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RESUMO GERAL

O cultivo de plantas medicinais, aromaticas e condimentares e de 6leo
essencial estd em expansao. A producdo de dleo essencial pode ser influenciada
por diversos fatores, como nutricdo mineral e os sistemas de cultivos adotados.
Faz-se necessario o aprimoramento de técnicas de cultivo e conhecimento sobre
a exigéncia nutricional no incremento do acimulo de biomassa, na producéo e
composicdo quimica dos Oleos. A Melissa officinalis L. é uma planta em
expansdo no mercado, essa possui um baixo teor de 6leo essencial o que torna
necessario estudos para avaliar seu crescimento vegetativo, além de fatores que
elevem sua producéo. O consoércio com a Achillea millefolium L. pode contribuir
no aumento da producdo de metabodlitos secundarios. Por isso, objetivou-se
avaliar a influéncia dos nutrientes no crescimento, producdo e composicéo
quimica do oleo essencial em M. officinalis L. e da consorciagdo com A.
millefolium L. Foi realizado o consércio entre M. officinalis L. e A. millefolium
L., disposto em quatro tratamentos: monocultivo da M. officinalis L.,
monocultivo da A. millefolium L. e os cultivos consorciados, em delineamento
em blocos casualizados com sete repeticGes. Foram avaliados nove tratamentos
com omissfes de N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn e Completo, com quatro
repeticdes em delineamento inteiramente casualizado, conduzidos sob a
técnica de elemento faltante em solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon em
cultivo hidropbnico na M. officinalis L.. Foi avaliado nos experimentos: o
crescimento vegetativo (biomassa seca, pigmentos fotossintéticos e area foliar),
producdo e andlise quimica do 6leo essencial (fracdo volatil e andlise qualitativa
e quantitativa por cromatografia gasosa). A ordem crescente de limitacdo dos
nutrientes para o crescimento vegetativo é N=Fe >K=Ca=P >Zn >S >Mg, e para
producdo do 6leo é N=Fe >S=Ca >Zn=P=K >>Mg. O cultivo consorciado M.
officinalis L. com A. millefolium L., proporciona aumento no teor dos Gleos
essenciais, porém uma menor producdo de matéria seca da M. officinalis L. e
ndo interfere na composicao quimica do 6leo essencial. A omisséo de nutrientes
essenciais em M. officinalis L. interfere na produgdo de biomassa, teor e
composicao quimica do 6leo, principalmente pelos nutrientes N, Fe, Cae S. A
omissdo de Mg aumenta a clorofila, carotendides e o teor de 6leo essencial.
Assim, pudemos estabelecer uma técnica de produgdo e um manejo adequado as
exigéncias nutricionais interligando a producéo e o teor de 6leo essencial.

Palavras-chave: Melissa. Mil folhas. Elemento faltante. Consorciacao.



ABSTRACT

The cultivation of medicinal, aromatic and herb plants and also of
essencial oil has been expanding. The essential oil production can be influenced
by several factors, such as mineral nutrition and the adopted cultivation systems.
It is necessary to promote the improvement of cultivation techniques and
knowledge about the nutritional requirement in the increase of biomass
accumulation, in the production and chemical composition of the oils. Melissa
officinalis L. is an expanding plant in the market, it has a low essential oil
content which makes it necessary to develop studies to evaluate its vegetative
growth, as well as factors that increase its production. The consortium with
Achillea millefolium L. can contribute to the production of secondary
metabolites increase. Therefore, the objective of this work was to evaluate the
influence of nutrients in the growth, production and chemical composition of
essential oil in M. officinalis L. and also of the intercropping with an A.
millefolium L. The consortium of M. officinalis L. and A. millefolium L. was
done, arranged in four treatments: monocrop of M. officinalis L., A. millefolium
L. monocrop, and the intercropping, in a randomized block design with seven
replicates. Nine treatments with omissions of N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn and
Complete, with four replications in a randomized design, conducted under the
missing element technique in the Hoagland & Arnon’s nutrient solution in
hydroponic cultivation in M. officinalis L. were analyzed. In the experiments
were evaluated: the vegetative growth (dry biomass, photosynthetic pigments
and leaf area), production and essential oil chemical analysis (volatile fraction
and qualitative and quantitative analysis by gas chromatography). The increasing
order of nutrient limitations for vegetative growth is N = Fe >K = Ca = P >Zn
>S >Mg, and for oil production it is C = Fe >S=Ca >Zn=P=K >>Mg. The
intercropping M. officinalis L. and A. millefolium L. allows an increase in the
essential oils content, but a lower dry matter production of M. officinalis L. and
it does not interfere in the chemical composition of the essential oil. The
omission of essential nutrients in M. officinalis L. interferes with the production
of biomass, content and chemical composition of the oil, especially because of
the nutrients N, Fe, Ca and S. The omission of Mg increases the chlorophyll,
carotenoids, and the content of essential oil. Thereby, we can establish a
production technique and a proper nutritional requirement management by
linking production and the essential oil content.

Key-words: Lemon balm. Yarrow. Missing element. Intercropping.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

As producdes de plantas medicinais, aromaticas e condimentares
(PMAC) estédo em expanséo no mercado, resultado do aumento do interesse pelo
consumo de medicamentos a base de plantas e complementos alimentares
(CORREA et al., 2003). Estima-se que, no Brasil, o mercado de fitoterapicos
movimenta em torno de 160 milhdes de reais/ano (EMBRAPA, 2013). Segundo
a Organizacdo Mundial da Saude - OMS, 80% da populagdo mundial faz uso de
medicamentos derivados de plantas medicinais.

Outra fatia de consumo é a comercializagdo de Oleos essenciais. O
mercado brasileiro de 6leos essenciais tem lugar de destaque ao lado dos paises,
india, China e Indonésia, considerados os quatros grandes produtores mundiais
de 6leo essenciais (BIZZO et al., 2009).

A producdo e composi¢do quimica de metabdlitos secundarios sao
influenciadas por condicGes edafocliméticas, e consequentemente, pode ser
influenciada pelas técnicas de cultivo adotadas e pela nutricdo mineral
(MONTANARI, 2002; MORAIS, 2009; SALES et al., 2009).

O conhecimento da nutricdo mineral de plantas medicinais e aromaticas
é um dos fatores mais importantes; a deficiéncia nutricional causa estresse e
interfere diretamente na producdo de biomassa e de 6leos essenciais (MATTOS,
1989; BIASI et al.,2009).

Pesquisas demonstram que a técnica de consorciagdo entre plantas
incrementam na producéo de principios ativos (OLIVEIRA et al., 2011). Como
a Achillea millefolium L. que cultivada em consércio com planta aromética,
pode influenciar na fisiologia e no aumento do rendimento e teor de 6leo
essencial (SCHEFFER; CORREA JUNIOR, 2006; SANTOS et al., 2009;
BRANDAO et al., 2014;).
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A A. millefolium L., conhecida pelos nomes populares mil folhas,
milef6lio e atroveram, possui efeitos terapéuticos, como o0s principais:
analgésica, anti-inflamatoria, diurética e antiespamodica. E amplamente
utilizada pela populacdo brasileira e esta consta na Rela¢do Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse do SUS - RENISUS (BRASIL, 2014; PINTO et al.,
2014).

A M. officinalis L., também chamada de melissa ou erva cidreira
verdadeira, conhecida pelas suas acgOes fitoterapicas, principalmente, o efeito
carminativo, usos na alimentacdo e em inddstrias cosméticas (MONTANARI
JUNIOR, 1999). E consta na lista de espécies medicinais regulamentadas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010).

Por isso, objetivou-se avaliar o crescimento, a producéo e composi¢do
quimica do Oleo essencial de M. officinalis L., empregando a técnica do

elemento faltante e em consércio com A. millefolium L.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos agronémicos, quimico-biolégicos e de mercado

2.1.1 Melissa officinalis L.

A Melissa officinalis L. (Figura 1) é uma planta originaria da
regido mediterranea no Sul da Europa. Da familia Lamiaceae, conhecida
popularmente por melissa, erva cidreira brasileira e melitéia, é uma planta
perene, herbacea, com o caule quadrangular, ereto e piloso; possui folhas
simples, opostas, ovais, verdes claras, com bordos dentados-crenados (BLANK
et al., 2005). A altura varia de 40 a 80 cm, podendo chegar a 100 cm de altura.
Suas flores possuem coloracdo esbranquicada ou amarelada, podendo se tornar
rosada com o passar do tempo, reunidas em fasciculos de duas a seis unidades
(LORENZI; MATQOS, 2002).

Figura 1 (A) Planta Melissa officinalis L., (B) Detalhe morfol6gico da folha. Espécie
pertencente ao Horto de Plantas Medicinais do DAG/UFLA, Lavras, 2015. (C)
flores da M. officinalis L. Fonte: <www.plantasmedicinais.net>.

A espécie é sensivel ao frio e ao calor excessivo, estando melhor
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adaptada a regifes de clima mais ameno. Para seu cultivo, requer solos
férteis, ricos em matéria organica, Umido e bem drenado (LORENZI;
MATOS, 2002). Nas condicdes climaticas do Brasil, a espécie ndo produz
sementes Vidveis, no entanto, sdo encontradas sementes importadas no
mercado (WANDERER et al.,, 2007). A propagacdo é preferencialmente
vegetativa, atraves de estacas apicais ou nodais, ou divisdo de estoldes. Seu
plantio deve ocorrer nos meses de setembro a outubro, e seu ciclo de
producéo varia de 90 a 120 dias ap6s o plantio (MAGALHAES, 1998).

A planta M. officinalis L. é indicada e usada como calmante,
digestiva, carminativa, antiespasmodica, diaforética, antidepressiva e
vermifuga (REIS et al., 2009). E uma das espécies medicinais aprovada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010). Usada para o
tratamento de insénia, problemas nervosos e feridas e atua ainda como
hipotensor. E explorada comercialmente pelas inddstrias de cosméticos para a
fabricacdo de xampus, sabonetes e hidratantes e pela industria alimenticia
para a producdo de licores devido ao aroma e sabor agradavel
atribuidos a presenca de 6leos essenciais (MONTANARI JUNIOR,
1999; MARTINS et al., 2000).

Os 6leos essenciais sdo definidos como produtos obtidos de partes das
plantas, através da destilagdo por arraste a vapor d’agua ou obtidos por
prensagem a frio dos pericarpos de frutos citricos (ISO, 1997). Sdo misturas
complexas e volateis, podendo conter mais de 100 constituintes em sua
composi¢do quimica, com dois ou trés constituintes majoritarios. Séo
responsaveis pela agdo fitoterdpica. A composicdo quimica é constituida
principalmente por fenilpropandides e terpenos. Desempenham diversas
fungdes como semioquimicos, na comunicacdo entre plantas; protecdo contra
microorganismos e herbivoria; atragdo de insetos predadores e polinizadores
(MAFFEI et al, 2011, TAIZ; ZEIGER, 2013).
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A M. officinalis L. possui um odor semelhante ao do limé&o, devido a
presenca em seu 6leo essencial de citral, uma mistura isomérica composta pelos
aldeidos terpénicos, o neral (p — citral) e geranial (a — citral), que se torna mais
intenso depois que a planta é seca (REIS et al., 2009). Os teores desse 6leo
essencial sdo habitualmente muito baixos, em torno de 0,02 a 0,40%
(PAVIANI, 2004; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Esta intensidade
pode variar conforme a exposi¢do da planta a condi¢gbes ambientais adversas,
que pode ocasionar diminuicdo do teor de 6leo na planta (COLUSSI et al.,
2011).

Os oOleos essenciais da M. officinalis L. estdo presentes nos tricomas
secretores das folhas; e a principal classe de compostos que formam o 6leo
essencial sdo os terpenos, originado da rota do &cido mevaldnico; com destaque
aos majoritarios geranial (a-citral) e neral (B-citral) (Figura 2) (HAY &
WATERMAN, 1993; COLUSSI, et al., 2011).

