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RESUMO GERAL

Vérios fatores afetam o crescimento, o teor e a composicdo quimica de plantas
medicinais e aromaticas, dentre elas, praticas agronémicas como as de
fertilizacdo. Este trabalho teve dois objetivos, o primeiro visou avaliar o
crescimento vegetativo e composicdo quimica volatil da Lippia gracilis,
empregando a técnica do elemento faltante. No segundo, propbs-se a avaliar 0s
efeitos de diferentes doses e fontes de esterco avicola na producdo de biomassa,
nos teores de pigmentos fotossintéticos, compostos fendlicos e na composicdo
quimica volatil. No primeiro experimento, mudas de L. gracilis foram
cultivadas em solugdo nutritiva, utilizando a técnica do elemento faltante,
omitindo os macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) por um periodo de 60 dias.
A auséncia de Ca, N e K foi limitante ao crescimento vegetativo da planta. A
ordem decrescente de limitagdo dos nutrientes para o crescimento de L.gracilis
foi Ca>N=K>P=Mg>S. Ja no segundo experimento, mudas de Lippia gracilis
foram cultivadas em dois estercos (codorna e galinha) e doses (0,0; 1,5; 3,0 e
6,0 Kg m®) por um periodo de 120 dias. Sendo as doses 1,5 Kg “do esterco de
codorna e 3,0 Kg “ do esterco de galinha as que apresentaram os melhores
resultados. Em sintese o uso das diferentes fontes e doses de esterco avicola e
a omissdo de nutrientes influenciaram significativamente na producdo de
biomassa das plantas, no crescimento, no teor de clorofila e na composicéo
guimica volatil e de compostos fendlicos de Lippia gracilis. Analises por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas caracterizaram o
carvacrol e o timol como constituintes majoritarios em amostras de ambos os
experimentos. Portanto, este trabalho contribui com informacgdes técnicas
sobre as necessidades nutricionais de L. gracilis, visando a maximizacdo da
sua producdo vegetal e teores de metabdlitos.

Palavras-chave: Lippia grata. Adubacdo organica. Solucdo nutritiva.
Carvacrol.



ABSTRACT

Several factors affect the growth, content and chemical composition of
medicinal and aromatic plants, including, agronomic practices such as
fertilization. This study had two objectives, the first aimed at evaluating the
vegetative growth and volatile chemical composition of Lippia gracilis,
employing the technique of the missing element. In the second, aimed to
evaluate the effects of different doses and sources of poultry manure in biomass
production, the levels of photosynthetic pigments, phenolic compounds and
volatile chemical composition. In the first experiment, L. gracilis seedlings were
grown in nutrient solution, using the missing element technique, omitting the
macronutrients (N, P, K, Ca, Mg and S) for a period of 60 days. The absence of
Ca, N and K was limiting vegetative growth of the plant. The decreasing order
of nutrient limitation to L. gracilis growth was Ca> N = K> P = Mg> S. In the
second experiment, L. gracilis seedlings were grown in two manures (quail and
chicken) and doses (0.0, 1.5, 3.0 and 6.0 kg m™) for a period of 120 days. Since
the 1.5 kg  doses of quail manure and 3.0 kg  of chicken manure those that
showed the best results. In summary, different sources and doses of poultry
manure and nutrients omission influenced significantly the plant production
biomass, growth, chlorophyll and phenolic compounds contents and volatile
chemical composition of L. gracilis. Analysis by gas chromatography coupled to
mass spectrometry characterized the carvacrol and thymol as major constituents
in samples from both experiments. Therefore, this study contributes to technical
information on the nutritional needs of L.gracilis, aiming to maximize their crop
production and metabolites levels.

Key words: Lippia grata. Organic fertilizer. Nutrient solution. Carvacrol.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

Hoje em dia, o cultivo de plantas arométicas e medicinais tem atraido
grande atencdo entre os pesquisadores, devido ao aumento da demanda por
produtos naturais em todo 0 mundo (KIAFAR et al., 2013). Um fator de grande
influéncia na elevagdo da produtividade agricola e das substancias bioativas das
plantas arométicas e medicinais é a sua nutricdo (COSTA, 2011). As
propriedades nutricionais e medicinais das plantas estdo ligadas ao contetdo de
N, P, K, Ca, Mg e vitamina C etc, juntamente com as suas propriedades
antioxidantes (PANDEY et al., 2016).

Portanto, a nutricdo de plantas e do solo é imperativa para atender a
producdo agricola e 0 manejo sustentavel das culturas. Nessa linha, a aplicagéo
de residuos organicos como estercos animais ou residuos de culturas, é a préatica
ambiental e agricola contemporanea para a manutencdo de matéria organica do
solo, recuperando solos degradados, e suprindo nutrientes essenciais as plantas
(PANDEY et al., 2016).

Embora o cultivo orgénico seja 0 mais recomendado na producdo
agricola de plantas medicinais e aromaticas, a fertilizagcdo quimica também pode
ser empregada (CARRUBBA, 2014). Os nutrientes minerais possuem fungdes
essenciais e especificas no metabolismo das plantas, sendo que as espécies
vegetais normalmente diferem na exigéncia nutricional, as quais devem ser
conhecidas para uma melhor exploragdo (BENEDETTI et al., 2009). De acordo
com Oliveira et al. (2011), em poucos casos a adubacdo quimica é prejudicial

aos teores de principios ativos das plantas, quando usados dentro dos limites
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técnicos. Os aumentos de biomassa podem compensar uma reducdo do teor de
metabdlitos secundéarios, mas dependem da analise econémica.

Estudos dedicados as respostas da fertilizacdo organica e quimica sob o
crescimento e producdo de 6leos essenciais e compostos fenolicos em plantas
aromaéticas bamburral (Hyptis suaveolens (L.) Point) (MAIA et al., 2008), elixir
paregérico (Ocimum selloi Benth) (COSTA et al., 2008), boldo pequeno
(Plectranthus neochilus Sclechter) (ROSAL et al., 2009), alecrim de tabuleiro
(Lippia gracilis Schauer) (Oliveira et al., 2011), menta (Mentha piperita L.),
(COSTA et al., 2013), melissa (Melissa officinalis L.) (LUZ et al., 2014), salva
de Marajo (Lippia origanoides H.B.K.) (TELES et al., 2014) e mil-folhas
(Achillea millefolium L.) (FERRAZ et al., 2014) demonstraram que tais
respostas sdo dependentes da espécie.

Lippia gracilis Schauer, conhecida popularmente, por alecrim-de-
tabuleiro, € uma planta tipica da regido semiarida do Nordeste brasileiro que
possui um oOleo essencial rico em timol e carvacrol (MELO et al., 2013;
OLIVEIRA; CREMASCO, 2014). Timol e carvacrol s&o dois monoterpenos
fendlicos com reconhecida atividade antimicrobiana e grande importancia como
preservativos de alimentos (FERNANDES et al., 2015; PORTILLO-RUIZ et al.,
2012).

Diante do exposto, o presente trabalho tem dois objetivos. O primeiro
visou avaliar o crescimento vegetativo e a composi¢do quimica por headspace-
CG/EM de L. gracilis, empregando a técnica do elemento faltante, com
omissdo dos macronutrientes N, P, K, Ca, Mg e S em solucdo nutritiva.

No segundo, propGe-se a avaliar os efeitos de diferentes doses e fontes
de esterco avicola, na producdo de biomassa, nos teores de pigmentos
fotossintéticos e na composi¢do quimica volatil, bem como avaliar o teor de

compostos fenolicos de extratos etandlicos de Lippia gracilis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas botanicas, agronémicas e quimico-biolégicas de Lippia
gracilis Schauer

Lippia gracilis Schauer (Figura 1) é uma espécie endémica
originaria da regido semiarida do Nordeste do Brasil, e distribui-se amplamente
dentro da caatinga (MARCELINO JR., 2005). Conhecida popularmente por
alecrim de tabuleiro, pertence a familia Verbenaceae (MELO et al., 2013). No
sertdo nordestino encontra-se a altitudes de cerca de 450m, ja no agreste
encontra-se em altitudes de 960m (PRADO et al., 2012). Caracteriza-se por um
pequeno arbusto caducifélio ramificado, com caule quebradico, de até 2 m de
altura. Suas folhas com pouco mais de 1 cm, sdo aromaticas, picantes e
apresentam nervagdo bem visivel. As flores sdo pequenas, esbranquicadas e
reunidas em espiga de eixo curto. Os frutos sdo do tipo aquénio extremamente
pequenos, e suas sementes raramente germinam. Sua propagacdo pode ser feita
via estaquia de ramos mais finos e menos lignificados (LORENZI; MATQOS,
2002).
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Figura 1 - (A) Habito da planta Lippia gracilis (B) Detalhe morfoldgico da
folha. (C) Inflorescéncia de Lippia gracilis S.

A, oy e

A planta Lippia gracilis é usada na medicina popular para o
tratamento de tosse, sinusite, bronquite, congestdo nasal e gripe (OLIVEIRA;
CREMASCO, 2014).

Os oleos essenciais presentes em muitas plantas, denominadas
aromaticas, sdo substancias derivadas do metabolismo secundario. Entre as
diversas funcgBes dos 6leos essenciais incluem-se a defesa contra predadores e a
atracdo de polinizadores (BLANK, 2013). Séo considerados 6leos por serem
geralmente, liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente. Por
apresentarem volatilidade, recebem também o nome de 6leos volateis (BLANK,
2013).

No género Lippia, a secre¢do dos 6leos essenciais tem sido associada a
presenca de tricomas, 0s quais normalmente s&o de formas variadas entre grupos
vegetais, mas em geral uniformes dentro de um mesmo taxon (SANTOS, 2004).

A espécie L. gracilis S. produz um Oleo essencial cujos principais
componentes sdo o timol e o carvacrol, fendis com alta atividade antimicrobiana,

diante diversos microrganismos de importancia médica, veterinaria e agricola.
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Estudos relacionam as atividades bioldgicas e farmacoldgicas destes fendis com
atividades antibactericida, antioxidante, fungicida e atividades acaricidas
(OLIVEIRA; CREMASCO, 2014; SOUZA et al., 2012). E utilizado também
como principio ativo de formulagbes antissépticas, para o tratamento de
infecgdes na boca, garganta e pele (LAMBERT et al., 2001). Outros compostos
de natureza terpénica sdo encontrados no 6leo essencial de L. gracilis S. como:
p-cimeno, e B-cariofileno (CRUZ et al., 2014).

As estruturas quimicas de alguns compostos do 6leo essencial estdo
representadas na Figura 2.

Figura 2 - Estruturas quimicas de constituintes presentes no 6leo essencial da
Lippia gracilis S.

OH
OH

Timol p-Cimeno

<

y-Terpineno B-Cariofileno

Carvacrol
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2.2 Nutricéo de plantas

2.2.1 Adubacéo organica

Adubacdo orgénica consiste no uso de residuos organicos de origem
animal, vegetal, agroindustrial e outros com a finalidade de aumentar a
produtividade das culturas (COSTA, 2011).

Dentre 0s materiais organicos, o esterco € o0 mais encontrado em
diferentes regides do Brasil, sendo produzido por diferentes espécies animais,
como os bovinos, cavalos, suinos e aves. A producdo diéria de esterco desses
animais é bastante significativa. A vaca, pesando 453 Kg produz 23,5 Kg de
esterco por dia, um cavalo de 385 Kg produz 16,3 Kg, um porco de 72 Kg
produz 3,4 Kg de esterco e um frango pesando 1,6 Kg produz 100g de esterco
mais urina (TRANI et al., 2008).

