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“Mas onde se achard a sabedoria?

E onde esté o lugar do entendimento?

O homem néo conhece o valor dela, nem se acha ela na terra dos viventes.
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CULTIVO E CARACTERIZACAO AGRONC)MIQA, FITOQUIMICA E
DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTIFUNGICA DE Lippia
origanoides H.B.K

Autora: Simone Teles
Orientadora: Dra. Franceli da Silva

RESUMO: O trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento, bem como o teor,
o rendimento, a composi¢do quimica e a atividade bioativa do 6leo essencial de
Lippia origanoides H.B.K. Foram utilizadas plantas cultivadas em érea
experimental do Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana,
colhidas nos meses de janeiro, abril, julho e outubro, entre 8 e 9 horas da manha.
Para extracdo do Oleo essencial, as folhas/inflorescéncia secas foram submetidas
a hidrodestilagdo durante 3 horas, sendo o 6leo essencial extraido e analisado por
cromatografia gasosa acoplada ao espectofotometro de massas (GC-DIC e GC-
EM). No teste de biotividade do 6leo essencial foram realizados ensaios para
determinar a atividade antioxidante utilizando-se de trés métodos: Poder Redutor;
captura dos radicais 2,2-diphenylpycrylhy-drazil-(DPPH) e 2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfé-nico)-ABTS; e atividade antiflgica, sob o
crescimento micelial, esporulacdo e germinacdo de esporos do Aspergillus niger
van Tieghem. Nas condi¢cdes em que foi realizado o estudo, pode-se concluir que:
a) A época de colheita afeta o crescimento, o teor e o rendimento de Oleo de
Lippia origanoides; b) A adubacdo mineral favorece o maior acimulo de biomassa
de folhas, inflorescéncias e consequentemente maior rendimento de 6leo
essencial; ¢) Temperatura e umidade s&o os fatores que mais afetam o teor de
Oleo essencial de Lippia origanoides; d) O maior rendimento de 6leo pode ser
obtido nos meses de julho e outubro; e) O 6leo de Lippia origanoides apresenta
como compostos majoritarios: carvacrol, linalol, p-cimeno; y-terpineno, (E)-
cariofileno, biciclogermacreno e timol; f) época de colheita influencia a
concentracdo dos dois principais componentes do 6leo essencial da Lippia
origanoides, sendo que o linalol aumenta ao longo do tempo de cultivo e o
carvacrol tem sua concentragéo reduzida; g) A adubacgdo das plantas de Lippia
origanoides promove aumento das concentra¢des do p-cimeno, timol; h) Os testes
de DPPH, Poder Redutor e ABTS comprovam o potencial antioxidante do 6leo
essencial de Lippia origanoides; j) O 6leo essencial de Lippia origanoides obtido
em quatro épocas distintas de colheita, possui efeito fungitdxico perante a inibigcdo
no crescimento micelial de Aspergillus niger; ) As diferentes concentragdes
utilizadas do 6leo essencial inibem o crescimento micelial A. niger; m) As maiores
concentragcdes do 6leo essencial de Lippia origanoides proporcionam maiores
taxas de inibicdo da germinacdo dos esporos; n) Os testes in vitro indicam o
potencial de uso do Oleo essencial de Lippia origanoides no controle de
Aspergillus. niger.

Palavras-chave: cultivo; Verbenaceae, 6leo essencial, atividade bioldgica.



CULTIVATION AND CHARACTERIZATION OF AGRONOMIC,
PHYTOCHEMICAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITY AND ANTIFUN-
GAL OF Lippia origanoides H.B.K

Author: Simone Teles
Supervisor: Dra. Franceli da Silva

ABSTRACT: The present work had the main goal to evaluate the growth, as well
as the content, yield, chemical composition and bioactivity of the essential oil from
Lippia origanoides H.B.K. In the research were used plants cultivated in the
experimental area of Horto Florestal of the State University of Feira de Santana,
harvested in the months of January, April, July and October, between 8 and 9
a.m.. To obtain the essential oils, dried flowers and inflorescences were submitted
to hydro-distillation for 3 hours, being the essential oil extracted by gas
chromatography (GC/FID and GC/MS). In order to test essential oils bioactivity
were realized assays to determine the antioxidant activity by three different
chemical assays: reducing power, scavenging capacity of 2,2-diphenylpycrylhy-
drazil (DPPH) and 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid) diammo-
nium salt (ABTS); the antifungic activity over the growth of Aspergillus niger van
Tieghem was also tested. In the conditions that the study was conducted it can be
concluded that: a) harvest moment affect growth, essential oil content and yield
from Lippia origanoides; b) mineral fertilization enables a higher accumulation of
leaves biomass, inflorescences and consequently higher essential oil yield; c)
temperature and humidity are factors that affect more essential oil content of
Lippia origanoides; d) highest essential oil yield can be obtained in the months of
July and October; e) Lippia origanoides is mainly composed by carvacrol, linalool,
p-cymene, y-terpinene, (E)-caryophyllene, bicyclogermacrene, and thymol; f)
harvest moment influence the concentration of the two most abundant compounds
found in the essential oil of Lippia origanoides, since linalool increase during plant
cultivation and carvacrol reduce its concentration; g) Lippia origanoides plants
fertilization enhances the concentrations of p-cymene and thymol; h) DPPH,
reducing power and ABTS assays prove the antioxidant potential of Lippia
origanoides essential oils; j) Lippia origanoides essential oil obtained from four
harvest seasons, reveals fungitoxicity over the inhibition growth of mycelia of
Aspergillus niger; I) the different concentration of essential oil used inhibited the
mycelia growth of A. niger; m) the highest concentrations of essential oil of Lippia
origanoides provided higher inhibition rates in spores germination; n) in vitro
assays indicated the potential use of Lippia origanoides essential oil in the control
of A. niger.

Keywords: cultivation, Verbenaceae, essential oil, biological activity
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INTRODUCAO

1. Plantas medicinais: aspectos gerais

A preocupagdo com a cura das doencgas existe desde os primérdios da
humanidade. Por meio de observagdes, as primeiras civilizagdes descobriram nas
plantas utilizadas na alimentacdo seu potencial curativo no combate as doencas
(CUNHA, 2012). Através de vérias tentativas e erros, as plantas tornaram-se
conhecidas por suas propriedades, em especial as espécies medicinais. As civili-
zacdes antigas contribuiram de maneira eficaz no conhecimento das propriedades
terapéuticas dos vegetais (ALMASSY JUNIOR et al., 2005). O Egito, China e a
india deram origem as mais antigas obras sobre medicina e vegetais, sendo o
papiro do Egito considerado o mais antigo da histéria da Medicina. No livro de
Pen Tsao-Ching (2700 a.C), nos papiros (1500 a.C), bem como na biblia, sdo
encontradas diversas citacdes sobre 0 uso de ervas medicinais e preparacfes a
base de produtos do Reino Vegetal (CARVALHO, 2004). No Brasil, o uso das
plantas medicinais com fins terapéuticos foi evidenciado no Pais pelas culturas
indigena, africana e europeia (ALMASSY JUNIOR et al., 2005).

O conhecimento popular, adquirido durante centenas de anos, e transmitido
as geracdes futuras por meio de relatos escritos e orais, tem beneficiado o
homem, possibiltando a descoberta de novos medicamentos utilizados
atualmente no tratamento de diversas enfermidades (SILVA e CARVALHO 2004;
CALIXTO, 2000). As plantas, além do seu vasto uso na medicina popular, tém
sido a base para formulac¢des de varios farmacos, como a emetina, a vincristina, a
colchicina, a rutina e a cada momento sdo citadas na literatura novas moléculas
com acao farmacologia relevante como: a forscolina, o taxol e a artemisinina
(CECHINEL FILHO, 1998).

Segundo os registros da Organizacdo Mundial da Saiude — OMS (2000), 80%
da populagdo mundial faz uso de medicamentos derivados de plantas medicinais.
Estima-se que dentro dessa porcentagem, apenas 30% dessas pessoas S&o

orientadas por médicos na utilizacdo dessas plantas. Devido ao amplo uso, as
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areas de fitoquimica, etnofarmacologia, farmacologia e toxicologia tém se tornado
promissoras nos estudos voltados as plantas medicinais, juntas fornecem dados
importantes para formulacio e descobertas de novos farmacos (ARAUJO et al.,
2004).

O Brasil possui um cenério oportuno para o desenvolvimento de produtos
fitoterapéuticos. Os dados estatisticos revelam que do total de espécies
existentes no mundo (250-500 mil), o Pais detém cerca de 20% da flora, onde
cerca de 10 mil sdo medicinais (CASTRO et al., 2004). Embora os nimeros sejam
propicios, as pesquisas multidisciplinares na area de plantas medicinais ainda n&do
conseguiram atingir nem 10% do que precisa ser avaliado e esse numero ainda é
reduzido quando se trata dos aspectos biologicos (CALIXTO, 2003;CARVALHO,
2007). Logo, torna-se um pais biologicamente rico, mas pouco explorado e/ou
regulamentado, contrastando com o que ocorre em outros paises, a exemplo da
Alemanha, Estados Unidos e Canada (SOUSA et al., 2008).

E necessario e urgente o aumento de incentivos em pesquisas voltados para
as plantas medicinais. Somente no Brasil este mercado movimenta em torno de 1
bilhdo de reais/ano e emprega mais de 100 mil pessoas (ABIFISA, 2009), o que
revela a importancia econdbmica dos produtos naturais derivados de plantas
(LUCHESSE et al., 2006). Além de contribuir com o aumento do Produto Interno
Bruto-PIB, o que conduzira agfes que visem o uso racional dos recursos naturais.
Outro aspecto importante € a descoberta de tratamentos eficazes e comprovagéo
cientifica da utilizacdo das plantas medicinais dos diferentes biomas brasileiros
(OLIVEIRA, 2012). No semiarido, existem diversas espécies descritas em
levantamentos etnofarmacoldgicos regionais que revelam grande riqueza do uso
popular para os mais diversos fins (MATOS, 1998; JUNIOR et al., 2005; AGRA et
al., 2007). Contudo, dados recentes mostram que cerca de 80% dos fitoterapicos
registrados no Brasil so oriundos de espécies estrangeiras (ABIFISA, 2009).

Vale salientar que os produtos naturais e seus derivados representam cerca
de 50% das drogas utilizadas no mundo, sendo que as plantas medicinais
contribuem com 25% deste total (FERNANDES; SANTOS; PIMENTA, 2005).

Apesar de toda droga existente no mercado, apenas 23% da populacdo a
consome, a maioria depende dos remédios caseiros obtidos de plantas
(GILBERT; FERREIRA; ALVES, 2005). Portanto, o Brasil, com a vasta riqueza de
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sua flora, caracterizando um grande potencial de matéria-prima, ndo pode abdicar

de sua vocagdao para os produtos naturais (PINTO, 2008).

2. O género LippialL.

Dentre as plantas arométicas nativas do semiérido, destacam-se as espécies
do género Lippia, pertencentes a familia Verbenacea. Essa familia inclui
aproximadamente 1.035 espécies reunidas em 36 géneros, sendo encontrada nas
Américas do Sul, Central e na Africa tropical (VICCINI et al., 2006). No Brasil,
estima-se 296 espécies desta familia, distribuidas em 22 géneros (BARROSO et
al., 1986 apud MELO et al., 2010). A maioria das espécies dessa familia constitui
plantas largamente utilizadas na medicina popular (Aloysia gratissima, Aloysia
sellowii, Aloysia triphylla, Lantana camara, Lippia alba, Lippia alnifolia, Lippia
sidoides, Lippia thymoides, Stachytarpeta cayennensis, Verbena litoralis)
(LORENZI, 2008). Lippia é o segundo maior género da familia, reunindo cerca de
200 espécies, onde o maior nimero se encontra no Brasil em campos rupestres e
no cerrado (SALIMENA, 2000). Somente no semiarido brasileiro podem ser
encontradas 35 espécies (GIULIETTI et al., 2006). Dentre essas espécies, muitas
sdo aromdticas de caracteristicas herbéceas, subarbustivas ou arboreas de
pequeno porte, distribuidas em diversas regides do Brasil, principalmente na
Cadeia do Espinhaco, em Minas Gerais, Chapada Diamantina, na Bahia e Goias
(SALIMENA, 1991; SALIMENA, 2000).

O género Lippia destaca-se economicamente pela presenca dos Oleos
essenciais, que conferem as espécies aromaticas diversas propriedades
medicinais (SALIMENA, 2000). Os terpenoides presentes nos 6leos essenciais
sdo os principais agentes da acgdo terapéutica. Muitas espécies do género Lippia
vém sendo investigadas devido as propriedades antibacterianas, antifiungicas,
larvicidas, anestésicas e inseticidas (LINDE et al.,, 2010). Os estudos que
comprovam as propriedades bioldgicas das espécies deste género devem-se
principalmente pela presenca dos compostos: limoneno, B-cariofileno, p-cimeno,

canfora, linalol, a-pineno, timol e carvacrol, apresentados na Figura 1.
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FIGURA 1: Estruturas moleculares de limoneno (1), B-cariofileno (2), p-cimeno (3),
canfora (4), linalol (5), a-pineno (6), timol (7), carvacrol (8).

