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RESUMO GERAL

As plantas medicinais sdo afetadas por diversos fatores, dentre eles, a adubacao. A Lippia dulcis
é uma planta medicinal empregada no tratamento de tosse, resfriados e bronquite. Apresenta na
sua composicdo quimica Gleos essenciais e compostos fenolicos, incluindo verbascosideo.
Objetivou-se avaliar a influéncia da adubacdo verde (AV) com Crotalaria juncea no
crescimento vegetativo e no acimulo de Oleo essencial, compostos fenolicos totais e
verbascosideo em Lippia dulcis. O experimento foi conduzido em campo e possuiu sete
tratamentos: Substrato terra e areia; Adubacdo com esterco de gado (450 g/vaso 10 L);
Adubacédo quimica; Adubo verde com 150 g/vaso 10 L; Adubo verde com 300 g/vaso 10 L;
Adubo verde com 450 g/vasol0 L; Adubo verde com 600 g/vaso 10 L. Foi avaliado o peso
seco, analise foliar, teores de pigmentos fotossintetizantes, fendlicos totais, flavonoides totais,
verbascosideo e teor, rendimento e analise quimica do 6leo essencial. Para a biomassa da planta
o0 tratamento mais significativo se deu com o uso de 600 g de AV. Para o teor e rendimento do
o6leo essencial foram as doses 450 e 600 g de AV. Para o verbascosideo e flavonoides totais foi
0 tratamento controle. Para os compostos fendlicos os tratamentos mais eficientes foram a
adubacdo quimica e AV na dose de 300 g. Portanto a adubacao verde se mostrou positiva para
o cultivo da espécie Lippia dulcis. Além de ser uma estratégia mais barata e sustentavel no
cultivo de plantas medicinais.

Palavras chaves: Capim doce. Adubacdo quimica. Metabolismo secundario.



GENERAL ABSTRACT

Medicinal plants are affected by several factors, including fertilization. Lippia dulcis is a
medicinal plant used in the treatment of coughs, colds and bronchitis. It presents in its chemical
composition essential oils and phenolic compounds, including verbascoside. The objective was
to evaluate the influence of green manuring (GM) with Crotalaria juncea on vegetative growth
and accumulation of essential oil, total phenolic compounds and verbascoside in Lippia dulcis.
The experiment was conducted in the field and has seven treatments: Soil and sand substrate;
Fertilization with cattle manure (450 g/10 L per pot); Chemical fertilization; Green manure with
1509 per 10 L pot; Green manure with 300 g per 10 L pot; Green manure with 4509 per 10 L
pot; Green manure with 600 g per 10 L pot. The dry weight was evaluated; leaf analysis; levels
of photosynthetic pigments, total phenolics, total flavonoids and verbascoside; and, content,
yield and chemical analysis of the essential oil. For plant biomass, the most significant treatment
was with the use of 600 g of GM. For the essential oil content and yield, were the doses of 450
and 600 g of GM. For verbascoside and total flavonoids it was the control treatment. For
phenolic compounds, the most significant treatments were chemical fertilization and GM at a
dose of 300 g. Therefore, green manuring was positive for the cultivation of the Lippia dulcis
species. In addition to being a cheaper and more sustainable strategy in the cultivation of
medicinal plants.

Keywords: Sweet grass. Conventional fertilization. Secondary metabolism.



SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ...ttt 10
1 INTRODUQAO E JUSTIFICATIVAS ...ttt 10
2 REFERENCIAL TEORICO ..o senie s esas s naasenssnansen, 12
2.1 Caracterizacdo botanica da espeécie Lippia dulcis e usos na medicina tradicional
.................................................................................................................................... 12
2.2 A QUIMICA A BSPECIE....c.veeeiieieiteeie s sttt te s te e e et e e steene s e e nreenneas 14
2.3 Adubac@o como um fator influenciador do metabolismo secundario de plantas
.................................................................................................................................... 17
2.4 AQUDAGCAD VEIUE........ocuieieeeie ettt et e e steene e e sraenae s 18
2.5 Crotalaria JUNCEA .........coeiiiiiiieieee et 19
REFERENCIAS ..ottt 21
SEGUNDA PARTE — ARTIGO ...ttt 25
1 INTRODUGAO ...t 28
2 MATERIAL E METODOS .......ooiieiieeeseeeeesee e esisse s sesas s sessssnssnessen, 29
2.1 ArEa 08 BSTUAD ......eveceeceeeeeeeeee ettt eneees 29
2.2 Plantio da Crotalaria...........ccoveieieiiie it 30
2.3 Obtencdo do material vegetal de Lippia dulCiS..........cccooveviveiiiiiiveiccieieee 30
2.4 AVALTAGOES ...ttt 31
2.4.1 AcUMUIO de DIOMASSA .....cveveieieciiciece e 31
2.4.2 Teores de pigmentos fOtoSSINTETIZANTES ...........coeveieiiiirircee e 32
2.4.3 ANALISE TOIIAT ..o 32
2.4.4 Teor, rendimento e analises quimicas do 6leo essencial ............c.cccccovevveenene 33
2.4.5 Analises quimicas dos compostos fendliCos ..........ccccvvveieeiiicie i 34
2.4.5.1 Preparo das @mOSIIaS .........cccciiieiierieiieie e see st eeste e sre e sae s sre e 34
2.4.5.2 FENOIS TOTAIS ..ottt ettt 34
2.4.5.3 FIaVONO0IAES TOLAIS.....ccueevierieieieiiesie sttt 34
2.4.5.4 Andlises quimicas de verbascosideo por CLAE-FR ..........ccccoovoiiiiieinnne 35
3 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 37
4 RESULTADOS . ... ..ot e et e e sae e e saae e e e e e anaeas 37
4.1 ACUMUIO dE DIOMASSA ....c.vveuviiiieiieeie ettt e e e 37
4.2  Teores de pigmentos fotosSINtEtIZANTES ........cccvvvvvveiie i 41
4.3 Teor, rendimento e analises quimicas do 6leo essencial ............c.ccoceveiennennee. 42
4.4 CompOStoS TENOIICOS. .......c.ecviiieiece et 46

4.5 ANALISES MUITIVAITAAAS ..o e 51



5 DISCUSSAO ..
6 CONCLUSAO
REFERENCIAS



10

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVAS

Plantas medicinais tém sido utilizadas como base para tratamento de diversas doencas
ha varios séculos e vem sendo aplicada até os dias de hoje como uma alternativa ao uso de
medicamentos sintéticos. Quando usadas adequadamente, essas plantas garantem eficiéncia,
apresentam efeitos colaterais baixos, quando comparadas aos medicamentos convencionais
(TOMASZEWSKA-SOWA, 2020). Dados da OMS sugerem que aproximadamente 80% da
populacdo mundial fazem uso de medicamentos fitoterapicos (AHMA; KHAN, 2019).

Lippia dulcis Trev é uma das espécies pertencentes a familia VVerbenaceae que possui
diversas propriedades medicinais. Oriunda da América Central, ha relatos do sabor adocicado
presente em suas folhas desde 1552 (TOMASZEWSKA-SOWA. 2020). A substancia
responsavel por esse dul¢or é a hernandulcina, um composto quimico organico pertencente ao
grupo dos terpenodides, considerado 1000 vezes mais doce que a sacarose, com baixo teor de
calorias, porém sensivel a altas temperaturas (COMPADRE et al., 1985; GORNEMANN et al,
2008, ADAMS; OLIVEIRA, 2016). Outro composto presente nas folhas de Lippia dulcis é o
verbascosideo (ONO et al., 2005), um feniletandide que além de propriedades bioldgicas,
antioxidante e anti-inflamatéria (VERTUANI et al., 2011), também demonstrou atividade
inibitoria sobre a enzima a-glicosidase in vitro (RITTER et al.,, 2023). Outros terpenos,
comumente usados em cosméticos e na industria farmacéutica também foram relatados no 6leo
essencial de Lippia dulcis, tais como canfora e a-bisabolol. Na medicina tradicional é usada no
tratamento de tosse resfriado, bronquite, asma e colica (NAYAL; MELZIG, 2005). Segundo os
mesmos autores, na Amazonia brasileira essa espécie € conhecida como capim doce, e seu cha

é popularmente empregado no controle de diabetes e como calmante.

Tendo em vista que é uma planta que produz diversos compostos de interesse cosmético e
farmacéutico e sabendo que a produgéo de metabolicos secundarios é influenciado por questdes
genéticas, ontogénicas e ambientais, estudos de manejo agricola que visem maximizar a
producéo vegetal e a producdo de constituintes de interesse séo importantes para a exploracédo

econdmica da espécie.

O Brasil é um dos paises que mais exporta produtos agricolas no mundo e possui uma

alta dependéncia do mercado externo para compra de adubos. De acordo com a ANDA
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(Associacao Nacional para Difusdo de Adubos), o pais importa cerca de 85% dos fertilizantes
utilizados na agricultura. Devido ao aumento do délar, o adubo mineral se tornou muito caro, 0
que se faz necessario investimentos em novas técnicas de adubagdo, como por exemplo
adubacdes organica e verde, como uma alternativa mais econdmica para o produtor
(AGROLINK 2021).

Adubacdo verde € uma pratica agricola que tem efeito positivo sobre as caracteristicas
fisicas quimicas e biologicas do solo, o que promove melhores condi¢cbes para o
desenvolvimento da cultura agricola de interesse econdmico. Para o cultivo de plantas
medicinais isso é muito importante, pois a producéo de metabolitos secundarios é influenciada
diretamente por fatores genéticos e ambientais. Em um estudo realizado com horteld (Mentha
arvensis L.), em consorcio com o adubo verde feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) a
biomassa fresca da planta medicinal teve um aumento de 23,4% e o rendimento do 6leo
essencial de 25,2% com a adubacdo (SINGH et al., 2010). A Crotalaria junceae L. é uma
espécie pertencente a familia das leguminosas muito usada como adubo verde devido a sua alta
fixacdo de nitrogénio no solo (DA EIRA AGUIAR et al., 2014).

Diante disso, objetivou-se avaliar a influéncia da adubacao verde com Crotalaria juncea
no crescimento vegetativo e no acumulo de Oleo essencial, compostos fendlicos totais e

verbascosideo em Lippia dulcis.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracterizagdo botanica da espécie Lippia dulcis e usos na medicina tradicional

O género Lippia L. pertence a familia Verbenaceae e possui em torno de 200 espécies
registradas entre ervas, arbustos e pequenas arvores. Seus maiores centros de disseminacéo séo
encontrados em paises das Américas do Sul e Central, e também em territorios da Africa
tropical (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011).

A espécie Lippia dulcis possui alguns sinénimos como Phyla dulcis Moldenke e
Zappania scaberrima Juss. ex Pers, e durante anos ocorreram problemas com sua correta
nomenclatura boténica, devido a dificuldade da sua identificacdo. Segundo O’Leary e Mulgura
(2012), a espécie foi excluida do género Phyla, pois ndo apresenta tricomas do tipo

malpiguiéceos.

Lippia dulcis, também conhecida como capim doce ou erva doce dos astecas, € uma
planta medicinal de ocorréncia em climas tropicais. Oriunda da América Central, a espécie €
difundida do sul do México até Colémbia, Cuba e Venezuela. Nessas regides, € comum
encontra-la proxima a margens de pantanos ou pastos, em solos de bosques e ao longo de rios,
em altitudes que variam desde o nivel do mar até 1800 m (SOUTO-BACHILLER et al., 1997).