O uso da adubacdo organica utilizando o esterco proporciona melhorias
na estrutura do solo, pois restringe as perdas de minerais por lixiviagdo, diminui
0s processos de compactacdo do solo, aumento da aeracdo e da drenagem,
reducdo dos efeitos da erosédo, elevacdo do nimero de microrganismos Uteis e
melhoria da CTC do solo, viabilizando a producdo de uma determinada cultura
(PANIAGO, 2006).

Em razdo da facilidade de aquisicdo e seus beneficios, como fonte de
matéria organica ao solo e nutrientes as plantas, diferentes fontes de esterco tém
sido utilizadas em cultivos de plantas. Os de origem avicola tém sido usados
como alternativa viavel, j& que contribui para a melhoria da estrutura fisica e
quimica do solo, aumentando a atividade microbiana, diminuindo a acidez do
aluminio téxico, reduzindo a fixacdo do fosforo e fornecendo grandes
guantidades de macro e micronutrientes para as plantas (OLIVEIRA, 2014).

Segundo Junior et al. (2012) a adubacdo com esterco avicola vem sendo



15

utilizada com excelentes resultados, por ser rica em nitrogénio e também por
apresentar fosforo, potassio e micronutrientes necessarios em gramineas. No
entanto, o conhecimento dos efeitos dessa adubacdo no crescimento e producéo
de metabdlitos secundarios em plantas medicinais sdo ainda incipientes.

A adubacdo organica é recomendada para o cultivo de plantas
medicinais, pois é a principal fonte de nutrientes, microrganismos e energia para
o0 solo. Proporciona macro e micronutrientes para as plantas e beneficios para a
agricultura por possuir baixos custos e retornos altos (SODRE, 2012).

Visando preservar os principios ativos no cultivo de plantas medicinais,
recomenda-se a utilizacdo de adubos organicos, ao invés de fertilizantes
guimicos (MAIA et al., 2008).

Luz et al. (2014) concluiram que a adubagfo organica (8,0Kg m? de
esterco de curral curtido) aumenta a producdo industrial de citral (neral +
geranial) e melhora a producdo de biomassa em melissa (Melissa officinalis L.).

O esterco de aves, por ser bastante rico em nitrogénio, fésforo e outros
nutrientes, aumentou a disponibilidade de nutrientes no solo e nas plantas de
bamburral (Hyptis suaveolens (L.) Point) (MAIA et al., 2008).

Estudos anteriores com elixir paregérico (Ocimum selloi Benth)
observaram aumento na altura das plantas com o incremento das doses de
adubagdo, atingindo um valor maximo com a aplicacdo de 8 Kg m™ de esterco
bovino e 4,7 Kg m™ para esterco avicola. Maior produgéo de biomassa seca total
(BST) da planta foi obtida com a dosagem 9,7 Kg m™ de esterco bovino e 4,3 Kg
m de esterco avicola (COSTA et al., 2008).

Esterco de galinha e codorna possuem elevados teores de N - NHye N —
NOs, devido os teores mais elevados de N total nesses residuos, o que mostra
que estes podem ser utilizados como fonte imediata de N, pois estas fontes de N
sdo prontamente disponibilizadas para as plantas (MELO; SILVA e DIAS,
2008).



16

2.2.2 Adubacdo quimica

Os adubos quimicos proporcionam rapida resposta e desenvolvimento
das plantas, uma vez que suas necessidades imediatas sdo atendidas. Porém, os
fertilizantes quimicos exigem um alto custo do produtor devido aos gastos
energéticos com a producdo e transporte até a propriedade rural. Se forem
utilizados de forma inadequada, os adubos quimicos causam efeitos negativos
sobre a vida microbiana do solo, tais como degradag&o, salinizacdo, acidificacéo
e desertificacdo do solo (MAIA et al., 2008).

Quando utilizados dentro dos limites técnicos, os adubos quimicos
incrementam os teores de principios ativos das plantas. Poucas informacdes
sobre a fertilizacdo quimica e exigéncias nutricionais de plantas medicinais sdo
encontradas, principalmente no Brasil (OLIVEIRA et al., 2011).

A nutricdo de plantas € um dos fatores que mais afetam a qualidade e
quantidade dos metabdlitos secundarios das plantas (PANDEY et al., 2016).

O rendimento dos Oleos essenciais é favorecido pela aplicacdo de
fertilizantes, principalmente o nitrogénio, pois incrementa a producdo de
biomassa total por unidade de area (ZAMBRANO et al., 2013).

A aplicacéo de 100 Kg ha™ de N na forma de ureia aumentou a producio
de matéria seca na Lippia alba e, mais intensamente, na Lippia origanoides,
porém, ndo afetou a composi¢do quimica do 6leo essencial em ambas as
espécies (ZAMBRANO et al., 2013).

Em Tagetes minuta L. o esterco de galinha (2,5 Kg ha ™) x adubagéo
quimica (75:30:30 NPK) utilizados em uma combinacdo de cinquenta por cento
cada um, foi ideal para a alta produtividade, rendimento do 6leo, melhoria das

caracteristicas do solo e atividade antioxidante (PANDEY et al., 2015).
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2.3 Nutricdo mineral de plantas medicinais

A nutricdo é um dos fatores que interferem na composi¢do quimica das
plantas, uma vez que sua deficiéncia ou excesso podem interferir na producéo de
biomassa e na quantidade de principio ativo (ROSAL et al., 2011).

Nitrogénio (N), fdésforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg) e
enxofre (S), sdo macronutrientes. Ferro (Fe), zinco (Zn), boro (B), manganés
(Mn), molibdénio (Mo), cloro (Cl), cobre (Cu) e niquel (Ni), sédo
micronutrientes. Em relacdo as concentragfes dentro das plantas, os nutrientes
podem ser classificados em quatro grupos de acordo com as fungdes fisiologicas
e comportamento bioquimico (MARSCHNER, 2012):

a) 1° grupo: N e S. Estéo os nutrientes que fazem parte de compostos de
carbono;

b) 2° grupo: P, B. Composto pelos nutrientes importantes em reacdes de
armazenamento de energia ou na manutencao da integridade estrutural;

¢) 3°grupo: K, Ca, Mg, Cl e Mn. S&o os que permanecem no tecido vegetal
na forma ibnica e apresentam importantes fun¢Ges como: cofatores
enzimaticos e regulacéo de potenciais osmoticos;

d) 4° grupo: Fe, Zn, Cu, Ni e Mo. Nutrientes com fung¢Ges importantes em
reacOes que envolvem transporte de elétrons.

Técnicas como a do elemento faltante em solugdo nutritiva sdo utilizadas
para determinar a fungdo e limitacdo de determinados nutrientes nas plantas
(TAIZ; ZEIGER, 2013).

A solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) é a mais completa, a
qual disponibiliza todos os nutrientes para o crescimento das plantas, sem causar
sintomas de toxidez ou estresse salino. Existem diversas adaptagdes desta
solucdo, as quais sdo adequadas a cada cultura em estudo (TAIZ; ZEIGER,
2013).
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Cada espécie necessita de quantidades especificas de nutrientes,
variando de acordo com o crescimento e o metabolismo do principio ativo
produzido (ALVARENGA, 2013).

Um dos fatores mais importantes que causam estresse e interfere
diretamente no crescimento vegetativo e na producdo do 6leo essencial é a
nutricdo mineral de plantas (SILVA, 2015).

O excesso ou a deficiéncia de nutrientes provoca o estresse e estimula a
producdo de compostos fendlicos, podendo aumentar e variar entre as espécies
de plantas, variando sua rota de biossintese (SILVA, 2015).

Ha& diversos trabalhos relacionados com nutricdo mineral na literatura
como em morango (Fragaria x ananassa Duch) (RODAS, 2008), em mil folhas
(Achillea millefolium L.) (ALVARENGA, 2013), pinhdo manso (Jatropha
curcas L.) (MAIA et al., 2014) e melissa (Melissa officinalis L.) (SILVA, 2015).

Existem poucos estudos das exigéncias nutricionais das plantas
medicinais, aromaticas e condimentares, principalmente sobre quais elementos
limitam o crescimento e como 0s nutrientes afetam a boa produtividade e a
producdo dos metabdlicos secundarios (SANTOS et al., 2010; ALVARENGA,
2013).

2.4 Compostos feno6licos

Compostos fenodlicos sdo produzidos em plantas com metabolismo
secundario através da via do &cido chiquimico. A fenilalanina amonioliase
(PAL) é a enzima chave para catalisar a biossintese de compostos fendlicos a
partir do &cido amino aromatico fenilalanina. Sdo caracterizados por terem pelo
menos um anel aromatico com um ou mais grupo hidroxila ligados. Podem ser
classificados com base no nimero e arranjo dos seus atomos de carbono em

flavonoides (flavonois, flavonas, flavan-3-6is, antocianidinas, flavanonas, as
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isoflavononas e outros) e ndo flavonoides (acidos fendlicos, hidrocinamates,
estilbenos e outros) e sdo encontrados geralmente conjugados com acgucares e
acidos organicos (CARTEA et al., 2011).

As substancias fendlicas sdo reconhecidas por serem detentoras de
pronunciada atividade antioxidante, atuando como sequestradoras de radicais
livres e como quelantes de metais. Atuam como radicais livres por meio de uma
doagdo de um &tomo de hidrogénio (PESSUTO et al., 2009; SUCUPIRA et al.,
2012).
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CAPITULO 2 PRODUCAO DE BIOMASSA E ANALISES QUIMICAS
POR headspace — CG/EM DE Lippia gracilis Schauer SOB
OMISSAO DE NUTRIENTES

RESUMO

O suprimento eficiente de nutrientes para as plantas e solo é fundamental para
aumentar a producéo agricola. A Lippia gracilis ¢ uma planta produtora de um
6leo essencial rico em carvacrol e timol, substdncias com reconhecida
propriedade antimicrobiana. Objetivou-se avaliar o crescimento vegetativo e a
composicdo quimica por headspace-CG/EM de L. gracilis, empregando a
técnica do elemento faltante com omissdao dos macronutrientes N, P, K, Ca,
Mg e S em solucdo nutritiva. O experimento foi conduzido sob a técnica do
elemento faltante em solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950). Foram
avaliados sete tratamentos, sendo um completo, contendo todos os nutrientes, e
seis com omissdo individual de nutrientes: -N, -P, -K, -Ca, -Mg e -S. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes e trés plantas por parcela. Apos 60 dias, o experimento foi coletado
para avaliagdo das matérias secas de raizes, caule, folha e total da planta (g
vaso™) e realizagdo das analises quimicas por headspace-CG/EM. A auséncia
de Ca, N e K foi limitante ao crescimento vegetativo da planta. A ordem
decrescente de limitagdo dos nutrientes para o crescimento de L. gracilis foi
Ca>N=K>P=Mg>S. VariacGes na composi¢do quimica volatil qualitativas e
quantitativas ocorreram dependendo do nutriente omitido. Nas andlises
quimicas por headspace-CG/EM, o0 constituinte quimico majoritario
identificado em todos os tratamentos foi o carvacrol. Entretanto, queda dréstica
nos teores deste componente foi observada nos tratamentos sem Ca, Mg e S,
pois ndo houve conversdo de p-cimeno a carvacrol e timol. Conclui-se que o
crescimento e a composi¢do quimica volatil de L. gracilis sdo alterados em
funcdo dos nutrientes essenciais, podendo estabelecer um manejo adequado as
exigéncias nutricionais, interligando o acumulo de biomassa aos teores
desejados de constituintes volateis.