Tradicionalmente essas espécies tém sido usadas por meio de decocgédo ou
infusdo e administracdo via oral. As folhas e flores da Lippia lupulina Cham. sé&o
utilizadas para tratar infecgéo bucal e de orofaringe (RODRIGUES e CARVALHO
2001); Lippia alnifolia Mart. e Schauer e Lippia gracilis Schauer tém uso como
antisséptico topico para dermatites e seborreia e também como antisséptico bucal
(AGRA et al., 2007). Lippia alba (Mill.) N.E.Brow, Lippia graveolens H.B.K, Lippia
origanoides H.B.K e outras seis espécies séo utilizadas no tratamento da gripe,
bronquite e asma. Lippia alba (Mill.) N.E.Brow, L. citriodora (Ort.) H.B.K, L.
graveolens H.B.K, L. micromera Shauer e L. origanoides H.B.K sdo comumente
usadas como condimento na preparagao de alimentos (PASCUAL et al., 2001).

Muitos estudos tém comprovado a atividade farmacoldgica dessas espécies,
gue se concentram principalmente no tratamento de disfungbes do sitema
digestério ou respiratorias, hipertensao, condi¢cdes nervosas e nauseas (COSTA
et al., 2005; PASCUAL et al., 2001; SARRAZIN, 2012).
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3. Lippiaoriganodies H.B.K

A Lippia origanoides H.B.K é uma espécie nativa do Brasil, encontrada nas
diversas regides do Pais, como no Norte (Para, Amazonas), Nordeste (Bahia),
Centro-oeste (Mato grosso, Goias, Distrito Federal) e Sudeste (Minas Gerais,
Sao Paulo), predominando principalmente em campos e cerrados de solos
pedregosos e compactos, em altitudes entre 90 a 1100 metros acima do nivel do
mar (SALIMENA et al., 2010). Além do Brasil, esta espécie pode ser encontrada
na Colémbia, Venezuela e Guiana (PASCUAL et al., 2001), sendo comum no
semiarido brasileiro (MATOS,1998). No Brasil é conhecida popularmente como
alecrim-do-tabuleiro, jA na Colémbia é conhecida como alecrim da montanha
(STASHENKO et al., 2010).

Foi descrita por Garcia-Barriaga (1992) como sendo:

Um arbusto de 1 a 2 metros de altura, folhas ovadas com &pice arredondado, margens
dentadas, pubescentes, com tricomas ferrugineos, de 3,5 a 5 cm de largura, 1,5 a 2,3 cm
de comprimento, peciolo de 1-1,5 cm de largura. Inflorescéncias axilares, pequenas,
brancas e forte aroma (Figura 2).
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FIGURA 2. Lippia origanoides H.B.K

Tradicionalmente as folhas e flores de Lippia origanoides sédo utilizadas na
medicina popular em forma de infuséo no tratamento de dor de estdmago, flatus e
indigestdo. Sendo utilizada também como expectorante em infeccbes nos
brénquios e pulmdes, recomendada contra asmas, tuberculose, antiespasmaédico
(GARCIA-BARRIAGA 1992; STASHENKO et al., 2010). Podem ser utilizadas
ainda como decoto ou macerado em alcool, como utilizado nas Américas do Sul e
Central, na Africa tropical e paises da Europa no tratamento de distirbios do
sistema digestorio (PASCUAL et al.,2001). As folhas e o 6leo essencial extraido
delas séo indicados para inalacéo e o preparo do xarope a partir da infusdo das
folhas, também utilizado para o combate das doencas citadas acima (MATOS,
1998).

Devido ao grande potencial observado nesta espécie e pela grande utilizacéo
na medicina popular, algumas pesquisas tém sido realizadas para validar o
conhecimento tradicional e descobrir novos usos. De acordo com trabalho feito
por Stashenko et al. (2010) na Coldmbia, os extratos de Lippia origanoides

guimiotipo A, apresentaram excelentes resultados, o que faz esta planta
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promissora para pesquisa com potenciais diversos, podendo ser utilizados em
produtos alimeticios, comésticos e farmacéuticos.

Lippia origanoides € uma espécie rica em 0leo essencial, apresentando alta
variabilidade quanto ao teor, entre 1,0% a 4,6% (OLIVEIRA et al.,, 2007;
CAVALCANTE et al., 2009) da massa das suas folhas. Essa variacdo também
pode ser observada na determinacdo dos seus compostos quimicos, Stashenko
et al. (2010) classificou a Lippia origanoides em trés quimiotipos: qumiotipo A rico
em carvacrol e timol, qumiotipo B rico em a- e 3- felandreno e quimiotipo C rico
em p-cimeno e limoneno. Os monoterpenos que geralmente se encontram em
maiores quantidades séo 1,8-cineol, a-terpineol, metil timol, sabineno, y-terpineno,
timol, carvacrol, p-pineno e os sesquiterpenos sao B-cariofileno, nerolidol e a-
humuleno (PASCUAL et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2007; ESCOBAR et al., 2010).

A presenga do carvacrol e timol conferem a Lippia origanoides agéo
antimicrobiana contra fungos e bactérias (HYLDGAARD et al., 2012). Trabalhos
realizados por Oliveira e colaboradores. (2007), avaliando a composicdo quimica
e atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Lippia origanoides, observaram
que o perfil quimico foi constituido principalmente por sesquiterpenos,
destacando-se o p-cimeno (10,3%), timol (18,5%) e carvacrol (38.6%),
apresentando elevada atividade antimicrobiana contra todos 0os micro-organismos
testados (Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida guilliermondii,
Cryptococcus neofarmans, Trichophyton rubrum T544, Fonsecaea pedrosoi,
Sthaphylococcus aureus, Lactobacillus casei, Streptococcus mutans). Pinto et al.
(2013) avaliando a atividade antimicrobiana de Lippia origanoides também
encontraram resultados positivos para espécie estudada, sendo os extratos das
folhnas eficientes na inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida
parapsilosis. Meneses et al. (2009), em estudo feito na Colémbia, constataram a
acdo do 6leo essencial de Lippia origanoides contra o virus da febre amarela e
Escobar et al. (2010) observaram atividade contra Trypanosoma cruzi,
evidenciando o potencial da acdo do Oleo essencial ndo s6é contra bactérias e
fungos, mas contra virus e protozoarios. Ainda em estudos realizados por Verbel
et al. (2010); Bedoya et al. (2012), os autores constataram a capacidade do 6leo
essencial de Lippia origanoides em inibir os radicais livres, conferindo a essa

espécie propriedades antioxidantes.
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No Nordeste, através do Projeto Farméacias Vivas do Estado do Ceard, o
alecrim-do-tabuleiro tem sido cultivado em comunidades carentes, devido as suas
propriedades biologicas e eficacia terapéutica. Essa espécie constitui parte
importante na promocdo da atengdo primaria a saude nestes locais (MATOS,
1998). Contudo, apesar de todo potencial para ser utilizado como produto
farmacéutico, estudos agronémicos que permitam a viabilidade do uso dessa

espécie ainda sdo escassos.

4. Cultivo de Plantas Medicinais

Diferentemente das demais culturas, no cultivo de plantas medicinais o
interesse maior € pela produgdo dos metabdlitos secundarios, que sé&o
substancias responséveis por atividades biolégicas produzidas pelas plantas em
resposta aos estimulos do meio ambiente (DUDAREVA et al., 2004; PIMENTEL et
al., 2005). A producdo dessas substancias pelas plantas é afetada por fatores
relacionados ao cultivo, como a época de colheita da planta, fatores climaticos,
como a umidade, luminosidade, parte da planta utilizada, método de transporte,
armazenamento, secagem e processo de extragdo, o que pode modificar a
composicdo quimica do material vegetal, limitando seu uso pelas inddstrias
farmacéutica, alimenticia e de cosmético (FERREIRA, 1998; CALIXTO, 2000).

Com o avanco do mercado de plantas medicinais é cada vez mais exigida
uma matéria prima de qualidade e com possibilidade de serem produzidas em
larga escala. Para atender a demanda do mercado é importante a adog¢édo de
procedimentos agricolas que garantam o aumento da producdo e qualidade do
produto (CORREA JUNIOR e SCHEFFER, 2001). Note-se que grande parte das
plantas nativas do Brasil é obtida por meio do extrativismo.

O conhecimento das praticas agrondmicas, principalmente para espécies
nativas, envolvendo o cultivo, possibilitard o desenvolvimento da cadeia produtiva
dessas plantas, garantindo a sustentabilidade de produgdo e consumo,
possibilitando a conservagédo de suas populagdes naturais (FRANCA, 2002). As
praticas relacionadas ao cultivo, incluindo a adubacdo, podem favorecer a alta

produtividade de biomassa e incrementar o teor de pricipios ativos, solucionando
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alguns dos problemas dos materiais provindos do extrativismo (MING et al.,
2003).

4.1 Alguns fatores que influenciam o cultivo das plantas medicinais
4.1.2 Adubacgéo

A disponibilidade de nutrientes no solo interfere no metabolismo primério e
secundario das plantas medicinais (BIASI et al.,, 2009). Cada espécie tem
exigéncias diferentes quanto a fertilidade do solo, mas a maioria se adapta melhor
a solos leves e férteis, onde as raizes se desenvolvem com facilidade. A textura
do solo pode ser modificada com adubacdo orgénica devido aos indimeros
beneficios decorrentes da aplicagdo de residuos orgéanicos ao solo. O efeito da
aplicacdo de adubos orgénicos sobre a producdo de plantas medicinais €&
amplamente discutido na literatura (CHAVES et al., 2002) .

Com relacdo a adubacdo mineral, essa situacdo ndo € diferente,
principalmente para os macronutrientes N, P e K (RODRIGUES et al., 2004).
Contudo, para as espécies medicinais nativas do semiarido e cerrado, poucas
informagdes tém sido encontradas na literatura. O estudo do comportamento
dessas espécies em condi¢Bes de cultivo forneceria subsidios para um manejo
racional dos recursos naturais, visando minimizar o extrativismo, além de criar
novas perspectivas de renda para pequenos agricultores da regido.

A influéncia da adubacéo, no desenvolvimento e producédo de 6leo essencial,
tem sido demonstrada em diversas espécies medicinais. Oliveira et al. (2002),
estudando o efeito da adubacdo mineral e orgéanica sobre a produgdo de
biomassa de Cymbopogon citratus (DC) Stapf, observaram que a adubagéo
organica foi suficiente para promover altas produtividades sem a necessidade da
adubacdo mineral. Silva et al. (2003), estudando a mesma espécie, observaram
maior rendimento de biomassa seca nos tratamentos com adubag&o organica +
quimica e maior teor de O6leo essencial nas plantas adubadas com adubo
organico.

Ramos et al. (2005) afirmaram que houve incremento na producdo de matéria
seca de horteld-rasteira (Mentha x villossa Huds.) com o aumento das doses de
fosforo, no entanto, a adubacdo fosfatada nao influenciou o teor de 6leo

essencial.
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No trabalho feito com Hyptis suaveolens (L.) Poit., utilizando adubagé&o
mineral, esterco bovino, esterco de aves, vermicomposto e composto organico,
verificou-se que as plantas responderam bem as aduba¢des mineral e organica
aplicadas, com excegdo do esterco bovino. O melhor desenvolvimento foi,
entretanto, observado nas plantas adubadas com esterco de aves (MAIA et al.,
2008). J4 Biasi et al. (2009) constataram que a alfavaca-cravo (Ocimum
gratissimum) respondeu pouco a adubacao organica, e em relacdo a composicao
do dleo essencial, ndo foram encontradas diferengas marcantes em funcdo da
elevacgdo dos niveis de adubacéo.

Souza et al. (2010) em estudos com Lippia citridora Kunth encontraram
efeitos positivos da adubacéo orgénica no incremento da biomassa seca e fresca,
sendo que o teor de 6leo néo foi influenciado pela adubacéo. Ali e colaboradores.
(2012), trabalhando com tipos de adubo (mineral e orgénico) constataram o
incremento da matéria seca da folha e caule e o aumento da esculina em
Cichorium intybus L. Leite et al. (2013) também verificaram o incremento da
producdo de matéria seca e de Oleo essencial em Lippia sidoides Cham com
adubacéo organica.

Com base nos relatos acima, verifica-se que varias espécies medicinais,
responderam positivamente a adubacdo. Para a maioria delas hé efeitos

benéficos sobre o crescimento de plantas e producéo de 6leo essencial.

4.1.3 Epoca de colheita

Outro fator que influencia no rendimento de 6leo essencial de espécies
aromaticas é a época de colheita (BEZERRA et al., 2008). As espécies medici-
nais, podem apresentar maior quantidade de principio ativo em periodos
especificos como em épocas do ano (REIS et al., 2003). Neste sentido, a colheita
€ um dos aspectos que deve ser observado na producédo de plantas medicinais
(Martins et al., 1994), buscando obter o maximo rendimento possivel do principio
ativo de interesse e biomassa .

O ¢6leo essencial da planta pode variar ao longo das estagfes, devido a
fatores externos, como temperatura, pluviosidade, vento, latitude e altitude;
interferindo  no metabolismo secundario e comsequetemente no teor de
compostos bioativos (PINTO e BERTOLUCCI, 2002). Assim, muitos trabalhos
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visam descobrir, para cada espécie e regido geografica, o0 momento ideal da
colheita para plantas medicinais e arométicas.