O o¢leo da M. officinalis L. apresenta também outros compostos em
menor quantidade como o citronelal, B-cariofileno, citronelol, limoneno e
linalol, entre outros. Também possui as classes taninos, acidos triterpendides
(ursolico e oleanico), sesquiterpenos (cariofileno), flavondides e substancias
amargas, bem como glicosideos, mucilagens, alcal6ides e resinas (MAY et al.,
2008; COLUSSI, et al., 2011). A estrutura quimica de alguns compostos do 6leo

esséncia esta representada na Figura 2.
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Figura 2 Estruturas quimicas de constituintes presentes no 6leo essencial da Melissa
officinalis L.

A M. officinalis L., bem como outras espécies vegetais terapéuticas,
possui grande importancia econémica e valor no mercado interno de chas. Em
plantios comerciais, chega a produzir 1.800 kg de folhas secas/ha/ano
(MARTINS et al, 2000), sendo o quilograma de folhas secas
comercializado a R$11,00 (BLANK et al.,, 2005), e cada 10 mL do éleo
essencial sdo comercializados a R$23,50. Tornando-se uma alternativa de renda
para o agricultor brasileiro (MARTINS et al., 2000). A melissa, por ser uma
cultura de facil manejo e ndo exigir grandes investimentos, adapta-se muito
bem a pequena propriedade, podendo ser mais uma alternativa para agricultura
familiar (MORAES, 2000).

2.1.2 Achillea millefolium L.
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A Achillea millefolium L., da familia Asteraceae, é uma planta com
origem na Europa e na Asia Ocidental e amplamente presente na flora brasileira
(CANDAN et al., 2003; SALVAGNINI et al., 2006; LOPEZ-LAZARO, 2009).
O nome do género Achillea, deriva provavelmente do heréi grego Achilles, que
utilizava a planta para tratar as feridas de seus soldados. E considerada a espécie
mais conhecida deste género, é cultivada em regifes de climas temperados a
subtropicais (CHANDLER, 1989).

Conhecida pelos nomes populares mil folhas, milefélio ou atroveram, a
A. millefolium L., retratada na Figura 3, é uma planta herbécea, perene, de 30
a 50 cm de altura, rizomatosa, com caules duros e eretos, entouceirada. As
folhas sdo verde escuras, aromaticas, compostas, divididas em muitos
segmentos, aparentando ter mil folhas (MARTINS et al., 2000; LORENZI;
MATOS, 2002). Suas flores sdo pequenas e em capitulos, com coloragdo
branca ou levemente rosada. E uma planta de clima subtropical, com boa
resisténcia a seca (SOUZA et al., 2005). Sua propagacdo, comercialmente, é
por estacas ou divisdo de touceiras, na época da primavera, em meados do
més de setembro (CORREA et al., 2003).

A. millefolium L. é usada para vérias finalidades, tanto como uma
planta ornamental, como planta medicinal e na medicina homeopética, para
uma série de finalidades (SALVAGNINI et al., 2006). Também ¢
utilizada na éarea cosmética, por seu extrato ter potencial como um
fotoprotetor (ROSA et al., 2008). No Brasil é amplamente utilizada pela
populacdo e consta na Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do
SUS — RENISUS ¢é usada principalmente pela acdo anti-inflamatoria,
analgésica e antiespamodica (KOCEVAR, et al., 2008; BRASIL, 2014;
FERRAZ et al., 2014). Possui também atividades microbianas, antioxidante,
antitumoral, antifangica, € utilizada para tratamento de infeccdes

respiratdrias, febre, dor reumética, adstringente, diurética e cicatrizante
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(LOPES, 2003, 2005).

Figura 3 (A) Planta Achillea millefolium L. e (B) Detalhe morfolégico da folha e
(C) flores da A. millefolium L. Fonte: Espécie pertencente ao Horto de
Plantas Medicinais do DAG/UFLA, Lavras, 2015.

O oleo essencial da A. millefolium L. é composto por monoterpenos (30-
80%), sesquiterpenos (8-62%) e em menor quantidade por outros compostos (1-
3%), como alcoois, ésteres, aldeidos e norcarotendides (HOFMANN et al.,1992;
KINDLOVITS; NEMETH, 2012). Os compostos majoritarios encontrados no
6leo essencial da A. millefolium L. s&o os: camazuleno (Figura 4), sendo um
composto resultado da transformacéo de sesquiterpenos azulénicos, no momento da
hidrodestilacdo (RAAL et al., 2012), e é responsavel pela coloracdo azul do dleo.
Possui valor comercial no mercado de Oleos essenciais (NETTO; RAFAELLLI,
2004; CASTRO et al., 2006). Também apresenta outros compostos, como
germacreno-D, cineol, borneol, canfora, a e B-pineno, B-cariofileno, sabineno
(SALVAGNINI et al., 2006; RAAL et al., 2012).
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Figura 4 Estruturas quimicas de constituintes presentes no 6leo essencial da
Achillea millefolium L.

Algumas atividades terapéuticas, como anti-inflamatdria e antiespasmaédicas
sdo atribuidas principalmente ao camazuleno e flavondides entre outros compostos
(CHANDLER, 1989; RAAL etal., 2012).

O teor de 6leo essencial da Achillea millefolium L. contém de 0,2-1% de dleo
essencial na planta, e a composi¢do quimica e a intensidade dos constituintes
quimicos do Oleo extraidos das folhas ou flores é influenciado pela

localizagdo na planta e da variagcdo genética da mesma (RAAL et al., 2012).

2.2 Consorcio entre plantas e a influéncia no teor de 6leo essencial

O consorcio pode ser definido como sistemas de cultivo em que ha o
crescimento simultaneo de duas ou mais espécies de plantas na mesma érea,
permitindo a interacdo bioldgica entre elas (GAO et al., 2009; GLIESSMAN,
2001; REZENDE, 2004). Também pode ser definido como o cultivo de duas

ou mais espécies com diferentes ciclos e arquiteturas vegetativas, exploradas
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concomitantemente na mesma area e num mesmo periodo de tempo, sendo
que ndo necessariamente tenham sido semeadas ao mesmo tempo (SILVA;
GIORDANO, 2000; BEZERRA NETO et al., 2007).

A consorciagdo de culturas contribui para 0 aumento da produtividade
por unidade de area, a eficiéncia de uso dos recursos disponiveis, estabilidade
econdbmica e bioldgica do agroecossistema, na diminuicdo das plantas
daninhas, pragas e doencas (ALTIERI et al., 2003; HIDDINK et al., 2005;
GRANGEIRO et al., 2008; WANG et al., 2014).

O consércio é visto principalmente em pequenas propriedades,
especialmente nos paises tropicais (ALTIERI et al, 2003; SOBKOWIC;
TENDZIAGOLSKA, 2005). Por utilizarem nivel tecnol6gico mais baixo,
procuram aumentar os lucros, 0 melhor aproveitamento dos insumos e da mao
de obra e tratos culturais. Sendo uma forma de aumento da produtividade e
rentabilidade por &rea cultivada (HEREDIA ZARATE et al, 2007).

Estudos sobre a consorciacdo de culturas estdo contribuindo para
elucidar as vantagens sobre o monocultivo, quanto ao aumento da
produtividade das espécies vegetais (CECILIO FILHO et al., 2008). Muitas
substancias quimicas presentes nos vegetais podem levar ao surgimento de
um efeito alelopatico, o qual se refere a capacidade que as plantas tém de
interferir na germinagdo de sementes e no desenvolvimento de outras, por
meio de substancias que estas liberam na atmosfera, ou quase sempre no solo
(MAIRESSE et al., 2007).

Pesquisas tém demonstrado que a consorciacdo traz diversos
beneficios, assim como nas plantas medicinais e aromaticas, que podem
responder a um adequado sistema de producdo (LUZ et al, 2014). J4 ¢é
estudado o comportamento de plantas medicinais e outras culturas,
principalmente olericolas que avaliam o efeito do consércio entre ambas.

Como, a consorciacdo entre manjericdo (Ocimum basilicum L.) e alface
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(Lactuca sativa L.) (VIEIRA et al., 2012), alevante em cultivo consorciado
com cebolinha (Allium fistulosum L.) e chicoéria (Cichorium endivia L.)
(OLIVEIRA et al., 2011), melissa (M. officinalis L.) e alface (BRANDAO et
al., 2014) e citronela com algodoeiro colorido (Gossypium sp) (ROCHA et
al., 2012).

Scheffer & Corréa Junior (2006) relatam que o método consorciado
causa efeito sobre a produgdo de metabolitos. Isso porque os metabolitos
secundarios sé sdo produzidos durante alguns estagios particulares de
crescimento e desenvolvimento, em periodos de estresse e de acordo com 0s
estimulos do ambiente, por isso a presenca de outras plantas pode interferir
na produgdo dos metabolicos secundarios (MAN, 1987; MAIA, 2007).
Assim, como 0 teor e a composi¢do quimica do Oleo essencial também
podem depender de fatores edafoclimaticos, manejo da cultura, época da
colheita e do controle genético e interacdes genotipicas e ambientais
(SALES et al., 2009).

Devido a estes fatores, ha algumas pesquisas na area de plantas
medicinais e aromaticas que estudam o efeito da consorciagdo na biomassa
e na producao de dleo essencial. Como manjericdo (Ocimum basilicum L.) e
horteld (Mentha sp) (MAIA et al., 2009), calamo-aromatico (Acorus calamus
L.) e amoreira branca (Morus alba L.) (CHAMOL.I et al., 2013), pelargénio
(Viola tricolor L.) e alho (Allium sativum L.) (SINGH et al., 2013).

Pesquisas realizadas na &rea de consorciagdo de plantas medicinais e
aromaéticas véem encontrando resultados em que plantas produzem uma maior
quantidade de metabdlitos secundarios quando cultivadas em consorciacéo e
h& relatos que a Achillea millefolium L., quando consorciada, influéncia na
fisiologia, no aumento de metabdlitos secundarios e de teores de Oleos
essenciais, como numa melhoria da qualidade do mesmo. Essa influéncia no

aumento da producdo e qualidade de 6leos essenciais foi visto quando a A.
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millefolium L. foi plantada como bordadura perto de ervas aromatica por
Scheffer & Corréa Junior (2006). Estudos que cultivaram A. millefolium L em
consércio com capim-limdo (Cymbopogon citratus DC.) (SANTOS et al.,
2009), alecrim (Rosmarinus officinalis L) (ARASHIRO et al.,, 2011) e
consorciacdo, em vasos, com melissa (M. officinalis L.) (BRANDAO et al.,
2014) encontraram maiores producdes de 6leo essencial nestas plantas.

Apesar de alguns resultados relatados nas literaturas, ainda ha poucos
estudos sobre o efeito da influéncia, tanto no teor como na qualidade do 6leo

essencial, em plantas quando consorciadas.

2.3 Nutricdo mineral de plantas medicinais

Os elementos essenciais sdo definidos como componentes intrinsecos
na estrutura ou metabolismo de uma planta ou cuja auséncia causa
anormalidades graves no crescimento e desenvolvimento (EPSTEIN; BLOOM,
2005).

Os nutrientes essenciais sdo classificados em macronutrientes,
requerido em maior quantidade pela planta, e em micronutrientes, requerido em
menor quantidade. Porém a quantidade requerida pode depender da necessidade
de cada planta (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os macronutrientes sdo o nitrogénio (N), fosforo (P), potéssio (K),
calcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S), e os micronutrientes sao ferro (Fe),
zinco (Zn), boro (B), manganés (Mn), molibdénio (Mo), cloro (CI), cobre (Cu)
e niquel (Ni). Em relacdo as concentracBes dentro das plantas, os nutrientes
podem ser classificados em quatro grupos de acordo com as funcGes
fisiologicas e comportamento bioquimico (MARCHNER, 2012):

e 1°grupo: N e S. Estdo os nutrientes que fazem parte de compostos de

carbono;
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e 2° grupo: P, B. Composto pelos nutrientes importantes em reagdes de
armazenamento de energia ou na manutencao da integridade estrutural;

e 3° grupo: K, Ca, Mg, CI, Mn. Estdo 0s que permanecem no tecido
vegetal na forma ibnica e importantes fungfes como cofatores
enzimaticos e na regulacéo de potenciais osméticos;

e 4°grupo: Fe, Zn, Cu, Ni, Mo. Nutrientes com fung¢des importantes em
reacoes que envolvem transporte de elétrons.