Palavras-chaves: Lippia grata. Deficiéncia nutricional. Solugdo nutritiva.
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ABSTRACT

Biomass production and chemical analysis by headspace - GC / MS of
Lippia gracilis Schauer under nutrient omission

The efficient supply of nutrients for plants and soil is essential to increase
agricultural production. The Lippia gracilis is a production plant of an essential
oil rich in carvacrol and thymol, substances with recognized antimicrobial
property. This study aimed to evaluate the vegetative growth and chemical
composition by headspace-GC / MS of L. gracilis, employing missing technique
element by omitting the macronutrients N, P, K, Ca, Mg and S from complete
nutrient solution. The experiment was conducted under the missing element
technique in Hoagland and Arnon (1950) nutritive solution. Seven treatments,
being one complete, contain all the nutrients, and six with missing nutrients: N,
P, K, Ca, Mg and S. The experimental design was completely randomized, with
four replications and three plants per plot. After 60 days, the experiment was
collected for evaluation of dry matter of roots, stem, leaf and total plant (g pot™)
and the chemical analyzes by headspace-GC/MS. Lack of Ca, N, and K was
limiting vegetative growth of the plant. The decreasing order of nutrient
limitation to L. gracilis growth was Ca> N = K> P = Mg> S. Variations in the
qualitative and quantitative chemical composition of volatile occur depending on
the nutrient omitted. In the chemical analysis by headspace-GC/MS, the major
chemical constituent identified in all treatments was carvacrol. However, drastic
drop in the levels of this component was observed in treatments without Ca, Mg
and S, as there was no conversion of p-cymene to carvacrol and thymol. We
conclude that growth and volatile chemical composition of L. gracilis are
changed to the essential nutrients and may establish a proper management the
nutritional requirements, linking the accumulation of biomass to the desired
content of volatile constituents.

Key words: Lippia grata. Nutritional deficiency. Nutrient solution.
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1 INTRODUCAO

Lippia gracilis Schauer, conhecida popularmente por alecrim-de-
tabuleiro, é um arbusto ramificado capaz de alcancar até 2 metros de altura. E
uma planta tipica da regido semiarida do Nordeste brasileiro. As folhas de L.
gracilis sdo ricas em Gleo essencial com significativa atividade antimicrobiana,
devido ao elevado teor dos monoterpenos fenolicos, tais como carvacrol e timol
(MATOS et al., 1999; ALBUQUERQUE et al., 2006; CRUZ et al., 2013).
Santos et al. (2014) verificaram o potencial do éleo de Lippia gracilis Schauer
em inibir o crescimento de Xanthomonas campestris pv. viticola , in vitro,
podendo ser uma alternativa no manejo integrado do cancro bacteriano da
videira. Fernandes et al. (2015) concluiram que o 6leo essencial de Lippia
gracilis foi eficiente frente ao fungo M. cannonballus, abrindo novas
possibilidades para a indudstria quimica, no sentido de lancar no mercado, novos
produtos quimicos de origem vegetal, afim de controlar fungos fitopatogénicos.

Fatores como nutricdo mineral, bem como limitacdo de nutrientes
podem influenciar a producdo de Oleos essenciais em plantas aromaticas.
Pesquisas nesta area foram recentemente realizadas em alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) por Tounekti et al., 2011; em salva-de-marajé (Lippia origanoides
H.B.K) por Teles et al., 2014; em melissa (Melissa officinalis L.) por Yadegari
et al., 2014; e, em mil-folhas (Achillea millefolium L.) por Alvarenga et al.,
2015. Em L. gracilis, também j& foram demonstradas variagfes no crescimento
vegetativo, rendimento e/ou na composi¢cdo quimica do 6leo essencial, em
fungdo da adubagdo organomineral (SOUZA et al., 2012); sazonalidade e déficit
hidrico com sete genotipos (CRUZ et al.,, 2014; SANTOS et al., 2016);
salinidade (RAGAGNIN et al., 2014) e;, horéario diurno de colheita (BITU et al.,
2015). Embora os estudos agrondmicos ja realizados tenham apontado os efeitos

da fertilizagdo orgénica e mineral e da salinidade sobre o crescimento e
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producdo de 6leos essenciais sobre plantas de L. gracilis, ndo ha relatos na
literatura sobre o efeito da omissdo de macronutrientes nestes parametros.

E sabido que macro e micronutrientes desempenham papéis essenciais
no crescimento e desenvolvimento das plantas através da sua associacdo ou
envolvimento com numerosos processos fisiologicos, incluindo respiracéo,
fotossintese e formacdo da parede celular. No entanto, esses nutrientes também
fornecem os cofatores necessarios para a atividade bioquimica de inumeras
enzimas do metabolismo primario e secundario, e a disponibilidade limitada ou
auséncia de um elemento pode induzir a alteragdes nas vias biossintéticas e/ou
capacidade catabdlica de uma planta (ALVARENGA et al., 2015).

Além de afetarem o crescimento vegetativo, a deficiéncia ou toxidez de
nutrientes minerais pode manifestar quadros sintomatoldgicos, muitas vezes
caracteristicos para cada nutriente, sendo dependente da espécie estudada e dos
fatores ambientais (OLIVEIRA et al., 2009; DAFLON et al., 2014).

Objetivou-se avaliar o crescimento vegetativo e a composicdo quimica
por headspace-CG/EM de L. gracilis, empregando a técnica do elemento
faltante com omissdo dos macronutrientes N, P, K, Ca, Mg e S em solucéo

nutritiva.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetacdo do
Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras — MG, no periodo de dezembro de 2014 a fevereiro de 2015.

O material vegetal foi herborizado e a exsicata encontra-se depositada
no herbario PAMG, da Empresa de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais
(EPAMIG), sob registro PAMG 57859. Foi identificada com o nome valido
Lippia grata Schauer, no entanto, nesse trabalho serd utilizado seu sindnimo
Lippia gracilis Schauer, devido a maior disponibilidade de trabalhos publicados.

As mudas de L. gracilis foram produzidas a partir de propagagédo
vegetativa por meio de estacas apicais (£ 5 cm) coletadas de plantas matrizes do
Horto de Plantas Medicinais do DAG/UFLA. Enraizadas em bandeja de
polipropileno de 128 células utilizando-se substrato comercial Tropstrato HA.

Mudas com 60 dias de idade foram padronizadas e transferidas para
uma bandeja pléastica contendo 20L de solugdo nutritiva de Hogland e Arnon
(1950) na concentracdo de 25%, na primeira semana e a 50% na semana
posterior, para adaptacdo. Na terceira semana o experimento foi instalado. As
plantas de L. gracilis foram cultivadas em solugdo nutritiva, sendo esta,
completa no tratamento controle e, para 0os demais tratamentos empregou-se a
técnica do elemento faltante, com omisséo individual dos nutrientes N, P, K, Ca,
Mg e S, da solucéo de Hogland e Arnon (1950).

As solugbes nutritivas foram preparadas com 0s sais puros, e a
concentragdo de nutrientes da solugdo nutritiva completa foi de 210,1 mg L™
de N; 31 mg L™ de P; 234,6 mg L™ de K; 200,4 mg L™ de Ca; 48,6 mg L™ de
Mg; 64,2 mg L™ de S; 500 pg L™ de B; 20 ug L™ de Cu; 648 ug L™ de CI;
5,022 pg L™ de Fe; 502 pg L™ de Mn; 11 pg L™ de Mo e 50 pg L™ de Zn por

litro de solucdo. Para as demais solucbes foi omitido por tratamento um dos
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seguintes nutrientes: -N, -P, -K, -Ca, -Mg, -S.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com sete tratamentos, quatro repeticdes e trés plantas/vaso por unidade
experimental.

As mudas foram cultivadas por 60 dias, em vasos com capacidade de 6,0
L de solucdo, com sistema permanente de aeracdo, sendo as solucgdes trocadas
semanalmente e completadas diariamente com agua deionizada para manter o
nivel constante da solucdo. Foram utilizadas placas de isopor de 4 cm de
espessura como suporte para as plantas.

O experimento foi monitorado todos os dias, ao final de 60 dias, as
plantas de L. gracilis foram colhidas, separadas em raiz, caule e folha e,
individualmente, desidratadas em estufa com ventilacdo forgcada a 40°C, até peso
constante. As massas dos materiais vegetais secos foram mensuradas, sendo as
biomassas secas de raiz, caule, folha e total da planta expressas em g vaso™.

Os dados de crescimento foram submetidos a andlise de variancia
pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa Sistema para Analise de Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2011).

As analises quimicas por headspace-CG/EM foram realizadas no
Laboratério de Fitoquimica do Departamento de Agricultura da UFLA.
Utilizou-se um sistema de cromatografia em fase gasosa Agillent® 7890A
acoplado a um detector seletivo de massas Agillent® MSD 5975C (Agilent
Technologies, California, EUA), operado por ionizag¢éo de impacto eletrénico a
70 ev, em modo varredura, a uma velocidade de 1 scan/s, com intervalo de
aquisicdo de matérias de 40-400 mz., equipado com um extrator “headspace”
automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic AG, Switzerland).

As amostras constituiram-se de 100 mg de folhas secas de L. gracilis,
acondicionadas em vials de 20 mL, vedados com septo de silicone/PTFE, 0s

quais foram incubados, individualmente, pelo amostrador automatico, a 110°C
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por 60 min. Apds esse periodo, um volume de 500 uL da fase de vapor foi
injetado em modo split na razdo 50:1, com seringa gas-tight na temperatura de
120°C.

Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida HP5-MS (30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25um de espessura do filme)
(Califérnia, EUA). O gas hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de
1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e da linha de transferéncia para o0 EM
foram mantidas em 240 °C. A temperatura inicial do forno foi de 50°C, seguido
por uma rampa de temperatura de 3°C por minuto até 240°C, seguida de uma
rampa de 10°C por minuto até 280°C. As concentrages dos constituintes da
analise quimica foram expressas pela porcentagem de area relativa dos sinais do
cromatograma total de ions + o desvio padrdo (n=3).

Os constituintes quimicos foram identificados por comparagdo dos seus
indices de retencdo relativos & coinjecdo de uma solucdo padrdo de n-alcanos
(Cg-Cy, Sigma-Aldrich®, St. Louis USA) e por comparacdo dos espectros de
massas do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de
literatura (ADAMS, 2007). Os indices de retencdo foram calculados usando a
equacdo de Van den Dool e Kratz (1963) e para as atribui¢es foram consultados
indices de retencdo de literatura (ADAMS, 2007).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A auséncia dos nutrientes Ca, N e K foram limitantes para o
crescimento das plantas Lippia gracilis, quando comparados com o tratamento
completo. Os menores acimulos de biomassas secas foram observados nestes
tratamentos quando comparado aos demais nutrientes. A omissdo do N e Ca
também foram limitantes para producdo de matéria seca para mil-folhas
(Achillea millefolium L.) (ALVARENGA et al., 2015), pimenta-longa (Piper
hispidinervum C. DC.) (VIEGAS et al., 2013) e melissa (Melissa officinalis L.)
(SILVA, 2015).