Castro et al. (2002), trabalhando com Lippia alba L., na regido de Sao Paulo
em diferentes estacdes do ano, observaram maiores teores meédios de dleo
essencial no outono (0,47%) e no inverno (0,43%), e o menor no verao (0,15%).
Rojas et al. (2006), constataram em folhas coletadas de Lippia origanoides nas
estacdes seca e chuvosa no Estado de Mérida, Venezuela, que o teor de Oleo
essencial ndo foi influenciado pela época de colheita.

Em capim citronela, Blank et al. (2007) observaram, para época de colheita,
que o melhor rendimento de 6leo essencial foi obtido na primavera. Deschamps et
al. (2008) avaliando o rendimento de Oleo essencial em espécies de menta em
duas épocas de colheita (verdo e inverno) concluiram que todas as cultivares
apresentaram queda no rendimento de Oleos essenciais quando colhidas no
inverno.

Trabalhos feitos por Hussain et al. (2008) trabalhando com Ocimum basilicum,
observaram maiores teores de Oleo essencial no verdo (0,27%) e menores na
primavera (0,17%). Em Hyptis marrubioides, o mesmo efeito foi observado, no
verdo o teor de 6leo foi superior em relagéo as outras estacoes.

A colheita das folhas de Lippia origanoides na regido da Colombia
apresentaram melhores rendimentos de 6leo essencial (3,1%) e timol (80,3%) na
estagcdo seca em comparacao com a estagdo chuvosa (BEDOYA et al., 2012)

As variagBes apresentadas de espécies medicianais em diferentes climas
indicam a necessidade de pesquisas relacionadas as técnicas de manejo visando
ndo s6 producdo quantitativa de biomassa por unidade de area, mas também o

teor ideal dos constituintes quimicos de interesse.

5 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais, também conhecidos como 6leos volateis, 6leos etéreos
ou esséncias, sao produtos obtidos de plantas, caracterizados pela separagéo por
arraste a vapor e produzidos em estruturas anatomicas e celulares definidas,
como cavidades e tricomas glandulares. A designacdo de Oleo se da devido a
algumas caracteristicas fisico-quimicas como a de serem volateis; lipofilicas;

geralmente odoriferas e liquidas (SIMOES et al., 2007). S&o substancias solGveis
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em solventes organicos (eter, &lcool, cloroférmio e benzeno), séo instaveis na
presenca de luz, umidade, calor e metais (CARDOSO, et al., 2001).

O conjunto de reagBes quimicas que ocorrem nas células vegetais €
responsavel pela sintese dos metabdlitos primarios e secundérios. Os nutrientes
fundamentais para o crescimento e desenvolvimento da célula, tais como:
carboidratos, lipideos, proteinas, agucares, aminoacidos, acido nucléicos e seus
polimeros derivados, fazem parte do seu metabolismo primario e sé&o
considerados essenciais a vida (CASTRO, 2004).

Todo processo de formacdo dos compostos primérios inicia-se pela
fotossintese, onde os vegetais sdo capazes de sintetizar compostos organicos
(agucares) a partir de compostos inorganicos (CO, e é&gua) por meio de
sucessivas reagdes anabdlicas e/ou catabdlicas, dando origem aos componentes
essenciais para sobrevivéncia dos seres vivos. Tais compostos atuam como
precursores dos metabdlitos secundérios (BIASI e DESCHAMPS, 2009).

A producdo dos Oleos essenciais ocorre em duas vias do metabolismo
secundario: chiquimato (compostos aromaticos) e mevalonato (derivados dos
terpenoides), sendo resultado de complexas interagdes entre biossintese,
transporte, estocagem e degradacdo (CORAZZA, 2002). Os Oleos sao
constituidos principalmente de terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos)
(CRAVEIRO e QUEIROZ, 1993; CASTRO et al., 2004)(Figura 3).
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Os terpenos representam a maior classe dos produtos naturais, havendo mais

de 22.000 compostos terpenoides descritos. O mais simples terpenoides é o

hidrocarboneto isopreno (CsHg). Nao somente as plantas podem sintetizar os

terpenoides, mas também os animais, bactérias, fungos e algas. Muitos

compostos isoprenoides ocorrem em tecidos vegetais, porém muitos deles sédo

encontrados como glicosideos, éster de acidos organicos e, em alguns casos, em

combinagdo com proteinas. Esses compostos séo classificados de acordo com o

namero de unidades de isoprenos (u.i) que constitui: monoterpenos (Cio, duas

u.i), sesquiterpenos (Css, trés u.i), diterpenos (C, quatro u.i), sesterterpenos (Css,

cinco u.i), triterpernos (Cso, seis u.i), tetrapernos (Cgo, oOito u.i) (Figura 4)

(BOWSHER et

al., 2008).
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Cerca de 90% dos Oleos volatéis sdo compostos por monoterpernos,
representando uma subclasse que compdem compostos como o citral, linalol,
canfora, terpinen-4-ol, carvacrol e outros. Quanto aos sequisterpenos, sao em
geral menos volateis que os monoterpenos, mas podem influenciar sensivelmente
0 odor dos Oleos. A tujona, céanfora, fenchona, limoneno, mentol sédo alguns
exemplos dos sesquiterpenos (MAIA, 2005).

Os Oleos volateis estdo presentes nos oOrgdos das plantas em estruturas
especializadas como os tricomas glandulares, células parenquimaticas
diferenciadas, canais oleiferos, em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Figura
5). A depender da espécie vegetal podem estar presentes nas flores, folhas,
menos frequentemente em raizes, rizomas, lenhas, cascas, frutos e sementes. As
plantas ricas em 0Oleos essenciais sdo comumentes encontradas no grupo das
Angiospermas dicotiledéneas, principalmente nas seguintes familias: Asteraceae,
Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Myristicaceae, Piperaceae,

Rutaceae, Verbenaceae entre outras (SIMOES et al., 2007).

X1,200  10pm Fiocruz ‘ X700  20pm

FIGURA 5: Tricoma glandular da Lippia insignis

Os constituintes do 6leo essencial sdo complexos e variaveis, como 0s
hidrocarbonetos terpénicos, éalcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,
fendis, ésteres, 6xidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas
e compostos de enxofre, dentre os quais se destacam o0s de baixo peso
molecular, como os monoterpenos (10 carbonos) e sesquiterpenos (15 carbonos).

A extragdo desses grupos de compostos pode ser feita por alguns processos
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especificos, dentre eles, a enfloracdo ou enfleurage, atualmente retringe a
algumas industrias de perfumes; a prensagem ou expressdo, utilizada na
obtencéo de 6leo em frutos citricos; extragdes com o uso de solventes organicos
e a extragdo por diéxido de carbono supercritico, utilizado nas industrias para que
seja retirado todo solvente do produto final, tornando-o puro. Entretanto, o método
mais utilizado para a obtencdo de 6leos essenciais é a destilacdo por arraste a
vapor de agua (SIMOES et al., 2007). Os constituintes quimicos do 6leo s&o
identificados por métodos de analise convencional, ou seja, a cromatografia em
fase gasosa (CG), na maioria das vezes associada a espectrometria de massa
(CG-MS)(HENNEBELLE et al., 2008).

Os compostos presentes nos 6leos essenciais sdo importantes na elaboragéo
de produtos naturais das industrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos.
Os aromas e as fragrancias incorporadas nos alimentos, perfumes e produtos
cosméticos possuem alto valor no mercado mundial. A inddstria alimenticia a
segunda maior consumidora desses 0Oleos (BAKKALI et al, 2008). Recentemente,
na agricultura e na pecuaria, sdo desenvolvidas pesquisas sobre o uso de 6leos
essenciais como repelentes, antimicrobianos, inseticidas, para proteger as
culturas de produtos agricolas sintéticos (MATTOS, 2007).

Muitos componentes presentes nos O6leos essenciais de varias espécies
medicinais, a exemplo da Mentha piperita L., Lippia alba, Cymbopogon citratus,
Citrus limonun, Lippia origanoides entre outras, atribuem a essas plantas
diferentes funcfes bioldgicas, tais como: regulacdo no crescimento, inseticidas,
aleloquimicos, agente de atracdo, repelentes e ferombnios (KNAAK e FIUZA,
2010).

A garantia e a determinacdo da acdo biolégica de um dleo essencial séo
limitadas, pois a sua composicdo é muito complexa e pode ser alterada por
fatores relacionados as condicbes ambientais, tais como: pluviosidade,
temperatura, umidade, sazonalidade, macro e micronutrientes do solo, entre
outros (BIASI e DECHAMPS 2009).

Com isso, o interesse econbmico relativo aos componentes aromaticos de
plantas direciona-se a obtencdo de espécies medicinais comercialmente
cultivadas, considerando quantidade e qualidade das substancias volateis
(PAVIANI, 2004).
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5.1 Potencial bioativo do 6leo essencial
5.2 Antioxidante

Os radicais livres sdo considerados um tipo de espécie reativa de oxigénio
(ERO) produzida naturalmente ou por alguma disfuncdo biolégica, caracterizados
por apresentar moléculas que contém um ou mais életrons desemparelhados. A
maior parte desses radicais é produzido nas mitocdndrias, onde a reducdo do
oxigénio leva a formacgé&o das trés principais espécies reativas do oxigénio: anion
superoxido (*O2), peroxido de hidrogénio (H.O,) e o radical hidroxila (HOs)
(WICKENS, 2001).

As EROs séo importantes por estarem envolvidas na producdo de energia,
fagocitose, regulagcdo de crescimento, sinalizagdo celular e sintese de compostos
biologicamente ativos. Contudo, quando a formacdo da espécie reativa de
oxigénio excede a capacidade antioxidante de defesa da célula, da-se origem ao
estresse oxidativo, surgindo problemas associados a estas espécies radicalares,
tais como danos na estrutura de proteinas, peroxidagéo lipidica nas membranas,
alteracdo do DNA e inativagdo das enzimas (CARVALHO, 2004). Os efeitos
danosos da produgéo de radicais livres em consequéncia ao estresse oxidativo
pode ocasionar o envelhecimento e o0 surgimento de vérias doencas
patofisioldgicas, incluindo diabetes, arteriosclerose coronéria, mal de Alhzeimer e
de Parkinson, carcinogénese, doencas inflamatérias e imunolégicas, como artrite,
asma e alergia (RELIENE e SCHIESTL, 2006; FRANCO et al., 2008).

Os antioxidantes sdo compostos que diminuem a velocidade da oxidagao,
através de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e
complexacao de metais, podendo ser sintéticos ou naturais. As células humanas
utilizam mecanismos enzimaticos como a catalase, a superdxido dismutase e a
glutationa peroxidase/redutase, e compostos como a vitamina C, vitamina E,
cisteina, acido urico, B-caroteno e a-tocoferol, para manter niveis baixos de
radicais livres e das espécies reativas de oxigénio (ERO) (MALINOWSKI, 2010).

Os antioxidantes artificiais, como o BHA (butil hidroxianisol), BHT(butil
hidroxitolueno), TBHT (terc-butil hidrohiquinona), PG (propil galato) devido a
suspeita de efeitos toxicos, tém sido gradualmente restritos e associados com
efeito negativo (SEMWAL et al., 1997). Este fato tem estimulado pesquisas por

antioxidantes naturais que possam atuar isolados ou em sinergia com outros
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aditivos, em substituicdo aos sintéticos. Com isso, 0s estudos voltados a
avaliacdo da capacidade antioxidante tem aumentado, tanto em farmacos e
comésticos, quanto em alimentos e produtos naturais, uma vez que sabe-se da
influéncia benéfica de muitos produtos naturais na saude humana, associados ao
decréscimo da atividade oxidante (HUANG et al., 2005).

Apesar de antioxidantes naturais como tocoferdis e acido ascoérbico serem
largamente utilizados, a busca por novos compostos com atividade antioxidante
extraido de plantas tem sido realizada (CARVALHO, 2004).

Estudos recentes tém comprovado a acdo dos antioxidantes extraidos de
plantas medicinais, principalmente pela presenca dos compostos fendlicos, como
os flavonoides e taninos. Esse grupo de metabdlitos pode agir como redutores de
oxigénio singleto, atuando nas reacdes de oxidacdo lipidica, ou mesmo na
quelacdo de metais. Os Oleos essenciais também possuem a capacidade de
neutralizar radicais livres, devido a presenca dos compostos fendlicos, carvacrol,
eugenol e timol em sua composicdo quimica, devido a presenca de um
grupamento doador de elétrons na posi¢cdo orto em relagdo a hidroxila fendlica
(BOSCARDIN, 2009; GUIMARAES; SOUZA, FERREIRA, 2010).

5.3 Antimicrobiano

A diversidade de substancias ativas em espécies medicinais tem despertado o
interesse pelo uso de extratos e Oleos essenciais nos diversos segmentos
industriais. Embora sua maior utilizacdo ocorra nas é&reas de alimentos
(condimentos e aromatizantes de alimentos e bebidas), cosméticos (perfumes e
produtos de higiene), industria farmacéutica (DEBA et al., 2008; DIKBAS et al.,
2008) e na agricultura, onde o uso dessas substancias tém-se mostrado
promissor.