As plantas de Lippia dulcis séo ervas de comportamento perene, com caules ramificados
de base lenhosa; seu habito de crescimento pode ser ereto ou decumbente a prostado, enraizando
a partir dos nés, e podem atingir uma altura/comprimento de até 60 cm (FIGURA 1). Suas
folhas séo inteiras, ovaladas, de coloracdo esverdeada a vermelho-arroxeadas, quando mais
velhas, possuem peciolos de comprimento entre 0,5 e 1,5 cm, com margens dentadas a
serrilnadas; a face adaxial da folha é aspera e a face abaxial apresenta tricomas capitados
glandulares, as folhas apresentam sabor adocicado devido a presenca de hernandulcina, um
sesquiterpeno, do tipo bisabolano. Suas inflorescéncias, do tipo capitulo, possuem de 1 a5 cm
de comprimento e estdo localizadas nas axilas das folhas, apresentando pequenas bracteas
alongadas. O calice de cada flor é bem pequeno, e as pétalas sdo brancas com 1 a 1,5 mm de
comprimento (NAYAL; MELZIG, 2005).
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Figura 1 - Exemplar da espécie Lippia dulcis.

Fonte: da autora (2021).

No que diz respeito de propagacao de espécie medicinais os estudos ainda sdo escassos.
Segundo Adams; Oliveira, 2016; Dwivedl, 2022; Ribeiro et al., 2022 as plantas de Lippia dulcis
podem ser propagadas de forma sexuada, através de sementes, e assexuada através da estaquia.
Pesquisas recentes mostram que plantas de Lippia dulcis propagadas através da
micropropagacdo, em diferentes condigdes in vitro, tiveram um bom pegamento e produziram
mudas com melhores condi¢fes para a fase de aclimatacdo (ROCHA et al., 2022; ROCHA et
al., 2023).

Existem relatos antigos do uso de Lippia dulcis para fins medicinais. Os povos astecas
ja utilizavam essa planta como remédio natural para tosse e obstrucdo urindria. Na América
Central ela é empregada como decoccdo no tratamento de tosse, resfriado, bronquite, asma e
célica. A sua tintura foi usada nos Estados Unidos também para o tratamento de bronquite e
como expectorante (COMPADRE et al., 1985). Em suinos, a atividade anti-histaminérgica e
anticolinérgica do 6leo essencial de Lippia dulcis, a 100 g mL™, diminuiu a concentracio de
carbacol e histamina (substancias broncoconstritoras) (GORNEMANN et al., 2008). Em ratos,
0 extrato etanolico de Lippia dulcis apresentou atividade anti-inflamatoria em fases
proliferativas da inflamagio (PEREZ et al., 2005).

Em estudo realizado com 84 plantas da Guatemala usadas para tratamento de disturbios

gastrointestinais demonstrou que, dentre outras espécies, a Lippia dulcis possui atividade
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antibacteriana frente as bactérias Escherichia coli, Salmonella typhi e Shigella
flexneri (CACERES et al., 1993).

2.2 A quimica da espécie

Em 1985, Compadre e colaboradores, buscando diferentes fontes de vegetais com
substancias intensamente doces descobriram, na literatura botanica mexicana, a Lippia dulcis,
espécie ja usada para tratamento de tosse e bronquite desde o século XIX, contudo ndo existiam
relatos sobre seu uso como um adocante de alimentos e bebidas. Essa espécie possui um sabor
adocicado decorrente da presenca de hernandulcina (FIGURA 2), composto quimico presente
em suas folhas e flores, e pode ser 1000 a 1500 vezes mais doce que a sacarose, mas
ligeiramente amargo no fim (COMPADRE; ROBBINS; KINGHORN, 1986; KANEDA et al.,
1992).

Figura 2 — Estrutura quimica da hernandulcina

Fonte: Compadre et al. (1985).

Relatos sobre a composicao quimica das plantas de Lippia dulcis sdo varidveis. Plantas
coletadas em Porto Rico e caracterizadas quimicamente por meio da cromatografia gasosa
apresentaram alta porcentagem de sesquiterpendides (79%), constituido principalmente por (+)
hernandulcina (36%) e seu epimero (-) epi-hernandulcina (22%) (SOUTO-BACHILLER et al.,
1997). J4 em plantas cultivadas na Alemanha, apresentaram, além da hernandulcina, a canfora,
como principais constituintes do 6leo essencial (GORNEMANN et al., 2008).

O oleo dessa espécie encontrado no Brasil apresentou baixo teor de canfora e é rico em
6-metil-5-hepten-2-ona  (10,5%), a-copaeno  (8,6%), (E)-cariofileno  (10,6%),
biciclogermacreno (6,6%), 5-cadineno (7,2%), epi-a-bisabolol (6,5%) e hernandulcina (8,8%).
Além disso, continha B-cedreno e a-calacorene. Ja no oleo de plantas vindas do México possuia
alto teor de canfora (33,9%), além de canfeno (12,7%), limoneno (4,6%), a-copaeno (4,0%),
(E)-cariofileno (6,0%) e hernandulcina (5,9%) (ADAMS et al., 2016).
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Cinco flavanoides ja conhecidos foram identificados a partir do extrato metandlico de
partes areas de Lippia dulcis: cirsimaritina, salvigenina, eupatorina 5-hidroxi-6,7,3, 4-
tetrametoxiflavona e 5,3-dihidroxi-6,7,4, 5 —tetrametoxiflavona, junto com dois novos
sesquiterpernos do tipo bisabolano, lippidulcina e espilipidulcina e trés glicosideos
feniletandides descafeoilverbascosideo, isoacteosideo e acteosideo, também conhecido como
verbascosideo (FIGURA 3) (ONO et al., 2005).

Figura 3 — Estrutura quimica do verbascosideo

Fonte: Olivier et al. (2010).

O verbascosideo € um glicosideo feniletanoide, isolado pela primeira vez do verbasco
(Verbascum thapsus L), mas presente também em outras espécies de plantas e que tem
apresentado diversas propriedades de interesse medicinal e cosmético. Em Lippia dulcis foi
isolado pela primeira vez por Kaneda et al (1992). Possui diversas propriedades bioldgicas,
antioxidante, anti-inflamatéria, fotoprotetora. (VERTUANI et al., 2011). A atividade anti-
inflamatdria foi avaliada em ratos que foram induzidos a colite por instilacdo intracolnica de
acido 2,4 dinitrobenzeno sulfénico (DNBS; 25mg/rato). O verbascosideo foi administrado de
forma oral na dose de 0,2mg e 2mg por quilo do animal. Resultados desses estudos
demonstraram que o verbascosideo atuou na eliminagéo dos radicais intracelulares, reduzindo
0 nivel microscépico e macroscopicos de colite nesses animais, o que confirmou o beneficio da

sua administracdo para tratamento de doengas inflamatorias intestinais (MAZZON et al., 2009).
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Em um outro trabalho, o extrato de verbena limdo (Aloysia citrodora), contendo
verbascosideo, foi administrado em ratos (2180 mg/ kg, correspondendo a 545 mg/kg do
verbascosideo), onde observaram a correlacdo entre a maior concentracdo de verbascosideo no
plasma e a capacidade antioxidante maxima do plasma através de técnicas como geracao
minima de malondialdeido, maior capacidade de reducao férrica do plasma e atividade méxima
da superoxido dismutase, mostrando forte capacidade antioxidante do verbascosideo (FUNES
et al., 2009). Para avaliar a atividade fotoprotetora, o verbascosideo foi isolado do extrato
metanolico da Buddleja cordata e administrado em camundongos expostos a radiacdo UV-B
aguda e crénica. A acdo do verbascosideo na pele do camundongo foi avaliada pelo método
stripping. Todos os camundongos protegidos com verbascosideo ndo apresentaram sinais de
gueimadura solar apds exposi¢do aguda a UV-B, e 100% dos camundongos desprotegidos
apresentaram carcinomas de pele ap6s exposicdo cronica (ESPINOSA-GONZALEZ et al.,
2016).

Em uma revisdo de literatura, Khalaf et al 2021 demonstraram que o verbascosideo
possui efeitos em atividades anticancerigenas contra diversos tipos de tumores como cancer de
figado, pulmao, cerebral, colorretal, mama, hematolégicos, préstata e de pele. O verbascosideo
se mostrou mais toxico em células cancerigenas na pele de camundongos do que em células
ndo cancerigenas. O que indicou seletividade em relacédo as células tumorais. Em células da
préstata de um rato, o tratamento com verbascosideo preveniu a proliferacdo e migracdo de
células cancerigenas (KHALAF et al., 2021).

Além dessas atividades, o verbascosideo vem sendo estudado como sendo um
importante inibidor da a-glicosidase para o tratamento de diabetes (SEETALQOO et al., 2019).
Segundo dados do Ministério da Saude, em 2020, cerca de 9.3% da populacdo adulta brasileira
vivem com diabetes. Desse nimero, em torno de 90% tém a diabetes Tipo 2 (SBD, 2022). Em
um trabalho foi induzido diabetes em ratos. A administracdo oral de 200 e 300 mg/kg de peso
corporal do extrato de Marubium vulgare induziu um efeito antidiabético e anti-hiperlipidémico
significativo. Houve uma diminuicdo de 50% da glicose no sague, quando administrado nas
doses de 100mg/kg, em doses de 200 e 300 mg/Kkg, teve diminui¢cdo em mais de 60%. Além de
reduzir significativamente niveis de lipideos totais, triglicerideos e colesterol total nos animais
tratados (BOUDJELAL et al., 2012).
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2.3 Adubacéo como um fator influenciador do metabolismo secundério de plantas

O metabolismo pode ser definido como uma rede integrada de reacBes quimicas
mediadas por enzimas e cuidadosamente reguladas, que ocorrem em cada célula. As reagdes
enzimaticas que sdo envolvidas nesse processo sao denominadas de anabdlicas, catabdlicas ou
biotransformacdo. Os compostos quimicos que sdo derivados desses processos Sdo 0S
metabolitos, que podem ser divididos em primarios e secundarios. (PEREZ-URRIA CARRIL;
AVALOS GARCIA, 2009).

O metabolismo primario das plantas é responsavel pelas fungdes essenciais das mesmas,
como por exemplo, seu crescimento e desenvolvimento celular, produzindo substancias que sdo
consideradas fundamentais a manutencdo da vida e reproducdo, como 0s aminoacidos,
carboidratos, proteinas e lipideos, sdo comuns a todo o reino vegetal. J4 o metabolismo
secundario produz moléculas organicas que possuem atividades biol6gicas marcantes que se
relacionam com a adaptacdo do vegetal com o meio, porém nao possui uma funcéo direta com
a fotossintese, transporte celular ou armazenamento de energia, além de ter uma distribuicao
restrita a certas plantas (CHEN; CHEN, 2000).

Os metabolicos secundarios possuem muitas fungcdes ecoldgicas de grande relevancia
nas plantas, como a protecdo contra os herbivoros e contra infeccdo por microrganismos
patogénicos; sdo atrativos para animais polinizadores e dispersores de sementes, utilizando o
odor, cor ou sabor; e atuam também como agentes na competicdo planta-planta. Portanto, a
capacidade de competicdo e sobrevivéncia dos vegetais € diretamente influenciada por esses
compostos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A producdo dos metabdlitos secundarios € influenciada pela genética, ontogenia e
também pelo ambiente, e vai variar conforme o desenvolvimento da planta. Essas substancias

estdo relacionadas com os sabores, aromas e corantes naturais (BROWN et al., 1989).