Para determinar a funcdo e limitagdo da planta daquele nutriente,
existem técnicas como a de elemento faltante em cultivo hidropdnico (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Uma das solugdes nutritivas mais completas é a Solugdo de Hoagland
& Arnon. Ela disponibiliza todos os elementos essenciais para 0 crescimento,
sem a ocorréncia de sintomas de toxidez ou estresse salino. Atualmente, ha
diversas adaptaces desta solucdo adequadas a determinadas culturas (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Os sintomas visuais sdo causados por disturbios nutricionais e sdo
caracteristicos de cada nutriente na planta (MALAVOLTA,; 2006). Porém cada
espécie apresenta necessidades especificas dos nutrientes e seus proprios
sintomas caracteristicos devido a deficiéncia de cada nutriente (ALVARENGA,
2013). Sendo necessério avaliar as exigéncias nutricionais e 0s sintomas em
consequéncia destas em cada cultura. O estado nutricional altera a taxa de
desenvolvimento, a intensidade de crescimento e a caracteristica morfolégica
especifica (EPSTEIN; BLOOM, 2005).

As exigéncias nutricionais em plantas medicinais, aromaticas e
condimentares possuem poucos estudos, principalmente sobre quais elementos
limitam o crescimento e como os nutrientes afetam a boa produtividade e a
producdo dos metabolicos secundarios (SANTOS et al., 2010; ALVARENGA,
2013).
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A produgdo de metabolitos secundarios e a qualidade de principios
ativos também estdo associadas com a resposta da interacdo da planta com o
ambiente, e esta pode ser desencadeada em condigdes de estresse (MARTINS et
al., 2000; FREITAS et al., 2008; LEITE et al.,2012). A nutricdo mineral € um
dos fatores mais importantes que causam estresse e interfere diretamente no
crescimento vegetativo e na producdo de bleos essenciais (MATTOS, 1989;
BIASI et al.,2009).

Como exemplo, pequena quantidade de Cu, Zn, Fe e Mn controlam a
maior parte das atividades fisioldgicas por meio da reducdo do nivel do teor de
clorofila nas folhas influenciando a capacidade fotossintética e afetando o
crescimento da planta (YADEGARI; SHAKERIAN, 2014).

Os metabolitos secundarios, como compostos fendlicos, em relagdo a
disponibilidade de nutrientes no solo podem aumentar e variar entre as espécies
de planta e apresentar diferentes rotas de biossintese desses compostos
(HAUKIOJA et al., 1998; BIASI et al.,2009). Geralmente, o excesso ou
deficiéncia de nutriente provoca a situacdo de estresse e estimula a producéo
destes compostos responsaveis pelo efeito medicinal (MARTINS et al., 2000).

Os compostos fendlicos sdo afetados pela nutricdo mineral, devido estes
serem derivados da fenilalanina, cuja reacdo de biossintese é catalisada pela
enzima fenilalanina aménia liase - PAL (TAIZ; ZEIGER, 2013). A atividade
dessa enzima é alterada por fatores ambientais, como o0s niveis de nutrientes
presentes na planta medicinal (GERSHENZON, 1984; RUIZ et al., 1997,
CAMACHO-CRISTOBAL et al., 2002).

Os teores de K influenciam na produgdo de metabdlitos secundérios.
Estudos feitos por Garlet et al. (2007) encontraram maiores teores de 6leo
essencial em espécies de menta (M. arvensis e M. x gracilis e M. x piperita var.

citrata) com o aumento da concentracdo de K na solugéo nutritiva. Entretanto, a
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deficiéncia em K no maracujeiro doce proporcionou aumento do principio ativo
vitexina (FREITAS et al., 2008).

Na literatura ha trabalhos relacionados com nutricdo mineral como em
menta (Mentha spicata x suaveolens) (PICHI et al., 2012), em caléndula
(Calendula officinalis L.) (SERRA et al., 2013), em camomila (Matricaria
chamomilla L.) (KOVACIK; KLEJDUS, 2014).

Séo incipientes estudos que relacionaram a deficiéncia de nutrientes no
crescimento vegetativo, na producdo e qualidade de 6leo essencial de plantas
medicinais. E ja se encontram na literatura pesquisas nesta area, com as plantas:
mil folhas (Achillea millefolium L.) (ALVARENGA, 2013), alecrim
(Rosmarinus officinalis L.) (TOUNEKTI et al., 2011), pimenta-longa (Piper
hispidinervum C. DC.) e espinheira santa (Maytenus ilicifolia Schrad.) (VIEGAS
et al., 2014, 2013), nim (Azadirachta Indica) (SILVA et al., 2011) e em coentro
(Coriandrum sativum) (DAFLON et al., 2014).
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CAPITULO 2

Producéo de biomassa, teor e composi¢ao quimica do éleo essencial de
Melissa officinalis L. em monocultivo e consorciado com Achillea
millefolium L.

RESUMO

A M. officinalis L. contém baixos teores de 6leo essencial e, segundo
relatos etnobotanicos, a A. millefolium L. consorciada com outra planta
aromética pode aumentar a produgdo de metabdlitos secundarios. Por isso,
objetivou-se avaliar a influéncia da consorciagdo entre M. officinalis L. e A.
millefolium L. no crescimento e na produgdo de 6leo essencial. O experimento
foi realizado com os tratamentos, monocultivo da M. officinalis L., monocultivo
da A. millefolium L. e os cultivos consorciados entre ambas as espécies. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados com sete repetigdes.
Apos a colheita, foi realizada a separacdo de caule e folha, para a M. officinalis
L., e, peciolo e foliolo, para A. millefolium L. As plantas foram submetidas ao
processo de secagem. Amostras dos materiais vegetais secos foram submetidas a
hidrodestilacdo para extracdo do 6leo essencial e este foi analisado por CG-DIC
e CG-EM. Foi possivel concluir que o cultivo consorciado com A. millefolium L.
aumenta o teor de 6leo e reduz a biomassa da M. officinalis L., mas ndo
influenciou na composicéo quimica do 6leo essencial.

Palavras-chaves: Melissa. Mil folhas. Consércio. Cromatografia gasosa.
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ABSTRACT

The M. officinalis L. contains low levels of essential oil and, according
to ethnobotanical reports, the A. millefolium L., when intercropped with other
aromatic plant, can increase the secondary metabolites production. Therefore,
the objective of this study was to evaluate the influence of the intercropping
between M. officinalis L. and A. millefolium L. in the growth as well as in the
essential oil production. The experiment was conducted with the treatments,
monoculture of M. officinalis L., monoculture of A. millefolium L. and the
intercropping between both species. The experimental design was in
randomized block with seven replicates. After the harvest, there happened
separation of the stem and the leaf, to the M. officinalis L.; and of the petioles
and leaflets to the A. millefolium L. The plants were submitted to the drying
process. Samples of dried plant materials were submitted to hydrodistillation
for essential oil extraction and this was analyzed by GC-FID and GC-MS. It
was possible to conclude that the intercropping with A. millefolium L. increases
the oil content and reduces the biomass of M. officinalis L., but it did not
influence in the chemical composition of essential oil.

Keywords: Lemon balm. Yarrow. Intercropping. Gas chromatography.
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1 INTRODUCAO

A Achillea millefolium L. (Asteraceae) é amplamente utilizada pela
populagdo brasileira e distribuida por todo mundo (LOPEZ-LAZARO 2009).
Consta na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS -
RENISUS (BRASIL, 2014). Conhecida por mil folhas, atroveram, novalgina e
milefélio, é utilizada, principalmente como analgésica, anti-inflamatéria,
diurética e antiespamddica; na area de cosméticos, na culinaria e como planta
ornamental (BRASIL 2014; PINTO et al., 2014).

A Melissa officinalis L. (Lamiaceae), conhecida por melissa ou erva
cidreira verdadeira, é uma das plantas medicinais e aromaticas mais importantes
e com potencial no mercado (YADEGARI; SHAKERIAN, 2014). Encontra-se
na lista de espécies medicinais regulamentadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010). E utilizada, principalmente pelo efeito
carminativo e usos na alimentagdo e em industrias cosméticas (MARTINS et al.,
2000; REIS et al., 2009;). Seu 6leo essencial, com 0s compostos majoritarios,
Neral (a-citral) e Geranial (B-citral), possui atividades: antioxidativa, antibiotica,
antifungica, antibacteriana e sedativa (SORENSEN, 2000; LUZ, 2014). Porém
apresenta baixo teor de dleo (0,02 a 0,40%), requerendo de técnicas que
favoreca a producdo e a qualidade deste.

O Brasil possui potencial para cultivo de plantas medicinais, aromaticas
e condimentares e é um dos grandes produtores mundiais de éleos essenciais
(BIZZO et al., 2009; CORREA JUNIOR et al., 2014). A produ¢&o e composi¢ao
quimica de metabdlitos secundarios das plantas medicinais sdo influenciadas por
condi¢bes edafocliméaticas, e consequentemente, pode ser fortemente
influenciada pelas técnicas de cultivo adotadas (MAIA, 2007; SALES et al.,

2009; LUZ et al., 2014). Assim, é necessario o aprimoramento de técnicas de
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cultivo que proporcionam incremento na biomassa, na producéo e qualidade do
6leo essencial (B1ZZO et al., 2009; CORREA JUNIOR et al., 2014).

Técnicas como a consorciacdo de culturas tem se apresentado propicia
nesta area. A consorciacdo é definida como sistemas de cultivo em que ha o
crescimento simultaneo de duas ou mais espécies de plantas na mesma area
(GAO et al., 2009). Contribui para o aumento da produtividade, na diminuicao
das plantas daninhas, pragas e doencas (GRANGEIRO et al., 2008; WANG et al.,
2014).

Em casos de plantas medicinais, o consorcio pode influenciar a
producdo de metabolitos secundéarios. E plantas como A. millefolium L., em
consorcio com planta aromética, induz a produgdo de metabdlitos secundérios,
aumentando o rendimento de 6leo essencial (SCHEFFER; CORREA JUNIOR,
2006; SANTOS et al., 2009; BRANDAO et al., 2014). O que pode auxiliar no
aumento do teor de 6leo de M. officinalis L.

Por isso, objetivou-se avaliar a influéncia do monocultivo e do cultivo
consorciado de A. millefolium L. e M. officinalis L., na producdo de biomassa,

teor e composicdo quimica qualitativa e quantitativa de 6leos essenciais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Condugdo, colheita e analise do crescimento vegetativo

O experimento foi instalado e conduzido no campo experimental da
Fazenda Gota da Esperanca do Departamento de Agricultura (DAG) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras — MG, no periodo de
novembro de 2013 a marco de 2014. A UFLA esté situada nas coordenadas
geograficas 21° 14° S e 45° 00 W, a 918 m de altitude. Segundo a classificagdo
de S& Junior et al. (2012) o clima predominante, de acordo com metodologia

proposta por Koppen, é do tipo Cwa, com as seguintes caracteristicas; umido



42

com inverno seco e verdo quente. O tipo de solo do campo experimental é
classificado como Latossolo Vermelho Distroférrico de textura argilosa
(EMBRAPA, 2013). O solo foi analisado no laboratério do Departamento
Ciéncia do Solo da UFLA para determinacdo dos atributos de fertilidade. As
caracteristicas fisico-quimicas do solo (0 -20 cm) sdo: pH: 5,7; K: 142,0 mg dm"
% P: 2,84 mg dm3; Ca: 2,60 cmol dm; Mg: 0,90 ;mol dm; Al: 0,10 ;mol dm3;
H+Al: 2,90 ;mol dm™; SB: 3,86 .mol dm3; t: 3,96 ;mol dm™:; T: 6,76 ;mol dm™;
V: 57,16%; M: 2,535; matéria organica: 2,87 dag kg, P-Rem: 24,34 mg I. Os
dados climatol6gicos do periodo avaliado foram fornecidos pelo setor de
Climatologia do Departamento de Engenharia da UFLA e podem ser observados
na Figura 1.
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(1):1°ao0 10°dia; (2):11°a020°dia;(3): 21%a0 30°dia.