Varios estudos vém sendo desenvolvidos para avaliar a agdo antimicrobiana
dos 6leos essenciais no controle de doencas em plantas. Existem relatos da sua
acdo fungitoxica direta, ou indireta, por meio da inducdo do acumulo de
fitoalexinas, devido a presenca de moléculas capazes de estimular qualquer
resposta de defesa da planta (BONALDO, 2004; CARLOS et al., 2010). E por sua
caracteristica lipofilica (BAKKALI et al., 2008).
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A descoberta de constituintes quimicos com potentes atividades antifngicas,
embora ainda nao inteiramente elucidadas, tem revelado acédo inibitéria sobre
uma variedade de fitopatdgenos, como Alternaria spp., Botrytis spp.,
Colletotrichum spp., Fusarium spp.; Phytophthora cactorum, Cryponectria
parasitica, Fusarium circinatum, Aspergillus niger, Colletotrichum gloeospo-
rioides e Botrytis cinerea (PEREIRA et al.,, 2006; LEE et al.,, 2008; SOUZA
JUNIOR et al., 2009; SOYLU et al., 2010). Tais resultados contribuem para o
desenvolvimento de novas substancias naturais para ao uso na agricultura
visando reduzir e/ou amenizar o uso de produtos quimicos, haja vista que 0 uso
intensivo de agrotoxicos acarreta uma série de problemas ambientais como a
contaminacdo do solo e da &gua; resisténcia de fitopatégenos e eliminacdo de
micro-organismos benéficos do solo (MOREIRA, 1996; PRITHIRAJ et al., 1997;
STADNIK e TALAMINI, 2004; SCHWAN-ESTRADA e STANGARLIN, 2005).

Embora os fungicidas sintéticos sejam eficazes, a sua aplicagdo continua
pode ocasionar danos irreversiveis. O aumento da preocupag¢@o com os efeitos
ambientais adversos tem motivado o desenvolvimento de métodos e produtos
alternativos no controle de doencas de plantas. A exploracdo da atividade
biolégica de compostos secundéarios presentes em extratos brutos ou Oleos
essenciais de espécies medicinais pode tornar-se uma alternativa para uso na
agricultura sustentavel, visando o controle de fitopatégenos (ISMAN, 2000; BURT,
2004).

Considerando o potencial das espécies medicinais, este trabalho teve como
objetivos: 1) avaliar a capacidade de producédo de biomassa e 6leo essencial; 2)
avaliar composi¢do quimica, atividade antioxidante e antimicrobiana do O6leo

essencial extraido de Lippia origanoides H. B. K.

Para cumprir esses objetivos desenvolveram-se 0s experimentos que seréo
descritos em trés capitulos. O Capitulo | refere-se ao crescimento, acumulo de
minerais e producao de 6leo essencial de Lippia origanoides em quatro épocas de
colheita (janeiro, abril, julno e outubro) e tipo de adubacéo (organica e mineral). O
Capitulo Il trata-se da avaliagdo da composi¢do quimica e atividade antioxidante
do 6leo de Lippia origanoides nas quatro épocas de colheita (janeiro, abril, julho e
outubro) e tipos de adubacéo (organica e mineral), sendo os 6leos selecionados

para o experimento posterior (Capitulo 3), onde avaliou-se do efeito do Oleo
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essencial sobre o crescimento do Aspergillus niger, agente etioldgico da prodriddo

vermelha no sisal.
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CRESCIMENTO, PRODUCAO DE BIOMASSA E OLEO ESSENCIAL DE Lippia
origanoides H.B.K. EM FUNCAO DO TIPO DE ADUBACAO E DA EPOCA DE
COLHEITA
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CRESCIMENTO, PRODUCAO DE BIOMASSA ENOLEO ESSENCIAL
DE Lippia origanoides H.B.K. EM FUNCAO DO TIPO DE
ADUBACAO E DA EPOCA DE COLHEITA

Autora: Simone Teles

Orientadora: Dra.Franceli da Silva

RESUMO: A Lippia origanoides H.B.K € uma espécie nativa do Brasil, possui
propriedades medicinais para tratamento da gripe, bronquites, asmas, tosse,
disturbios do trato digestdrio, e como antisséptico em geral, potencialmente capaz
de ser inserida no mercado fitoterapéutico. Contudo, o fornecimento continuo do
material vegetal € necessario para sua insercdo neste mercado, justificando-se
estudos das variaveis que influenciam direta e indiretamente em sua producéo.
Para tanto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da adubacéo
mineral e orgénica e das épocas de colheita sob o crescimento e rendimento do
Oleo essencial de Lippia origanoides H.B.K. O experimento foi instalado no Horto
Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana - Bahia, em agosto de
2011, utilizando-se o delineamento experimental em blocos casualisados no
esquema de parcela subdividida no tempo, com quatro repeticdes. Na parcela
foram avaliados dois tipos de adubos (orgéanico e mineral) e o tratamento controle,
sem adubacéo. A aplicacdo dos fertilizantes correspondeu ao equivalente a 80,
200 e 80 Kg ha(N, P,Os e K;0), e o adubo organico (10 toneladas ha™'). Nas
subparcelas foram avaliadas as épocas de colheita correspondente aos meses de
janeiro, abril, julho e outubro. As extracdes do 6leo essencial das folhas de Lippia
origanoides foram realizadas por hidrodestilagdo durante 3 horas, utilizando
aparelho tipo Clevenger. Os resultados demonstraram que a adubagdo mineral
favoreceu o aumento na producéo da parte aérea da planta (folhas+inflorescéncia
e caule) e em conjunto a producéo total, na quarta época de colheita. Nas épocas
de colheita, foi possivel observar o aumento crescente da altura, diametro,
matéria seca da folha+inflorescéncia e caule, ndo sendo expressiva a diferenca
entre os tratamentos com adubacéo até a terceira colheita. O teor de 6leo foi
maior nos meses de janeiro e abril. O rendimento de 6leo essencial das folhas
apresentou maiores médias de producdo na quarta colheita com aplicacdo do
adubo mineral. Conclui-se que houve influéncia da época de colheita sob o
crescimento, teor e rendimento de 6leo essencial e que as plantas submetidas a
adubac&o mineral obtiveram maior produ¢éo de biomassa e 6leo essencial.

Palavras-chave: Lippia origanoides, 6leo essencial, analise de crescimento.



GROWTH, BIOMASS PRODUCTION AND ESSENTIAL OIL OF LIPPIA
ORIGANOIDES H.B.K. ACCORDING TO THE FERTILIZATION TYPE AND
HARVEST SEASON

Author: Simone Teles

Supervisor: Dra. Franceli da Silva

ABSTRACT: Lippia origanoides H.B.K. is a native species from Brazil, with
medicinal properties for the flu treatment, bronchitis, asthma, cough, gastrointesti-
nal disturbances, and as antiseptic in general, with a potential to be inserted in the
phytotherapeutic market. However, the continuous supply of vegetal raw material
is needed to its insertion in such market, being justifiable the study of the variables
that influence directly or indirectly its production. For such, the present work had
the objective to evaluate the effect of mineral and organic fertilization and the
harvest season over the growth and essential oil yield of Lippia origanoides H.B.K.
The experiment was installed in the Horto Florestal of the State University of Feira
de Santana — Bahia, in August 2011, being used the experimental outline in
randomized blocks in the scheme of parcels subdivided in time, with four
repetitions. In each parcel were evaluated two types of fertilizers (organic and
mineral) and a control treatment, without fertilization. The application of mineral
fertilizer corresponded to the equivalent of 80, 200 and 80 kg ha-1 (N, P»Os, and
K.0), and the organic fertilizer to 10 tons ha™. In the sub-parcels were evaluated
the harvest seasons correspondent to January, April, July, and October. The
essential oils extraction from leaves of Lippia origanoides were made by hydro-
distillation in a Clevenger-type apparatus during 3 hours. The results showed that
mineral fertilization favored the increase of production of the aerial part of the plant
(leaves, inflorescence and stem) and in general the total production in the fourth
harvest season. In the harvest seasons, it was possible to observe the continuous
growth of plant height, diameter, dry material of flowers, inflorescences and stems,
being not expressive the differences observed among fertilization treatments until
the third harvest season. Essential oil content was higher in January and April.
Essential oil yield of the leaves presented higher mean production values in the
fourth harvest season with the application of mineral fertilizer. It was concluded
that was influence of the harvest season over plant growth, oil yield and content
and that plants submitted to mineral fertilization obtained higher biomass and
essential oil production.

Keywords: Lippia origanoides; essential oil; growth analysis
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INTRODUCAO

No Brasil, a regido semiarida ocupa 11,5% do territorio nacional apresentando
vasta riqueza de espécies vegetais (ASA BRASIL, 2010). Dentre as espécies
encontradas nesta regido, a Lippia origanoides H.B.K destaca-se devido a sua
utilizagdo no tratamento de gripes, bronquites, asmas, tosses, distirbios do
sistema digestdrio e como antisséptico; além de ser utilizada como condimento e
na estimulacdo do apetite (PASCUAL et al., 2001; AGRA et al., 2007). E uma
espécie nativa do Brasil e ocorre nas diversas regides do Pais, como no Norte
(Pard, Amazonas), Nordeste (Bahia), Centro-oeste (Mato grosso, Goias, Distrito
Federal) e Sudeste (Minas Gerais, Sdo Paulo) (SALIMENA et al., 2010), além de
ser encontrada em outros paises, como Colémbia, Venezuela e Guiana
(PASCUAL et al., 2001). A espeécie pertence a familia Verbenaceae, sendo
conhecida popularmente pelos nomes de salva-de-marajd, alecrim-d'angola e
alecrim do tabuleiro. E uma planta rica em 6leo essencial, composto responsavel
pelas propriedades terapéuticas, além de apresentar potencial para producédo de
cosméticos e condimentos (OLIVEIRA et al., 2007).

Contudo, a maioria das espécies medicinais nativas com finalidade
terapéutica é obtida diretamente dos ecossistemas, o que tem levado a reducdes
drasticas das populacdes naturais (MYERS et al.,, 2000). Devido ao valor
econdbmico agregado, o desenvolvimento de técnicas de cultivo para espécies
medicinais, incluindo a Lippia origanoides, torna-se cada vez mais importante.
Nesse contexto, as praticas agrondmicas para obtencdo de matéria-prima vegetal
devem levar em consideracdo o aumento da producdo de biomassa por area, sem
comprometer o valor terapéutico da planta (BLANK et al., 2011). Para tanto, o
fornecimento de nutrientes tem sido o principal aspecto para o aumento da
produtividade das culturas (DUFAULT et al., 2003). Estudos feitos por Khalil et al.
(2003); Tanu et al. (2004) Hussein et al. (2006) e Azizi et al. (2009) demonstraram
efeitos positivos no incremento de biomassa quando fornecido ao solo adubos
organicos e minerais. Os relatos na literatura ainda séo escassos no que diz
respeito a recomendacdo de fertilizantes para as espécies medicinais, pois a
utilizacdo destes podem ocasionar efeitos positivos ou negativos no material

vegetal, podendo afetar a concentracdo do metabdlito ativo de interesse.
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Além dos fatores técnicos de cultivo, existem fatores externos, tais como
temperatura, pluviosidade, altitude, latitude, vento, luminosidade (BOTREL et al.,
2010), cuja variagado ao longo do ano alteram o comportamento das plantas nos
diferentes estadios de crescimento (BLANK et al., 2011). Por isso, o conhe-
cimento da melhor época para a colheita poderd auxiliar na obtengdo de um
produto vegetal de melhor qualidade, tanto no aspecto fisiolégico quanto no
aspecto quimico. Alguns resultados foram encontrados por diferentes autores re-
lacionados & época de colheita, a exemplo da Lippia sidoides Cham. onde se
verificou diferencas no incremento de matéria seca nas diferentes épocas de
colheita (FIGUEREIDO et al., 2009). Em Rosmarinus officinalis L. o intervalo de
coletas também aumentou o acumulo de massa seca da parte area (MAY et al.,
2010). Para Mentha arvensis L. esse efeito também foi observado (CHAGAS et
al., 2011).

Em se tratando de sistemas de cultivo de plantas medicinais, a concentragéao
dos principios ativos presentes na biomassa vegetal é essencial. Isso porque a
sintese desses compostos pode ser alterada conforme as condigcdes ambientais e
as técnicas de cultivo (MAIA et al., 2008). Portanto, os estudos agrondmicos
voltados para espécies medicinais nativas s8o urgentes e necessarios,
principalmente para as espécies com elevado potencial terapéutico. O
desenvolvimento de sistemas de cultivo contribuir4 para a obtencdo de matéria-
prima vegetal com qualidade, seguranca e eficdcia para comercializagéo,
contribuindo para o desenvolvimento de uma cadeia produtiva. Para espécie
Lippia origanoides ainda ndo existem recomendagfes e nem informagdes
relacionada & exigéncia nutricional, por isso, o presente estudo teve por objetivo
avaliar o efeito de dois tipos de adubacg&o (orgénica e mineral) e da época de
colheita (janeiro, abril, julho e outubro) sob o crescimento e rendimento de dleo

essencial de Lippia origanoides H.B.K.
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MATERIAL E METODOS

1 Producéo de mudas e identificagdo da espécie

O experimento foi conduzido na Unidade Experimental do Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana-UEFS, Bahia. Esta unidade situa-se a
234 metros de altitude, na latitude de 12°16'00” Sul e longitude de 38°58'00”
Oeste, apresentando pluviosidade média de 750 mm por ano e temperatura
variando em torno de 26°C. Segundo a classificagdo de Koéppen, o clima local é
do tipo BSh, semiarido quente.