Neste contexto, diferentes doses de adubos organicos (gado, frango e codorna) foram
usados para avaliar o efeito na producao, rendimento e a composicao quimica do 6leo essencial
de Dysphania ambrosioides L. Diferentes teores do 6leo foram extraidos das inflorescéncias e
nas folhas, sendo que o uso de 3 a 6 kg/ m de esterco bovino e 3 a 12 kg m de esterco de
galinha proporcionaram maior teor de 6leo extraido das folhas. A dosagem de 12 kg m de
esterco de gado aumentou o teor de 6leo extraido das inflorescéncias. Para o rendimento do

dleo, os estercos de gado, frango e codorna em dosagens de 12 kg m?, 6 a 12 kg m?e 9 kg m"
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2, respectivamente obtiveram melhores resultados. O teor de ascaridol nas folhas teve um
aumento com 0 uso de esterco de codorna, enquanto que para esse mesmo COmMposto nas
inflorescéncias teve um aumento com o uso de esterco de galinha (BIBIANO et al., 2019). Para
a espécie de Cymbopogon flexuosus, doses diferentes adubos organicos (esterco bovino, de
codorna e composto organico) também foram utilizados para avaliar teor, rendimento e
composi¢do quimica do seu 6leo essencial. Nesse estudo, o0 esterco de codorna aumentou o

conteddo mineral do seu 6leo em comparacdo com os demais adubos (LOPES et al., 2019).

A influéncia de fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) e a fertilizacdo com adubo
organico foi observada em Melissa officinalis, para os teores de fenois, flavonoides e
composicao quimica do seu 0Oleo essencial. A combinacdo de FMASs e estercos intensificaram
a producdo dessa espécie, proporcionando um maior teor, rendimento e contetddo do ingrediente
ativo do 6leo essencial (DE ASSIS et al, 2020).

2.4 Adubacéo verde

Adubacéo verde é uma préatica que se baseia no uso de plantas em rotacao ou consorcio
com outras culturas de que se tem o interesse econdémico. Esses adubos verdes podem ser
incorporados ao solo ou rocadas e mantidas na superficie, propiciando, uma melhora nas

caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (ESPINDOLA et al., 1997).

Existem trabalhos publicados que comprovam o efeito dessas plantas nas caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo. Isso ocorre devido ao aumento do teor de matéria
organica, possibilitando uma maior disponibilidade de nutrientes, maior capacidade de trocas
catidnicas, diminuicao de teores de aluminio e ainda um aumento na capacidade de reciclagem
e mobilizacdo de nutrientes (CALEGARI et al.,1993). Contudo, € de conhecimento também
que esses efeitos citados anteriormente podem variar de acordo com a espécie utilizada, a época
em que foi realizado o plantio, as condigdes ambientais, 0 manejo realizado, o tempo de

permanéncia dos residuos no solo, e a interacio desses fatores (ALCANTARA et al., 2000).

Estudo realizado com os adubos verdes incluindo feijdo guandu (Cajanus cajan) e
Crotalaria juncea, para avaliar a recuperacao da fertilidade do solo degradado, demonstrou que
apos 90 dias da incorporacdo dessas espécies, os teores de N-NOs. - + N-NH4 + tiveram um
aumento nos primeiros 5 cm de profundidade, maior teor de K, Ca, e Mg nas profundidades de

10 a 20, 40 a 60 e 60 a 80 cm e maiores somas de base, CTC efetiva e saturagcdo por bases nas
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profundidades de 20 a 40, 40 a 60, 60 a 80 cm. O guandu teve melhores resultados no aumento
da fertilidade do solo, nos primeiros 90 dias do experimento, a crotalaria, por ter uma
mineralizacdo mais lenta, apresentou melhores resultados apds 120 dias (ALCANTARA et.,
2000).

A disponibilidade de nutrientes no solo é um fator que influéncia diretamente tanto o
metabolismo primario quanto a producdo de metabolitos secundarios nas plantas medicinais
(GOBOO-NETO etal., 2007). Em um estudo com Mentha arvensis L, consorciada com o feijao
caupi (Vigna unguicullata), a contribuicdo do adubo verde como fonte de nitrogénio, foi
equivalente a 30 kg N/ ha, o que aumentou em 23,4% da biomassa fresca e em 25,2% o
rendimento do 6leo essencial da planta (SINGH et al., 2010).

Em outro estudo com Lippia alba cultivadas em sucessdo com os adubos verdes
crotalaria (Crotalaria juncea L), mucuna preta (Mucuna aterrima Holland) e feijao de corda
(Vigna unguicullata), a utilizagdo da mucuna preta proporcionou um aumento na producédo da
biomassa e do dleo essencial, além de aumentar a quantidade de alguns componentes presentes
no 6leo, como a carvona e limoneno, que conferem um maior valor do produto no mercado (DO
SANTOS MARQUES et., al 2018).

As leguminosas, como a Crotalaria juncea, estdo entre as espécies de plantas mais
utilizadas como adubo verde por possuirem um sistema radicular bastante ramificado e
profundo, o que facilita a extragdo dos nutrientes do solo das camadas mais profundas. Além
disso, também sdo responsaveis pela fixacdo do nitrogénio atmosférico nas raizes, por meio da

simbiose com as bactérias do género Rhyzobium e Bradyrhyzobium (MIYASAKA et al., 1984).

2.5 Crotalaria juncea

As plantas do género crotalaria pertencem a familia das leguminosas, sdo originarias da
india, mas teve uma boa adaptac&o no Brasil devido ao clima tropical. (PEREIRA et al., 2005).
Sdo plantas anuais, de crescimento ereto, determinado e com vegetacdo arbustiva. S&o
recomendadas como adubo verde em detrimento ao uso de adubos quimicos nitrogenados. As
espécies mais cultivadas desse género sdo Crotalaria breviflora, C. juncea e C. spectabilis (DA
EIRA AGUIAR et al., 2014).
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A Crotalaria juncea L é uma espécie que possui rapido crescimento inicial, podendo
atingir uma altura entre 3,0 a 3,5 m, o que facilita o controle de plantas invasoras. Produzem
fibras e celulose de alta qualidade para industria de papel, mas seu principal uso é como adubo
verde. Essa planta fixa em torno de 150 kg ha™ ano™ de N e possui relagdo C/N entre 17 e 19
(DA EIRA AGUIAR et al., 2014). Segundo os mesmos autores, tem uma producéo de 10 a 15
t ha! de matéria seca e 500 a 1.000 kg ha de sementes.

Suas sementes ndo possuem dorméncia e sdo faceis de serem obtidas, é resistente a
pragas e tem baixo indice de ataques de doencas, possui sistema radicular profundo que facilita
a reciclagem de nutrientes e fixagdo do nitrogénio (WUTKE e AREVALDO, 2006; PERIN et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2007), e ainda controla, comprovadamente, os nematoides formadores
de galhas (DA EIRA AGUIAR et al., 2014). Todas essas caracteristicas fazem dessa planta a

mais recomendada para utilizacdo como adubo verde.

Em um estudo para avaliar o efeito residual de diferentes doses de Crotalaria juncea
em cultivo de brdcolis, sobre sucessdo de abobrinha italiana e milho, observou um aumento nas
producdes de abobrinha e milho na maior dose do adubo verde, e ainda houve efeito residual
na cultura do brocolis, que foi proporcional a quantidade de adubo incorporado (DINIZ et al.,
20014). J4 em uma outra pesquisa também utilizando a crotalaria, como adubo verde para
producédo de fitomassa aérea de atroveran (Ocimum selloi Benth), a planta ndo proporcionou
melhores resultados quando incorporada aos tratamentos organicos utilizados (MORAIS et al.,
2012).

A utilizacdo da crotalaria como adubo verde na cultura do milho proporcionou o
desenvolvimento de rebentos nas plantas, devido ao seu alto teor de nitrogénio, além de
promover melhorias nas caracteristicas fisico quimicas do solo (SANGAKKARA et al., 2004).

Tendo em vista os beneficios citados, o uso da crotalaria como adubo verde em Lippia
dulcis, pode ser uma estratégia eficiente, favorecendo o desenvolvimento da cultura e producéo

de compostos quimicos de interesse cosmético e farmacéutico.
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RESUMO

A Lippia dulcis Trevir. (Verbenaceae) € uma planta medicinal que tem potencial antidiabético
e edulcorante. Apresenta na sua composicao quimica 6leos essenciais e compostos fendlicos,
incluindo verbascosideo. Objetivou-se avaliar a influéncia da adubacéo verde com Crotalaria
juncea no crescimento vegetativo e no acimulo de éleo essencial, compostos fendlicos totais e
verbascosideo em Lippia dulcis. O experimento foi conduzido em delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), com sete tratamentos T1: Substrato terra e areia; T2: Adubacéo
com esterco de gado, na quantidade de 450 g/vaso de 10 L; T3: Adubacdo quimica; T4: 3 kg
m2 de adubo verde (AV) (150g por vaso de 10 L); T5: 6 kg m* de adubo verde (300 g por vaso
de 10 L); T6: 9 kg m2 de adubo verde (450g por vaso de 10 L); T7: 12 kg m2 de adubo verde
(600 g por vaso de 10 L). Foram avaliados peso seco, analise foliar, teores de pigmentos
fotossintetizantes, fenolicos totais, flavonoides totais e verbascosideo; e, teor, rendimento e
analise quimica do 6leo essencial. Para o crescimento da biomassa da planta o melhor
tratamento foi com uso de 600 g de AV. Para o teor e rendimento do 6leo essencial foram as
doses 450 e 600 g de AV. Para o verbascosideo e flavonoides totais foi o tratamento controle.
Para os compostos fendlicos os melhores tratamentos foram a adubacéo quimica e AV na dose
de 300 g. O uso do adubo verde em detrimento da adubacgdo convencional foi positiva para 0s
atributos analisados na espécie de Lippia dulcis. Além de ser uma estratégia mais barata e
sustentavel no cultivo de plantas medicinais.

Palavras chaves: Capim doce. Planta medicinal. Adubacdo organica. Oleo essencial.
Verbascosideo.
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ABSTRACT

Lippia dulcis Trevir. (Verbenaceae) is a medicinal plant that has antidiabetic and sweetening
potential. It presents in its chemical composition essential and phenolic compounds, including
verbascoside. The objective was to evaluate the influence of green manuring with Crotalaria
juncea on vegetative growth and accumulation of essential oil, total phenolic compounds and
verbascoside in Lippia dulcis. The experiment was treated in a completely randomized design
(CRD), with seven treatments T1: Substrate soil and sand; T2: Fertilization with cattle manure,
in the amount of 450 g/10 L pot; T3: Chemical fertilization; T4: 3 kg m-2? of green manure (1509
per 10 L pot); T5: 6 kg m? of green manure (300 g per 10 L pot); T6: 9 kg m? of green manure
(4509 per 10 L pot); T7: 12 kg m? of green manure (600 g per 10 L pot). Dry weight; leaf
analysis; levels of photosynthetic pigments, total phenolics, total flavonoids and verbascoside;
and, content, yield and chemical analysis of the essential oil. For the growth of plant biomass,
the best treatment was using 600 g of GM. For the essential oil content and yield, were the
doses of 450 and 600 g of GM. For verbascoside and total flavonoids it was the control
treatment. For phenolic compounds, the best treatments were chemical fertilization and GM at
a dose of 300 g. The use of green manure instead of conventional fertilization was positive for
the attributes analyzed in the species of Lippia dulcis. In addition to being a cheaper and more
sustainable strategy in the cultivation of medicinal plants.