A deficiéncia de Ca causou ma formacdo nas folhas jovens,
encurvamento dos apices, clorose marginal que evolui para necrose, levando a
folha a morrer da margem para o centro. O calcio foi o nutriente mais limitante
para o crescimento das plantas de L. gracilis. A menor biomassa total foi
observada nesse tratamento (Tabela 1). A permeabilidade da membrana e a
integridade celular dependem da adequada concentracdo de Ca nos tecidos
(TAIZ; ZEIGER, 2013). O célcio desempenha um importante papel no
crescimento e desenvolvimento das plantas, particularmente em relacdo a
formacédo da parede celular e nas regides meristematicas (VIEGAS et al., 2013;
KUDLA et al., 2010). Sintomas similares de deficiéncia de Ca foram observados
por Mascarenhas et al. (2013) em plantas de soja, os quais relataram a
importancia desse nutriente no processo da divisdo celular, cuja deficiéncia pode

causar a morte gradual dos &pices.
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Tabela 1 - Valores médios da biomassa seca de 6rgaos e total e relacdo raiz/parte aérea de
Lippia gracilis sob omisséo de nutriente e completa em solugdo nutritiva. Lavras,

2016. @
. Biomassa seca (g vaso™) Relagéo raiz/
ratamento ,
Folhas Caule Raiz Total parte acrea
Completo 1,05d 0,93b 1,78¢c 3,76¢ 0,90b
-N 0,43e 0,49¢ 0,49¢ 1,41d 0,53c
-P 1,89¢c 0,63c 3,39 5,92b 1,34a
-K 0,28e 0,62c 0,62e 1,53d 0,69c
-Ca 0,20e 0,25¢c 0,27f 0,52e 0,60c
-Mg 2,90b 1,24b 1,47d 5,62b 0,36d
-S 5,15a 5,85a 2,79 13,79a 0,25d
CV (%) 27,15 16,61 8,74 13,53 22,27

W Médias seguidas com letras iguais, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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A omissdo de nitrogénio causou clorose generalizada nas folhas velhas,
evoluindo para necrose e queda das folhas. Analisando os parametros de
acimulo de biomassa, o0 nitrogénio, assim como o célcio, também foi limitante
para o crescimento da espécie em estudo. Nota-se pela razao raiz/parte aérea que
0 crescimento das raizes foi mais prejudicado que o da parte aérea (Tabela 1).

Sintomas de deficiéncia de nitrogénio, como coloracdo verde-claro,
estdo associados com a menor producdo de clorofila (MARSCHNER, 2012;
MALAVOLTA, 2006). Plantas sob omissdo de nitrogénio prontamente o
redistribui via floema, exibindo coloragdo amarela em suas partes mais velhas
(MALAVOLTA, 2006), como observado no presente trabalho. O nitrogénio é o
nutriente mais exigido pelas plantas, 0 mesmo participa de diversos compostos
indispensaveis para o crescimento e desenvolvimento vegetal, dentre eles a
biossintese de aminoacidos, proteinas e enzimas, presentes na estrutura dos
acidos nucléicos e das proteinas (FREITAS et al., 2011; KOVACIK; BACKOR,
2007; TAIZ; ZEIGER, 2013).

A omissdo de potassio causou clorose e posterior necrose das folhas
mais velhas. O acimulo de biomassa de 6rgédos e total e a relacdo raiz/parte
aérea nas plantas cultivadas sem potassio tiveram respostas estatisticamente
equivalentes aquelas observadas para as plantas cultivadas sem nitrogénio
(Tabela 1). Sintomas similares foram observados em chicéria (Cichorium
endivia L.) por Puga et al. (2010). O potassio é indispensavel na abertura e
fechamento dos estdmatos, na expansdo celular, na producdo e transporte de
acucares e na regulacdo do potencial osmotico das células das plantas
(MARSCHNER, 2012). A abertura e fechamento dos estdbmatos afeta a
fotossintese, pois quando esses ndo funcionam normalmente, h4 menor entrada
de COz2, 0 que diminui a intensidade fotossintética (FAQUIN, 2005). Por atuar
nos processos fisioldgicos do vegetal, a auséncia de potassio provoca distdrbios
no metabolismo das plantas (FERNANDES, 2006; VIEGAS et al., 2014).
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Na omissdo de fésforo observou-se uma coloragcdo verde escura e
tamanho reduzido nas folhas mais velhas. Bergmann (1992) explica que isso
ocorre devido ao aumento da concentracdo de clorofila por unidade de area
foliar, ja que as folhas ficam menores, porém, ndo afetando, inicialmente, a
sintese de clorofila.

O fésforo ndo foi limitante para o crescimento vegetativo de L. gracilis.
Nota-se pela Tabela 1 que o acimulo de biomassa seca de folha, raiz e total
foram superiores aquelas do tratamento completo. Grant et al. (2001) explicam
que as plantas apresentam alguns mecanismos de adaptacdo para melhorar seu
acesso aos estoques de P em condigdes de deficiéncia desse elemento, um deles
é o aumento do sistema radicular, desenvolvendo rapidamente raizes laterais
com abundantes pelos radiculares. Conforme Mengel e Kirkby (1987), plantas
com deficiéncia em fésforo tém a sintese de proteinas e a de &cidos nucléicos
comprometida. O fdsforo é o elemento quimico importante do trifosfato de
adenosina (ATP), importante para diversos processos bioquimicos, incluindo
dentre outros a respiragcdo e a fotossintese (FAQUIN, 2005; FERNANDES,
2006; TAIZ; ZEIGER, 2013).

A omissdo de magnésio causou clorose seguida de bronzeamento nas
folhas velhas e clorose internerval. Os mesmos sintomas foram observados em
pinhdo manso (Jatropha curcas L.), por Maia et al. (2014). O magnésio tem
participacdo na ativacdo de enzimas no processo de respiracdo, fotossintese e
sintese de DNA e RNA, é também carreador de P e compde a molécula da
clorofila, as quais sdo porfirinas magnesianas (FAQUIN, 2005; MALAVOLTA,
2006; MARCHNER, 2012). No que tange ao crescimento, assim como
observado para a omissdo de fosforo, a falta de magnésio também néo
prejudicou o crescimento de L. gracilis. Ambos nutrientes apresentaram valores

de acimulo de biomassa seca total, estatisticamente iguais, sendo ambos maiores
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que o do controle. Entretanto, pode-se notar pela razdo raiz/parte aérea que na
omissdo de magnésio houve maior incremento do crescimento da parte aérea.

A omissdo de enxofre causou encarquilhamento das folhas novas de L.
gracilis. Os mesmos sintomas foram observados em manjericdo (Ocimum sp.)
por Amaral et al. (1999). Conforme Malavolta (2006), a sintomatologia da
caréncia de enxofre se deve ao fato de ser o nutriente absorvido pelas plantas, na
forma SO,?, e transportado da base da planta para cima, em diregdo acropeta,
com pouca mobilidade, sendo por isso, observado primeiro em 6rgdos mais
novos. O S é um elemento quimico essencial para sintese dos aminoacidos
metionina e cisteina, importantes na producdo de enzimas e proteinas
(FERNANDES, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2013). O crescimento de L. gracilis sob
omissdo de enxofre incrementou a biomassa seca total em 72% em relacdo ao
tratamento completo. Os maiores acumulos de biomassas secas de folhas, caule
e total foram observados na caréncia desse macronutriente. No entanto,
comparado ao tratamento completo houve uma queda de cerca 36% no teor de
carvacrol, constituinte majoritario da fragdo volatil (Tabela 2).

Nesse contexto, as analises por headspace-CG/EM das folhas de
L.gracilis indicaram diferencas quimicas quantitativas e qualitativas expressivas,
em funcdo do cultivo com nutricdo completa e faltante em solucdo nutritiva
(Tabela 2). Dependendo do tratamento, 0s monoterpenos p-cimeno (ndo
detectado a 43,41%) (Figura 1), timol (3,86% a 7,95%) e carvacrol (44,09% a
76,69%) (Figura 3) foram os constituintes quimicos majoritarios. No entanto,
diferencas quantitativas foram mais expressivas para 0s constituintes quimicos

p-cimeno e carvacrol.
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Figura 1- Porcentagem relativa de p-Cimeno em relagdo & omissdo de nutrientes
e na solucdo completa de Hoagland e Arnon (1950). Lavras, 2016.
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Figura 2 - Porcentagem relativa de Timol em relacdo a omissdo de nutrientes e
na solugdo completa de Hoagland e Arnon (1950). Lavras,
2016.
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Figura 3 - Porcentagem relativa de Carvacrol em relagdo a omisséo de nutrientes
e na solucdo completa de Hoagland e Arnon (1950). Lavras, 2016.
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Tabela 2 - Analises quimicas por headspace-CG/EM das folhas de Lippia gracilis cultivada sob omissdo de nutrientes e solucéo
completa de Hoagland e Arnon (1950). Lavras, 2016. (continua)

Area (%) + DP

1 H *

Constituinte IR Completo N ) K Ca Mg S

a-Tujeno 926 0,08+0,01 0,05+0,00 nd nd 0,50+0,01 0,60+0,07 0,88+0,19
a-Pineno 932 nd nd nd nd 0,24+0,00 0,21+0,03 0,27+0,04
Mirceno 991 0,17+0,02 0,16+0,02 0,06+0,05 0,13+0,02 1,17+0,00 1,22+0,10 1,51+0,06
a-Felandreno 1004 nd nd nd nd nd 0,16+0,00 0,15+0,02
a-Terpineno 1016 0,12+0,03 nd nd 0,09+0,00 0,30+0,03 0,64+0,14 0,83+0,11
p-Cimeno 1023 3,86+0,02 nd 1,87+0,14 5,38+0,46 43,41+1,02 27,41+£1,54 30,75+1,16
Limoneno 1027 nd nd nd 0,08+0,00 0,45+0,00 0,41+0,03 0,51+0,03
y-Terpineno 1057 0,41+0,76 nd 0,09+0,00 0,2040,11 0,57+0,11 1,46%0,67 1,4040,35
Hidrato de cis-sabineno 1065 0,20+0,07 0,10+0,00 0,22+0,01 0,16+0,00 nd 0,27+0,04 0,25+0,04
Hidrato de trans-sabineno 1097 0,20+0,01 0,10+0,03 0,22+0,02 0,22+0,01 nd 0,19+0,03 0,16+0,02
Linalol 1100 0,17+0,00 0,14+0,03 0,17+0,01 0,17+0,00 nd 0,17+0,01 0,16+0,01
Ipsdieol 1146 0,14+0,01 0,09+0,06 0,11+0,01 nd nd 0,13+0,00 nd

Terpinen-4-ol 1176 0,89+0,01 0,66+0,01 0,92+0,04 1,11+0,02 0,23+0,01 0,74+0,10 0,64+0,03
Timol 1293 7,95+0,32 7,50+0,00 7,21+0,15 6,24+0,17 3,86+0,30 5,1240,12 4,76+0,16
Carvacrol 1304 73,95+1,25 76,69+1,15 74,11+0,84 73,60+1,03 44,09+0,44 51,39+1,40 47,27+1,67
Acetato de carvacrol 1374 nd nd nd 0,13+0,07 0,57+0,34 0,30+0,09 0,23+0,03
E- Cariofileno 1418 4,47+0,52 1,02+0,00 6,00+0,37 4,49+0,00 0,52+0,01 3,24+0,49 5,03+0,31
a-Trans-bergamoteno 1436 0,20+0,03 0,15+0,27 0,30+0,01 0,1940,03 nd 0,14+0,00 0,21+0,01

a-Humuleno 1452 0,22+0,08 0,07+0,02 0,33+0,02 0,21+0,03 nd nd 0,18+0,01



Area (%) + DP

o .
Constituinte IR Completo ‘N P K Ca Mg S

2 5-Dimetoxiacetofenona 1485 2,50+0,09  161+00  295+0,05  2,66%0,26  0,40+0,00  0,77+0,04  0,55+0,04
a-Bulneseno 1505  0,27+0,02  007+0,05  034+0,02  0,17+0,06 nd nd 0,15+0,00
-Bisaboleno 1509 0424002 0344005  049+0,03  0,35+0,04 nd 018+0,02  0,26+0,00
Oxido de cariofileno 1581 1204009 1802041  144+010 101023  037+0,05  027+003  0,25+0,04
Numero de 19 16 17 19 14 21 22

constituintes presentes

*Indice de retencdo em coluna HP-5MS na ordem de eluig&o. nd: ndo detectado. DP: desvio padrdo (n=3). (Conclus&o)

514
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Pela andlise da Tabela 2, nota-se que os teores de p-cimeno nos
tratamentos completo e sem os nutrientes (N, P e K) apresentaram teores entre
ndo detectado a 5,38%, enquanto que para os tratamentos sem Ca, Mg e S foram
de 27,41% a 43,41%. Por outro lado, os teores de carvacrol nos tratamentos
completos e sem macronutrientes corresponderam a faixa de 44,09% a 76,69%.