As mudas de Lippia origanoides H.B.K foram obtidas por estaquia da planta
matriz da cole¢cdo de plantas aromaticas da referida unidade experimental. A
espécie foi identificada pela taxonomista Tania Regina dos Santos Silva (UEFS),
com exsicata incorporada no Herbério da UEFS (HUEFS) com voucher ndmero
83.373. No momento do plantio, as estacas tiveram dois centimetros de suas
bases imersas em solucdo de &cido indolbutirico (AIB) na concentracdo de 250
mg L~ por 5 min. Decorrido esse tempo, as estacas foram colocadas em bandejas
de poliestireno com 128 células, preenchidos pela mistura de vermiculita e
substrato Biomix® na proporcdo 1:1. Quizenalmente, as mudas foram adubadas
com Vitaplan, fertilizante misto (13-N;13-P,0s;15-K,0) com micronutrientes. Apos
41 dias, as mudas foram transferidas para copos descartaveis de 200 mL
contendo composto organico produzido no local do experimento (Figura 1), onde
permaneceram por mais 60 dias. Durante todo este periodo as mudas

permaneceram em casa de vegetagdo com nebulizagdo intermitente.
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FIGURA 1. A - Casa de Vegetagdo do Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira
de Santana-UEFS; B - Estacas de Lippia origanoides H.B.K. cultivadas em bandejas de

poliestireno; C - Mudas de Lippia origanoides H.B.K. cultivadas em copos plasticos de
200mL . Feira de Santana-BA, UEFS, 2011.

2. Implantagéo do experimento e delineamento experimental

O ensaio foi instalado no campo em 10 de agosto de 2011, utilizando o
delineamento experimental em blocos casualisados no esquema de parcela
subdividida no tempo, com quatro repeticdes. Na parcela foram avaliados dois
tipos de adubos (organico e mineral) e o tratamento controle, sem adubacg&o. Nas
subparcelas foram avaliadas as épocas de colheita, totalizando quatro coletas
(janeiro, abril, julho e outubro). O experimento constitui-se de 48 parcelas e 6

plantas em cada area util (Figura 2).
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FIGURA 2. Esquema Experimental Feira de Santana-BA, UEFS, 2011.

Trés meses antes do plantio procedeu-se a coleta de amostras para analise
quimica do solo, realizada no Laboratério de Solos e Nutrigdo de Plantas da
EMBRAPA Mandioca e Fruticultura, localizada no municipio de Cruz das Almas-
BA, segundo metodologia descrita no manual de analise do solo (EMBRAPA,

1979). O resultado da analise quimica encontra-se descrita na Tabela 1.

TABELAL. Resultado da analise quimica do solo da area experimental do Horto Florestal
da Universidade Estadual de Feira de Santana/BA.

M.O pH P K CatMg Ca Mg Al H+Al Na S CTC V
% CaCl, mgdm® Cmol dm™ %

0,29 49 6 6 24 1,7 0,7 01 264 024 291 555 52

Para implantacdo das mudas na &rea experimental foi utlizado o
espagcamento de 1,0 m entre linhas por 0,5 m entre plantas. As parcelas foram
dispostas em filas duplas ocupando uma &rea til de 6,0 m% O adubo mineral
utilizado foi a formulacdo 10-10-10 (N, P2Os e K;O) e o superfosfato simples
(Figura 3). Conforme a recomendacéo de Van Raij et al (1996) e baseado na
analise do solo, utilizou-se 80, 200, 80 Kg ha (N, P,Os e K,0) via adubacao
mineral. Metade dos nutrientes foi aplicado no momento do plantio e a outra
metade trinta dias apds o plantio. Como fonte de adubag&o orgénica utilizou-se
composto organico oriundo de residuos vegetais produzido no local do
experimento, na quantidade equivalente a 10 t ha™, aplicado na cova no momento

do plantio (Figura 3). Como controle utilizou-se parcelas sem aplicacdo de
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fertilizante quimico ou organico. A analise quimica do composto organico descrita
na Tabela 2 foi realizada no Departamento de Solos da Escola Superior de

Agricultura “Luiz de Queiroz”’-ESALQ, Piracicaba, Sao Paulo.

FIGURA 3. A— Aplicagdo do adubo organico na cova; B — Aplicagao do adubo mineral na
cova. C — Muda de L. origanoides em campo; D — Area experimental. Feira de Santana-
BA, UEFS, 2011.

TABELA 2. Andlise quimica do composto orgénico utilizado na area experimento do
Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana/BA.

pH (CaCl2 0,01M) 6.8
Densidade (g/cm®) 0.78
Umidade total (%) 26.7
Relacao C/N (caborbo total e N total) 11
%
Matéria orgéanica total 14.4
Carbono total 8.00
Nitrogénio total 0.73
Faésforo (P,0s) total 0.19
Potéssio (K,0) 0.11
Célcio (Ca) total 1.08
Magnésio (Mg) total 5.55

Enxofre (S) total 0.08
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Durante todo periodo de cultivo, foram realizadas capinas manuais em
ndamero suficiente para o controle das plantas espontaneas. Inicialmente a
irrigacéo foi manual, duas vezes ao dia, até o pegamento das mudas em campo.
Apos seu estabelecimento, adotou-se o sistema de irrigacdo por aspersao para

manutenc¢do da umidade do solo.

3. Colheita e anélise de crescimento

Aos 150 dias de cultivo no campo, janeiro/2012, realizou-se a primeira
colheita, entre 8 e 9 horas da manh4, cortando-se a parte aérea das plantas 5 cm
acima do solo (Figura 4). Ao longo do experimento foram realizadas quatro
colheitas, com intervalos regulares de 90 dias contados a partir da primeira coleta,
correspondentes aos meses de janeiro, abril, julho e outubro. Foram amostradas
quatro plantas por parcela e as medidas para andlise do crescimento foram
realizadas no momento da colheita.

Para calculo dos parametros de crescimento foi obtida inicialmente a altura
das plantas, dada pela distancia entre o nivel do solo e a extremidade superior da
planta; o diametro da base do caule foi mensurado com auxilio de paquimetro. A
obtencdo da massa da matéria seca, cada 6rgéo (folha+inflorescéncia e caule) foi
pesado, separado em sacos de papel e levados a estufa com circulagéo forgada
de ar a 40° C para as folhas+inflorescéncia e 60°C para os caules, até peso
constante (Figura 4). Esses mesmos parametros foram obtidos de cinco plantas
nao tratadas, no dia da semeadura, sendo este considerado o tempo zero. A partir
das variaveis quantificadas foram calculados a taxa de crescimento relativo (TCR)
em relacdo a massa da matéria seca total, altura e diametro do caule, segundo
metodologia descrita por Cairo et al. (2008), cujas formulas encontram-se abaixo

(Equagéo 1):

TCR = (InM2—-InM1) " dia”
) (22— t1) = (gg dia)
TCR = (InD2-1InD1) 1 diat
= @-t) = (mm mm" dia")
(InA2 —In A1)

TCR =

@2t = (cmcm dia’)
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onde:

M1 e M2 = matéria seca total; D1 e D2= didametro; Al e A2 = altura

t2 e t1=tempo

In = logaritmo neperiano

g g* dia™= referente ao ganho de matéria seca em gramas por dia;

mm mm™* dia™ = referente ao crescimento do diametro em milimetro por dia

cm cm® dia™ = referente ao aumento da altura da planta em centimetro por dia

EQUACAO 1: Célculo da TCR da matéria seca total, didmetro e altura.

FIGURA 4. A — Lippia origanoides, més de abril; B — Colheita manual; C- Separacdo das
Folhas+Inflorescéncia e caule; D- Secagem em estufa com circulacdo forcada de ar.
Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.
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4. Andlise dos Nutrientes da Folha+Inflorescéncia

Para quantificagéo do teor de nutrientes, 4 amostras contendo 5 gramas de
folhas+inflorescéncias foram obtidas em cada época de colheita para cada
tratamento. O material vegetal foi seco, moido e armazenado até o momento da
andlise.

Os nutrientes foram determinados no Laboratério de Ciéncia do Solo da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Piracicaba-SP, de acordo com

metodologia descrita por Malavolta et al. (1997).

5. Extrac&o do Oleo Essencial

A extracdo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestilacdo no Laboratorio
de produtos naturais (LAPRON) do Departamento de Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual de Feira de Santana-UEFS.

Parte do material seco foi separado para determinagéo do teor de umidade. O
procedimento foi realizado em triplicata no determinador de umidade (Série 1D
Verséo 1.8 Marte®.); onde cada repeticdo continha 1g do material. As amostras
foram secas a temperatura de 100°C, até que ndo houvesse variacdo na
pesagem de 0,1% em 30 s.

Para extracdo do 6leo essencial amostras de 100g de folhas+ inflorescéncia
previamente secas e trituradas rapidamente no liquidificador industrial foram
adicionadas em baldo de vidro de 5 litros contendo 4gua destilada em volume
suficiente para cobertura total do material vegetal, iniciando o processo de
hidrodestilagéo. Foram adotados aparatos do tipo Clevenger graduados, acopla-
dos em balbes de vidro, que foram aquecidos por mantas térmicas elétricas com
termostato (Figura 5). O processo de extragdo foi conduzido durante 3 horas,
contadas a partir da condensacao da primeira gota, sendo verificado o volume de
Oleo extraido na coluna graduada do aparelho de Clevenger. Com objetivo de
remover a agua residual foi adicionado ao 6leo essencial sulfato de sédio anidro
para evitar perdas por hidrolise durante o armazenamento. Posteriormente, com o

uso de pipeta do tipo Pasteur, o dleo foi acondicionado em frasco de vidro de 2
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mL envolto em papel aluminio, etiquetado e armazenado em congelador

comercial a -5 °C ao abrigo da luz até a realizacéo da andlise quimica.

FIGURA 5. A— Determinador de umidade; B — Trituracéo das folhas+inflorescéncia de L.
origanoides H.B.K; C- Hidrodestilacdo em aparato tipo Clevenger; D- Oleo essencial
obtido apds 3 horas de destilacdo. Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.

O teor do 6leo essencial foi calculado a partir da base livre de umidade (BLU),
que corresponde ao volume (mL) de 6leo essencial em relagdo a massa seca da

amostra, conforme metodologia proposta por Santos et al. (2004) (Equagéo 2).
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Vo

To x 100

(Bm x U)
100

Bm —

Onde:
To = Teor de 6leo (%)
Vo= Volume de 6leo extraido
Bm= Biomassa aérea vegetal
(BmxU)= Quantidade de umidade presente na biomassa

EQUACAO 2: Célculo do teor de 6leos essenciais.

Para o céalculo do rendimento de 6leo por hectare multiplicou-se a produgéo

da biomassa das folhas e inflorescéncias pelo teor de éleo essencial

6. Variaveis climaticas

Durante o experimento foram coletados mensalmente no site do Instituto
Nacional de Metereologia-INMET os valores médios das varidveis climaticas:
temperatura (°C), precipitagdo pluvial (mm) e umidade relativa (%). Os dados

destas varidveis encontram-se dispostos na Tabela 3.
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TABELA 3. Variaveis meteorolégicas registradas durante o experimento. Feira de
Santana, 2011.

Més Ano Temperatura Umidade Precipitacdo
°C % mm
Ago. 2011 22,19 76,14 33
Set. 2011 23,03 70,92 21
Out. 2011 25,12 72,10 143
Nov. 2011 24,56 75,90 90
Dez. 2011 25,33 76,35 53
Jan. 2012 26,31 67,38 22
Fev. 2012 25,72 70,98 15
Mar. 2012 26,12 67,91 5
Abr. 2012 26,09 68,48 21
Mai. 2012 24,85 78,87 61
Jun. 2012 23,61 77,55 69
Jul. 2012 22,65 78,52 19
Ago. 2012 23,23 71,76 5
Set. 2012 25,32 63,34 24
Out. 2012 24,10 71,86 31

7. Anédlise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualisados com 3
tratamentos (adubacdo organica, adubacdo mineral e o controle) e quatro
repeticdes, no esquema de parcela subdividida no tempo, representado pelos
periodos de colheita (janeiro, abril, julho e outubro). A andlise dos dados foi
realizada, utilizando-se o Sistema para Andlise de Variancia - SISVAR
(FERREIRA, 2000). As médias dos tratamentos foram submetidas a anélise de

variancia pelo teste de F e aplicado o teste de Tukey (P<0,05).
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1 Anéalise de Variancia
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A anélise de variancia para os parametros de crescimento e produgéo estdo

apresentadas na Tabela 4. Foram avaliados os efeitos isolados da adubacéo e

época de colheita e a interacdo entres os dois fatores. Verificou-se que para todas

as variaveis avaliadas ndo houve efeito isolado da adubacao segundo o teste de

F (p > 0,05). J& para altura das plantas, didmetro do caule, taxa de crescimento

da altura, diametro, peso total e teor de 6leo essencial houve influéncia apenas

para época de colheita (p < 0,05). Entretanto, a analise de variancia para peso

seco da folha+inflorescéncia, do caule e total e rendimento do 6leo essencial

indicou interacao significativa entre a época de colheita e adubacéo (p < 0,05).