Keywords: Sweet grass. Medicinal plant. Organic fertilization. Essential oil. Verbascoside.
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1 INTRODUCAO

Lippia dulcis Trevir. (Verbenaceae) ¢ uma planta utilizada, ha muito tempo, na medicina
tradicional mexicana, especialmente, para o tratamento de tosse, resfriado, bronquite, asma,
colica e como emenagogo (COMPADRE; ROBBINS; KINGHORN, 1986). E conhecida na
Amazonia brasileira como capim doce, devido ao sabor adocicado do cha de suas folhas. A
literatura aponta potencial antimicrobiano (Caceres et al., 1993); antiproliferativo (ABE et al.,
2002); anti-inflamatério (PEREZ et al., 2005); antiespasmodico (Gornemann et al., 2008) e
antidiabético (Ruas et al., 2023) para L. dulcis, sendo suas propriedades associadas ao 6leo
essencial ou aos compostos fenodlicos, especialmente, verbascosideo. O dul¢or da planta é dado
principalmente por um sesquiterpeno bisabolanico presente no 6leo essencial, a hernandulcina,

um constituinte 1000 vezes mais doce que a sacarose (COMPADRE et al., 1985).

O crescimento e o metabolismo secundario das plantas séo influenciados por diversos
fatores como manejo, irrigacdo, nutricdo e fertilidade do solo, além do ambiente em que as
plantas medicinais se encontram (SILVA et al., 2017). O manejo da fertilidade do solo é
fundamental a formacdo de todas as espécies. Além de ser essencial para o0 seu crescimento,
promove efeitos posteriores a melhoria da produtividade, da qualidade e do estabelecimento de
qualquer cultura. Para isso, o conhecimento das exigéncias nutricionais das espécies, de um
modo geral, faz-se necessario (FEITOSA et al., 2011; HUSSAIN et al., 2020).

A adicdo de nutrientes ao solo é necessaria conforme as exigéncias da planta (TIAN et
al., 2020). Dados da literatura apontam que as plantas medicinais respondem muito bem a
adubacdo organica, entretanto o tipo de adubo e a dose influenciam sobremaneira no
crescimento e na sua composicao quimica (BIBIANO et al., 2019; LOPES et al., 2019; SILVA
et al., 2021; MASSEY et al., 2021; HONORATO et al., 2022). A medida que a agricultura
organica ganha impulso em diversas culturas, este estudo sera util para cultivo de Lippia dulcis,
a fim de determinar a influéncia da fertilizacdo quimica, adubo orgénico e préaticas de adubacéo

verde.

Os beneficios da adubacdo verde na produtividade agricola e no acimulo de o6leo
essencial e timol em Thymus vulgaris L. (tomilho), uma planta condimentar e medicinal, foi
demonstrada por Honorato et al., 2022. A aplicacdo de adubos orgénicos e verde melhorou o

crescimento, o rendimento, a composi¢éo quimica do 6leo essencial e, ainda contribuiu para o
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aprimoramento das propriedades fisicas do solo e dos custos de producdo de Cymbopogon
flexuosus L. (capim-limao da india) (MASSEY et al., 2021).

O uso de adubacéo verde é uma estratégia importante parar melhorar a fertilidade do solo e a
producdo agricola sustentavel, além de diminuir o custo de producdo (LEI et al., 2022). Segundo
Marques et al. (2018) o uso dessa técnica para o cultivo de plantas medicinais € recomendado
em detrimento da adubacéo convencional, pois 0 uso de produtos quimicos pode comprometer

a composicdo quimica da planta.

A Crotalaria juncea, € uma das principais espécies utilizada como adubo verde devido
a sua rapida taxa de crescimento, alta fixacdo de nitrogénio, além de ser adaptada a diferentes
condicdes edafoclimaticas (Xavier et al., 2017). Caracteriza-se por possuir tolerancia ao
estresse hidrico, baixa exigéncia de fertilidade do solo, além de controlar nematoides e plantas
daninhas (Espindola et al., 2005; Silva et al., 2007; Teodoro et al., 2016; Facco et al., 2018).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito do adubo verde (Crotalaria juncea) na
producdo de biomassa, teor e rendimento do 6leo essencial e acimulo de compostos fenolicos

e verbascosideo em Lippia dulcis.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

O experimento foi desenvolvido na Universidade Federal de Lavras, no setor de Plantas
Medicinais, Aromaticas e Condimentares, no municipio de Lavras, localizado na regido sul de
Minas Gerais, a 918,87 m de atitude, 21°14” de latitude sul e 45°00° de longitude oeste.

O municipio possui uma precipitacdo média anual de 1529,7 mm e temperatura média
anual variando entre 15,8°C no més mais frio e 22,1°C no més mais quente e umidade relativa
do ar de 76,2% (BRASIL, 1992). O clima se enquadra no tipo Cwa na classificacdo climatica
de Kdppen e possui duas classificagdes mais definidas: secas com temperaturas baixas de abril
a setembro e chuvosa com temperaturas mais altas de outubro a marco (DANTAS;
CARVALHO; FERREIRA, 2007).
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2.2 Plantio da crotalaria

O plantio da crotalaria (Crotalaria juncea) foi realizado em campo, com um
espacamento de 0,50 cm entre linhas e 0,20 cm entre plantas, no més de outubro de 2021. A
area foi previamente preparada de forma a descompactar o solo para a semeadura. A colheita
foi realizada 120 dias apds o plantio, quando a crotaléria atingiu entre 70 a 80 % de floracgéo,
posteriormente foi triturada, incorporada ao solo de cada vaso, em diferentes dosagens, e 30g

foi levado para laboratdrio para analise foliar (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise foliar da Crotalaria juncea

Macronutrientes Micronutrientes
N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn
(g kg) (mg kg™)

Crotaléria juncea 345 19 99 112 32 21 249 63 6551 50,5 34,3

2.3 Obtencédo do material vegetal de Lippia dulcis

A excicata de Lippia dulcis foi confeccionada a partir da planta matriz cultivada em
canteiro no Horto de Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura, e depositada no
Herbario PAMG da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG) e esta sob
0 registro 58940.

As mudas de Lippia dulcis foram produzidas a partir de plantulas cultivadas in vitro, em
meio MS e mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h luz/ 8h escuro, sob
intensidade luminosa de 42 pumoL m 2 s !, & temperatura de 26+1 °C, por 30 dias.
Posteriormente, as plantulas foram aclimatizadas em bandejas de 128 células, contendo o
substrato comercial e mantidas em estufa com 60% de sombreamento. Apds 20 dias, as mudas
foram transplantadas para vasos de plastico com capacidade de 10 litros, contendo uma planta
por vaso. O adubo verde (Crotalaria juncea) foi incorporado ao substrato 15 dias antes do
plantio das mudas. O substrato utilizado foi composto por solo, do tipo subsolo horizonte B
(latossolo vermelho distrofico) e areia, na proporcdo 1:1 (v/v), acrescido de quatro doses
diferente de adubacéo verde com crotalaria (3, 6, 9 e 12 Kg/m?). Para fins de comparag&o foram

implementados o0s seguintes tratamentos controle: apenas terra: areia na propor¢do 1:1;
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adubacdo com esterco bovino (450g/vaso de 10 L) e adubacdo quimica seguindo a metodologia
descrita por Malavolta (1997). A dose (ppm) de aduba¢do quimica usada foi de: N - 300, P -
200, K - 150, Ca— 75, S - 50, Mg — 15, Zn - 5, Fe - 5, Cu - 1,5, B - 0,5, Mo - 0,1. As fontes
utilizadas foram uréia (45% N), superfosfato simples (18% P20s; 18% Ca; 11% S) e cloreto de
potéssio (58% K:0), os demais elementos listados anteriormente foram adicionados usando
reagentes de grau analitico. A irrigacdo foi realizada trés vezes por semana para manter a
capacidade de campo. Os tratamentos experimentais estdo sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2. Descrigdo dos tratamentos do experimento de adubag&o verde em plantas de Lippia
dulcis.

Tratamentos Descricéo
Tl Controle: Substrato terra e areia (CTA)
T2 Controle: Adubacdo com esterco de gado, na quantidade 450 g/vaso de 10 litros
T3 Controle: Adubacédo quimica (Malavolta, 1997)
T4 3 kg/m? de adubo verde (150g por vaso de 10 litros)
T5 6 kg/m?2 de adubo verde (300g por vaso de 10 litros)
T6 9 kg/m2 de adubo verde (450g por vaso de 10 litros)
T7 12 kg/m?2 de adubo verde (600g por vaso de 10 litros)

Fonte: Da autora (2023).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com sete

tratamentos, quatro repeticdes e quatro vasos por repeticdo, totalizando 112 vasos.

Apos 90 dias do transplantio das mudas as folhas, flores e raizes de Lippia dulcis foram
colhidas e as seguintes variaveis analisadas: peso seco das folhas, caule, raiz, flores e total,
nutrientes foliares; contetdos de clorofila a, clorofila b, total, carotenoides, teor e rendimento

do éleo essencial, fendis totais, flavonoides totais e quantificacdo do verbascosideo.

2.4 Avaliacbes

2.4.1 Acumulo de biomassa

Para obtencao do peso seco, cada parte da planta foi separada em folhas, caule, raizes e
flores e submetidas a secagem em estufa com ventilagdo forgada a 50 °C, até o peso constante.
Posteriormente, utilizando uma balanga semianalitica foi obtido os pesos secos das folhas
(PSF), da flor (PSFL), do caule (PSC), da raiz (PSR) e total (PST), expressos em g planta:.
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2.4.2 Teores de pigmentos fotossintetizantes

O contetdo de fotossintatos foi extraido e analisado de acordo com o método
desenvolvido por Hiscox e Israelstam (1979). As folhas foram coletadas entre o terceiro e
quarto no caulinar e transportadas em um recipiente fechado para evitar incidéncia de luz e,
consequentemente, a degradacdo da clorofila.

Folhas frescas (50 mg) de Lippia dulcis foram pesadas diretamente em tubos de Falcon
cobertos com papel aluminio e incubadas com 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO) e, mantidos
em estufa a 65 °C por 24 h. As amostras foram preparadas em triplicatas. Posteriormente, foi
transferido trés aliquotas de 3 mL de cada réplica para uma cubeta de quartzo, e os valores de
densidade dptica em 480, 649 e 665 nm foram lidos em espectrofotdmetro TECAN INFINITE
M200 PRO, operado com o sistema de processamento de dados I-Control® (versdo 3.37),
contra DMSO em branco. O valor de densidade 6ptica especifica de cada amostra foi calculado
pela média das leituras das trés aliquotas.

Os comprimentos de onda e as equacdes utilizadas para os célculos foram baseados na
metodologia de Wellburn (1994), sendo:

Clorofila a 649 = (12,47 x A665) - (3,62 x A649);

Clorofila b 665 = (25,06 x A649) - (6,5 x A665);

Carotenoides480: (1000 x A480 - 1,29 x Ca - 53,78 x Ch)/220.

A clorofila total (a + b) foi calculada pelo somatorio dos resultados encontrados das

equacdes para clorofila a e b, sendo todos os resultados expressos em mg g* de folha fresca.