Figura 1 Temperaturas maximas e minimas; umidade relativa (UR) média; insolacdo
e precipitagdo acumuladas para os meses de novembro de 2013 a marco de
2014. UFLA, Lavras, 2015.

As mudas foram produzidas a partir de plantas matrizes de M.
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officinalis L. e A. millefolium L. - pertencentes ao Horto de Plantas
Medicinais, Arométicas e Condimentares do DAG/UFLA. A propagacdo
vegetativa da M. officinalis L. foi feita por microestacas apicais e da A.
millefolium L. por meio de estoldes ponteiros. Apds 30 dias, em novembro de
2013, as mudas foram transplantadas a campo com espa¢camento de 0,40 m X
0,40. No plantio, foi aplicado um quilo de esterco bovino por cova (15cm
x15cmx20cm). Durante a conducdo do experimento foi realizado os tratos
culturais necessarios & manutencédo das plantas.

A colheita do experimento foi realizada aos 120 dias de cultivo. Cada
planta de M. officinalis L. e A. millefolium L. foi separada, respectivamente,
em caule e folha, e em peciolo e foliolo, com posterior secagem em estufa com
ventilacdo forcada a 40°C até atingir peso constante para determinacdo da
biomassa seca de folhas, caule e total da parte aérea da planta, em g planta™.

Para andlise da éarea foliar da M. officinalis L., utilizou-se 30
folhas/planta fresca, padronizadas a partir do terceiro par de folhas, de trés
plantas de cada parcela. A area foliar (AF, cm? planta?) foi realizada com
auxilio do aparelho Medidor Eletronico de éarea foliar, modelo LI — 3100-
LICOR.

Foram coletadas, em campo, folhas de M. officinalis L., no terceiro par
de folhas, e folhas de A. millefolium L., na mesma idade fisioldgica para
quantificar os pigmentos fotossintéticos: clorofila a e b, relacdo b/a clorofila
total e carotendides. Para o transporte do campo ao laboratério, as folhas foram
envolvidas em papel aluminio e acondicionadas em caixa de isopor contendo
gelo para extracdo e quantificacdo dos pigmentos. As analises de clorofilaae b,
total e carotendides foram realizadas conforme metodologia de Lichtenthaler &
Buschmann (2001), sendo os teores expressos em mg g de matéria fresca de
folhas. Os teores dos pigmentos fotossintéticos foram determinados a partir de

leituras espectrofotométricas (Beckman, modelo 640 B) e medidos a



44

absorbéncia a 663,2 nm, 646,8 nm e 470 nm de cada amostra.

Para analise do desempenho agronémico da consorciacdo, utilizou o
indice de uso eficiente da terra (UET), pela formula UET= (Ca /Ma) + (Cb/Mb),
onde Ca e Cb sdo, respectivamente, as produgdes de 6leo essencial (g/ha) em
consorciagdo das culturas de “a” (M. officinalis L.) e “b” (A. millefolium L.); Ma
e Mb sdo, respectivamente, as produgdes em monocultivo de “a” e “b”. Quando
o valor de UET é superior a 1,0 indicam que a produtividade do consércio é
superior ao monocultivo (MONTEZANO; PEIL, 2006).

2.2 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados,
com quatro tratamentos, disposto em sete blocos, com nove plantas Uteis - de
cada espécie - por unidade experimental mais a bordadura. Os tratamentos
foram o monocultivo da M. officinalis L., o0 monocultivo da A. millefolium L. e

o cultivo consorciado entre M. officinalis L. e A. millefolium L. (Figura 2).

Al BJ C]

Figura 2 Croqui e plantas do experimento ap6s 40 dias do plantio. (A)
Monocultivo da A. millefolium L., (B) Monocultivo da M. officinalis L.,
(C) cultivo consorciado entre M. officinalis L. (m) e A. millefolium L. (a).
Lavras, 2015.
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Os dados foram submetidos a andlise de varidncia pelo teste F e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott e por contrastes ortogonais
pelo teste de Scheffé, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa Sistema para Analise de Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2011).
Os contrastes ortogonais realizados foram: Y1: cultivo solteiro da M. officinalis
L. vs cultivo consorciado da M. officinalis L. e Y2: cultivo solteiro da A.

millefolium L. vs cultivo consorciado da A. millefolium L.

2.3 Extracao e analises quimicas dos 6leos essenciais

Para extracdo do 6leo essencial empregou-se 45g de folhas secas de M.
officinalis L. e 45g de foliolos (sem peciolo) de A. millefolium L. que foram
hidrodestiladas em aparelho de Clevenger modificado por 90 minutos. O 6leo
essencial foi recolhido e purificado por particdo liquido-liquido com
diclorometano (3x5mL). O sulfato de magnésio anidro foi adicionado a fracéo
organica reunida para eliminag&o de residuos de umidade. A solucéo foi filtrada
e seca sob capela de exaustdo de gases, a evaporacdo do solvente foi feita em
temperatura ambiente. O 6leo essencial foi pesado e armazenado em frascos
ambar hermeticamente fechados e mantidos em geladeira a 4 °C até as analises
quimicas. O teor de 6leo essencial (mg 100 g matéria seca das folhas) e o
rendimento (mg planta™*) foram determinados.

As analises quimicas dos 6leos essenciais foram realizadas no
Laboratério de Plantas Medicinais e Fitoquimica da UFLA. As analises
cromatograficas foram realizadas em aparelho Agilent 5890A equipado com
detector de ionizagdo em chama (CG-DIC) e detector seletivo de massas Agilent
5975C (CG-EM), operado por ionizacdo de impacto eletrbnico a 70 eV, em
modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan s-1,com intervalo de aquisicéo de

massas de 40-400 m/z.
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Os 0leos essenciais foram analisados empregando coluna HP-5MS (30
cm de comprimento x 250 pm de didmetro interno x 0,25 pum de espessura).
Utilizou-se hélio como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL mint As
temperaturas do injetor e do detector foram 220° e 240°C. Para 0 Gleo da M.
officinalis L., a temperatura inicial do forno foi de 60°C por 1 min com uma
rampa de temperatura de 3°C min? até 150°C, seguido de uma rampa de 10°C
min?t até 250°C por 1 min. Para o 6leo de A. millefolium L., a temperatura
inicial do forno foi de 60°C com uma rampa de temperatura de 3°C min ate
200°C, seguido de uma rampa de temperatura de 10°C min? ate 270°C,
mantendo-se em condicao isotérmica por 1 min. As amostras de 6leo essencial
de ambas espécies foram diluidas em acetato de etlila (1%, v/v) e 1ul foi
injetado automaticamente no modo split a uma razdo de 1:50.

Os constituintes quimicos foram identificados por comparagdo dos seus
indices de retencdo relativos a co-injecdo de uma solucdo padrdao de n-alcanos
(C8-C20, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA), e por comparacado dos espectros de
massas do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de
literatura (Adams, 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Crescimento e producao de 6leo essencial

A producéo de folhas de M. officinalis L. foi influenciada pelo cultivo
consorciado. O cultivo consorciado com A. millefolium L. resultou em menor
biomassa seca de folhas na M. officinalis L. de 23’10 (Tabela 1). Comparada
estatisticamente no cultivo solteiro, o acimulo de biomassa seca de folhas de M.
officinalis L. foi significamente menor no cultivo consorciado. Corréa Janior et
al. (1998) e Scheffer e Corréa Junior (2006) relataram a influéncia alelopéatica da

A. millefolium L. sobre plantas aromaticas. O efeito alelopéatico é devido ao
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mecanismo de interacdo bioquimica entre as plantas, considerando uma forma
de adaptacdo quimica defensiva, além de um fator de estresse ambiental
(MARASCHINI, 2004).

O mesmo ndo ocorreu com a espécie A. millefolium L., que tanto no
monocultivo como no consorciado, ndo alterou significativamente a média de
producdo de biomassa seca do peciolo e foliolo que foi apenas 4% maior no
consorcio. No que se refere & matéria seca da parte aérea, observa-se diferenca
no aclmulo dessa variavel em M. officinalis L., de 27% a mais no cultivo
solteiro em relagdo ao consorciado. Arashiro et al. (2011) trabalhando em
cultivo consorciado de mil folhas (A. millefolium L.) e alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) relataram menor producdo de biomassa seca em cultivo
consorciado.

A planta cultivada em regime de sombra apresenta maior area foliar para
captacdo da luz. No consorcio a A. millefolium L. ndo sombreou a M. officinalis

L., no entanto a maior area foliar foi observada no cultivo solteiro (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios da area foliar®, da matéria seca da parte aérea, e as
estimativas dos contrastes ortogonais do cultivo solteiro e consorciado, em campo,
de M. officinalis L. e A. millefolium L. Lavras, 2015.

Area foliar  Matéria seca (g planta®)

Planta Cultivo

(cm) Caule Folha
M. officinalis L. Solteira 537,88 a 35,13 36,12
M. officinalis L. Consorciada 486,76 b 24,43 27,99
Contraste MS vs MC - 10,694 8,121™
A. millefolium L. Solteira - 41,11 21,43
A. millefolium L. Consorciada - 42,6 22,28
Contraste MFS vs MFC - -1,497 -0,856
CV (%) 10,85 24,65 17,99

(MMédias seguidas com letras iguais, nas colunas, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
* Significativo estatisticamente, pelo teste de Scheffé, a 5% de probabilidade.

MS (M. officinalis L. solteira), MC (M. officinalis L. consorciada), MFS (A. millefolium L.
solteira), MFC (A. millefolium L. consorciada).



48

O tipo de cultivo também influenciou os teores de pigmentos
fotossintéticos com excecdo a clorofila a na planta A. millefolium L. e M.
officinalis L (Tabela 2). Os demais, clorofila b, b/a, total e carotendides
apresentaram diferencas de teores na andlise de pigmentos. Esses resultados
também foram encontrados nos estudos de Pinto et al. (2014), os quais ndo
encontraram diferenga nos teores de clorofila a quando cultivaram a mil folhas
(A. millefolium L.) sob telas coloridas. A M. officinalis L. e a A. millefolium L.
em cultivo solteiro apresentaram menores médias de pigmentos, exceto a
clorofila b/a.

Tabela 2. Valores médios da quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos e as
estimativas dos contrastes ortogonais do cultivo solteiro e consorciado, em campo,
de M. officinalis L. e A. millefolium L. Lavras, 2015.

Planta Cultivo Clorofila (mg MF) Carotené_ifl €
a b bla  Total (MIMFY)

M. officinalis L. Solteira 0,38 0,57 1,47 0,95 0,43

M. officinalis L. Consorciada 0,66 0,76 1,17 1,43 0,5

Contraste MSvs MC 0,286 0,196™ -0,301™ 0,483™ 0,138

A. millefolium L. Solteira 0,63 0,61 1,00 1,23 0,56

A. millefolium L.  Consorciada 0,65 1,13 1,81 1,78 0,58

Contraste MFSvs MFC 0,21 0,526™ 0,809 0,555 -0,789™

CV (%) 1396 1591 2239 107 11,34

™ Significativo estatisticamente, pelo teste de Scheffé, a 5% de probabilidade.

MS (M. officinalis L. solteira), MC (M. officinalis L. consorciada), MFS (A.
millefolium L. solteira), MFC (A. millefolium L. consorciada).

A maior, e total, producédo de clorofila b/a ocorreu em A. millefolium L.
no cultivo consorciado. Houve uma diferenca de producdo na planta M.

officinalis L., sendo que o cultivo solteiro apresentou maior teor de clorofila a/b
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seguido do teor de clorofila total, ao contrario do que foi encontrado no cultivo
consorciado para os dois caracteres. A menor relacdo b/a no cultivo consorciado
pode ser devido ao sombreamento da M. officinalis L. na A. millefolium L. que
elevou a producédo de clorofila b (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Foram observados resultados significativos no teor e no rendimento (g
planta?) do 6leo essencial para M. officinalis L. (Tabela 3). Foi verificado um
maior teor, de aproximadamente 99% a mais, de 6leo essencial de M. officinalis
L. em cultivo consorciado com A. millefolium L. Com o teor de 6leo essencial na

A. millefolium L. em consdércio obteve-se um aumento néo significativo de 11%.

Tabela 3. Valores médios do teor e rendimento do 6leo essencial e as
estimativas dos contrastes ortogonais do cultivo solteiro e consorciado,
em campo, de M. officinalis L. e A. millefolium L. Lavras, 2015.