TABELA 4. Andlise de Variancia da média das caracteristicas de crescimento de Lippia

origanoides H.B.K em funcéo da época de colheita, tipo de adubacéo e interacdo dos

fatores. Feira de Santana, 2012.

Variaveis Fatores L(i%r:rLcjig;e Valor-F  SignificaAncia P

Adubacéo (AD) 2 0,172 0,845 ns

'é':;’)r a da planta Epoca (EP) 3 89,072 0,000 o

ADXEP 6 1,483 0,239 ns

Diametro do caule Adubagcéo (AD) 2 2,864 0,133 ns

(mm) Epoca (EP) 3 12,893 0,001 *

ADXEP 6 0,660 0,625 ns

~ ns

Adubacéo (AD) 2 5,789 0,039 *x

(P%Z Sigf]‘t’ag;’ caule Epoca (EP) 3 55,038 0,000 .
groap ADXEP 6 11,171 0,000

Peso seco da Adubacao (AD) 2 1,911 0,227 ns

folha+inflorescéncia Epoca (EP) 3 97,098 0,000 *x

(9/04 plantas) ADXEP 6 4,394 0,006 *

Peso seco total Adubagcéo (AD) 2 4,544 0,062 ns

(g/04plantas) Epoca (EP) 3 74,632 0,000 *

groep ADXEP 6 9,225 0,000 *x

Peso seco total Adubagcéo (AD) 2 3,680 0,090 ns

(Kg ha ) Epoca (EP) 3 40,249 0,000 o

9 ADXEP 6 10,594 0,000 *
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Continuacéo da Tabela 4

Taxa de Adubagcéo (AD) 2 1,000 0,421 ns
crescimento relativo Epoca (EP) 3 81,000 0,000 *x
da altura ADXEP 6 1,000 0,455 ns
Taxa de ~ 1,564
crescimento relativo Adubaggo (AD) 2 141,05 0,245 rlf'
do didmetro do Epoca (EP) 3 8 0,000
caule ADXEP 6 0,454 0,837 ns
Taxa de Adubacao (AD) 2 10i32296 0,669 ns
crescimento relativo Epoca (EP) 3 8’ 0,000 *x
do peso total ADXEP 6 1,235 0,334 ns
Teor de 6leo Adubacao (AD) 2 5,771 0,040 ns
essencial (%) Epoca (EP) 3 54,900 0,000 o
° ADXEP 6 0,503 0,798 ns
. . Adubacéo (AD) 2 4,012 0,078 ns
eRssnedr:Z;ZI”(tﬁ dﬁ;_'l‘)eo Epoca (EP) 3 83,791 0,000 *x
9: ADXEP 6 3,374 0,020 o

ns = nédo significativo (P<0,05); ** significativo a 5% probabilidade

2. Crescimento e producédo de 6leo essencial

Verificou-se que as meédias de altura da planta e didmetro do caule foram
incrementadas & medida que aumentou o tempo da época da colheita (Tabela
5). Para altura, houve um acréscimo meédio de 49,61% entre o periodo de
Janeiro & Outubro e 32,14% no mesmo periodo para didmetro do caule. Estes
resultados podem ser atribuidos aos processos metabdlicos ocorridos nos
diferentes estdgios de desenvolvimento da espécie, sendo a fase inicial
caracterizada pela maior taxa de crescimento relativo, aumentando de maneira
linear com o tempo através da deposicdo de fotoassimilados e expansdo das
células (TAIZ e ZEIGER, 2009). May et al. (2010) observaram efeitos
semelhantes com o crescimento de plantas de Rosmarinus officinalis L., em
funcdo do intervalos de cortes, onde houve aumento linear a medida que

aumentou o periodo da coleta.
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TABELA 5. Médias do crescimento e producdo de 6leo essencial de Lippia origanoides H.B.K em fungédo da época de colheita e tipos de
adubacdo.Feira de Santana-BA, 2012.

Variaveis Adubacéo Epoca de colheita
Janeiro Abril Julho Outubro
Altura da Planta Controle 92,17 Ac 99,41 Ac 161,59 Ab 198,27 Aa
(cm) Adubacéo orgéanica 105,87 Ac 110,59 Ac 146,53 Ab 192,18 Aa
Adubacé&o mineral 99,71 Ac 107,69 Ac 152,99 Ab 200,47 Aa
Diametro do caule Controle 0,96 Ab 1,05 Ab 1,21 Aab 1,40 Aa
(mm) Adubacédo orgéanica 0,97 Ab 1,33 Aa 1,40 Aa 1,42 Aa
Adubacé&o mineral 0,93 Ab 1,08 Aab 1,21 Aab 1,39 Aa
Peso seco do caule Controle 69,38 Ac 75,00 Ac 343,43 Aa 223,44 Bb
(g/04 plantas) Adubacédo orgéanica 69,44 Ab 77,27 Ab 226,92 Ba 162,20 Bb
giuap Adubacao mineral 69,94 Ac 86,62 Ac 193,92 Bb 357,36 Aa
Peso seco da folha Controle 50,79 Ab 33,35 Ab 154,84 Aa 151,99 Ba
+inflorescéncia Adubacédo orgéanica 48,89 Ac 46,94 Ac 172,96 Aa 124,86 Bb
(g/04 plantas) Adubacé&o mineral 43,19 Ab 46,67 Ab 165,77 Aa 197,25 Aa
Peso seco total Controle 120,18 Ac 108,34 Ac 498,27 Aa 375,43 Bb
(/04 plantas) Adubacédo orgéanica 118,33 Ac 124,21 Ac 399,88 Ba 287,05 Bb
gLep Adubag&o mineral 113,14 Ac 133,29 Ac 359,69 Bb 554,61 Aa
Teor de 6leo Controle 4,38 Aa 4,62 Aa 3,23 Ab 3,55 Ab
essencial (%) Adubacédo orgéanica 4,43 Aab 5,00 Aa 3,23 Ac 3,88 Abc
: Adubacé&o mineral 4,35 Aab 5,00 Aa 3,43 Ac 4,02 Abc
Rendimento de 6leo Controle 44,45 Ab 30,84 Ab 99,61 Aa 107,65 Ba
essencial (k ha—l) Adubacéo orgéanica 43,47 Ab 46,36 Ab 111,80 Aa 97,86 Ba
9- Adubacé&o mineral 37,41 Ac 46,42 Ac 113,45 Ab 158,74 Aa

Médias seguidas da mesma letra na coluna (mailscula) e na linha (minascula) néo difere significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de

Tukey .
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Em relacdo as demais caracteristicas de crescimento, peso seco da
folha+inflorescéncia, peso seco do caule, peso seco total e rendimento de 6leo
essencial observou-se a interagéo dos fatores, onde a aduba¢c&o combinado com
a época de colheita influenciaram a produgéo da planta (Tabela 5). Os resultados
obtidos para o peso seco do caule indicam que houve um aumento progressivo
até a terceira colheita (julho) para os tratamentos com adubacgdo organica e o
controle, havendo uma reducdo de 28,52% e 35%, respectivamente, entre as
colheitas realizadas no més de julho e outubro. J4 o tratamento com adubacéo
mineral, o ganho de matéria seca do caule foi linear ao longo do periodo,
correspondendo a 69,94 g em janeiro e 357,36g no més de outubro. As plantas
colhidas nos meses de janeiro e abril apresentaram menores valores médios do
peso seco do caule, alcangando melhores médias nos meses de julho e outubro.

O efeito da adubagé@o orgénica e quimica ndo foi superior ao controle na
terceira colheita, contudo, a adubagdo com fertilizante quimico influenciou
positivamente o ganho da matéria seca do caule na quarta colheita. Entretanto,
ndo houve diferenca significativa entre o controle e adubacdo organica.
Concernente ao efeito da época de colheita sob o peso seco do caule verifica-se
no tratamento controle a queda do peso no Ultimo estagio de avaliagdo e o
aumento continuo nas plantas adubadas.

As respostas positivas no crescimento da Lippia origanoides & adubacéo
mineral e orgénica séo justificadas e, também, sugerem que esta espécie, com o
tempo torna-se exigente em termos nutricionais, o que favoreceu 0S processos
metabdlicos e estimulou um maior acumulo de matéria seca. Observou-se
também que somente nos meses de julho e outubro foram identificados
diferencas entre os tratamentos com adubacéo, provavelmente devido a maior
estabilidade da planta em campo e maior capacidade de absorgéo dos nutrientes
disponiveis no solo, sendo este o periodo provavel de maior exigéncia nutricional
da espécie.

Assim como o peso do caule, o peso seco da folha+inflorescéncia demonstrou
valores médios superiores nos ultimos meses de colheita (164,529 e 158,039),
sendo as primeiras colheitas (janeiro e abril) caracterizadas por menores
quantidades de matéria seca foliar (47,629 e 42,32g), respectivamente. No més
de outubro verificou-se um decréscimo de 28% no tratamento com adubo

organico, no entanto, para os demais tratamentos essa diferenca ndo foi
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observada, ou seja, ndo houve diferenca significativa entre os meses de maiores
ganhos de biomassa (julho e outubro).

A reducdo da producdo de folhas na quarta colheita com a aplicacdo do
adubo orgéanico pode ser explicada devido a relacdo existente entre a eficiéncia
do adubo orgéanico com a sua composigdo quimica, taxa de mineralizacdo e teor
de nitrogénio, os quais também s&o influenciados pelas condi¢des climéticas
(KIEHL, 1985). Apesar de alguns estudos revelarem que a adicdo da matéria
orgéanica traz melhoria as propriedades do solo, como agregagao, capacidade de
retencdo de agua, condutividade hidraulica, densidade e fertilidade (EWULO,
2005), afetando positivamente o crescimento e desenvolvimento das plantas, o
composto organico produzido e utilizado no experimento ndo apresentou
caracteristicas favoraveis ao atendimento da exigéncia nutricional da espécie. Os
niveis de nitrogénio, fosforo e potassio, nutrientes positivamente correlacionados
a produtividade da planta, estavam em baixas quantidades no adubo, afetando
seu acumulo na folha, consequentemente reduzindo a fitomassa foliar. Portanto, o
fertilizante quimico proporcionou maior acumulo de fitomassa foliar no mesmo
periodo. Resultados encontrados por Prabhakar et al. (2011) em Artemisia annua
L. revelaram ganhos significativos para biomassa foliar nas duas fontes de
adubos utilizadas, quimica e orgéanica.

Somente nas plantas colhidas em outubro constatou-se efeito positivo do
adubo quimico sobre a matéria seca da folha+inflorescéncia (197,25g), diferindo
dos demais tratamentos que obtiveram valores médios inferiores, o adubo
orgéanico (124,869) e o controle (152g).

Considerando-se a biomassa total da planta, verificou-se um aumento da
producdo até a terceira colheita nos tratamentos com adubacdo organica e o
controle. Para a adubac&o mineral o aumento foi crescente, constando um
comportamento linear até a Ultima colheita. Nos meses de janeiro e abril,
verificaram-se menores produgfes. Ja os maiores ganhos de biomassa da parte
area foram observados nos meses de julho e outubro. De certa forma, a situacéo
observada era esperada, j& que as épocas de colheitas representam plantas com
idades diferentes (janeiro- 05 meses, abril-08 meses, julho-11 meses, outubro- 14
meses), com isso, é possivel verificar uma maior producdo de biomassa da parte
area a medida que as plantas se desenvolvem. Segundo Santos Junior et al.

(2004), a capacidade fotossintética reduz com a idade mais avancada da planta o
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que reflete no aumento da producdo em relacdo a massa total da planta e
representa o maior custo de respiragdo e de redistribuicdo de fotoassimilados
para o crescimento vegetal. Contudo, no tratamento controle verificou-se uma
perda de 24,65% e para adubacgéo orgéanica 28,21% entre os meses de julho e
outubro. Estudos realizados por YANG et al. (2013) em plantas de Stevia
rebaudiana submetidas a adubacdo organica e mineral em cinco periodo de
cortes, os autores obtiveram maiores produgdes de biomassa nas colheitas mais
tardias e com adubagdo organica. Souza et al. (2010) obtiveram acréscimo na
producéo de folhas e ramos de Lippia citridora Kunt na segunda época apos 120
dias da primeira.

Com referéncia aos adubos, s6 foram verificadas influéncia na ultima colheita,
ou seja, no 14° més de cultivo das plantas. O adubo quimico promoveu médias
superiores de biomassa em relagdo ao controle e adubacédo orgéanica, atingindo
uma producdo de 48% e 93% a mais que os demais tratamentos,
respectivamente. Neste aspecto, entende-se que a forma prontamente disponivel
dos nutrientes na adubagédo mineral (KIEHL, 2008), juntamente com a maior
disponibilidade de P04 proporcionada pela maior adicdo deste no fertilizante
quimico, pode ter sido a responsavel em estimular a maior produgcdo do peso
seco total no més de outubro. Hussein et al. (2006), atribuem o desempenho do
crescimento da planta & disponibilidade dos macronutrientes disponibilizados pelo
adubo, estimulando os processos metabdlitos nas diferentes espécies. Alguns
autores verificaram que a aplicagéo de fertilizante promoveu efeitos significativos
sobre o crescimento das espécies, a exemplo de Rahimi e Kamali (2012), Ahmed
et al. (2011), Rosal et al. (2009), Tanu et al. (2004), Alvarez-Castellanos e
Pascual-Villalobos (2003) trabalhando com Silybum marianum (L.) Gaertn),
Hibiscus sabdariffa L., Plectranthus neochilus Schlechter, Cymbopogon
winterianus e Chrysanthemum coronarium, respectivamente. No més de julho, 11°
més de cultivo, verificou-se a maior producédo total de Lippia origanoides nas
plantas que ndo foram adubadas, principalmente devido a produgéo de caules,
vindo em seguida com a menor contribuigédo das folhas+inflorescéncias.