2.4.3 Andlise foliar

Trés gramas de folhas secas de cada tratamento foram enviados ao Laboratério de
Analises Agropecuarias 3rlab — Lavras/MG-Brasil, para determinar o conteido de N, P, K, Ca,
Mg, S, B, Cu, Mn, Zn e Fe. Sendo os macronutrientes expressos em g/Kg de peso seco de folha
e 0s micronutrientes em mg/Kg de peso seco de folha. Com os dados de peso médio de folha

por planta foram calculados os acimulos dos macronutrientes e micronutrientes.
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2.4.4 Teor, rendimento e andlises quimicas do 6leo essencial

Amostras de 20g de folhas secas de Lippis dulcis, desidratadas conforme o item 2.4.1,
foram hidrodestiladas com 1,0 L de agua por 90 minutos em um aparelho Clevenger
modificado.

O hidrolato foi recolhido e, o dleo essencial purificado por parti¢ao liquido-liquido com
diclorometano (15 mL). A fragdo organica foi reunida e tratada com sulfato de magnésio anidro,
seguida de filtracdo simples e evaporacgéo do solvente organico em capela de exaustdo de gases
a temperatura ambiente. O Oleo essencial foi pesado e armazenado em frascos ambar
hermeticamente fechados e mantidos em geladeira a 4°C, até as anélises quimicas.

O teor e o rendimento do dleo essencial das folhas foram calculados, sendo o teor do
6leo essencial expresso em % (g.100 g de matéria seca das folhas) e o rendimento em mg.

planta!, empregando-se as seguintes formulas:

Teor do 6leo (%) = ((massa do 6leo (g) /MSF (g)) x 100)

MSF: Quantidade de matéria seca das folhas utilizadas na destilacéo.
Rendimento (g. planta) = (Teor de dleo (%) x MSFP (g)) / 100)
MSFP: Matéria seca das folhas de uma planta.

As analises quimicas por cromatografia gasosa foram realizadas conforme GERMANO
et al. (2022). Em sintese as temperaturas do injetor e do detector foram programadas a 250 °C
e nas condicdes do forno empregou-se uma rampa de temperatura de 3 °C min de 60 a 240°C,
seguida por outra rampa de 10 °C min* até 280°C. O equipamento, as demais condicdes de
analise e as identificacbes dos constituintes quimicos nas amostras do 6leo essencial foram
exatamente iguais as relatadas por GERMANO et al. (2022), incluindo as concentracdes dos
analitos que foram expressas como a média da porcentagem da area relativa normalizada para

0s picos cromatograficos + o desvio-padrdo. As andlises foram realizadas em triplicata (n = 3).
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2.4.5 Andlises quimicas dos compostos fendlicos
2.4.5.1 Preparo das amostras

O preparo dos extratos seguiu a metodologia descrita por Deb e Sakar (2021). Folhas
de Lippia dulcis pulverizadas e passadas por um tamis 20 mesh (850 um) foram extraidas por
refluxo por 20 minutos com metanol 50%. O extrato (10% p/v) foi filtrado a vécuo e
concentrado em rotavapor a 40 °C. Os extratos concentrados foram mantidos em geladeira a

4°C, até as analises quimicas.

Para o doseamento de fenois e flavondides totais, as amostras foram preparadas pela

diluicéo do extrato concentrado em etanol 50% na concentragio de 50 mg mL ™.

Para a quantificacdo de verbascosideo 5 mg do extrato concentrado foi pesado
diretamente em microtubo, ressuspendido em 1mL de &gua ultrapura, sonicado por 2 minutos
e, em seguida, centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi injetado

automaticamente no cromatografo.

2.4.5.2 Fenais totais

A quantificacdo de fendis totais foi determinada utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteau, seguindo o método de Slinkard e Singleton (1977). Em cada pogo da microplaca
foi adicionado 20 pL da amostra, 120 pL do reagente de Folin-Ciocalteau (10% v/v) e 120 pL
de carbonato de sodio (7% p/v). Apos 2 h de reacdo a temperatura ambiente e no escuro, a

absorbancia foi medida a 760 nm.

A curva de calibracdo foi gerada a partir do padrdo de &cido galico na faixa de
concentragio de 0,008 a 0,5 mg mL de agua destilada (y = 15,627x + 0.0537 R2 = 0,9919). Os
resultados foram expressos em mg Equivalente de Acido Galico (EAG). g de folha seca™.

2.4.5.3 Flavonoides totais

A determinagéo do contetdo total de flavonoides foi conforme descrito por Ahn. et al.
(2007). Em microplacas foram adicionados 100 pL do extrato
hidroetanolica a 50% das folhas em uma concentragdo de 50 mg mL-1, em seguida foi

acrescentado 100 pL de solugéo de cloreto de aluminio (10% p/v). O branco foi preparado
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utilizando 100 puLL da amostra e 100 uL de &lcool 70%. Apds 40 minutos, ao abrigo da luz, em

temperatura ambiente, foi realizada a leitura em uma absorbancia de 420 nm

A curva de calibracdo foi gerada a partir do padrdo de quercetina na faixa de
concentracdo de 0,008 a 0,12 mg mL-1 &lcool 70% (y = 20,591x + 0,1185 Rz = 0,9917). Os
resultados foram apresentados como mg Equivalente de Quercetina (EQ). g de folha seca.

2.4.5.4 Analises quimicas de verbascosideo por CLAE-FR

As analises quimicas de verbascosideo foram realizadas em um sistema de
cromatografia liquida Agilent 1200 Series (Agilent Technologies®, Waldbronn, Alemanha),
equipado com bomba quaternaria (G1311A), sistema de degasificacdo (G13222A), amostrador
automatico ALS (G1322A) e detector ultravioleta de comprimento de onda varidvel (G1315D),
conectado ao computador com sistema controlado pelo software EzChrom, versdo OpenLAB
versdo A07.04, build 04.07.28. As separacdes foram realizadas em uma coluna analitica de fase
reversa C18 (Eclipse XDB-C18, Agilent Technologies®, EUA) com um empacotamento a base
de silica (150 mm % 4,6 mm d.i., 5 um) e pré-coluna (12,5 mm x 4,6 mm D.I., 5 pm). Utilizou-
se agua (A) e acetonitrila (B) como eluentes, ambos contendo 0,1% (v/v) de acido fosférico. A
condigdo de eluicdo inicial foi de 90% A e 10 % B, seguido de gradiente linear de 8 min até
70% A e 30% de B e de 2 min de 40% A e 60% de B e mais 2 min de gradiente linear de 10%
A e 90% B, mantendo-se condicdo isocratica, por 2 min e retornando a condicdo inicial. As
analises foram realizadas a 30 °C, com deteccdo no comprimento de onda de 320 nm e volume

de injecdo de amostras de 10 pL, a taxa de fluxo de 1,0 mL min™.

A presenca de verbascosideo nas amostras foi caracterizada por comparacgéo dos tempos
de retencdo comparados com padrdo auténtico de verbascosideo (Sigma-Aldrich; 86,03% de
pureza) analisadas nas mesmas condicOes, co-injecdo com a substancia de referéncia e pela
homogeneidade espectral do pico da verbascosideo na amostra comparado ao da substancia de

referéncia a 320 nm.

A quantificacdo do verbascosideo, nas amostras, baseou-se no método do padrdo
externo (RIBANI et al., 2004). Para a construcdo da curva analitica de verbascosideo visando
avaliar a linearidade do método, fez-se necessario estimar inicialmente a faixa de concentracao
dessa substancia no extrato de folhas secas de Lippia dulcis. As estimativas foram baseadas nas

areas relativas do pico correspondente ao verbascosideo nas amostras e a partir de uma solucgéo
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de referéncia com concentragdo de 1,00 mg mL™. A linearidade do método foi determinada a
partir de duas curvas analiticas construidas com cinco pontos e cada ponto das curvas foi obtido
por injecdo em triplicata de diferentes volumes (4 a 14 pL) de uma solucéo de verbascosideo
de referéncia a 1,00 mg mL™?, como indicado na Tabela 3. As curvas analiticas foram

determinadas em relacdo a massa injetada de verbascosideo.

Os dados obtidos para cada curva de calibracdo foram submetidos a analise de regressao
linear pelo método dos minimos quadrados e os coeficientes de determinacdo (R?)
correspondentes foram calculados. As curvas obtidas nos dois dias consecutivos foram
comparadas estatisticamente por analise de covariancia (p<0,05) no software Graph Pad Prism
6. Os teores de verbacosideo foram expressos em mg por grama de extrato (mg g™).

Tabela 3. Correspondéncia entre volumes e as massas injetadas para a construcdo das curvas
analiticas de verbascosideo. Lavras, UFLA, 2023.

VVolume de injecdo (pL) Massa de injecéo (1)
Solugéo 1 (Img/ml)
14 14
10 10
8 8
6 6
4 4

Fonte: Da autora (2023)
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3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homogeneidade e posteriormente
realizou-se a analise de variancia (ANOVA). Foi realizada a analise de regressao em nivel de
5% de probabilidade de erro para analise da biomassa, e o teste de Dunnet a 5% de
probabilidade de erro para comparar as doses de adubo verde com adubag&o organica e quimica.
O teste de Scott Knot, em nivel de 5% de probabilidade de erro, para as demais variaveis, por
meio do software SISVAR® (FERREIRA, 2014).

Foi realizada uma rede de correlac@es bidimensional para verificar a correlacdo entre as
varidveis analisadas neste trabalho. As correlacdes positivas foram apresentadas em azul,
enquanto as correlagdes negativas foram apresentadas em vermelho. A anélise de componentes
principais (PCA) foi usada para classificar os tratamentos e identificar as adubagGes que mais
contribuiram para a variacdo dos dados. Essas duas Ultimas analises foram realizadas no

software R.

4 RESULTADOS

4.1 Acimulo de biomassa

Ao comparar 0 acimulo de peso seco entre os tratamentos com o adubo verde e 0 esterco
bovino (Tabela 4), este foi superior para todas as variaveis analisadas. Com excecdo do peso
seco da raiz, os acumulos de matéria seca nos demais 6rgdos de Lippia dulcis foram cerca de 2
vezes maiores que na maior dose de adubo verde utilizada (600 g/vaso). Entretanto, ao
comparar o acimulo de biomassa da adubacdo quimica (Tabela 5) aquelas da adubacéo verde,
esta Ultima se mostrou superior nas doses de 450 g/vaso para peso seco das folhas, flores e raiz

e na dose de 600 g/vaso para PSF.
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Tabela 4. Médias observadas para pesos secos da folha (PSF), da flor (PSFL), da raiz (PSR),
do caule (PSC) e total (PST) para diferentes doses em adubacéo verde e esterco bovino em
plantas de Lippia dulcis.

Adubacéo (g/vaso) PSF( PSFL(g) PSR(g PSC(g) PST(g)
Controle 2,43" 0,36" 2,87 1,53" 7,19"

Verde (150) 3,917 0,80" 3,52 2,42" 10,66
Verde (300) 472" 1,107 5,02" 3,76" 14,61°
Verde (450) 6,92" 1,67" 6,46 5,21 20,26"
Verde (600) 6,68" 1,47" 6,74" 5,36 20,26"
Esterco bovino (450) 16,91 2,77 8,48 10,81 38,97

Médias seguidas de * apresentaram diferenca significativa em relacdo ao tratamento Adubacéo
Organica, pelo Teste Dunnett a 5% de probabilidade do erro. Controle: substrato terra:areia
1:1.

Tabela 5. Médias observadas para pesos secos da folha (PSF), da flor (PSFL), da raiz (PSR),
do caule (PSC) e total (PST) para diferentes doses em adubacéo verde e adubacdo quimica em
plantas de Lippia dulcis.