Conforme relatos da literatura, em plantas da familia Lamiaceae, timol e
carvacrol séo biossintetizados a partir do p-cimeno, a-terpineno ou y-terpineno
(POULOSE; CROTEAU, 1978; CROCOLL, 2010; CROCOLL et al., 2010;
STEFANAKI et al., 2016). A caréncia dos macronutrientes Ca, Mg e S nas
plantas cultivadas com omissao destes, pode estar diretamente relacionada com
uma provavel inibicdo enzimatica, que pode ter impedido a bioconversdo de p-
cimeno a carvacrol. Os macronutrientes (Ca, Mg e S) desempenham fungdes
biossintéticas importantes no metabolismo de plantas. O calcio é cofator
enzimatico para muitas enzimas e importante na sintese da parede celular; o
magnésio também é critico para a atividade enzimatica e € parte integral da
molécula de clorofila e; o enxofre é importante para as estruturas protéicas, onde
ligacBes dissulfeto entre cisteina e metionina vizinhas contribuem para a
estrutura terciéaria das enzimas. O enxofre também est4 presente nas moléculas
das vitaminas tiamina e biotina e da coenzima A, um componente importante da
respiracdo e do metabolismo de &cidos graxos.

O fésforo também estéd intimamente relacionado a sintese dos terpenos,
constituintes quimicos comuns dos 6leos essenciais. A producdo de compostos
terpendides pode ser reduzida quando ha& deficiéncia de fdsforo, por
consequente, reducdo da taxa de fosforilacdo (SANTOS et al., 2010).

A deficiéncia de fésforo ndo prejudicou a sintese de monoterpenos e
sesquiterpenos em L. gracilis durante o periodo de avaliacdo experimental, pois
a composicdo quimica volatil das plantas cultivadas com omissdo desse

macronutriente foi similar aquela do tratamento controle (Tabela 2).
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Variagbes quimicas qualitativas também podem ser claramente
apontadas através do numero total de constituintes quimicos presentes nas
amostras, 0s quais alteraram entre 14 a 22 constituintes quimicos detectados
(Tabela 2). Assim, como na visualizacdo dos sintomas de deficiéncia nutricional
e no acumulo de biomassa dos 6rgéos e total, as plantas que foram cultivadas
com omissdo de nitrogénio e célcio foram as que apresentaram os perfis
guimicos menos complexos, com 16 e 14 constituintes quimicos identificados,
respectivamente. Ja as plantas cultivadas com omissdo de enxofre que
apresentaram 0s sintomas visuais mais tardios e maiores acimulos de biomassa
de partes aéreas e total, apresentaram o perfil quimico mais complexo (22
constituintes quimicos presentes), sendo maior inclusive ao do controle (19
constituintes presentes).

No que se refere, aos tratamentos com omissdo de nitrogénio e célcio,
destaca-se ainda que, mesmo entre ambos, o perfil quimico foi bastante
diferenciado. Os constituintes o-pineno, oa-terpineno, p-cimeno, limoneno, -
terpineno, acetato de carvacrol estavam presentes na composicao quimica volatil
das plantas cultivadas com omissao de calcio e ausentes naquelas cultivadas com
omissdo de nitrogénio. Enguanto que, reciprocamente, os hidratos de cis e trans-
sabineno, linalol, ipsdieol, a-trans-bergamoteno, a-humuleno, a-bulneseno, B-
bisaboleno foram detectados na fracdo volatil das plantas cultivadas com
omissdo de nitrogénio, mas ndo foram detectados naquelas com omissdo de
calcio.

A composicao quimica volatil de L. gracilis e variagdes observadas nos
teores de seus componentes quimicos sdo corroboradas por outros estudos
brasileiros. Estudos realizados no Nordeste do Brasil caracterizaram o timol
(30,6%) e o p-cimeno (19,2%) como constituintes majoritarios no Ceara; o
carvacrol (47,7%) e o p-cimeno (19,2%) no Piaui; o carvacrol (23,52%), o p-
cimeno (15,82%), o y-terpineno (14,17%) e o mentol (10,97%) no Sergipe
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(GOMES et al., 2011). Estudos realizados em Sergipe, com sete gendtipos de L.
gracillis coletados nas estacbes chuvosa e seca, observaram expressivas
diferencas nos teores de p-cimeno (6,70% a 14,03%), timol (3,20% a 59,26%) e
carvacrol (0,64% a 48,99%), além de outros constituintes comuns identificados

também no presente estudo (CRUZ et al., 2014).
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4 CONCLUSOES

O crescimento e a composicdo quimica volatil de L.gracilis S. sdo
alterados em funcdo dos nutrientes, podendo estabelecer um manejo adequado as
exigéncias nutricionais interligando o acumulo de biomassa aos teores desejados
de constituintes volateis.

A auséncia de Ca, N e K ¢ limitante ao crescimento vegetativo da planta.
A ordem decrescente de limitacdo dos nutrientes para o crescimento de L.
gracilis é Ca>N=K>P=Mg>S.

Variagbes nas composicdes quimicas volateis qualitativas e
quantitativas ocorrem dependendo do nutriente omitido. Nas analises quimicas
por headspace-CG/EM o constituinte quimico majoritéario identificado em todos
os tratamentos foi o carvacrol. Entretanto, queda drastica nos teores deste
componente € observada nos tratamentos sem célcio, sem magnésio e sem

enxofre, pois ndo houve conversdo de p-cimeno a carvacrol e timol.
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CAPITULO 3 PRODUCAO DE BIOMASSA E ANALISES QUIMICAS
DO OLEO ESSENCIAL E COMPOSTOS FENOLICOS
DE Lippia gracilis S. EM DIFERENTES TIPOS E DOSES

DE ADUBACAO ORGANICA

RESUMO

Lippia gracilis S., conhecida como alecrim de tabuleiro, tem emergido como
uma das mais importantes plantas medicinais do género Lippia. Sistema de
producdo orgéanica tem adquirido importdncia em termos da concepgdo de
producdo vegetal sustentdvel e que possui grande aceitagdo de mercado.
Obijetivou-se verificar os efeitos de diferentes doses e fontes de esterco avicola,
na producdo de biomassa, nos teores de pigmentos fotossintéticos e na
composicao quimica volatil, bem como avaliar o teor de compostos fenolicos de
extratos etanodlicos de Lippia gracilis S. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 2x4, com
dois tipos de esterco avicola (codorna e galinha), e quatro doses (0,0; 1,5; 3,0 e
6,0 Kg m?), em vasos com 10L de capacidade. As plantas de L.gracilis
cultivadas com esterco de codorna e galinha desenvolveram-se mais que aquelas
do controle. Plantas adubadas com esterco de codorna na dose 1,5 Kg?
acumularam mais biomassa seca total (50,69g), enquanto, para o esterco de
galinha os maiores ganhos de biomassa de partes aéreas foram observados nas
doses 3,0 kg? e 6,0 kg. Nas andlises quimicas 0 constituinte quimico
majoritario identificado em todos os tratamentos foi o carvacrol. Entretanto, o
seu maior teor foi observado no tratamento controle (sem esterco). Em
conclusdo, plantas de L. gracilis incrementam sua biomassa em cultivo com
1,5 Kg m? de esterco de codorna ou 3,0 Kg m? de esterco de galinha. No
entanto, a adubacao reduz os teores de carvacrol.

Palavras-chave: Lippia grata. Esterco de codorna. Esterco de galinha.
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ABSTRACT

Biomass production and chemical analysis of essential oil and compounds
of phenolic Lippia gracilis S. in different types and fertilizer doses of
organic

Lippia gracilis S., known as board rosemary, has emerged as one of the most
important medicinal plants of the genus Lippia. organic production system has
gained importance in terms of the design of sustainable plant production which
has great market acceptance. This study aimed to examine the effects of
different doses and sources of poultry manure in the biomass production,
photosynthetic pigments content and volatile chemical composition, and also
evaluate phenolic compounds content in the ethanol extracts of L. gracilis. The
experiment was conducted in a completely randomized design (CRD), in a 2x4
factorial design, with two types of poultry manure (quail and chicken) and four
doses (0.0, 1.5, 3.0 and 6.0 kg m™) in vessels with 10L capacity. L. gracilis
plants grown with quail and chicken manure developed more than those of
control. Plants fertilized with 1.5 kg m™ of quail manure accumulated the major
total dry biomass (50.69 g), while plants fertilized with 3.0 kg m? and 6.0 kg m™
of chicken manure increase aerial parts biomass. Chemical analyzes identified
carvacrol, as major compound, in all treatments. However, its highest content
was observed in the control treatment (without manure). In conclusion, L.
gracilis plants increase biomass, under 1.5 kg m™ of quail manure or 3.0 kg m™
of chicken manure. However, the fertilizer reduces carvacrol contents.

Key words: Lippia grata. Quail manure. Chicken manure.
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1 INTRODUCAO

Sabe-se que o potencial produtivo e a sintese de principios ativos sdo
fortemente afetados por fatores ambientais e de manejos culturais (ROSAL,
2011; RAGAGNIN et al., 2014). O cultivo intensivo e a qualidade fisico-
guimica de plantas medicinais, aromaticas e condimentares requerem adequadas
estratégias de manejo fitotécnico. Nesse contexto, a demanda mundial por
produtos organicos e naturais tem incentivado a adogdo da agricultura orgéanica
na producdo dessas espécies (SUJATHA et al., 2011).

A adubacdo orgénica é fonte de nutrientes para as plantas e causa
melhoria da estrutura fisica, quimica e biologica do solo (COSTA, 2011).
Estudos com adubacdo organica em plantas aromaticas buscam esclarecer as
alteraces que esses adubos podem causar no crescimento vegetativo, no teor,
rendimento e composi¢do quimica do Oleo essencial e de seu potencial
antioxidante (ROSAL, 2011; FERRAZ et al., 2011).

Pesquisas nesta area ja foram realizadas em mil folhas (Achillea
millefolium) por Ferraz et al. (2014), em orégano (Origanum vulgare L.) por
Correa et al. (2010), em cidrdo (Aloysia triphylla (L’ Hérit) Britton) por Brant et
al. (2010), em hortela-japonesa (Mentha arvensis L.) por Chagas et al. (2011),
em hortela-pimenta (Mentha piperita L.) por Costa et al. (2013), Lippia
origanoides H.B.K por Teles et al.( 2014 a,b), manjericdo (Ocimum basilicum
L.) por Pandey et al. ( 2016), tomilho (Thymus vulgaris L.), sélvia (Salvia
officinalis L.), e manjerona (Origanum majorana L.) por Roby et al. (2012) e em
Morus spp. por Kostic et al. (2013).

L. gracilis Schauer (Verbenaceae) é uma espécie aromatica arbustiva,
endémica no Nordeste do Brasil, popularmente conhecida como alecrim da
chapada (RAGAGNIN et al.,, 2014). De acordo com Santos et al. (2016), L.

gracilis tem emergido como uma das mais importantes plantas medicinais do
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género Lippia. O O6leo essencial desta espécie demonstrou atividades
antimicrobiana (ALBUQUERQUE et al., 2006; BITU et al., 2014), larvicida
(SILVA et al., 2008), analgésica (MENDES et al., 2010), antinociceptiva
(GUIMARAES et al., 2012), acaricida (CRUZ et al., 2013) e citotoxica (MELO
et al.,, 2014). A atividade antimicrobiana € atribuida a presenca de timol e
carvacrol no 6leo essencial extraido das folhas de L. gracilis (BITU et al., 2015).