O desempenho das espécies medicinais ndo depende exclusivamente das
condi¢des de cultivo e nem sempre o uso de adubo pode ocasionar o incremento
desejado para a planta. No trabalho de Costa et al. (2008) com [Cymbopogon

citratus (DC.) Stapf.] avaliando o efeito da adubagdo mineral e de composto
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organico ndo observaram diferengas estatistica entre os tratamentos para
biomassa seca da parte aérea. Assim, a resposta diferenciada de cada espécie
pode ser explicada pela variagdo na quantidade e fonte de adubo utilizada, sendo
gue para as espécies medicinais ainda sao incipientes os estudos voltados para
demanda nutricional. Contudo, o conhecimento das necessidades nutricionais
para essas espécies passa a ser imprescindivel para boas produgbes e
manutenc¢do da qualidade do plantio.

Analisando os resultados de teor de 6leo essencial verifica-se que os meses
de Janeiro e Abril apresentaram melhores médias em relacdo ao teor de 6leo
essencial (4,6%) (Tabela 5). Em se tratando das espécies medicinais a produgéo
de matéria seca da planta deve estar proporcionalmente relacionada a sintese
do(s) metabdlito(s) de interesse, no caso de Lippia origanoides o 6leo essencial.
No presente estudo, 0 aumento da matéria seca foliar ao longo do periodo reduziu
o teor de Oleo essencial, provavelmente pelo efeito de diluicdo do 6leo em fungéo
do aumento de biomassa. Azizi et al. (2009) avaliando o efeito de fertilizante
nitrogenado em Origanum vulgare L observou o aumento da produgéo de matéria
seca e reducdo no teor de 6leo essencial.

Os dados também demostram que houve uma correlagdo positiva entre a
temperatura e o teor de 6leo essencial e negativo em relacdo a umidade. Ou seja,
a medida que aumentou a temperatura e reduziu a umidade houve um aumento
na sintese do 6leo essencial (Tabela 6). Por outro lado, para o fator precipitacdo

nao se detectou correlagcéo dos dados.

TABELA 6 Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre os fatores climaticos e o teor
de 6leo essencial (TO).

n Temperatura Umidade Precipitacdo

TO 48 0,822" -0,785* -0,0715 "™
n = nimero de amostra; ns = nao significativo (P<0,05); ** significativo a 5% probabilidade

Apesar das diferengas pouco expressivas de temperatura entre os meses de
colheita, observou-se durante o experimento que os meses de Janeiro e Abiril
foram mais quentes do que os meses de julho e outubro (Tabela 3). De acordo

com Gazim et al. (2010), durante o desenvolvimento da planta a geragédo de
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metabdlitos secundarios pode ser afetada pela radiagdo, temperatura, umidade,
vento, altitude, solo, época da colheita, e outros fatores. Hussain et al. (2008)
demonstraram que a temperatura influenciou a quantidade de 6leo de Ocimum
basilicum, com maiores produtividades observadas no inverno (0,27%) e menores
na primavera (0,17%). Resultados similares foram encontrados por Wang et al.
(2012) em Schefflera heptaphylla (L.), onde os maiores teores de o6leo foram
encontrados também nas plantas colhidas no inverno (0,27%). J& Nogueira et al.
(2007) constataram melhores rendimentos do 6leo essencial de Lippia alba na
primavera (0,54%) e veréo (0,38%).

Nao foi observado o efeito dos adubos em relacdo ao teor de Oleo em
nenhuma das épocas de colheita. Contudo, trabalhos com outras plantas
medicinais tém demonstrado efeito positivo da adubacdo organica e fertilizantes
quimicos no teor de 6leo essencial, tais como: Silybum marianum (L.) Gaertn
(Rahime e Kamali, 2012), Pogostemon cabin (Blanco) Benth (Singh et al., 2009),
Ammi majus (Ahmad et al., 2007) e Pogostemon cablin (Puttanna et al., 2005).
Contudo, ao analisar o rendimento de 6leo essencial (Tabela 5) verificou-se que
houve diferenca estatistica em func&o do tipo de adubo e época de colheita. Nos
meses de julho e outubro o rendimento foi superior quando comparado com
janeiro e abril, considerando que neste mesmo periodo a produgcdo de folha
também foi significativa. O maior efeito da adubacgdo foi verificado na ultima
colheita, onde a adubag&o mineral (158,74 Kg ha™) promoveu média superior &
adubagcéo organica (97,86 Kg ha™) e controle (107,65 Kg ha™). Rosal et al. (2009),
observaram aumento significativos na producéo de 6leo essencial de P. neochilus
com aumento da biomassa vegetal. Segundo Sangwan et al. (2001), a aplicagéao
de fertilizantes minerais ou organicos em plantas aroméaticas normalmente afeta a
produtividade de 6leos essenciais devido & maior producdo de biomassa, que

eleva o rendimento de principios ativos por planta e consequientemente por area.

3. Teor de macronutrientes nas folhas

Os teores dos macronutrientes presente nas folhas+inflorescéncia de Lippia
origanoides variaram entre as épocas de colheita e tipo de adubacao,
corroborando com os resultado obtidos para a produ¢do da matéria seca foliar
(Tabela 7). A anélise revelou que para N (13,61-20,92 g kg™), K (10,98-15,81 g
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kgh), Ca (8,45-15,45 g kg') e S (1,20-1,98 g kg™) ndo foram observadas
diferenca estatistica entre plantas do tratamento controle e dos tratamentos com
adubacdo, mas constatou-se diferenga entre os meses de coleta (Tabela 7). J&
para o P e Mg verificou-se diferencas no teor nas duas variaveis analisadas
(adubagéo e colheita), com maior teor de fosforo (P) nas plantas adubadas com
composto organico na segunda e terceira colheita (2,12 g kg* e 1,92 g kg™,
respectivamente) e magnésio (Mg) na adubac&o organica (2,90 g kg™) n&o diferiu
significativamente do controle (3,40 g kg™"), na segunda colheita. Os teores de N e
P encontrados em Lippia origanoides estao préximos dos encontrados por Gama
(2011) em espécie da mesma familia, Lippia alba (Mill) N.E.Br., apresentando
valores médios de 13,08-20,88 g kg™ para N e 0,95-2,08 g kg™ para P.

TABELA 7. Teor (g kg™ de macronutrientes das folhas+inflorescéncia de plantas
cultivadas de Lippia origanoides H.B.K em funcdo da época de colheita e tipos de
adubacéo. Feira de Santana-Ba, 2012.

Variaveis Adubacéo Epoca de Colheita
Janeiro Abril Julho Outubro
g kg™ g kg™ g kg™ g kg™
N Controle 19,47 Aa 19,81 Aa 17,06 Aab 13,61 Ab
Adubacdo orgéanica 17,20 Abc 23,08 Aa 20,22 Aab 15,69 Ac
Adubacado mineral 20,91 Aa 20,92 Aa 17,31 Aab 14,20 Ab
Controle 1,25 Ab 1,85 Ba 1,66 Aa 1,75 Aa
P Adubacdo orgéanica 1,28 Ac 2,12 Aa 1,92 Aa 1,83 Ab
Adubacado mineral 1,24 Ac 2,00 ABa 1,69 Ab 1,85 Aab
Controle 11,47 Ab 13,00 Ab 15,81 Aa 13,51 Aab
K Adubacdo orgéanica 10,98 Ab 13,77 Aa 14,28 Aa 14,02 Aa
Adubacado mineral 11,22 Ab 14,02 Aa 14,02 Aa 14,53 Aa
Controle 15,45 Aa 11,71 Aab 10,20 Ab 8,85 Ab
Ca Adubacdo orgéanica 14,81 Aa 10,73 Ab 11,90 Aab 10,06 Ab
Adubacado mineral 14,65 Aa 10,85 Aab 11,36 Aab 8,45 Ab
Controle 3,63 Aa 3,40 Aa 2,46 Ab 2,00 Ab
Mg Adubacdo orgéanica 4,00 Aa 2,90 ABb 2,43 Abc 2,23 Ac
Adubacado mineral 3,53 Aa 2,73 Bb 2,40 Ab 1,66 Ac
Controle 1,65 Aab 1,98 Aa 1,47 Abc 1,20 Ac
S Adubacdo orgéanica 1,69 Aab 1,86 Aa 1,72 Aa 1,30 Ab
Adubacado mineral 1,69 Aab 1,80 Aa 1,58 Aab 1,30 Ab

Médias seguidas da mesma letra na coluna (mailscula) e na linha (mindscula) ndo diferem
significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey
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Os teores de nutrientes foliares para todos os elementos analisados, com
excecdo do K, apresentaram valores superiores nas primeiras colheitas, nos
meses de janeiro e abril, reduzindo nas ultimas colheitas, nos meses de julho e
outubro, sendo que o P, ao inverso do N, aumentou em funcdo da idade da
planta. Esses resultados indicam a necessidade desses elementos nos estagios
iniciais da planta, principalmente do N para formacdo de proteinas e outros
compostos essenciais para o crescimento e desenvolvimento da espécie
(MARSCHNER, 1995). Gama (2011) avaliando dois ciclo de colheita da Lippia
alba (Mill) N.E.Br. observou também variacdo dos teores de N, K e P,
encontrando maiores médias no primeiro ciclo da planta.

As plantas adubadas proporcionaram maior quantidade de fosforo (0,08 g) no
més de abril, mesmo periodo onde também foi verificado maior teor de Oleo
essencial. Segundo Cardoso et al. (2001), este elemento exerce um papel
fundamental na sintese de monoterpenos, sendo de extrema importancia para
espécies medicinais produtoras de Oleo essencial, onde 0s monoterpenos

perfazem 90% da sua composicao.

4. Taxa de crescimento

Y

A taxa de crescimento relativo (TCR), em relacdo a altura da planta e
didmetro do caule revelou que a aplicagdo dos adubos néo influenciou a variagao
de crescimento inicial da Lippia origanoides quando comparado com o tratamento
sem adubacéo (Tabela 8). A TCR de plantas entre as épocas de colheita para
altura apresentou um ganho superior no primeiro més, néo diferindo nos demais
periodos, enquanto que para o didmetro do caule, obteve médias semelhantes
nos dois primeiros meses, reduzindo a taxa de crescimento pela metade nos

ultimos meses de colheita.
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TABELA 8. Taxa de Crescimento Relativo (TCR) de plantas cultivadas de Lippia
origanoides H.B.K em funcéo da época de colheita e tipo de adubacéo. Feira de Santana-
Ba, 2012.

Variaveis Adubacéo Epoca de colheita
Janeiro Abril Julho Outubro
Controle
TCR em altura Adubacio 0,015 Ba 0,010 Ab 0,010 Ab 0,010 Ab

0,016 Aa 0,010 Ab 0,010 Ab 0,010 Ab

1oy -1 ~ s
(cm cm™.dia”) organica 0,017 Aa 0,010 Ab  0,010Ab 0,010 Ab

Adubacao mineral

TCR em diametro A%?Jrllagogeo 0,010 Aa 0,010 Aa  0,005Ab 0,005 Ab
do caule orgénigca 0,010 Aa 0,010 Aa 0,006 Ab 0,005 Ab

(mm mm™.dia-") 0,010 Aa 0,010Aa 0,005Ab 0,005 Ab

Adubacao mineral

TRC em Peso seco A%‘L’Jrl‘;;ogeo 0,040 Aa 0,024Ab  0,020Ab 0,016 Bb
Feso 0ag 0,040 Aa 0,024 Ab  0,020Ab 0,016 Bb
(g g-".dia™) organica

AR 0,040 Aa 0,025 Ab 0,020 Ab 0,020 Ab
Adubacao mineral

Médias seguidas da mesma letra na coluna (maidscula) e na linha (minuscula) ndo difere
significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

A taxa de crescimento relativo (TCR) em relag@o & matéria seca total revelou
um incremento inicial de 0,040 g.g* dia™ sendo superior as demais épocas de
colheita. O efeito da adubacéo foi detectado apenas no ultimo més de avaliacao,
onde se constatou menor acumulo diario de biomassa no tratamento controle e
adubacdo organica (0,016 g g dia™), sendo estatisticamente diferente dos
resultados obtidos com adubag&o mineral, que promoveu TCR de 0,020 g g'dia™.
Ao longo do periodo pode-se observar uma reducdo de 60% entre a primeira e
tltima colheita para o tratamento controle e adubacdo organica e 50% para
adubacéao mineral.