Adubacéo (g/vaso) PSF(@ PSFL(g) PSR(g PSC(g) PST(g)
Controle 2,43" 0,36 2,87" 1,53" 7,19

Verde (150) 3,917 0,80 3,52° 2,42° 10,66"
Verde (300) 4,72™ 1,107 5,02 3,76 14,61"
Verde (450) 6,92 1,67 6,46 5,21" 20,26 ™
Verde (600) 6,68" 1,47 6,74" 5,36" 20,26 ™
Adubacdo Quimica 5,08 1,42 7,28 5,17 18,96

Médias seguidas de * apresentaram diferenca significativa em relacdo ao tratamento Adubacéo
Quimica, e médias seguidas de ns ndo apresentaram diferenca significativa com o tratamento
Adubacdo Quimica, pelo Teste Dunnett a 5% de probabilidade do erro. Controle: substrato
terra:areia 1:1.

As plantas de Lippia dulcis responderam positivamente ao acimulo de biomassa com o
aumento das doses de adubacéo verde (Figura 1). Conforme pode ser observado na Figura 2, as
curvas de regressdo de todas as variaveis indicaram aumentos significativos conforme o

aumento das doses de adubo verde.

No que se refere ao PSF (Figura 2A), a adubacdo verde com 450 e 600 g/vaso
proporcionou um aumento aproximado de cerca de 175% das folhas de Lippia dulcis em relagéo
ao controle. O incremento no peso seco das flores (Figura 2B) na dose de 450 g/vaso de adubo
verde foi cerca de 364% maior em relacdo as plantas sem o adubo. Foi observado também que
ao utilizar a maior dose do adubo verde, as flores tiveram uma tendéncia de queda na sua

producdo.



39

A aplicagdo da crotalaria na dose de 600g/vaso proporcionou um aumento de 251%,
124% e 181% nos pesos secos de caule, raiz e total, respectivamente, em relagcdo ao controle
(Figuras 2C, 2D e 2E). Na dose de 600 e 450g/vaso, ndo houve diferenca significativa na
producéo de biomassa.

- Quimico

e
o ¢

2.~

Figura 1. Plantas e raizes de Lippia dulcis cultivadas sob diferentes tipos de adubacao.
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Figura 2. Peso seco da folha (A), flor (B), caule (C), raiz (D); e total (E) de Lippia dulcis
cultivadas com diferentes doses de adubo verde (Crotalaria juncea).



4.2 Teores de pigmentos fotossintetizantes

Os tratamentos com esterco bovino e adubacao verde nas doses de 150 e 300 g/vaso
acumularam os maiores teores de pigmentos fotossintetizantes, ndo apresentando diferencas
estatisticamente significativas entre si (Tabela 6). J& os tratamentos com adubacao verde nas
doses de 450 e 600 g/vaso ndo apresentaram diferencas significativas entre si e a adubacéo

quimica e o controle no acumulo dos pigmentos fotossintéticos.

Tabela 6. Efeito de doses de adubo verde (Crotalaria juncea), adubacdo quimica e esterco

bovino sobre os pigmentos fotossintéticos de Lippia dulcis.

Pigmentos fotossintetizantes

Adubacdo (g/ivaso)  Clorofilaa Clorofilab Clorofila Total Carotenoides
(mg. g* MF)

Controle 0.366b 0.145b 0.512b 0.151b
Verde (150) 0.533a 0.185a 0.718a 0.188a
Verde (300) 0.552a 0.168a 0.720a 0.178a
Verde (450) 0.442b 0.149b 0.591b 0.155b
Verde (600) 0.328b 0.122b 0.451b 0.138b
Esterco bovino (450) 0.625a 0.191a 0.816a 0.190a
Adubacdo Quimica 0.423b 0.166a 0.589b 0.162b
CV (%) 15,26 10,77 13,62 8,44

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo se diferenciaram entre si, pelo teste Scott-

Knott, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Controle: substrato terra:areia 1:1.

Os resultados obtidos para as analises foliares das plantas de Lippia dulcis se encontram
na Tabela 7. Os tratamentos que tiveram um maior acimulo de N foram os tratamentos com

150 e 300 gramas de adubos verde e com adubacdo organica, 14.1, 14.7 e 14.5 g.kg?,

respectivamente.
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Tabela 7. Acumulo de macronutrientes e micronutrientes na parte aerea de Lippia dulcis

cultivadas com adubacéo verde (Crotalaria juncea), esterco bovino e adubacdo quimica.

Macronutrientes

Micronutrientes

Adubacao (g/vaso) N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn
(g kg?) (mg kg?)
Controle” 13,7 16 17,0 125 2,0 2,3 451 14,9 10048 57,7 20,0
Verde (150) 141 19 17,1 111 20 23 423 152 864,1 475 225
Verde (300) 147 1,7 16,8 115 21 25 47,8 150 896,8 42,8 25,6
Verde (450) 135 19 171 132 24 28 525 135 7324 44,3 26,8
Verde (600) 139 19 16,0 11,2 22 26 443 152 639,7 37,7 354
Esterco bovino (450) 14,5 1,7 148 79 25 26 37,4 10,0 4237 399 21,7
Adubacdo Quimica 129 2,1 18,0 141 18 23 50,1 14,2 896,5 556 19,7

*Controle: substrato terra:areia 1:1

4.3 Teor, rendimento e analises quimicas do 6leo essencial

As plantas de Lippia dulcis responderam positivamente a adubacdo verde quanto a

producdo de 6leo essencial. A Tabela 8 mostra os resultados do teor e do rendimento do 6leo.

Notou-se que as plantas adubadas com 150, 450 e 600 g/vaso com crotalaria acumularam os

maiores teores de 6leo essencial. No entanto, o rendimento que expressa o conteldo de éleo

essencial em fungéo da producdo vegetal indicou os melhores resultados para as doses de 450

e 600 g/vaso de crotalaria. Os tratamentos controle, adubacdo verde na dose 300 g/vaso, esterco

bovino e adubac¢do quimica nao diferiram entre si quanto ao teor de 6leo essencial. Com relacao

ao rendimento as adubacgBes organica e quimica apresentaram médias inferiores quando

comparadas com as adubacdes verde nas doses de 450 e 600 g/vaso. Ja o controle e a dose 300

g/vaso de adubo verde obtiveram as menores médias, ambas com 0,003 g OE/planta.
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Tabela 8. Efeito de doses de adubo verde (Crotalaria juncea), adubacdo quimica e esterco
bovino sobre o teor e rendimento do 6leo essencial de Lippia dulcis.
Oleo essencial

Adubagdo (g/vaso) Teor (%) Rendimento (g. planta™)
Controle 0.133b 0.003d
Verde (150) 0.200a 0.006¢
Verde (300) 0.067b 0.003d
Verde (450) 0.233a 0.016a
Verde (600) 0.222a 0.015a
Esterco bovino (450) 0.067b 0.011b
Adubacdo Quimica 0.100b 0.006¢
CV (%) 23,360 16,090

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo se diferenciaram entre si, pelo teste Scott-
Knott, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

O controle e as adubacdes influenciaram a composicao qualitativa e quantitativa do 6leo
essencial (Tabela 9). Na composic¢éo qualitativa observou-se a presenca de 33 a 36 constituintes
quimicos. O tratamento controle foi 0 que apresentou 0 menor numero de constituintes, pois
nestas amostras nao foram detectados o B-copaeno, o sesquisabineno e o (Z)-a-bisaboleno, que
conforme o tipo ou dose de adubacdo verde também estavam ausentes. No que tange a anélise
quantitativa, o Oleo essencial de L. dulcis constituiu majoritariamente de sesquiterpenos
hidrocarbonetos e oxigenados, principalmente de esqueletos bisabolano e cadinano.
Independentemente do tipo de adubacdo ou dose de adubo verde, 0s sesquiterpenos
bisabolanicos, a-bisabolol e hernandulcina, foram os constituintes que apresentaram maiores

concentragdes no 6leo essencial de Lippia dulcis.

Com o propdsito de verificar se ocorreu diferenca estatistica do manejo agronémico, 0s
constituintes quimicos que independente do tratamento tiveram areas superiores a 5% foram
submetidos a andlise de variancia e teste de médias de Scott Knott a 5 % de probabilidade e os
dados estéo apresentados na Figura 2. Os constituintes foram a hernandulcina, o a-bisabolol, a
6-metil-5-hepten-2-ona, o a-copaeno, o (E)-cariofileno e o Oxido de cariofileno, utilizado
(Figura 3). N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos para o a-bisabolol e o0 o-
copaeno. Para a hernandulcina o tratamento controle, adubacéo quimica e adubacéo verde nas
doses de 1509 e 600g apresentaram médias superiores aos demais tratamentos, sendo o esterco
bovino e a adubagdo verde na dose de 300g os tratamentos com menores teores desse
constituinte. O maior teor de 6-metil-5-hepten-2-ona ocorreu no tratamento controle, e 0 menor
na adubacéo organica. J& as maiores médias nos tratamentos controle e adubacao verde na dose

de 300g e a menor no tratamento com esterco bovino.
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Tabela 9.Constituintes quimicos do 6leo essencial de Ld, cultivado com AV, EB e AQ.

Constituintes IR Controle EB AQ 150 300 450 600
g/vaso AV

1-Octen-3-ol 976 0,73 058 041 088 0,94 0,84 0,82
6-Metil-5-hepten-2-ona 986 8,46 529 650 7,87 7,24 7,04 7,71
3-Metil-2-ciclohexen-1-ona 1052 4,16 333 436 436 3,38 3,51 3,93
Linalool 1100 2,36 302 187 234 314 2,76 2,83
Citronellol 1229 0,43 052 038 052 051 0,52 0,44
Neral 1241 0,29 049 028 0,35 040 0,45 0,38
Geranial 1270 0,35 060 038 044 049 0,54 0,46
a-Copaeno 1372 8,22 854 8,10 8,38 9,02 8,56 8,55
B-Bourboneno 1381 2,40 262 229 221 2,73 2,53 2,57
(E)-Cariofileno 1415 7,13 990 754 7,84 8,09 7,74 8,11
B-Copaeno 1424 nd 0,28 nd nd 0,25 nd nd
trans-a-Bergamoteno 1433 0,39 052 043 045 0,48 0,49 0,46
(2)-B-Farneseno 1441 0,44 054 045 0,46 0,50 0,47 0,49
a-Humuleno 1448 0,39 051 041 045 0,44 0,41 0,42
allo-Aromadendrene 1455 3,66 093 184 0,75 0,83 0,70 0,78
Sesquisabineno 1457 nd 061 027 0,35 0,26 0,32 0,36
(E)-p-Farneseno 1468 0,68 099 0,77 0,553 0,84 0,78 0,89
Dehidrosesquicineol 1473 0,80 086 082 0,78 091 0,87 0,85
y-Muuroleno 1476 141 349 189 2,26 1,75 1,73 1,81
Biciclogermacreno 1492 1,97 360 256 2,79 2,00 2,09 2,05
a-Muuroleno 1497 1,27 1,41 132 131 1,41 1,35 1,34
B-Bisaboleno 1507 1,47 210 166 1,66 1,71 1,65 1,71
y-Cadineno 1512 0,80 0,77 067 064 0,99 0,79 0,59
d-Cadineno 1521 4,54 6,22 522 550 4,99 4,95 5,05
a-Calacoreno 1539 0,43 0,27 051 0,39 0,51 0,52 0,45
(2)-a-Bisaboleno 1541 nd 0,29 nd 025 021 nd nd
cis-Nerolidol 1564 1,65 199 165 181 1,88 1,90 1,69
Espatulenol 1574 4,71 460 501 455 5,29 5,26 4,82
Oxido de cariofileno 1579 7,79 510 6,97 5,69 7,82 7,00 6,26
B-Atlantol 1608 0,20 2,74 019 017 0,22 0,21 0,20
a-Muurulol 1635 0,23 030 0,28 0,26 0,27 0,29 0,24
cis-Calemeneno-10-ol 1660 0,53 043 050 057 040 0,51 0,52
a-Bisabolol 1684 11,04 12,72 1255 1192 10,87 12,97 12,03
Isdbmero relacionado a hernandulcina 1752 1,17 1,14 132 1,32 1,22 1,29 1,26
Hernandulcina 1851 14,18 11,76 1491 14,75 12,25 13,11 14,42
epi-Hernandulcina 1862 1,04 0,80 106 1,03 0,80 0,81 1,00
Outros 13,34 920 11,26 13,11 11,55 11,39 12,46
Monoterpenos oxigenados 3,43 462 292 364 4,55 4,28 4,11
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 3520 4358 3594 36,19 36,99 35,07 35,62
Sesquiterpenos oxigenados 4332 4245 4524 4283 41,92 44,22 43,28
Total 95,29 99,85 9535 9577 95,01 94,96 95,46
NuUmero de constituintes 33 36 34 35 36 34 36