Nesse contexto, o presente estudo objetivou verificar os efeitos de
diferentes doses e fontes de esterco avicola na producéo de biomassa, nos teores
de pigmentos fotossintéticos e na composicdo quimica volatil, bem como avaliar

o teor de compostos fendlicos de extratos etandlicos de Lippia gracilis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo e analises de crescimento de Lippia gracilis

O experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetacdo do
Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras — MG.

O material vegetal foi herborizado e a exsicata encontra-se depositada
no herbario PAMG, da Empresa de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais
(EPAMIG), sob registro PAMG 57859. Foi identificada com nome valido
Lippia grata Schauer, no entanto, nesse trabalho serd utilizado seu sindnimo
Lippia gracilis Schauer, devido a maior disponibilidade de trabalhos publicados.

As mudas foram produzidas a partir de propagacao vegetativa por meio
de estacas apicais (£ 5 cm), coletadas de plantas matrizes do Horto de Plantas
Medicinais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.
Enraizadas em bandejas de prolipropileno de 128 células utilizando-se substrato
comercial Tropstrato HA.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2x4 com dois tipos de esterco avicola (codorna
e galinha) e quatro doses (0,0; 1,5; 3,0 e 6,0 Kg m?), com 4 repeticdes, uma
planta por vaso e trés vasos por parcela. As doses de ambos os estercos foram: 1)
solo + areia na proporcédo 3:1 (controle); 2) solo + areia na proporgao 3:1 + 1,5
Kg m™ de esterco; 3) solo + areia na proporcéo 3:1+ 3,0 Kg m™? de esterco e 4)
solo + areia na propor¢ao 3:1 + 6,0 Kg m™ de esterco.

Os tratamentos foram misturados e colocados em vasos com 10 L de
capacidade, porém, o transplantio das mudas com 60 dias de idade somente foi
realizado 15 dias depois, para se evitar a fitotoxidez das mudas, durante esses 15

dias os vasos foram irrigados conforme necessidade.
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O solo empregado no experimento foi classificado como sendo do
horizonte B do latossolo vermelho distroférrico (textura argilosa) com as
seguintes caracteristicas quimicas: pH em agua= 6,0; P e K (mg dm®) = 1,13 e
26,0 ; Ca, Mg, Al e H+ Al (cmol dm'3) = 1,20; 0,20; 0,00 e 1,86; saturacdo de
bases V (%) = 44,04; matéria organica (dag Kg™) = 1,41; teor de argila (dag Kg
) = 64.

As andlises dos adubos (Tabela 1) foram realizadas no laboratério de
analises quimicas da Cooperativa Regional de Cafeicultores em Guaxupé Ltda —

Cooxupé.

Tabela 1 - Andlise quimica dos estercos de codorna e galinha curtidos
utilizados para adubacdo orgénica do experimento de
Lippia gracilis. Lavras, 2016.

Codorna Galinha

Andlises Unidade Valor

pH CaCl,0,01M 1:2,5 7,4 8,0
Nitrogénio Total gKg* 26,0 21,0
Fésforo (P,O5 Total) gKg* 17,9 20,0
Potéassio (K,O Total) gKg* 40,3 7.3
Célcio (Ca Total) gKg* 57,2 4,6
Magnésio (Mg Total) gKg* 7.8 2,6
Enxofre (S Total) gKg* 71 31
Boro (B Total) mg Kg* 66,0 17,0
Cobre (Cu Total) mg Kg* 71,0 74,0
Ferro (Fe Total) mg Kg* 811,0 760,0
Manganés (Mn Total) mg Kg* 515,0 315,0
Zinco (Zn Total) mg Kg* 680,0 314,0
Sédio (Na Total) gKg* 2,9 2,2

As plantas foram irrigadas manualmente 2 a 3 vezes por semana. O

controle de plantas daninhas foi realizado manualmente ao longo do ciclo.
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Aos 120 dias de cultivo, as plantas foram colhidas para as andlises de
crescimento. Mediu-se a altura das plantas e particionou-se as raizes, caules e
folhas, que foram desidratados em estufa de ventilacdo forcada a 40° C, até peso
constante. O peso do material vegetal seco foi obtido para determinacdo da
biomassa seca de folhas (BSF, g planta™), caule (BSC, g planta™), raizes (BSR, g
planta™) e total (BST, g planta™).

2.2 Extracéo do oleo essencial

O oleo essencial das folhas de L. gracilis foi extraido por hidrodestilagdo
em aparelho Clevenger, por 120 minutos, a partir de 20g de matéria seca. O
hidrolato foi recolhido e o dleo essencial purificado por parti¢do liquido-liquido
com diclorometano (3 x 25 mL). As fragdes organicas foram reunidas e tratadas
com sulfato de magnésio anidro. A fragdo organica foi reunida, tratada com
sulfato de magnésio anidro, seguida de filtracdo simples e evaporacdo do
solvente organico em capela de exaustdo de gases a temperatura ambiente. O
6leo essencial purificado foi armazenado sob refrigeragdo (4+0,5 °C), até as

analises quimicas.

2.3 Analises quimicas do 6leo essencial

As andlises da composicdo quimica foram realizadas por meio de uma
amostra composta de aliquotas equivolumétricas do 6leo volatil das repeticdes
de cada tratamento.

As anédlises quantitativas do 6leo foram realizadas por cromatografia em
fase gasosa acoplado a um detector de ionizacdo em chama (CG-DIC) em um
sistema Agilent® 7890A, equipado com coluna capilar de silica fundida HP-5

(30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura
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do filme) (Califérnia, EUA). O gés hélio foi utilizado como gés de arraste com
fluxo de 1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e do detector foram mantidas
em 250°C e 240°C, respectivamente. A temperatura inicial do forno foi de 50°C,
isotérmico por 1,5 min, seguido por uma rampa de temperatura de 4°C/min até
200°C, seguida de uma rampa de 15°C/min até 250°C, mantendo-se isotérmico
por 5 min. O Oleo foi diluido em acetato de etila (1%, v/v) e injetado
automaticamente no cromatografo empregando volume de injecéo de 1,0 uL, no
modo split a uma razéo de inje¢do de 1:50. As concentra¢Ges dos constituintes
foram expressas pela média da porcentagem de area relativa dos picos
cromatograficos + o desvio padrdo de trés amostras analisadas para cada
tratamento.

As analises qualitativas do 6leo foram realizadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando-se um
equipamento Agilent® 5975C, operado por ionizagdo de impacto eletrénico a 70
eV, em modo varredura, com um intervalo de aquisi¢cdo de massas de 40 a 400
m/z, a uma velocidade de 1,0 scan/s. As condi¢fes cromatograficas foram as
mesmas empregadas nas analises quantitativas.

Os constituintes quimicos foram identificados por comparagdo dos seus
indices de retencdo relativos a coinjecdo de uma solugdo padrdo de n-alcanos
(Cg-Cyqo, Sigma-Aldrich®, St. Louis USA) e por comparacdo dos espectros de
massas do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de
literatura (ADAMS, 2007). Os indices de retencdo foram calculados usando a
equacédo de VVan den Dool e Kratz (1963) e para as atribui¢ces foram consultados
indices de retencéo de literaturas (ADAMS, 2007).
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2.4 Quantificacéo de pigmentos fotossintéticos

Folhas de L. gracilis, completamente expandidas localizadas entre o
segundo e terceiro nd abaixo do apice foram colhidas aos 120 dias para
quantificar os pigmentos fotossintéticos (mg g de matéria fresca de folhas):
clorofila a e b, clorofila total e carotenoides. As analises de clorofila e
carotenoides foram realizadas conforme metodologia de Lichtenthaler (1987)
com pequenas modificagcdes. Foram pesados 0,50 g de amostra das folhas, em
seguida foram trituradas utilizando gral e pistilo, contendo 2 mL de acetona 80%
(v/v) e CaCO3 no escuro e sob luz verde. Em seguida, filtrou-se o extrato e o
volume para 10 mL foi completado com acetona 80%.

As leituras de absorcdo molecular no ultravioleta foram realizadas em
um leitor TECAN infinity® M200 PRO, operado com sistema de processamento
de dados I-control® versdo 3.37. Foram medidas as absorbancias a 663 nm para
clorofila a, 647 nm para clorofila b e 470 nm para carotenoides para cada

amostra.

2.5 Doseamento de compostos fendlicos

2.5.1 Preparo dos extratos de L. gracilis

Folhas de L. gracilis de cada tratamento foram pulverizadas em moinho
de facas Marconi® modelo MAO 48. As solugdes extrativas foram preparadas
por maceragdo dinamica, na concentragdo de 10% (p/v). Para isso, cerca de 20 g
do material vegetal pulverizado foi extraido em Erlenmeyer com 200 mL de
etanol a 70%, empregando-se um Gio Gyrotory Shaker, onde os Erlenmeyers
foram mantidos em agitagdo constante a 146 rpm, durante 24 horas na auséncia

de luz. Em seguida, os extratos foram filtrados a vacuo. Em frascos, previamente
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tarados, cerca de 20,0 g dos extratos liquidos foram evaporados & secura em
rotavapor, e levados a estufa a 100 + 5 °C, para a sua dessecacdo até peso
constante. Os resultados foram expressos em percentagem de residuo seco/100 g
de folhas secas (m/m). Quantificacdo de compostos fenolicos e atividades
antioxidantes dos extratos foram determinados empregando técnicas
espectrofotométricas de absorcdo molecular no ultravioleta, conforme descrito
nos itens 2.5.1 a 2.5.7. Para as leituras empregou-se um leitor TECAN infinity ®

M200 PRO operado pelo sotware I-control ® versao 3.37.

2.5.2 Doseamento de fenois totais

Os fendis totais foram quantificados pelo método de Slinkard e
Singleton (1977). Um volume de 50 pL dos extratos foram misturados com 100
uL do reagente Folin-Ciocalteu (10% p/v) e 125 uL de Na,COs (7% p/v), apds
duas horas em repouso ao abrigo de luz, a absorbancia foi mensurada a 760 nm.
A curva de calibragdo (y = 5,8937x+0,2134x R? = 0,993) compreendeu a faixa
de concentragdo de 0,03 a 0,41 mg/mL de solugdo etandlica de acido galico. Os
teores de fendis totais foram expressos em miligramas equivalente em é&cido

galico por grama de folha seca (mg EAG/g).

2.5.3 Doseamento de flavonoides (flavonas e flavonais totais)

Os flavonoides foram quantificados pelo método de Ahn et al. (2007).
Um volume de 100 pL dos extratos foram misturados com 100 uL de solugéo de
AICl; (10% p/v). Apbés 40 minutos em repouso, em temperatura ambiente, a
absorbancia foi mensurada a 420 nm. A curva de calibracdo (y =
3,5028x+0,0589, R? = 0,9999) compreendeu a faixa de concentragcdo de 0,01 a

0,16 mg/mL de solucdo etandlica de quercetina. Os teores dos extratos de
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flavonoides foram expressos em miligrama equivalentes em quercetina por g de

folha seca (mg EQ/g).