Planta Cultivo Teor Rendimento

(%) (gplanta®)  (gha?)
M. officinalis L. Monocultivo 0,111 0.041 2561
M. officinalis L. Consorciado 0,221 0.061 1898
Contraste MS vs MC 0,110™ -0.019**  663.714
A. millefolium L. Monocultivo 0,109 0.045 2816
A. millefolium L.  Consorciado 0,121 0.052 1608
Contraste MFSvs MFC 0,012 -0.006 12077,14**
CV(%) 21,75 25,25 30,73

“ Significativo estatisticamente, pelo teste de Scheffé, a 5% de
probabilidade.

O aumento no teor do 6leo essencial em plantas cultivadas consorciadas
com a A. millefolium L., também foi observado por Santos et al. (2009) com
Cymbopogon citratus L. (capim limao) e Arashiro et al. (2011) com Rosmarinus
officinalis L. (alecrim). J& Branddo et al. (2014), avaliando o cultivo consorciado
entre M. officinalis L. e A. millefolium L., em vasos, ndo observaram diferencas

no teor de 6leo essencial, somente no rendimento de éleo para M. officinalis L.
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Mann (1987) e Andrade e Casali (1999) afirmam que nas rotas dos
metabdlitos secundérios sdo ativados estagios particulares de crescimento e
desenvolvimento ou em periodos de estresse, podendo aumentar ou diminuir o
teor de Oleos essenciais. Brant et al. (2009) também cita que variacdes
ambientais, como temperatura, irradiacdo e fotoperiodo, podem influenciar no
rendimento da biomassa e na qualidade do éleo essencial.

O valor do indice do uso eficiente da terra (UET) foi 1,40, superior a
1,0. Indicando que é necessario 40% a mais de area para que as culturas no
monocultivo produzam o equivalente a produgdo obtida no cultivo consorciado.
BRANDAO et al. (2014) encontrou valor de UET de 3,3 no consorcio, em

vasos, de melissa (M. officinalis L.) e mil folhas (A. millefolium L.).

3.2 Anédlises quimicas do 6leo essencial

As amostras do Oleo essencial de M. officinalis L. tiveram como
caracteristicas organolépticas um o6leo limpido, com coloracdo levemente
amarelada e odor caracteristico ao da planta, devido ao composto citral. Ja o
6leo essencial da A. millefolium L. apresentou a coloragdo azul.

Foram identificados 25 constituintes quimicos no 6leo essencial de M.
officinalis L. no monocultivo e no cultivo consorciado, que corresponderam a
98% e 95%, respectivamente, da composicdo quimica total do dleo essencial
(Tabela 4).

Em termos qualitativos ndo houve diferencas expressivas na composicéo
quimica do 6leo essencial. Os constituintes majoritarios da M. officinalis L.
foram o Neral (B-citral), com 29,68 ¢ 27,29 e o constituinte Geranial (a-citral),
com 41,04 e 38,03 em cultivos, solteiro e consorciado, respectivamente. Ambos
os cultivos apresentaram teores inferiores dos compostos majoritarios em

comparagdo aos da Farmacopéia Brasileira (2010), onde os teores do Neral e
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Geranial estdo entre 30,4 a 32,9% e 49,0 a 53,3%, respectivamente. Os
compostos majoritarios (citronelal, neral e geranial) apresentaram porcentagem
relativa maiores no cultivo solteiro, 41%, 8% e 7% respectivamente. Ja 0s
constituintes, isso-citronelil e trans-6-hidroxi-2-terpineol, apresentaram

porcentagem relativa bem superior no cultivo consorciado.

Tabela 4. Porcentagem relativa dos compostos do 6leo essencial de folhas de
Melissa officinalis L. sob cultivo solteiro e consorciado. Lavras, 2015.

Area (%) + DP

Constituinte TR* Cultivo Cultivo
solteiro Consorciado
Octen-3-ol 7,35 0,29 £0,12 0,22 +0,05
1,8-Cineol 9,67 0,30 0,11 0,26+0,07
Linalol 11,91 0,23 +£0,06 0,22 +0,06
Trans-rose oxide 13,15 0,29 +0,09 0,20 £0,03
Eter de geranil vinila 13,86 0,49 +0,14 0,37 0,09
Fotocitral A 14,06 0,40 +0,15 0,32 +0,08
Citronelal 14,22 6,54 +2 47 3,89 +0,61
Iso-Pinocanfeno 14,73 0,73 £0,14 0,49 +0,10
Cis-Pinocanfeno 15,13 0,28 £0,09 0,29 +0,04
Isogeranial 15,53 1,06 +0,19 0,70 £0,15
Angelato de prenila 16,06 0,31 0,01 0,35 0,05
Citronelol 17,58 0,51 +£0,07 0,40 +0,05
Neral 18,21 29,68 +£0,77 27,29 £2,16
Trans-Geraniol 18,69 0,29 +0,08 0,19 +0,00
Citronelato de metila 18,99 0,37 0,00 0,39 £0,14
Metil citronelato 19,07 0,92 +0,19 0,61 +0,06
Geranial 19,58 41,04 £1,95 38,03 £4,36
Geraniato de metila 21,88 1,24 +£0,44 1,76 0,20
Isocitronelil iso-valerato 22,53 0,90 +0,00 3,91 +£1,83
Acido Geranico 23,35 1,96 £0,24 2,20 +0,23
Trans-6-hidroxi-a-terpineol 24,16 2,23 +0,74 5,29 +2,28
Acetato de Geranil 24,57 0,82 £0,25 0,64 +0,17

Oxido de cariofileno 32,99 7,02 £1,52 7,32 £1,56
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Area (%) + DP

Constituinte TR* Cultivo Cultivo
solteiro Consorciado
Epoxido II de a-Humulene 35,10 0,22 +0,00 0,22 +0,01
4(12),8(13)-cariofila dieno-5a-ol 36,45 0,30 +0,11 0,33 £0,10
Area total (%) 98,42 95,89
NuUmero de constituintes 25 25

*Tempo de retencdo em coluna HP-5MS na ordem de eluicdo. DP: desvio padrédo

(n=3).

Devido a complexidade quimica do 6leo essencial de A. millefolium L.

foram apresentados apenas 0s sete constituintes de maior area relativa (Tabela

5).0s sete constituintes 1,8 cineol, borneol, 4-terpineol, beta-cariofileno,

espatunelol, oxido de cariofileno e camazuleno computaram uma area relativa de

75,4% no cultivo solteiro e 67,37% no consorciado. Ocamazuleno no cultivo

solteiro foi de 22% superior no consorciado, no entanto o 1,8 cineol foi de 66%

a mais no cultivo consorciado.

Tabela 5. Porcentagem relativa dos compostos dos 0Oleos essencial de
foliolos de A. millefolium L. sob cultivo solteiro e consorciado. Lavras,

2015.
Area (%) + DP

Constituinte TR* ] i Cultivo

Cultivo solteiro consorciado
1,8-cineol 8,99 3,18 +0,89 5,29 1,85
Borneol 14,42 9,74 +1,49 9,29 1,37
4-terpineol 14,93 6,96 +1,40 6,76 £1,15
B-cariofileno 25,70 12,35+1,77 11,56 1,82
Espatulenol 32,33 2,47 0,19 2,18 +0,30
Oxido de cariofileno 32,56 6,89 +0,73 6,04 +0,66
Camazuleno 38,35 33,81 +2,93 26,25 +4,75
Area total (%) 75,40 67,37
Numero de constituintes 7 7

*Tempo de retengdo em coluna HP-5MS na ordem de eluicdo. DP: desvio

padrao (n=3).
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O oleo essencial da A. millefolium L., independente do tipo de cultivo,
apresentou como constituinte majoritario o camazuleno. No entanto, no cultivo
consorciado observou-se uma tendéncia de menor sintese desse constituinte.
Assim como, no éleo de M. officinalis L., observou-se um teor ligeiramente

superior na maioria dos constituintes quimicos no cultivo solteiro.

4 CONCLUSOES

O cultivo consorciado Melissa officinalis L. com Achillea millefolium
L., proporciona aumento no teor dos 6leos essenciais, porém uma menor
producdo de matéria seca da M. officinalis L.

Em relagdo ao rendimento total do 6leo essencial ha uma necessidade de
40% a mais de area com o cultivo solteiro para produzir o equivalente a
producdo obtida no consorciado.

O tipo de cultivo ndo interfere na composicdo quimica do o6leo

essencial.
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CAPITULO 3

Producéo de biomassa, teor e composi¢cdo quimica do 6leo essencial de
Melissa officinalis L. sob omissdo de nutrientes

RESUMO

Os macro e micronutrientes sdo essenciais para diversas reagdes
metabolicas dos vegetais e sdo indispensaveis ao desenvolvimento normal de
suas atividades vitais. Objetivou-se avaliar o crescimento vegetativo, bem como
0 teor e a composi¢do quimica do 6leo essencial de Melissa officinalis L.
submetida a omissdo de nutrientes. O experimento foi conduzido, sob a técnica
de elemento faltante em solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon em cultivo
hidroponico. Foram avaliados nove tratamentos, sendo um completo, contendo
todos os nutrientes, e oito com omissdo de um nutriente em cada (-N, -P, -K, -
Ca, -Mg, -S e -Fe, -Zn). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro repeticOes e trés plantas por parcela. Aos 120 dias de
cultivo, avaliaram-se a producdo de matéria seca total da planta (mg), teores de
pigmentos fotossintéticos e teores e composi¢fes quimicas dos Oleos
essenciais. A ordem crescente de limitacdo dos nutrientes para o crescimento da
planta foi N=Fe >P=K=Ca >Zn >S >Mg, e para producao do 6leo essencial foi
Ca=S >P=K=Zn >>Mg. A omissao de nutrientes essenciais em M. officinalis L.
interfere na producdo de biomassa, teor e composi¢cdo quimica do Oleo,
principalmente pelos nutrientes N, Fe, Ca e S. A omissdo de Mg aumenta a
clorofila, carotendides e teor de 6leo essencial. Assim, podendo estabelecer
técnica de producdo e um manejo adequado as exigéncias nutricionais
interligando a producéo e o teor de 6leo essencial.

Palavras-chaves: Melissa. Nutricdo mineral. Hidroponia. Cromatografia
gasosa.
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ABSTRACT

The macro and micronutrients are essential for many metabolic
reactions of plants and are essential for the normal development of their vital
activities. The objective of this paper was to evaluate the vegetative growth, as
well as the content and the essential oil chemical composition of Melissa
officinalis L. when submitted to the omission of nutrients. The experiment was
conducted under the missing element technique in the Hoagland & Armon’s
nutrient solution in hydroponic cultivation. Nine treatments were analyzed,
being one complete, containing all the nutrients, and eight lacking one element
each (-N, -P, -K, -Ca, -Mg, -S and -Fe, -Zn). The experimental design was
completely randomized with four replications and three plants per share. After
120 days of cultivation, the production of total dry plant matter (mg),
photosynthetic pigments content and the chemical composition of essential oils
were evaluated. The increasing order of nutrient limitations for plant growth
was Fe=N >K=P=Ca >Zn >S >Mg, and for the essential oil production it was
Ca=S >P=K=Zn >>Mg. The omission of essential nutrients in M. officinalis L.
interferes in the production of biomass, in the content and in the oil chemical
composition, especially for nutrients N, Fe, Ca and S. The omission of Mg
increases chlorophyll, carotenoids, and the essential oil content. Thus, it is
possible to establish a production technique and the proper nutritional
requirement management connecting the production and the essential oil
content.