IR: Indice de retencéo linear relativo a série n-alcanos (C8-C20) em coluna HP-5MS na ordem de eluigéo, Ld:
Lippia dulcis EB: Esterco bovino, AQ: Adubacdo quimica, AV: Adubacao verde, nd: Néo detectado
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Figura 3. Comparacao estatisticas de 6 principais substancias do 6leo essencial das folhas de
Lippia dulcis, cultivada com diferentes tipos de adubacéo.
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4.4 Compostos fenolicos

Conforme se observa na Tabela 10, os tratamentos com adubacgéo quimica e adubacao
verde na dose de 300 g/vaso acumularam os maiores teores de fenadis totais, ndo apresentando
diferengas significativas entre si. Os tratamentos com as maiores doses de adubo verde 450 e
600 g/vaso acumularam os menores contetidos de fendis totais, sendo estatisticamente iguais
entre si. Para os flavonoides totais todos os tratamentos diferiram estatisticamente entre si, onde
o0 controle teve o maior acimulo, decrescendo na seguinte ordem: adubacdo quimica, esterco

bovino e das adubacdes verde nas doses de 600, 300, 450 e 150 g/vaso.

Tabela 10. Efeito de doses de adubo verde (Crotalaria juncea L.), adubacdo quimica e esterco

bovino sobre fenois e flavonoides totais e verbascosideo em plantas de Lippia dulcis Trev.

Compostos fenolicos

Adubacéo (g/vaso) Fenois totais Flavonoide totais  Verbascosideo
(mg EAG g*) (mg EQ g?) (mg g extrato)
Controle 145.1b 7.8a 257.9a
Verde (150) 142.3b 3.3¢ 173.3f
Verde (300) 149.3a 3.9¢e 198.0e
Verde (450) 133.1c 3.7f 201.7d
Verde (600) 129.1c 4.4d 208.4c
Esterco bovino (450) 119.8d 4.9c 158.7g
Adubacdo Quimica 154.9a 5.3b 227.0b
CV (%) 3,88 2,15 0.59

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo se diferenciaram entre si, pelo teste Scott-
Knott, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Os dados representam a média + desvio padréo
(n = 3). Fenois totais: expressos em mg de equivalentes de acido galico/g de folha fresca (mg
GAE g1). Flavonoides totais: expressos em mg de equivalentes de quercetina/g de folha fresca

(QEmg g™).

As amostras de Lippia dulcis também foram avaliadas quanto ao seu teor de
verbascosideo. Para isto, inicialmente foi necessario caracterizar a presenca dessa substancia
nas amostras que foram realizadas por cromatografia liquida de fase reversa (CLAE-FR) a partir
da comparacdo dos tempos de retencdo, espectros no UV e co-injecdo com verbascosideo de
referéncia. A Figura 4 ilustra a presenca de verbascosideo na amostra pela sobreposicdo dos
tempos de retencdo da amostra, do padrdo e da co-injecdo em 9,26 min. Além disso, a presenca
do verbascosideo e a seletividade do seu pico foram asseguradas pela homogeneidade espectral
dos picos da amostra e do padrdo nas bases ascendente e descendente dos picos determinadas a
320 nm.
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Figura 4. Cromatogramas obtido por CLAE-DAD para uma amostra de Lippia dulcis,
verbascosideo de referéncia e co-injegdo com padrdo. Condicdo cromatogréafica: vide Parte
Experimental, item 2.4.5.4. Os espectros no UV correspondem a extracdo na base ascendente e

descendente do pico atribuido ao verbascosideo obtidos on-line a 320 nm.

A linearidade do método foi determinada por duas curvas analiticas, em dois dias
consecutivos. A tabela 11 apresenta os valores de massa injetada e suas respectivas areas e

desvio padrao relativo para cada ponto da curva, nos dois dias analises.

Tabela 11. Massa injetada, area média (n=3) e desvio padrdo relativo das curvas analiticas
construidas a partir de duas solucdes de verbascosideo a 1 mg mL™, nos dois dias de anélise.
Lavras, UFLA 2023.

Volume Massa Dial Dia 2

injetado  injetad 5 A
'naelf) 0 mj(i;) ° Areamédia DPR (%) Areamédia  DPR (%)

14 14 38864263 0,39 38444008 0,15
10 10 28666003 0,18 28082365 0,14
8 8 23008652 0,07 22559791 0,15
6 6 17307108 0,10 16973003 0,45
4 4 11598818 0,35 11380024 0,15
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Ambas as curvas analiticas construidas indicaram relacéo linear entre a massa injetada
de verbscosideo (ug) versus as areas do pico correspondente, sendo obtidos coeficientes de
determinacéo (R?) com valores superiores a 0,9994 (BERTOLUCCI et al., 2009). Os dados da
analise de regressdo linear, dos dois dias de analises, e as curvas analiticas obtidas pela média
das duas curvas do verbascosideo estdo apresentados nas Figura 5 e Tabela 12, respectivamente.
As curvas de calibracéo obtidas nos dois dias consecutivos foram estatisticamente semelhantes

(p>0,05).
Curva 1 ¥ = 2731028,42x+ 940770,00 Curva 2 ¥ = 2709239,83x+ 730223,75
45000000 R® = 0,9991 R® = 0,9906
£l
=
=
-l
fach
i1
A
-
B
15000000
10000000
5000000 [
0 2 4 b 8 10 12 14 16 o 2 4 g 8 10 12 14 16
Massa injetada (ng) Massa injetada (ug)

Curva Media
¥ = 2720584,13x + 835406,87
R2 = 0,9994

Area (320 nm)

0 2 4 6 B 10 12 14 16
Massa injetada (ng)

Figura 5. Curvas analiticas e média obtidas por CLAE-FR, em dois dias consecutivos para o
verbascosideo.
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Tabela 12. Resultados da regressdo linear para curvas analiticas de verbascosideo, em dois dias

consecutivos de anélise.

Verbascosideo

Parémetros estatisticos Curval Curva Curva media
2

Faixa linear (ug) 4-14

Coeficiente de correlagéo 0,9991 0,9996 0,9994
Inclinagéo (x 10°) 2,73 2,71 2,72
Erro padrio da inclinagio (x 10%) 4,6737 3,1242 3,8989
Intercepto (x 10°) 940770 730223 835497
Erro padrdo do intercepto (x 10°) 4,2425 2,8360 3,53927

Comportamento estatistico similar ao observado para os teores de flavonoides totais foi

observado para 0 verbascosideo. Assim como para os flavonoides totais, o teor de

verbascosideo também indicou maior acimulo no tratamento controle. Porém, na seguinte

ordem descrescente: adubacdo quimica, adubacdes verde nas doses de 600, 450, 300 e 150

g/vaso e adubacdo organica (Tabela 9).
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4.5 Analises multivariadas

Na analise de componentes principais observou-se que as variaveis se agruparam
conforme seu desempenho, em diferentes quadrantes (Figura 7). Os componentes 1 e 2
explicaram 47,25% e 29,59% dos dados, respectivamente. Para cada eixo, 0s maiores valores
indicam a varidvel mais representativa, explicando dessa forma a maior parcela da variancia do
conjunto original de dados. Assim para 0 eixo X, as varidveis que obtiveram maiores
contribuicdes foram MSF (94%), MSFL (92%) e MSC (92%). Ja para o eixo Yy, a variavel que
mais contribuiu foi o V (85%).

Pode-se observar que os tratamentos se agruparam em quatro diferentes grupos, de
acordo com a sua resposta as diferentes adubacdes. O tratamento que recebeu o esterco bovino
encontra-se isolado no terceiro quadrante, demonstrando ter correlagdo positiva com os teores
de nitrogénio e os pigmentos fotossintetizantes, além de obter correlacdo negativa com o teor
de 6leo na planta. O oposto foi observado para o agrupamento dos tratamentos com adubacéo
verde de 600 e 450 g/vaso, no primeiro quadrante e segundo quadrante, respectivamente. No
quarto quadrante, é possivel distinguir diferentes comportamentos entre os tratamentos, pois 0
controle encontra-se isolado no canto inferior esquerdo do gréafico, enquanto que os tratamentos
com adubacéo quimica e adubacéo verde nas doses de 150 e 300 g/vaso tenderam a se agrupar.
Os tratamentos localizados no quarto quadrante, demonstraram obter correlacao direta com 0s
fendis totais e os flavonoides totais. Contudo esses tratamentos tambeém apresentaram
correlagdo negativa com as massas secas da planta, teor de verbascosideo e o rendimento do

6leo essencial.
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Figura 7. Projecdo dos componentes principais (PCA) mostrando em detalhes as variaveis
estudadas em relacdo aos tratamentos com adubacéo verde em doses de 0 g, 150 g, 300g, 450g,
600g, adubacdo organica, adubacdo quimica (AQ).

Em que: TO — Teor de 6leo essencial; RO — Rendimento do 6leo; V — Verbascosideo; FT —
Flavonoides totais; Fet — Fenois totais; N — Nitrogénio; MSR — Massa seca raiz; MSFL — Massa
seca flor; MSF — Massa seca folha; MSC — Massa seca caule; CIA — Clarofila a; CIB — Clorofila
b; CIT — Clorofila total; CR — Carotenoides

Nas redes de correlacdo bidimensional apresentada na Figura 8, podemos observar as
interacdes entre as variaveis. Nessa figura, 0s pontos representam as variaveis analisadas, que
sdo conectados por linhas. A cor da linha representa o tipo de interagéo, azul sendo interagdo
positiva e vermelha negativa, e a espessura determina o peso dessa correlacdo, quanto mais
forte a correlacédo entre duas variaveis, mais grossa € a linha que as conecta (EPSKAMP et al.,
2012).
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Pode-se observar que houve correlacOes positivas fortes entre as massas secas da planta
e o rendimento do 0leo essencial e entre esse Ultimo com o teor de 6leo e de verbascosideo. Ja
os fenois totais apresentaram uma correlacdo negativa forte com a massa seca da planta. Os
pigmentos fotossintéticos apresentaram forte correlagdo positiva entre si e com o teor de
nitrogénio foliar, que por sua vez apresentou correlagdo negativa com o teor de verbascosideo.
Os flavonoides totais, apresentou correlagdo negativa com os pigmentos fotossintetizantes e
também com o verbascosideo. O teor de 6leo também apresentou correlagdo negativa com os

pigmentos fotossintetizantes.