2.5.4 Doseamento dos dihidroflavonoides totais

Os dihidroflavondides totais foram quantificados pelo método Popova,
Bankova e Butovska (2004) modificado. Na primeira fase, 200 pL dos extratos
(nas diluigdes 74) foram misturados com 400uL de solugdo metandlica de DNP
(1% p/v) e aquecido a 50°C por 50 minutos em banho maria. Apo6s
arrefecimento a temperatura ambiente, foram adicionados 1400 puL de KOH
(10% v/v) em metanol a solugdo reagente (amostra+DNP). Em seguida, 50puL da
solugdo reagente (amostra+tDNP+KOH) foram diluidos em 950uL. de metanol e
centrifugados a 3.000 rpm por 10 minutos. Um volume de 200uL de cada
amostra foi transferido para os pocos da microplaca. A absorbancia foi
mensurada a 486 nm. A curva de calibracéo (y = 0,162x + 0,0651, R? = 0,9989)
compreendeu a faixa de concentracdo de 0,08 a 2,6 mg/ mL de solucdo
metanolica de naringenina. Os teores de dihidroflavondides dos extratos foram
expressos em miligrama equivalentes em naringenina por g de folha seca (mg
EN/g).

2.6 Analises estatisticas

Os dados de crescimento, produgdo de matéria seca total, clorofila a,b e
carotenoides e compostos fenolicos foram submetidos a anélise de variancia e
quando significativos submetidos ao teste de médias de Scott-Knott a 5% de
probabilidade pelo programa SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento e matéria seca

Independente das doses e fontes de adubacdo organica, as plantas de L.
gracilis cultivadas com esterco de codorna e galinha desenvolveram-se mais em
comparagdo aquelas do controle. As plantas cresceram mais quando se usou a
dose 1,5 Kg m2 do adubo de galinha e a dose de 6,0 Kg m2 para o de codorna
(Figura 1).

Comparando diferentes fontes de adubos organicos, em bamburral
(Hyptis suaveolens (L.) Point), Maia et al. (2008) observaram diferencas na
altura da planta quando fizeram aplicagdo de adubagdo mineral,
vermicompostos, esterco de aves e composto orgénico, 0s quais se mostraram
superiores ao esterco bovino e a testemunha. Observaram também, menor altura
das plantas no tratamento controle sem adubacéo.

No que se refere aos parametros biométricos de crescimento houve
diferencas estatisticamente significativas em relacdo as doses e fontes de adubos
utilizadas (Tabela 1).

O crescimento das plantas adubadas foi maior que o observado no
tratamento controle, sendo este dependente da dose e da fonte de esterco
empregado. Plantas adubadas com esterco de codorna na dose de 1,5 Kg m™
acumularam mais biomassa seca total (50,69g), de folha, caule e raizes. Doses
de esterco de codorna superiores a 3,0 Kg m™ mostraram ser toxicas para o
crescimento da planta. Plantas adubadas com esterco de galinha, independente
da dose, apresentaram biomassa seca de raizes e total e relagdo raiz/parte aérea
equivalentes estatisticamente. No entanto, maiores ganhos de biomassa de partes
aéreas foram observados nas doses de 3,0 Kg m?e 6,0 Kg m de esterco de

galinha.
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Quanto a relacdo raiz/parte aérea, as plantas adubadas com esterco de
codorna na dose 6,0 Kg m™ investiu mais na formag&o de raiz do que na parte
aérea. Para as outras doses o investimento foi semelhante ao do controle. Em
relacdo ao esterco de galinha todas as doses de esterco investiram mais na
producdo de biomassa da raiz em relacdo ao controle.

Analisando o ganho da biomassa seca total, aplicando 1,5 Kg m? do
esterco de codorna em relagdo ao controle, foi de dez vezes mais, e de galinha,
as doses 1,5a 6,0 Kg m2foram de 6 a 8 vezes superior.

Portanto, a dose de 1,5 Kg m2 de esterco de codorna foi a melhor dose
do esterco e superior & melhor dose do esterco de galinha que foi de 3,0 Kg m™.
Este efeito positivo do esterco de codorna se deve provavelmente a maior
concentracdo de nutrientes neste esterco em relacdo ao esterco de galinha.

A diferenca de resposta de cada espécie pode ser explicada pela
influéncia do gendtipo e a variagdo no teor de nutrientes que ocorre nos adubos

organicos provido de diferentes fontes e locais (CORREA et al., 2010).
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Figura 1- Plantas de Lippia gracilis sob diferentes doses (0,0; 1,5; 3,0 e 6,0 Kg
m) de esterco de galinha e codorna. Controle: sem adubagéo. Lavras,
2016.
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Foto: José Eduardo Brasil. UFLA, Lavras, 2016.
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Tabela 2 - Valores médios da matéria seca de folha (BSF), de caule
(BSC), de raiz (BSR), relacdo raiz/parte aérea e matéria seca total
(BST) de L.gracilis S. sob diferentes fontes e doses de adubo
organico. Lavras, 2016. @

Doses (Kg m™)

Adubo

0 15 3,0 6,0
BSF (g planta™)

Codorna 2,08 ab 15,56 aA 13,25 aB 11,04 bC
Galinha 2,08 aC 10,58 bB 13,45 aA 13,05 aA
CV (%) 20,89

BSC (g planta™)
Codorna 1,17 ab 20,00 aA 15,54 aB 11,83 bC
Galinha 1,17 aC 13,20 bB 18,77 aA 17,48 aA
CV (%) 35,38

BSR (g planta™)
Codorna 1,72 aC 15,13 aA 15,80 aA 5,34 bB
Galinha 1,72 aB 9,41 bA 9,00 bA 9,82 aA
CV (%) 43,01

Relacéo

raiz/parte aérea

Codorna 0,52 aA 0,42 aB 0,54 aA 0,23 bC
Galinha 0,52 aA 0,39 bB 0,27 bC 0,32 aA
CV (%) 42,98

BST (g planta™)
Codorna 4,98 aC 50,69 aA 44,61 aA 28,22 bB
Galinha 4,98 aC 33,20bB 41,23 aA 40,35 aA
CV (%) 28,54

' Médias seguidas das mesmas letras mintisculas, nas colunas, ou maitisculas
nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade.
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3.2 Teores de pigmentos fotossintetizantes

Efeito significativo (p<0,05) nos niveis de esterco avicola para as
clorofilas a, b, b/a e total foram observados (Tabela 2). Maior teor de clorofila a
(0,40 mg g ™), clorofila b (0,13 mg g ™) e clorofila total (0,53 mg g ™) foi obtido
na dose 1,5 Kg m? de esterco de codorna, o qual apresentou também maior
biomassa seca total (BST). Com relagéo ao esterco de galinha, observou-se um
efeito diferente ao esterco de codorna. Maior teor de clorofila a (0,50 mg g ™*; e
clorofila total(0,65 mg g ) ) foram observados na dose 6,0 Kg m?. Para a
clorofila b, maior teor (0,25 mg g ™) foi observado na dose 3,0 Kg m?. A dose
de 3,0 Kg m™ de esterco de galinha proporciona maiores teores de clorofila total.
J& o maior teor de clorofila na razdo b/a (0,77 mg g ™) foi obtido na dose 3,0 Kg
m do esterco de galinha.

Em relago aos carotenoides o maior teor (0,20 mg g ') foi observado
na dose 6,0 Kg m? do esterco de galinha. J& para o esterco de codorna o maior
teor foi observado na dose 3,0 Kg m?.

Tanto a clorofila quanto os carotenoides estdo presentes nas membranas
dos cloroplastos, mais especificamente nos tilacoides, estdo ligados néo
covalentemente a moléculas de proteinas e possuem um importante papel no
processo fotossintético. Uma planta com alta concentracdo de clorofila é capaz
de atingir altas taxas fotossintéticas, os carotenoides sdo acessorios 0s quais
dissipam na forma de calor o excesso de radiagdo. Um dos fatores mais
importantes para o crescimento e adaptacdo das plantas aos mais variados tipos
de ambientes é este sistema (LINS et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2013).

Os carotenoides protegem o aparelho fotossintético contra a
fotodegradacdo dos fotossistemas, por interconversdes entre as moléculas de
xantofila, por isso, sdo muito importantes para as plantas (NOGUEIRA et al.,
2013).
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Lins et al. (2015), na determinagdo de carotenoides totais em Melissa
officinalis L. e Cymbopogon citratus (DC) Stapf., verificaram um teor de 1,81 +
0,25 mg 100g * e 0,96 + 0,06 mg 100g *, respectivamente. Para clorofila total
5,22 + 0,47 mg 100g * para Cymbopogon citratus (DC) Stapf. e 4,52 + 1,14 mg
100g * para Melissa officinalis L.. J& para as clorofila a e b os teores
encontrados foram 4,17 + 0,95 mg 100g * e 0,18 + 0,17 mg 100g " para
Melissa officinalis L. e 3,68 + 0,17 mg 100g * e 1,38 + 0,29 mg 100g ™ para
Cymbopogon citratus (DC) Stapf.

Pandey et al. (2016) estudando manjericdo (Ocimum basilicum L.)
adubado com esterco de galinha misturado com fertilizantes quimicos,
observaram valor médio méximo de clorofila a (0,55 mg g ) e clorofila b
(0,063 mg g ™). A alta de clorofila pode estar diretamente relacionada com os
nutrientes e seu fornecimento equilibrado no solo a partir da aplicacdo
combinada de fertilizantes organicos e quimicos (PANDEY et al., 2016).

A oferta de nitrogénio durante o periodo de crescimento das folhas
aumenta a formagéo de cloroplastos, aumentando, portanto, o teor de clorofila
das folhas (SINGH et al., 2014).

Os maiores valores de clorofila obtidos em funcéo de diferentes fontes e

doses de adubo avicola podem ser explicados pela maior disponibilidade de
nutrientes como nitrogénio e magnésio na solucao do solo, os quais fazem parte
da molécula de clorofila (CORREA et al., 2009).
Corréa et al. (2009) estudando plantas de orégano (Origanum vulgare L.)
observaram maior teor de clorofila a (2,32 mg g ™) na dose 2,54 Kg m? de
esterco avicola; para a clorofila b, maior teor (3,30 mg g ™) foi obtido em
plantas cultivadas com 2,94 Kg m™ de esterco e para clorofila total, maior teor
(5,21 mg g ™) foi obtido em 2,52 kg m™.



Tabela 3 - Valores médios dos teores de pigmentos
fotossintéticos de L.gracilis S. sob diferentes
fontes e doses (Kg m™) de adubo organico .

Doses (Kg m?)

Adubo 15 3,0 6,0

Clorofila a
(mg g de MF)

Codorna 0,25aB 040aA 0,35aA 0,36 bA
Galinha 0,25aC 0,22bC  0,33aB 0,50 aA
CV (%) 12,87

Clorofilab
(mg g *de MF)

Codorna 0,08aB 0,13aA 0,05bB 0,11aA
Galinha 0,08aC 0,05bC 0,25aA 0,15aB
CV (%) 28,26

Razéao b/a
(mg g *de MF)

Codorna 0,31aA 0,31aA 0,17bA 0,30aA
Galinha 0,31aA 0,22aB 0,77aA 0,31aB
CV (%) 26,63

Clorofila total
(mg g ' de MF)

Codorna 0,33aC  0,53aA 0,40bB 0,47 bB
Galinha 0,33aD 0,27bC 058aB  0,65aA
CV (%) 544

Carotenoides
(mg g * de MF)

Codorna 0,15aA 0,17aA 0,18aA 0,16 aA
Galinha 0,15aA 008bB 0,16aA 0,20 aA
CV (%) 18,80

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas, nas
colunas, ou maiusculas nas linhas, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade.
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3.3 Anélises quimicas do 6leo essencial

O teor e rendimento do dleo essencial ndo puderam ser determinados
porgue ocorreu uma cristalizagdo muita rapida do 6leo.

Oleo essencial foi extraido em triplicata para todos os tratamentos,
exceto para o controle, pois ndo havia material suficiente.