Keywords:  Lemon balm.  Mineral nutrition.  Hydroponics.  Gas
chromatography.
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1 INTRODUCAO

A Melissa officinalis L. (Lamiaceae), popularmente conhecida como
melissa ou erva cidreira verdadeira, € uma das mais importantes plantas
medicinais e aromaticas (YADEGARI; SHAKERIAN, 2014). Esté presente na
lista de espécies medicinais regulamentadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010). Possui grande potencial de mercado,
devidos suas acdes fitoterapicas, principalmente, o efeito carminativo, usos na
alimentacg&o e nas industrias cosméticas e de perfumes (REIS et al., 2009).

Seu 6leo essencial é largamente utilizado pelas suas atividades
antioxidantes, antibidtica, antifingica, antibacteriana e sedativa (LUZ, 2014).
Seu acumulo ocorre nos tricomas das folhas, cujos teores sdo geralmente baixos
entre 0,02 a 0,40%. O dleo essencial de melissa é constituido, principalmente
pelos monoterpenos isoméricos, neral (a-citral) ¢ geranial (B-citral), 0s quais sdo
0s principais responsaveis pela sua atividade sedativa (SORENSEN, 2000).

A producdo de principios ativos pode ser influenciada por diversos
fatores, como a nutri¢do mineral, bem como a limitag&o de nutrientes. Algumas
pesquisas nesta area ja foram realizadas em mil folhas (Achillea millefolium) por
Alvarenga (2013), em alecrim (Rosmarinus officinalis L.) por Tounekti et al.
(2011), em pimenta-longa (Piper hispidinervum C. DC.), em espinheira santa
(Maytenus ilicifolia Schrad.) por Viégas et al. (2013, 2014) e, em nim
(Azadirachta indica) por Silva et al. (2011).

Os macro e micronutrientes sdo essenciais para diversas reacdes
metabdlicas dos vegetais e sdo indispensaveis ao desenvolvimento normal de
suas atividades vitais. O conhecimento dos sintomas de deficiéncia auxilia no
conhecimento e interpretacdo do estado nutricional da cultura. Permite também,
distinguir sintomas provocados por agentes patogénicos daqueles de caréncia
nutricional (SILVA et al., 2001).
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Existe uma caréncia de informacdes sobre as exigéncias nutricionais de
plantas medicinais e aromaticas, bem como sua correlacdo com os elementos
essenciais para o crescimento e biossintese dos metabdlitos secundarios (B1ZZO
et al, 2009; ALVARENGA, 2013; YOUSEFZADEH et al., 2013).

Objetivou-se avaliar o crescimento, producdo e composicdo quimica
do 6leo essencial de M. officinalis L., em cultivo hidropdnico, empregando a

técnica do elemento faltante.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Condugdo, colheita e anélise vegetativa

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 julho de 2014 a setembro de 2014. A
UFLA esta situada nas coordenadas geograficas 21° 14” S ¢ 45° 00 W, a 918 m
de altitude. Segundo a classificacdo de S& Junior et al. (2012), o clima regional
predominante, de acordo com metodologia proposta por Kdppen, é do tipo
Cwa, com as caracteristicas; Umido com inverno seco e verdo quente.

As mudas de M. officinalis L. foram propagadas a partir de
microestacas apicais, com aproximadamente 7 cm, de plantas matrizes
cultivadas em canteiros do Horto de Plantas Medicinais, Aromaticas e
Condimentares do DAG/UFLA e enraizadas em substrato comercial
“Tropstrato-HA”. Plantas com 55 dias de idade foram adaptadas em solugéo
nutritiva modificada de Hogland e Arnon (1950) a 25%, por uma semana e a
50% na semana posterior. Na terceira semana, 0 experimento foi instalado.

O cultivo de M. officinalis L. foi em sistema hidropénico, sob a técnica
do elemento faltante, com omisséo de macronutrientes: N, P, K, Ca, Mge S e

de micronutrientes: Fe e Zn, com base na solucdo nutritiva modificada de
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Hogland e Arnon (1950). As plantas foram cultivadas em vasos com
capacidade de seis litros de solugdo nutritiva, com aeracdo realizada por
compressor de ar.

As soluces nutritivas foram preparadas com o0s sais puros, e a
concentragdo de nutrientes da solucéo 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 pug L de B; 20 ug L de Cu; 648 ug L de ClI;
5,022 ug L de Fe; 502 pug Lt de Mn; 11 pg Lt de Mo e 50 pg Lt de Zn por
litro de solugdo. Para as demais solugbes foram omitidos por tratamento um
dos seguintes nutrientes: -N, -P, -K, -Ca, -Mg, -S, -Fe e -Zn). Durante a
condugdo do experimento, as solugBes nutritivas foram renovadas
semanalmente e completadas com adicdo de &gua deionizada quando
necessario para manutencao do nivel de solucéo das plantas.

Periodicamente, até os 120 dias, foram fotografados os sintomas de
deficiéncia nutricional. Em seguida, as plantas de M. officinalis L. foram
colhidas, separadas em raiz, caule e folha. As partes vegetativas foram
individualmente desidratadas em estufa com ventilagdo forcada a 40°C até peso
constante. O peso do material vegetal seco foi mensurado e determinadas a
biomassa seca de raiz, caule, folha e total da planta, em g planta®. Foram
determinadas as porcentagens das producdes relativas da matéria seca total
(PRMS) de todos os tratamentos, considerando os valores obtidos para essa

variavel no tratamento completo correspondente a 100%.
2.2 Analises quantitativas dos pigmentos fotossintetizantes
Folhas de M. officinalis L., completamente expandidas localizadas entre

0 segundo e terceiro nO abaixo do &pice, foram colhidas aos 120 dias para

quantificar os pigmentos fotossintéticos (mg g* de matéria fresca de folhas):
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clorofila a e b, clorofila total e carotendides. As anélises de clorofila e
carotendides foram realizadas conforme metodologia de Lichtenthaler &
Buschmann (2001). Foram pesados 2g de amostra das folhas, maceradas e
homogeneizadas em 10 ml de acetona 80% (v/v). Os teores dos pigmentos
fotossintéticos foram determinados a partir de leituras espectrofotométricas
(Beckman, modelo 640 B) e medidos a absorbéncia a 663,2 nm, 646,8 nm e
470nm de cada amostra. Devido a senescéncia, ndo foi efetuada a analise de

clorofila e carotendide para o tratamento com omissdo de Fe.

2.3 Extracéo e anélises quimicas do dleo essencial

Para a extracdo do Oleo essencial empregou-se amostras de todos 0s
tratamentos, com excecdo daquele que omitiu ferro e nitrogénio. Amostras
compostas de 30g de folhas secas de M. officinalis L. foram imersas em 1000
mL de agua destilada num baldo de destilacdo e hidrodestiladas por 60 min, em
aparelho de Clevenger modificado. O hidrolato foi recolhido e, o 6leo essencial
purificado por particéo liquido-liquido com diclorometano (3 x 5 mL). A fragdo
organica foi reunida, tratada com sulfato de magnésio anidro, seguida de
filtragcdo simples e evaporacdo do solvente organico em capela de exaustio de
gases a temperatura ambiente. O 6leo essencial foi pesado e calculado o teor (mg
100 g de folhas secas). Para o calculo empregou-se a seguinte férmula: teor de
Oleo essencial (%) = [quantidade do 6leo (mg) / biomassa seca de folha (g)] x
100. O o6leo essencial foi armazenado em frascos ambar hermeticamente
fechados e mantidos em geladeira a 4 °C, até as analises quimicas.

Foram determinadas as porcentagens das producdes relativas do teor de
6leo essencial (PRO), considerando os valores obtidos para essa variavel no
tratamento completo correspondente a 100%.

Para as anélises quantitativas, o 6leo essencial foi analisado em sistema
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Agilent 5890A equipado com detector de ionizagdo em chama (DIC),
empregando coluna HP-5MS (30 cm de comprimento x 250 um de didmetro
interno x 0,25 um de espessura). Utilizou-se hélio como gas de arraste com
fluxo de 1,0 mL min. As temperaturas do injetor e do detector foram 220° e
240°C, respectivamente. A temperatura inicial do forno foi de 60°C, mantida
por 1 min, seguida por uma rampa de temperatura de 3°C min* até 150°C, e,
posteriormente, por uma rampa de 10°C mint até 250°C. O 6leo essencial foi
diluido em acetato de etila (1%, v/v) e 1ul foi injetado no modo split a uma
razdo de 1:50. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados
expressos pela média da porcentagem de area normalizada relativa dos picos
cromatograficos + o desvio padrdo.

As analises qualitativas foram realizadas em Cromatografo Agilent®
7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C
(Agilent Technologies, Califérnia, EUA), operado por ionizacdo de impacto
eletronico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com
intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/z. As condigOes operacionais
foram as mesmas empregadas nas analises por CG-DIC.

Os constituintes quimicos foram identificados por comparagdo dos seus
indices de retengdo relativos a co-injecdo de uma solucdo padrdo de n-alcanos
(C8-C20, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) e por comparac¢édo 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-se a
equacdo de Van den Dool and Kratz (1963) e para as atribuicbes foram
consultados indices de retencdo citados em literatura (Adams, 2007).

Para as analises da fracdo volétil todos os tratamentos foram avaliados.
Para extracdo da fracdo volatil das folhas secas de M. officinalis L. empregou-
se a técnica de headspace estatico. Para isso, utilizou-se do extrator/amostrador

headspace automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic AG,
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Switzerland) acoplado ao sistema de CG/EM. As condig¢Ges operacionais de
andlise foram: temperatura de incubacéo da amostra de 100 °C durante 30 min,
temperatura de seringa a 110 °C. Foram utilizadas cerca de 300 mg de folhas
secas/amostra, as quais foram acondicionadas em vials para headspace de 20
mL, vedados com septo de silicone/PTFE; 500 uL da fase de vapor foram
injetados na coluna cromatografica.

As amostras foram analisadas em sistema de cromatografia de fase
gasosa Agilent® 7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent®
MSD 5975C (Agilent Technologies, Califérnia, EUA). As condicGes de
analises foram as mesmas empregadas para as analises dos 6leos essenciais
(item 2.2). As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos
pela média da porcentagem da area normalizada relativa dos picos
cromatograma total de ions + o desvio padrao.

2.4 Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com nove tratamentos, quatro repeticbes e trés plantas/vaso por unidade
experimental. Os tratamentos foram a solugdo completa e as solu¢Bes com a
omissdo de fontes dos macronutrientes: -N, -P, -K, -Ca, -Mg e -S; e, dos
micronutrientes -Fe e -Zn.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia pelo teste F e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa Sistema para Analise de Variancia —
SISVAR (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO



67

3.1 Sintomas visuais de deficiéncia nutricional

Os sintomas visuais de deficiéncia nutricional ocasionada pela omissédo
de macro e micronutrientes nas plantas de M. officinalis L. apareceram, em
média, a partir do quinto dia apdés instalacdo do experimento. O nitrogénio (N) e
ferro (Fe) foram os nutrientes mais limitantes no crescimento e desenvolvimento
da M. officinalis L., em consequéncia foram os primeiros a se constatar a
deficiéncia visual a partir do terceiro dia da instalacdo do experimento. Em
estudos nutricionais, os primeiros sintomas de deficiéncia na pimenta-longa
(Piper hispidinervum C. DC.) foi causado pela omissdo de N (VIEGAS et al.,
2013), assim como na planta nim (Azadirachta indica) estudada por Silva et al.
(2011).

A omissdo do N causou pontos necréticos (1a e b) em toda a planta,
seguido de enrugamento (1c) e encarquilhamento das folhas novas, com juncao
dos pontos necréticos (1d) e posterior manchas avermelhadas (1e), conforme
Figura 1f. Houve redugdo severa no crescimento da planta. Os sintomas
observados ndo condizem com o sintoma caracteristico que é a clorose
generalizada nas folhas velhas (MARCHNER, 2012). O Nitrogénio é o
nutriente essencial mais requerido pelas plantas. Participa de diversos compostos
indispensaveis para o crescimento e desenvolvimento das plantas (FREITAS et
al., 2011). Entre eles, na biossintese de aminodcidos, proteinas e enzimas,
presentes na estrutura dos A&cidos nucléicos e das proteinas (KOVACIK;
BACKOR, 2007; TAIZ; ZEIGER, 2013).