Figura 8. Rede de correlacBes entre as variaveis. A proximidade entre as caracteristicas e a
espessura da linha foi proporcional ao valor absoluto da correlagéo entre esses nos. Correlacées
positivas foram mostradas em azul e correlagdes negativas em vermelho.

Em que: TO — Teor de 6leo essencial; RO — Rendimento do 6leo; V — Verbascosideo; FT —
Flavonoides totais; Fet — Fenois totais; N — Nitrogénio; MSR — Massa seca raiz; MSFL — Massa
seca flor; MSF — Massa seca folha; MSC — Massa seca caule; CIA — Clarofila a; CIB — Clorofila
b; CIT — Clorofila total; CR — Carotenoides.
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5 DISCUSSAO

Efeito no crescimento das plantas

A biomassa seca das plantas de Lippia dulcis teve um crescimento proporcional ao
aumento das doses de adubo verde utilizadas. Esse resultado era esperado, ja que a adubacao
verde teoricamente proporciona incrementos dos teores de nitrogénio no solo. O nitrogénio é
um dos nutrientes mais importantes para planta, participando de diferentes processos
fisiologicos, como a fotossintese (MALAVOLTA,1980; DE JESUS et al. 2012). As
observacdes do presente estudo sdo corroboradas pelas de Honorato et al (2022), Marques et al
(2018) e Singh et al (2010) que observaram o aumento da massa seca de Thymus vulgaris,
Lippia alba e Mentha arvensis, respectivamente, com o uso de adubacéo verde.

De acordo com a rede de correlacdo (Figura 7) foi observado relacédo positiva forte entre
a producdo de biomassa, rendimento do 06leo essencial e o teor de verbascosideo. A produgao
de metabdlitos secundarios de uma planta é influenciada por diferentes fatores, como
sazonalidade, temperatura, material genético e, principalmente, pelo estagio de
desenvolvimento da planta (FIGUEIREDO et al., 2008). Como resultado, qualquer fator que
interfira na biomassa da planta, pode melhorar o rendimento seu 6leo essencial (SINGH et al.,
2007).

Apesar do tratamento com esterco bovino ter acumulado mais massa seca em
comparagdo com 0s outros tratamentos, 0 mesmo obteve menor média de teor que
consequentemente influenciou no menor rendimento do 6leo essencial em comparagdo com 0s
tratamentos de adubacdo verde. Os maiores teores e rendimento do O&leo essencial
proporcionado pelos tratamentos com adubo verde pode estar relacionada com o uso da
Crotalaria juncea, ja que essa leguminosa influéncia nas caracteristicas quimicas do solo e
disponibilidade de nutrientes, além de proteger o solo contra erosdo (SILVA et al., 2021). O
uso de Crotalaria junceae como planta fixadora de nitrogénio também proporcionou maior
rendimentos de 6leo essencial em Lippia alba em relacdo ao tratamento controle (MARQUES
et al; 2018).

Em relacdo a adubagdo com esterco bovino, foi observado que a Lippia dulcis, obteve
baixo teor de 6leo de essencial. Esses resultados ndo corroboram com as pesquisas encontradas

na literatura, pois 0 uso do esterco bovino em outras especies contribuiu para o ganho de
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biomassa, teor e rendimento do 6leo essencial utilizando esse mesmo manejo (DE ASSIS et al.,
2020; HONORATO et al., 2022).

Apesar da composi¢cdo quimica do 6leo essencial sofrer variacdes quantitativas de
acordo com a fertilizacdo ofertada para a planta, os constituintes majoritarios presentes no 6leo
essencial de Lippia dulcis estdo de acordo com os relatados em outros trabalhos da literatura
(Adams et al., 2016; Germano et al., 2022). Assim como no presente estudo, Adams et al.
(2016) também relataram os sesquiterpenos bisabolanicos, hernandulcina e a-bisabolol como
constituintes majoritarios em plantas de Lippia dulcis cultivadas no Brasil. A influéncia da
variacdo sazonal na composicao quimica do 6leo essencial de Lippia dulcis foi avaliada por
Germano et al. (2022). As plantas foram cultivadas em canteiros e adubadas com esterco
bovino. Os constituintes principais identificados no dleo essencial de L. dulcis avaliado por
esses autores indicaram a presenca de hernadulcina, epi-a-bisabolol, a-copaeno e B-cariofileno,

0S quais nao variaram expressivamente durantes as estacoes.

O tratamento sem adubacéo (controle) indicou o maior teor de verbascosideo. De acordo
com GOBBO-NETO et al (2007), este fendbmeno é comum, pois algumas espécies tendem a
produzir mais metabolitos secundarios quando submetidas a condi¢des de estresse. No entanto,
o tratamento controle foi o que acumulou a menor biomassa seca da parte aérea, ndo sendo
interessante para a obtencdo da matéria-prima vegetal, devido este principio ativo estar presente
nas folhas. Neste caso, a adubacéo verde com 600 g/vaso associa ganho de biomassa e teor de
verbascosideo.

A partir da analise da rede de correlacdo (Figura 7), pode-se observar que a correlacédo
entre o verbascosideo e a massa seca da planta possuem correlacéo positiva fraca. Como esse
dado indica que o verbascosideo é produzido em situacdes de estresse fisioldgico, deve-se

avaliar outros tipos de estresse fisioldgicos em estudos futuros.

O teor de fenois totais produzidos em Lippia dulcis decresceu a medida que aumentou
a dose de adubo verde e também demonstrou uma correlacdo negativa com a producdo de
biomassa e rendimento do 6leo essencial. Alguns estudos com plantas medicinais mostraram
gue o manejo pode influenciar na producao de metabdlitos secundarios de espécies medicinais
(SHU, ZHOU, YANG et al., 2018). Ao trabalhar com diferentes doses de adubacao organica
em Achyrocline satureioides, Garcia et al. (2019) observaram que a partir da dose de 9 kg.m-

de esterco bovino, foi reduzido o contetdo de fendlicos totais nas inflorescéncias da planta.
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Efeito no nitrogénio e pigmentos fotossintetizantes

O teor de clorofila e carotenoides produzidos pelas plantas esta diretamente relacionado
a eficiéncia fotossintética das mesmas e, consequentemente, a quantidade de nitrogénio
absorvida pela planta (POUDEL; KATAOKA E MOCHIOKA, 2008). Estudos mostram que 0
nitrogénio cumpre um papel importante na regulacdo da sintese de pigmentos fotossintéticos
nas folhas das plantas, e que o mesmo possui uma correlacéo positiva significativa com o teor
de clorofila das culturas (PENG et al., 2021). Tais estudos corroboram com os resultados
encontrados nesse trabalho, no qual os tratamentos com maiores teor de nitrogénio acumulado
nas folhas de Lippia dulcis apresentaram também maiores médias de pigmentos

fotossintetizantes.

De acordo com a rede de correlacdo (Figura 7), o nitrogénio apresentou uma correlacéo
negativa com a producdo de verbascosideo. Esse resultado é coerente, ja que foi observado que
0 menor suprimento de nitrogénio (tratamento controle) proporcionou 0 maior acimulo de
verbascosideo. Efeito antagdnico foi observado por Honorato, et al. (2022) que avaliaram 0s
efeitos da adubacdo verde, organica e quimica em Thymus vulgaris. Esses autores observaram
que o0 maior acimulo de nitrogénio proporcionou um aumento na concentragédo de timol no éleo
essencial dessa espécie. Porém na espécie Lippia dulcis quanto maior o teor de nitrogénio

presente nas folhas, menor foi o teor de verbascosideo.

Os fendis e flavonoides totais demonstraram ter influéncia direta com os tratamentos
controle, adubacdo quimica e adubacdo verde nas doses de 150 e 300 g, de acordo com a analise
dos componentes principais. (Figura 6). De acordo com BONG; PHILLIPHS (1995), o
suprimento de nitrogénio tem um efeito negativo na biossintese de flavonoides nas plantas. Em
Labisia pumila, Ibrahim et al. (2011) reportaram que a medida que aumentou a quantidade de
nitrogénio na adubacdo, a quantidade de flavonoides totais diminuiu. Condi¢cdo similar foi
observada em Lippia dulcis, pois as plantas adubadas com crotalaria acumularam menos
flavonoides totais em suas folhas e indicaram correlagcdo negativa tanto com 0s pigmentos
fotossintéticos quando com o teor de nitrogénio. Isso estd de acordo com a teoria do balango de
nutrientes de carbono (CNB), no qual aponta que plantas quando passam por algum tipo de
estresse, alocam a sua energia para producdo de metabolitos secundérios (BRYANT et al.,
1983).
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Efeito da adubacéo verde

A adubacdo verde é uma alternativa a agricultura convencional, no qual se faz uso de
outras plantas como adubo para a cultura principal, sendo muito interessante para o cultivo de
plantas medicinais. Estudos recentes tém apontado que essa pratica agricola aumenta producéo
de biomassa e teor e rendimento do 6leo essencial (MARQUES et al; 2018; HONORATO et
al., 2022). Linhares et al. (2012) observaram que as doses de Merremia aegyptia melhorou
rendimentos agronémicos do Coriandrum sativum, como numero de hastes por planta,
rendimento e peso da parte aérea e altura. As plantas leguminosas, como a Crotalaria juncea,
sdo comumente usadas como adubos verdes, dentre outros fatores, por apresentarem Gtima
fixacdo do nitrogénio no solo (MEENA et al. 2020; SILVA e MENEZES, 2007).

O manejo nutricional em plantas medicinais é recomendado por contribuir ganhos em
biomassa e nos metabolicos secundarios, assim como encontrado, em alguns estudos, para
género Lippia (SHAHOSEINI et al., 2018). Em Lippia gracilis a adubacdo com diferentes
fontes e doses de esterco avicola influenciaram significativamente na producdo de biomassa,
crescimento, composi¢do quimica do 6leo, nos compostos fendlicos e no teor de clorofila dessa
espécie (ALMEIDA et al., 2018). Em Lippia citiodora o uso de adubos de origem animal e
vermicomposto proporcionaram diferencas significativas na composicdo do oleo essencial
dessa espécie (KIAFAR; KHOMMAMI; ZADEH, 2013).

No geral o uso de adubagéo verde proporcionou melhorias significativas nas plantas de
Lippia dulcis, tanto na parte agronémica, quanto no metabolismo secundario dessa espécie.
Apesar de estudos com adubacdo verde em plantas medicinais serem escassos, 0s resultados
desse trabalho indicaram que essa planta responde positivamente ao esterco bovino e adubagéo
verde, porém estudos adicionais precisam ser avaliados para estabelecer qual o0 melhor manejo

de fertilizacdo para essa especie.



58

6 CONCLUSAO

- O uso de adubacéo verde favoreceu o crescimento em biomassa da Lippia dulcis, em que o

melhor desempenho foi na dose de 600 g.

- O uso de adubacéo verde aumentou o rendimento e o teor de 6leo essencial da Lippia dulcis
nas doses de 450 e 600 g.

- O uso de adubagdo verde ndo influenciou na producéo de compostos fenolicos.

- O uso de adubacéo verde favoreceu a producdo de verbascosideos, em que o melhor

desempenho foi na dose de 600 g.
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