Anadlises por CG e CG/EM do 6leo essencial das folhas de L. gracilis
caracterizaram 15 constituintes quimicos que representaram mais de 93% da
composicdo quimica total (Tabela 4). Diferengas qualitativas foram evidentes
entre o controle e as plantas adubadas. No controle, foram caracterizados 10
constituintes quimicos, enquanto que para as plantas adubadas, entre 13 a 15
constituintes. Cinco constituintes ndo detectados nas amostras do tratamento
controle foram o 1-octen-3-ol, o hidrato de trans-sabineno, o acetato de timol, o
humuleno e o é-cadineno. Enquanto que o acetato de timol e/ou o 6-cadineno
foram os responsaveis por diferencas qualitativas nas plantas adubadas.

Independente dos tratamentos, carvacrol e timol, constituiram juntos
mais que 83% da composicdo quimica total do 6leo essencial de L. gracilis. O
tratamento controle, apesar de ter apresentado 0 menor acimulo de biomassa dos
oOrgdos e total, expressou a maior sintese de carvacrol (81,82%) menor sintese de
timol (8,87%) e bem menos na sintese de S-cariofileno (1,27%). Houve uma
tendéncia de aumento de timol e B-cariofileno com o incremento nas doses de
esterco avicola, e para o carvacrol uma diminui¢do (Figura 2). Nas plantas
adubadas com esterco avicola o teor médio de carvacrol foi de 77,93% e de
timol de 9,87%. Estes valores estdo de acordo com Santos et al. (2014) onde o
carvacrol estava na faixa de 73,9 a 77% e o timol entre 4,9 a 10,3% nos 6leos
essenciais extraido de L. gracilis cultivada sob a presenca e auséncia de

irrigacdo e NPK.
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Os demais constituintes identificados no 6leo essencial das plantas de L.
gracilis adubadas e ndo adubadas apresentaram teores abaixo de 4,03%. Cita-se
B-cariofileno (1,27 a 4,03%), éxido de cariofileno (0,63 a 1,50%) e 2,5-
dimetoxiacetofenona (1,12 a 1,62%), dentre outros. Dentre 0s constituintes
minoritarios, os teores de B-cariofileno nas plantas adubadas com diferentes
doses de esterco de codorna e galinha aumentaram mais que 60% em relacdo as
plantas ndo adubadas. Melo et al. (2014) estudando trés genétipos diferentes de
Lippia gracilis identificaram timol (40,52%), y-terpineno (8,29%), p-cimeno
(8,00%), metil timol (7,94%) e B-cariofileno (6,45%) para o genétipo LGRA-
106. Para o genédtipo LGRA-109 foram identificados o carvacrol (45,84%), p-
cimeno (12,47%), y-terpineno (12,81%), B-cariofileno (5,38%) e metil timol
(5,11%) e para o gendtipo LGRA-201 carvacrol (32,60%), vy-terpineno
(25,91%), p-cimeno (12,40%), p-cariofileno (5,79%), e timol (5,57%).

Figura 2 - Porcentagem relativa de Carvacrol do 6leo essencial de folhas de
Lippia gracilis em relacdo a diferentes fontes e doses de esterco de
codorna e galinha. Lavras, 2016.
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Figura 3 - Porcentagem relativa de Timol do 6leo essencial de folhas de Lippia
gracilis em relacdo a diferentes fontes e doses de esterco de codorna
e galinha. Lavras, 2016.
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- Porcentagem relativa de Cariofileno do 6leo essencial de folhas de
Lippia gracilis em relacdo a diferentes fontes e doses de esterco de
codorna e galinha. Lavras, 2016.
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Tabela 4 — Porcentagem relativa dos compostos do éleo essencial de folhas de Lippia gracilis S. sob diferentes doses

(Kg m™) de esterco de codorna e galinha. Lavras, 2016.

Area (%) +DP

Codorna Galinha

Constituinte IR* 0,0 1,5 3,0 6,0 1,5 3,0 6,0
1-octen-3-ol 978 nd 0,19+0,01 0,38+0,00 0,61+0,00 0,22+0,05 0,53+0,09  0,44+0,09
Hidrato de trans - sabineno 1068 nd 0,27+0,01 0,31+0,00 0,31+0,00 0,29+0,02 0,29+0,03  0,35+0,06
Linalol 1100 0,23 0,40+0,02 0,43+0,00 0,42+0,00 0,40+0,03 0,43+0,04  0,44+0,08
Ipsdienol 1147 0,42 0,45+0,02 0,43+0,00 0,43%0,00 0,42+0,01 0,45+0,03  0,39+0,05
Terpineno-4-ol 1179 0,54 0,59+0,03 0,62+0,17 0,53+0,02 0,51+0,04 0,56+0,06 0,52+0,10
Timol 1293 8,87 9,71+0,01 10,05+0,03 10,32+0,00 9,63+0,17 10,35+0,03 9,19+0,26
Carvacrol 1306 81,82 79,78+0,05 78,32+0,17 74,15+0,12 78,82+0,17 79,43+0,59 77,10+3,45
Acetato de timol 1356 nd nd 0,16+0,00 nd 0,23+0,00 nd 0,32+0,03
Acetato de carvacrol 1375 1,28 1,52+0,09 1,50+0,00 1,0040,01 1,68+0,50 0,94+0,05  2,52+0,37
p-cariofileno 1426 1,27 3,20£0,20 3,58+0,02 3,43x0,00 3,77£0,44  2,87+0,27  3,81+£154
Humuleno 1460 nd 0,24+0,01 0,25+0,00 0,2240,00 0,27+0,03 0,20+0,01  0,27+0,09
2,5-dimetoxiacetofenona 1485 1,23 1,30+0,07 1,23+0,00 1,12+0,00 1,16+0,44 1,12+0,13  1,28+0,09
[-bisaboleno 1512 0,29 0,34+0,02 0,34+0,00 0,34+0,00 0,44+0,06 0,31+0,01 0,39+0,14
d-cadineno 1528 nd nd 0,14+0,00 0,16%0,00 0,18+0,00 0,14+0,00 0,18+0,00
Oxido de cariofileno 1590 1,50 1,20+0,02 0,89+0,07 0,85+0,00 0,91+0,16 1,19+0,07  1,33+0,08

Area Total (%) 97,45 99,19 98,63 93,89 98,93 98,81 98,53
10 13 15 14 15 14 15

N° de constituintes presentes

*Indice de retencdo relativo & série n-alcanos (Cg-C,) em coluna HP5-5MS na ordem de eluic&o.DP: desvio padrdo (n=3).
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3.4 Doseamento de compostos fendlicos

O residuo seco dos extratos obtidos por maceragdo dindmica em etanol
70% das folhas desidratadas de L. gracilis compreenderam a faixa de 27 a 33%,
denotando baixos rendimentos (Tabela 5). Apesar da macera¢do dindmica nao
ser um processo de extracdo exaustivo, geralmente é mais eficiente que a
maceragdo estdtica. A agitacdo exerce influéncia acentuada na extracdo dos
constituintes quimicos de uma matéria prima vegetal. Visto gue, sob repouso, 0
solvente em contato direto com a matéria prima vegetal alcanga a concentragdo
de saturagcdo muito mais rapida que sob agitacdo, por depender exclusivamente
do coeficiente de difusdo dos constituintes quimicos (PRISTA et al., 1995). Em
extratos hidroetanolicos (12,5%, m/v) de flores de Calendula officinalis obtidos
por maceragao estatica, Costa et al. (2010) determinaram 2,89% de residuo seco.
Os maiores rendimentos foram observados na dose 1,5 Kg m2 do esterco de
codorna (33,43%) e 3,0 Kg m2 do esterco de galinha (32,05%) (Tabela 5).

Tabela 5 — Rendimento extrativo e teores de compostos fenolicos do extrato
etanodlico a 70% de folhas de L. gracilis sob diferentes fontes e
doses (kg m™) de adubo organico ®. (continua)

Doses (Kg m)

Adubo
0 15 3,0 6,0
RENDIMENTO (%)
Codorna 28,09 aB 33,43 aA 29,17 bB 27,27 aC
Galinha 28,09 aB 27,80 bC 32,05 aA 27,47 aC
FENOIS TOTAIS
(mg EAG/g)

Codorna  19,01+0,08 aB 19,67+0,03 aA 18,02+0,25 aC 18,87+0,07 aB
Galinha  19,01+0,08 aB 19,27+0,07 aA 18,44+0,02 aB 18,78+0,52 aB

CV (%) 1,12

FLAVONOIDES
(mg EQ/g)
Codorna  0,95%0,06aC ~ 1,31+0,04 aB 1,56+0,03 bA 1,53+0,00 bA
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Galinha  0,95+0,06 aC 1,19+0,01 bB 1,74+0,02 aA 1,74+0,02 aA
CV (%) 3,17
DIHIDROFLAVONOIDES
(mg EN/g)
Codorna  10,79+0,3 aB 10,31+0,3 bA 6,54+0,2 bC 10,88+0,05 aB
Galinha  10,79+0,3 aB 12,17+0,4 aA 11,38+0,06 aB 11,31+0,3 aB

CV (%) 3,10

' Médias seguidas das mesmas letras mintsculas, nas colunas, ou maitsculas nas
linhas ndo diferem significativamente para a mesma classe de composto fendlico,
segundo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Fendlicos totais: expressos
em mg equivalente de acido gélico/g de folha seca (mg EAG/g). Flavonoides:
expressos em mg equivalente de quercetina/g de folha seca (mg EQ/g).
Dihidroflavondides: expressos em mg equivalente de naringenina/g de folha seca
(mg EN/g). Os dados representam a média * desvio padrdo (n=3). (concluséo)

Houve diferengas estatisticamente significativas nos teores de
compostos fendlicos das amostras de L. gracilis. Os teores de fendis totais
variaram de 18,02 a 19,67 mg EAG/g, os de flavonoides de 0,95 a 1,74 mg EQ/g
e os de dihidroflavondides de 6,54 a 12,17 mg EN/g (Tabela 5). Apenas para 0s
teores de fendis totais, ndo houve diferencgas estatisticas significativas entre o0s
tipos de adubos. No entanto, na menor dose de adubacdo, as plantas adubadas
com esterco de codorna apresentaram maiores teores de flavonoides totais do
que naquelas adubadas com esterco de galinha. A reciproca é verdadeira, quanto
aos teores de dihidroflavonéides. Plantas adubadas na dose de 1,5 Kg m™ de
esterco de galinha apresentaram maior teor de dihidroflavondides que as
adubadas com esterco de codorna. As plantas sob estes mesmos tratamentos
guando comparadas ao controle, apresentaram teores estatisticamente inferiores
as plantas adubadas para os teores de fenois e flavonoides totais. Os teores de
dihidroflavonéides ndo diferiram do controle para estas plantas (1,5 Kg m? de
adubos de codorna ou galinha). As maiores doses de esterco de codorna
incrementaram os teores de flavonoides, mas reduziram os teores de fendis totais
(Tabela 5).
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A variabilidade nos teores fendlicos estd associada a natureza do
solvente, o método de extracdo e a parte da planta utilizada (MIGUEL et al.,
2014; STANKOVIC et al., 2012; TURKMEN et al., 2006).
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4 CONCLUSOES

O crescimento, os teores fotossintéticos, as analises quimicas do Gleo
essencial e compostos fenolicos de L.gracilis S. sdo alterados em funcdo das
diferentes fontes e doses de esterco avicola, em que a melhor dose foi de 1,5 Kg
m de esterco de codorna e 3,0 Kg m?de esterco de galinha.

Variagcbes nas andlises quimicas do oOleo essencial, qualitativas e
guantitativas, ocorrem dependendo do adubo e da dose utilizada. Nas analises
quimicas o constituinte quimico majoritario identificado em todos o0s
tratamentos foi o carvacrol. Entretanto, a maior sintese foi observada no

tratamento controle, sem adubagéo.
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