Figura 1 Progresso dos sintomas visuais de deficiéncia nutricional causado
pela omissdo do nitrogénio. Lavras, 2015.
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A auséncia de Fe na planta provocou clorose (Figura 2a) nas folhas
novas com posterior queima nas bordas para o centro das folhas (2b e c).
Observou se enrolamento das folhas e morte dos meristemas apicais (2e).
Devido a grande limitacdo da M. officinalis L. pela omissdo do Fe em poucas
semanas, ocorreu a morte da planta (2f). O Ferro é um importante componente
de enzimas envolvidas na transferéncia de elétrons. As folhas sob deficiéncia de
Fe se tornam cloroticas devido & participagdo do mesmo na sintese de complexos
constituidos por clorofila e proteina no cloroplasto. Em casos de fortes
deficiéncias aparecem zonas necroticas nas bordas das folhas (FERNANDES,
2006; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Apesar da auséncia de nutrientes prejudicarem severamente o
crescimento da planta, nos tratamentos de Fe e N, notou-se, mesmo depois do
aparecimento dos sintomas visuais, a emergéncia de novos ramos que nao
conseguiram se desenvolverer e o surgimento de novas folhas com area foliar
reduzida nas plantas com a omissdo de N e Fe (Figura 1f e 2d).

Apo6s o nono dia do experimento as plantas de M. officinalis L.
apresentaram enrugamento das folhas novas (3a), consequentemente diminuicao
da area foliar devido a auséncia do elemento potassio (K), além de pontuagdes
necroticas e clorose nas bordas das folhas novas, conforme Figura 3b. A omissao
do K também ocasionou uma tonalidade mais escura da cor verde quando
comparado ao tratamento completo, e encurtamento dos internddios (3c). O

Gltimo sintoma observado foi uma tonalidade avermelhada nos caules (3d).
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Figura 2 Progresso dos sintomas visuais de deficiéncia nutricional causado pela
omisséo do ferro. Lavras, 2015.

O K é um macronutriente essencial para o crescimento, desenvolvimento

e maturacdo de frutos. Sua auséncia provoca distirbios no metabolismo da
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planta por atuar em processos fisioldgicos no vegetal (FERNANDES, 2006;
VIEGAS et al.,2014). Atua principalmente na regulacéo do potencial osmotico e
manutencdo do pH na célula, alem da abertura e fechamento de estbmatos
(MALAVOLTA, 2006). Sua deficiéncia causa producdo de putrescina que
acumula nos bordos das folhas velhas ou em folhas com intensa
evapotranspira¢do. Putrescina pode substituir o K* na manutencdo do pH
citoplasmético em plantas deficientes de K (MARCHNER, 2012). Geralmente
0s sintomas visuais de deficiéncia sdo clorose com posterior necrose nos apices e
margens das folhas velhas (PULGA et al., 2010).

As plantas apresentam respostas expressivas a adubac@es potassicas. O
aumento da adubagdo potéssica proporcionou aumento nos compostos de plantas
de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) (TOUNEKT] et al.,2011).

A omissao do fésforo (P) levou ao surgimento de pontos necréticos (4a)
a partir do sétimo dia do experimento, seguido de manchas avermelhadas (4b e
c) nas folhas, enrugamento (4d) e notavel clorose arroxeada nas folhas e caule
(Figura 4e). A coloracdo arroxeada é devida ao decréscimo da sintese de
proteina, resultando no aumento da quantidade de agUcares nos Orgaos,
favorecendo a sintese em excesso de antocianina (COELHO et al., 2011). Esses
mesmos sintomas também foram observados em pimenta-longa por Viégas et al.
(2013), em nim por Silva et al. (2011), em mil folhas por Alvarenga (2013).

A atuacdo do P nas plantas estd ligada a transferéncia de energia, por
constituitente do ATP (trifosfato de adenosina), composto necessario a
respiracdo e fotossintese e na formacdo de DNA e RNA (FERNANDES, 2006;
TAIZ; ZEIGER, 2013). Para sintetizar monoterpenos, maioria dos constituintes
dos dleos essenciais, ha diversas reacdes de fosforilagdo e 0o ATP. Assim, a
deficiéncia em fésforo reduz a taxa de fosforilacdo, reduzindo sua producéo de
monoterpenos (SANTOS et al., 2010).
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Figura 3 Progresso dos sintomas visuais de deficiéncia nutricional causado pela
omissdo do potassio. Lavras, 2015.
Sua deficiéncia ocasiona crescimento retardado, coloracdo verde-escura

na planta, méa formacéo das folhas e presenca de manchas necroticas (VIEGAS
etal.; 2011).
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Figura 4 Sintomas visuais de deficiéncia nutricional causado pela omissdao do
fosforo. Lavras, 2015.

A omissdo do calcio (Ca), no décimo primeiro dia do experimento,
causou o surgimento de pontuagdes necroticas (5a), com posterior juncdo destas
(5b), enrugamento e encarquilhamento severo com as pontas viradas para baixo
nas folhas novas (5f), levando a morte dos apices dos caules, conforme Figura
5¢. O ltimo sintoma foi o0 aparecimento também de manchas avermelhadas nas

folhas (5¢c, d e f). Assim como em pimenta-longa observado por Viégas et al.
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(2013), em que a omissédo de Ca promoveu deformagdes, com folhas novas
enroladas para a face inferior.

O Ca é componente da parede celular e utilizado na sintese da lamela
média, na divisdo celular das células vegetais e no funcionamento das
membranas. A deficiéncia de Ca afeta pontos de crescimentos, meristemas
apicais e raizes, por ndo ser remobilizado na planta; causando um aspecto
gelatinoso nas pontas das folhas novas, devido a necessidade de pectato de Ca
para formacdo da parede celular; em deficiéncias mais severas os pontos de
crescimentos podem morrer (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

Também conhecido como mensageiro secundario em varias respostas da
planta, neste papel ele se liga a proteina calmodulina (MARCHNER, 2012). O
complexo célcio-calmodulina se liga a diferentes tipos de proteinas, entre elas,
as proteinas mensageiras secundarias de sinalizacdo, na liberacdo de sinais
quimicos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os nutrientes magnésio (Mg), enxofre (S) e zinco (Zn) ndo foram
limitantes no crescimento da M. officinalis L. Estes apresentaram sutis sintomas
de deficiéncia nutricionais comparados aos demais nutrientes.

O sintoma de deficiéncia do Mg apareceu no décimo quinto dia da
omissdo do nutriente. Houve o surgimento de manchas necréticas proximas a
bordas das folhas velhas (6a), com posterior juncdo destas em dire¢do ao centro
das folhas (6b e c), ocasionando a morte da folha (Figura 6d). Estes sintomas
diferem dos relatos de deficiéncia de Mg na maioria das plantas, onde sdo
observados amarelecimento internerval das folhas velhas (MALAVOLTA,
2006).
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Figura 5 Progresso dos sintomas visuais de deficiéncia nutricional causado pela
omissdo do célcio. Lavras, 2015.

O Mg faz parte da estrutura em anel da molécula de clorofila, tem
participacdo na ativacdo de enzimas no processo de respiracdo, fotossintese e
sintese de DNA e RNA e é também carregador de P, aumentando a absorcdo de
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P nas raizes da planta (MALAVOLTA, 2006; MARCHNER, 2012). Quando o
teor de Mg for relativamente baixo na planta, pode-se haver condigdes
favoraveis ao aparecimento de deficiéncia induzida pelo excesso de K
(FERNANDES, 2006; MARSCHNER, 2012).

No vigésimo terceiro dia surgiram os sintomas referentes a auséncia do
S. Foi observada leve clorose nas folhas novas (7a e b) com posterior
avermelhamento nos &pices dos caules da planta, conforme Figura 7c e d.
Sintomas semelhantes foram observados em ipeca por Viégas et al. (2014).

O S desempenha fungbes estruturais e metabdlicas na planta. E
encontrado em aminodcidos e constituinte de varias coenzimas e proteinas
essenciais no metabolismo (MALAVOLTA, 2006). Geralmente, os sintomas
visuais de deficiéncia de S ocorrem nas folhas velhas com clorose generalizada
(MALAVOLTA, 2006). Entretanto, podem variar conforme estado nutricional
de N na planta, em plantas com adequada concentracdo de N 0s sintomas se
iniciam nas folhas novas e, em plantas com deficiéncia de N os sintomas visuais
de S surgem nas folhas velhas (MARCHNER, 2012).

Na auséncia do Zn ocorreu inicialmente uma leve clorose e pontos
necroticos (8a), posterior juncdo das partes necrosadas e enrugamento (8b) nas
folhas medianas, apés o décimo dia. Posteriormente, houve mudanca de
tonalidade da cor verde comparado ao tratamento completo e avermelhamento
do caule e encurtamento dos internédios (Figura 8c e d).

O Zn é um micronutriente associado a vérias atividades enzimaticas em
todas as plantas (YADEGARI; SHAKERIAN, 2014). O mesmo participa da
biossintese de clorofila e € um co-fator enzimético para a atividade, essencial
para sintese do triptofano, percursor do &cido indol-3-acético; atua na regulacdo
e estabilizacdo da estrutura proteica e, afeta a sintese e conservagdo de auxinas
(FERNANDES, 2006, TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Figura 6 Progresso dos sintomas visuais de deficiéncia nutricional causado pela
omissdo do magnésio. Lavras, 2015.



Figura 7 Progresso dos sintomas visuais de deficiéncia nutricional causado
pela omissdo do enxofre. Lavras, 2015.
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Figura 8 Progresso dos sintomas visuais de deficiéncia nutricional causado pela
omisséo do zinco. Lavras, 2015.
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Todas as omissdes dos nutrientes ocasionaram como ultimo sintoma um
avermelhamento de parte da planta - caule, folha ou ambos - exceto nos
tratamentos com omissdes de Fe, P e Mg.

3.2 Analises de crescimento e teor do 6leo essencial

A omisséo de nutrientes essenciais influenciou no crescimento de M.
officinalis L., conforme pode ser analisado através da Figura 9 e Tabela 1. A
auséncia dos nutrientes Fe e N foi limitante ao crescimento da planta, causando
uma menor producdo de biomassa seca quando comparado aos demais
elementos. A omissdo do N também foi limitante para producdo de matéria seca
em estudos com espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart.) (Beneditti et al.,
2009), mil folhas (Achillea millefolium L.) (ALVARENGA, 2013), pimenta-
longa (Piper hispidinervum C. DC.) (VIEGAS et al., 2013) e ipeca (Cephaelis
ipecacuanha (Brot.) A. Rich.) (VIEGAS et al., 2014).

Os tratamentos com omissdes dos N, Fe e Ca obtiveram menores valores
de acimulo de matéria seca de raiz. O N e Fe devido & diminui¢do de matéria
seca total em razdo da extrema limitac&o dos nutrientes & planta. E o Ca, devido
a atuacdo do nutriente em regides meristematicas, comprometendo o
crescimento da raiz (FERNANDES, 2006; EPSTEIN; BLOOM, 2006).
Skrebsky et al. (2008) também encontrou baixos valores de producdo de raizes

devido a omisséo de Ca e N em Pfaffia glomerata.



81

Figura 9 Visdo geral das plantas de M. officinalis L. sob omissdo de nutrientes. (a)
Completo, -N; (b) Completo, -K; (c) Completo, -P; (d) Completo, -Ca; (e)
Completo, -Mg; (f) Completo, -S; (g) Completo, -Fe; (h) Completo, -Zn.
Lavras, 2015.
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Tabela 1. Valores médios da matéria seca e do teor de 6leo essencial da M. officinalis
sob omissdo de nutrientes em cultivo hidropénico ). Lavras, 2015.

