos um co-fator metalico ser utilizado sob forma de
um sal do dito pelo menos um metal.

Pasta indutora de acordo com a reivindicagéo 16, caracterizada
por o anion do dito sal do pelo menos um co-fator metdlico ser

inorganico.

* Pasta indutora de acordo com a reivindicagéo 16, caracterizada
_por o anion inorganico ser selecionado dentre sulfato, cloreto,

nitrato, carbonato e fosfato.
Pasta indutora de acordo com a reivindicagéo 15, caracterizada
por -os ditos anions dos sais dos co-fatores metalicos serem

organicos.

Pasta indutora de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizada

por os ditos anions organicos serem selecionados dentre citratos,

lactatos e oxalatos.

- Pasta indutora de acordo com a reivindicagcdo 12, caracterizada

por compreender uma mistura de co-fatores metalicos, onde a
mistura compreende: /) co-fatores metalicos sob forma de sais
selecionados dentre orgénicos e inorganicos; i) oOxidos; e iii)
combinagbes dos ditos sais e ditos Oxidos, as combina¢des em

todos os casos sendo efetuadas entre sais dos dois tipos ou entre

-sais e 6xidos e em qualquer proporgao.
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Processo para a producgéo aumentada de oleoresina em coniferas
vivas com auxilio da composigao de acordo com a réivindicagéo 1,
dito processo sendo caracterizado por compreender prover dita
composicéo e aplicar a mesma com auxilio de bisnaga a pelo
menos uma estria (20) obtida por ferimento causado no tronco (10)
das ditas coniferas vivas, e coletar em saco plastico (40) a
oleoresina (50) com rendimento aumentado em relagdo a
processos do estado da técnica.



176

FIGURAS

FIG. 1



—
.




~

L o)
0

= = 8
mA_ M WA3
o) y o .

---------------
777777777777777777



3z
Y 0O
_mw )
5 < .
o

-------

77777777

77777777



m =
=

w

3 9 «
S 3
O w

7777777777777777



6/6

-------
77777777

FIG. 4C



10

15

11

RESUMO
COMPOSIGAO E PASTA INDUTORA DE EXSUDAGAO AUMENTADA
DE OLEORESINA E PROCESSO PARA A PRODUGCAO AUMENTADA
DE OLEORESINA EM CONIFERAS VIVAS

E descrita uma composigdo de pasta indutora de exsudagio
aumentada de oleoresina em coniferas vivas, a composi¢cdo, a base de
acido sulfarico aquoso entre 15-30% volivol e aditivos usuais,
compreendendo adicionalmente entre 0,1 e 2000 mM L™ de pelo menos
um co-fator metalico de terpeno sintases ou componenfe de receptores
de etileno, dito co-fator sendo selecionado dentre Cu, Mn, Fe e K.

O processo de produgdo aumentada de oleoresina compreende
aplicar a composig¢ao de pasta da-invencéao a pélo menos uma estria (20)
obtida por ferimento causado no tronco (10) das ditas coniferas vivas, e
coletar em saco plastico (40) -a oleoresina (50) com rendimento

aumentado em relacgéo a processos do estado da técnica.
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