Matéria seca

Tratamento (g planta™) PRMS (%) T(f/sr PRO (%)
Raiz Caule Folha Total
Completo 20,27a 28,03a 53,27a 101,57 a 100 0,071 a 100
N 067c 045e 190e 3,02d 2,97 - -
P 7,10b 6,14d 1841d 31,65c 31,16 0,027 b 38,03
K 555b 4,41d 1737e 27,33c 26,9 0,026 b 36,61
Ca 3,75¢ 4,60d 19,77d 28,12c 27,68 0,008 b 11,27
Mg 21,19a 27,88a 49,38a 9845a 96,93 0,121 a 170,42
S 20,68a 22,52b 36,98b 80,17b 78,93 0,017 b 23,94
Zn 0,72c¢ 12,77c 1,73e 1521d 14,97 0,018 b 25,35
Fe 10,06 b 0,64e 2859c 39,29c 38,68 - -
CV (%) 28,76 26,67 22,95 22,74 68,36

WMédias seguidas com letras iguais, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. PRMS: producédo relativa de
matéria seca. PRO: producdo relativa de dleo essencial.

O teor de Oleo essencial ndo pode ser quantificado e analisado nas
omissBes de N e Fe, devido a baixa produgdo de folhas e morte da planta. A
producdo de 6leo essencial pela M. officinalis L. foi reduzida em torno de 40% a
30%, pela auséncia dos nutrientes Ca e S, respectivamente. Ja 0 S desempenha
funcBes estruturais e metabolicas na planta. E encontrado em aminoécidos e
constituintes de varias coenzimas e proteinas essenciais no metabolismo
(FERNANDES, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Entretanto, a omissdo do Mg favoreceu um aumento no teor de 6leo
essencial em cerca de 40%, em relacdo ao tratamento completo. Segundo Favaro
(2008) alguns pesquisadores afirmam que plantas cultivadas sob omissdo do Mg
podem apresentar maior producéo de 6leo essencial.

Em controvérsia, os pesquisadores Upadhyay e Patra (2011), indicam

uma resposta positiva a elevacdo do teor de 6leo relacionado ao aumento da
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concentracdo de Mg aplicados em vasos, em estudos com camomila (Matricaria
recutita L.).

Os nutrientes P, K e Zn ndo interferiram na producdo do 6leo essencial,
mantendo os valores de producdo relativa do 6leo proximos ao do tratamento

Completo.

3.3 Teores de pigmentos fotossintetizantes

Os teores de pigmentos fotossintéticos foram afetados, principalmente,
pela omissdo dos nutrientes N, K e Zn em relagdo a clorofila (Tabela 2). A
ordem de limitacdo da producdo de clorofila a foi N=K=2Zn > S=Ca > Completo
> P > Mg. Para clorofila b, N >K=Zn >Ca > S >Mg >Completo >P. Para
clorofila total, N >K=Zn >Ca=S > Completo >P >Mg. Alvarenga (2013)
corrobora com a reducdo da producdo de clorofila para mil folhas na auséncia de
N. A omissdo de Mg causou aumento dos teores de clorofila e maiores que no
tratamento sem omissdo. Na deficiéncia de Mg ocorre aumento do numero de
cloroplastos pequenos (MALVOLTA, 2006) e talvez o aumento do teor de
clorofila.

Em relacdo aos teores de carotendides, a omissdao do N foi a que
propiciou a menor producdo e a omissdo do Mg a maior producdo dos
carotendides. Abbaszadeh et al. (2009) também encontrou valores semelhantes
para a M. officinalis L.

Estes resultados podem ser devidos a participacdo do N na sintese da
molécula de clorofila. O estresse causado pela omissdo do Mg pode ter causado
0 aumento do teor de carotendides que agem como protetores do aparato
fotossintético nestas condi¢cbes (ABBASZADEH et al.,2009; TAIZ; ZEIGER,
2013).
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Tabela 2. Valores médios da quantificagdo dos pigmentos
fotossintéticos da M. officinalis sob omissdo de nutrientes em
cultivo hidropdnico @.

Clorofila Carotendide
Tratamento (Mg g matéria fresca™) (mg g matéria
A b Total fresca-1)
Completo 0,66c 081b 146¢c 0,48b
N 0,21e 0,069 0,27f 0,12d
P 0,79b 1,00a 1,80b 0,54 b
K 0,26e 0,30f 0/56¢e 0,32¢
Ca 0,49d 037e 0,86d 0,38 ¢c
Mg 127a 0,68c 195a 0,66 a
S 0,45d 0,47d 0,92d 0,38 ¢c
Zn 0,27e 0,25f 0,552e 0,25¢
CV (%) 9,33 9,42 7,52 17,36

(MMédias seguidas com letras iguais, nas colunas, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. PRMS: producéo relativa de matéria seca. PRO:
producdo relativa de 6leo essencial.

3.4 Analises quimicas do 6leo essencial

Em relacdo as analises quimicas do 0leo essencial de M. officinalis L.,
foram observadas diferengas quimicas qualitativas e quantitativas. Detectaram
uma faixa de 15 a 23 constituintes, os quais foram identificados em mais de 90%
da composicdo quimica total do 6leo essencial (Tabela 4).

As amostras dos tratamentos com omissdo de P e Mg e com o
tratamento completo apresentaram o0 maior nimero de constituintes presentes no
6leo (Tabela 3). Os constituintes do 6leo essencial variaram com a omissdo ou
ndo dos nutrientes, como por exemplo o a-tolualdeido e Z-Isocitral presentes no
tratamento com omissdo de Mg, e o a-humeleno nas amostras com omissdo de

Ca. O 6-metil, 5-hepten-2-one s ndo foi detectado na amostra com omissao de
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K do 6leo essencial, porém estava presente na fragdo volatil deste tratamento
como constituinte majoritario com 32,23+0,43.

As omissBes de S e Ca prejudicaram a sintese de constituintes quimicos
no 6leo essencial; apresentando 0 menor nimero de compostos presentes e 0s
menores teores de 0leo essencial.

O é&cido geranio s6 ndo foi detectado na omissdo de Ca, assim como, 0
citronelal que ndo estava presente somente nas amostras com auséncia de S. No
tratamento com omissdo de Ca observou que os trés constituintes neral
(19,15+0,14), geranial (31,39+0,18) e O&xido de cariofileno (15,65+0,06)
somaram mais de 65% da composi¢do quimica do dleo essencial.

Os constituintes majoritarios detectados em todos os tratamentos foram
o Neral e Geranial, igualmente descrito na da Farmacopéia Brasileira (2010)
para a planta M. officinalis L (Figura 10). A omissdo de Mg causou aumento dos
constituintes majoritarios. O Neral e Geranial também foram encontrados em
todas as andlises de omissdo de micronutrientes no 6leo essencial de M.
officinalis L. feitas por Yadegari e Shakerian (2014). Os teores variaram entre
28,76%+0,13 a 33,73%+1,50 de Neral e entre 41,16%+0,13 a 45,90%=0,76 de
Geranial da composigéo do 6leo.

Exceto nas omissbes de Ca e S, que foi observado, assim como no
nimero de constituintes, uma sutil diminuicdo dos teores, 0 mesmo foi
encontrado na A. millefolium L. por Alvarenga (2013). Foi encontrado no Ca;
19,15%+0,14 de Neral e 31,39+0,18 de Geranial, seguido do composto Oxido de
cariofileno com 15,65%+0,06. JA4 na omissdo de S, teores de 11,05+0,89;
19,83%+0,00; 22,45%+3,67; de Citral, composto ndo identificado e Geranial,
respectivamente. Também foi encontrada reducdo dos principios ativos na
Passiflora alata na omissdo de Ca em trabalhos de Freitas (2006).

Resultados demonstram que a sintese de constituintes de 6leo pode ser

modificada pela nutrigdo fornecida a M. officinalis L. em cultivo hidropénico.
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Figura 10 Porcentagem relativa de citral (Neral+Geranial) em relagéo
a auséncia de nutrientes e o completo. Lavras, 2015.
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3.5 Anélises quimicas da fragéo volatil

As técnicas de deteccdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial
mostraram diferengas marcantes em relacdo ao 6leo essencial e a fragdo volatil.

Foram observadas diferencas quimicas qualitativas e quantitativas na
fracdo volatil das folhas de M. officinalis L. cultivadas em sistema hidrop6nico
com nutricdo completa e faltante (Tabela 4). As andlises quimicas detectaram
uma faixa de 6 a 22 constituintes presentes nas amostras, 0s quais tiveram seus
constituintes identificados em mais de 95% da composi¢do quimica total (Tabela
2). Os tratamentos que apresentaram maiores nimeros de constituintes presentes
foram aqueles que omitiram o N e 0 K. A omissdo de N e K também aumentou o
nimero de constituintes no teor de 6leo essencial na planta A. millefolium L.
(ALVARENGA, 2013).

Isopulegol, alcool trans-crisantemico, piperitona e acetato de nerol
estavam presentes apenas nas amostras com omissdo de N. Ja os constituintes
isocitral, isogeranial e nerol estavam presentes tanto nas amostras com omissao
de N quanto naquelas que omitiram K. No tratamento com omissdo de K
observou-se que quatro constituintes somaram mais de 85% da composicdo
quimica total da fracdo volatil, os quais foram o 6-metil-5-hepten-2-ona
(32,23%+0,43), neral (10,34%z0,55), geranial (14,22%=+0,89) e B-cariofileno
(28,34%=0,73).

A omissdo de Ca prejudicou a sintese de constituintes quimicos volateis
em M. officinalis L., pois 0 menor nimero de constituintes (6) foi observado
nesse tratamento. Além da grande diferenca qualitativa, observou-se também
uma diferenca quantitativa expressiva no teor de citronelal (69,26%+11,57) em
comparagédo com os demais tratamentos. Conforme discutido no item 3.2, apesar
da inviabilidade de acumulo de biomassa com a omissdo de Fe o citronelal

(38,09%:9,54) também foi o constituinte majoritario nesse tratamento. Yadegari
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e Shakerian (2014) também observaram aumento no teor de citronelal com
omissdo de Fe em M. officinalis L.

O constituinte majoritario dos tratamentos completo e com omissao dos
nutrientes P, K, Mg, S e Zn foi o 6-metil-5-hepten-2-ona, cujo teor variou entre
32,23%+0,43 a 57,19%+1,29. J& o citral (neral + geranial) foi o constituinte
majoritario do tratamento que omitiu N (45,67%). Existem evidéncias que 6-
metil-5-hepten-2-ona pode ser um produto de reagOes oxidativas do citral
(DEMYTTENAERE et al., 2000). Em plantas sob cultivo hidropdnico de M.
officinalis L., a omissdo de nitrogénio parece ter provocado um estresse
metabdlico na planta desencadeando a oxidagdo do citral a 6-metil-5-hepten-2-
ona.

Pbde-se observar que a sintese dos constituintes volateis de plantas de
M. officinalis L. é sensivel a nutricdo ofertada para as plantas. Os resultados
demonstraram que € possivel manipular a sintese quimica qualitativa e
quantitativa da fracdo volatil de plantas de M. officinalis L. cultivadas em

sistema hidrop6nico conforme a oferta de macronutrientes e micronutrientes.
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4 CONCLUSOES

O crescimento, producdo e qualidade de dleo essencial de M. officinalis
L. sdo alterados em funcdo da omissdo de nutrientes essenciais, podendo
estabelecer um manejo adequado as exigéncias nutricionais interligando a
producdo e o teor de bleo essencial.

A ordem crescente de limitacdo dos nutrientes para o crescimento da
planta € N=Fe >K=Ca=P >Zn >S >Mg. Para producédo do 6leo essencial ¢ N=Fe
>5=Ca >Zn=P=K >>Mg.

A auséncia de N e Fe é extremamente limitante ao crescimento e
desenvolvimento vegetativo da planta M. officinalis L. A omissdo dos nutrientes
Ca e S influéncia na qualidade do 6leo essencial diminuindo o teor de citral. A
omissdo de Mg aumenta a clorofila, carotendides, teor, e o rendimento dos

compostos majoritarios do 6leo essencial de M. officinalis L.
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