A TCR revela o quanto a planta desenvolveu-se durante um determinado
periodo, considerando os valores pré-existentes, permitindo avaliar de forma
indireta a eficiéncia da planta na assimilagdo liquida de carbono durante um
intervalo de tempo (CAIRO et al.,, 2008). Os resultados obtidos neste trabalho
apontam um efeito positivo no crescimento inicial da Lippia origanoides, onde as
melhores taxas foram observadas no quinto més de cultivo da espécie (janeiro). O

aumento da TCR pode ser atribuido & elevacdo da taxa fotossintética das plantas
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ou a reducédo da taxa respiratoria (BARREIRO et al., 2006; POVH e ONO, 2008),

0 que permite um rapido crescimento e desenvolvimento da planta em campo.

CONCLUSOES

Para as condi¢cdes em que o experimento foi realizado, pode-se concluir que:

A época de colheita afeta o crescimento, acimulo de minerais nas folhas,

teor e rendimento de 6leo da espécie Lippia origanoides;

e A adubagdo mineral possibilita maior producdo de biomassa total nas

plantas de Lippia origanoides;

e Temperatura e umidade séo fatores climaticos que mais afetam o teor de

6leo essencial nas folhas e inflorescéncia de Lippia origanodies;

e O maior rendimento de 6leo essencial pode ser obtido nos meses de julho

e outubro, periodo de maior producéo de biomassa foliar.
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ESSENCIAL DE Lippia origanoides H.B.K EM FUNCAO DO TIPO
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RESUMO: Os compostos presentes nos Oleos essenciais tém demonstrado
atividades biol6gicas importantes, o que tem estimulado pesquisas para geracéo
de novos produtos. Contudo, um dos grandes entraves da utilizagdo dos 6leos
tém sido a variabilidade na composicdo quimica, que é alterado por fatores
relacionados ao cultivo, época de colheita da planta, fatores climéticos e parte da
planta utilizada, afetando diretamente sua seguranca e eficacia. Para tanto, o
presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da adubagdo mineral e
organica e das épocas de colheita sobre a composicdo quimica e atividade
antioxidante do Oleo essencial de Lippia origanoides H.B.K. O experimento foi
instalado no Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana,
utilizando o delineamento experimental em blocos casualisados com parcelas
subdivididas no tempo, sendo as parcelas os tipos de adubo (mineral e organico)
e as subparcelas as épocas de colheita (janeiro, abril, julho e outubro). As
extracbes do Oleo essencial das folhas de Lippia origanoides foram realizadas
atraves da hidrodestilacdo durante 3 horas, com uso do Aparelho Tipo Clevenger.
O dleo essencial extraido foi analisado por Cromatografia de Fase Gasosa
acoplada ao Detector de lonizagdo em Chama (CG/DIC) e de Cromatografia de
Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM). A atividade
antioxidante foi determinada por meio de trés ensaios quimicos: Poder Redutor,
captura dos radicais 2,2-diphenylpycrylhydrazil (DPPH) e 2,2"-azino-bis(3-etil-
benzotiazoli-na-6-acido sulfénico)-ABTS. Os resultados demonstraram que foi po-
ssivel identificar 27 compostos do 6leo essencial de Lippia origanoides, des-
tacando-se entre eles sete compostos majoritérios: carvacrol (45,7%), linalol
(8,7%), p-cimeno (6,5%), y—terpineno (5,9%), (E)-cariofileno (4,7%), bicicloger-
macreno (3,8%) e timol (3,1%). Ao longo da colheita foi possivel observar a
redugdo das concentragbes do carvacrol e o aumento do linalol. Nos diferentes
periodos de colheita analisados, constatou-se a influéncia positiva da adubacgdo
no aumento das concentragbes dos compostos: p-cimeno, timol e linalol. Res-
postas positivas para atividade antioxidante foram apresentadas nos trés métodos
testados. As maiores atividades para o poder redutor ECso (1,87 mg mL™), DPPH
ECso (0,45 mg mL™) e ABTS ECs (0,13 mg mL™") foram verificadas na primeira
colheita em plantas submetidas a adubacdo mineral, controle e adubacéo
organica, respectivamente. Conclui-se que a adubacdo e época de colheita
influenciaram quantitativamente a composicdo do 6leo essencial e a atividade
antioxidante.

Palavras-chave: dleo essencial, carvacrol, Lippia origanoides



CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL
FROM Lippia origanoides H.B.K. ACCORDING TO THE FERTILIZATION
TREATMENT AND HARVEST SEASON
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ABSTRACT: The components present in essential oils demonstrate important
biological activities for its increment in the generation of new products. However,
one the greatest barriers of their use is the variability of essential oils chemical
composition, that modifies due to factors related to cultivation, harvest season,
climatic factors and part of the plant used, affecting directly the safety and efficacy.
For such, the present work had the objective to evaluate the effect of mineral and
organic fertilization and of different harvest seasons over the chemical
composition, and antioxidant activity of the essential oil of Lippia origanoides
H.B.K.. The experiment was installed in the Horto Florestal of the State University
of Feira de Santana — Bahia, being used the experimental outline in randomized
blocks in the scheme of parcels subdivided in time, being the parcels the type of
fertilization (mineral and organic) and the sub-parcels the harvest seasons
(January, April, July, and October). The essential oils extraction from leaves of
Lippia origanoides were made by hydro-distillation in a Clevenger-type apparatus
during 3 hours. The extracted essential oils were analyzed by gas chromatography
with a flame ionization detector (GC/FID) and by gas chromatography and mass
spectrometry (GC/MS). The antioxidant activity was determined by three different
chemical assays: reducing power, scavenging capacity of 2,2-
diphenylpycrylhydrazil (DPPH) and 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) diammonium salt (ABTS). The results demonstrated that was possible to
identify 27 compounds of Lippia origanoides essential oils, being the main
components: carvacrol (45.7%), linalool (8.7%), p-cymene (6.5%), y-terpinene
(5.9%), (E)-caryophyllene (4.7%), bicyclogermacrene (3.8%), and thymol (3.1%).
During harvest season it was possible to observe the reduction in the
concentrations of carvacrol and the increase of linalool. In the different harvest
seasons, by analyzing the main compounds found, it was observed a positive
influence of the fertilization in the concentration increase of p-cymene, thymol, and
linalool. Positive responses regarding antioxidant activity were presented in the
three assays tested. The sample with higher activity in reducing power ECs, value
(1.87 mg mL™"), DPPH ECsp value (0.45 mg mi™) and ABTS ECs, value (0.13 mg
mi") was verified in the first harvest season in plants submitted to mineral
fertilization, control and organic fertilization respectively. It was concluded that
fertilization and harvest season influenced quantitatively the composition and
antioxidant activity of essential oils.

Keywords: essential oil; carvacrol; Lippia origanoides
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INTRODUCAO

A espécie Lippia origanoides H.B.K, conhecida popularmente como alecrim-
do tabuleiro, é largamente utilizada na medicina popular, onde suas folhas séo
usadas em forma de infusdo no tratamento de dor de estdbmago, flatuléncia e
indigestdo e também como expectorante em infec¢des nos brénquios e pulmdes
e, sendo recomendada contra asmas, tuberculose, antiespasmoédico (GARCiA—
BARRIAGA, 1992; STASHENKO et al., 2010). E uma espécie rica em oOleo
essencial, apresentando alta variabilidade quanto ao teor, entre 1,0% a 4,6 %
(OLIVEIRA et al., 2007; CAVALCANTE et al., 2009). Essa variacdo também pode
ser observada na sua composi¢do quimica, apresentando trés quimiotipos devido
a presenca de compostos majoritarios distintos: carvacrol e timol, a- e -
felandreno, p-cimeno e limoneno (STASHENKO et.al., 2010). A presenga do
carvacrol e timol conferem a essa espécie acdo antimicrobiana contra fungos e
bactérias, como também propriedades antioxidantes (HYLDGAARD et al., 2012).
Em estudo feito por Celis et al. (2007) com trés espécies da familia Verbenaceae,
destacou a Lippia origanoides, por sua baixa toxicidade e capacidade de capturar
radicais livres.

Os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio sdo fundamentais no
metabolismo celular, mas o excesso pode gerar estresse oxidativo, levando as
alteragcbes teciduais responsaveis por diversas doengas como as cardiovas-
culares, neuroldgicas, cancer, diabetes entre outras (MALHEIRO et al., 2012).
Contudo, h& varios sistemas ndo enziméticos que contribuem para a inativagao
das reacdes de radicais livres, como os antioxidantes. Os compostos presentes
na maioria dos 0Oleos essenciais séo reconhecidos como poderosos antioxidantes
naturais e tem despertado o interesse de muitos pesquisadores como candidatos
a substitutos dos antioxidantes sintéticos (MIMICA-DUKIC et al., 2004; CAVAR et
al., 2008; CASIAN et al., 2010).

Apesar do uso de produtos sintéticos por mais de cinco décadas pela
indastria de alimentos, a exemplo do butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno
(BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ) e propilgalato (PG), utilizados para retardar
0 processo de auto-oxidagdo, existe crescente interesse em estudos de aditivos

naturais, inlcuindo os antioxidantes (ROBY et al., 2013), principalmente devido
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aos efeitos adversos dos produtos sintéticos sobre a saude humana, como o
aumento do colesterol, aumento do figado e inducdo de cancer do figado, entre
outros (RE et al., 1999; SANTOS, et al., 2004). A busca dos consumidores por
produtos naturais com atividade antioxidante tem estimulado a industria
alimenticia na utilizagdo dos 6leos essenciais (BAKKALI et al., 2008).

Neste sentido, as plantas medicinais e aromaticas podem ser uma alternativa
promissora para a industria farmacéutica e de alimentos para a insercdo dos
produtos naturais no mercado, livre de substancias sintéticas. Véarios estudos com
espécies de plantas tém apontando para efeitos positivos relacionados a atividade
antioxidante, como, por exemplo: Arbustus unedo (MALHEIRO et al., 2012);
Opuntia ficus-indica, Opuntia estricta (AMMAR, et al., 2012); Aniba rosaeodora,
Aniba panurensis, Licaria martiniana (ALCANTARA et al., 2010) Cinnamomum
camphora (CANSIAN ET AL., 2010); Psidium guajava (VICENTINO e MENEZES,
2007); Melissa officinalis (MIMICA-DUKIC et al., 2004); Origanum vulgare (BOZIN
et al., 2006); Ginko biloba (MENSOR, 2001).

Devido ao grande potencial observado na Lippia origanoides, tanto na
medicina popular quanto nas pesquisas cientificas, estudos na area de agronomia
s&80 necessarios para viabilizar o fornecimento de matéria prima em quantidade e
qualidade, necessérias a sustentacdo do mercado dos produtos que poderdo ser
originados. Um dos grandes entraves do mercado dos Oleos essenciais € a
variagdo na composicdo quimica dos O6leos, que se modificam por fatores
relacionados ao cultivo e época de colheita da planta, como fatores climaticos,
parte da planta utilizada, método de transporte, armazenamento, secagem e
processo de extracdo, afetando diretamente a seguranca e eficacia (FERREIRA,
1998; CALIXTO, 2000).

Em vista do interesse econdmico relativo aos componentes aromaticos das
plantas medicinais, e o potencial de Lippia origanoides, o presente trabalho
objetivou avaliar a composicdo quimica e atividade antioxidante do 6leo essencial

da espécie em fungéo dos tipos de adubacgéo e época de colheita.
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MATERIAL E METODOS

1. Producéo de mudas e identificacdo da espécie

O experimento foi conduzido na Unidade Experimental do Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana-UEFS, Bahia. Esta unidade situa-se a
234 metros de altitude, na latitude de 12°16'00” Sul e longitude de 38°58'00”
Oeste, apresentando pluviosidade média de 750 mm por ano e temperatura
variando em torno de 26°C. Segundo a classificagdo de Koéppen, o clima local é
do tipo BSh, semiarido quente.

As mudas de Lippia origanoides H.B.K foram obtidas por estaquia da planta
matriz da cole¢cdo de plantas aromaticas da referida unidade experimental. A
espécie foi identificada pela taxonomista Tania Regina dos Santos Silva (UEFS),
com exsicata incorporada no Herbério da UEFS (HUEFS) com voucher ndmero
83.373. No momento do plantio, as estacas tiveram dois centimetros de suas
bases imersas em solucdo de 4cido indolbutirico (AIB) na concentracdo de 250
mg L~ por 5 min. Decorrido esse tempo, as estacas foram colocadas em bandejas
de poliestireno com 128 células, preenchidos pela mistura de vermiculita e
substrato Biomix® na proporcdo 1:1. Quizenalmente, as mudas foram adubadas
com Vitaplan, fertilizante misto (13-N;13-P,0s;15-K,0) com micronutrientes. Apos
41 dias, as mudas foram transferidas para copos descartaveis de 200 mL
contendo composto organico produzido no local do experimento (Figura 1), onde
permaneceram por mais 60 dias. Durante todo este periodo as mudas

permaneceram em casa de vegetagdo com nebulizagdo intermitente.



FIGURA 1. A - Casa de Vegetacéo do Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira
de Santana-UEFS; B - Estacas de Lippia origanoides H.B.K. cultivadas em bandejas de
poliestireno; C - Mudas de Lippia origanoides H.B.K. cultivadas em copos plasticos de
200mL . Feira de Santana-BA, UEFS, 2011.

2. Implantacdo do experimento e delineamento experimental

O ensaio foi instalado no campo em 10 de agosto de 2011, utilizando o
delineamento experimental em blocos casualisados no esquema de parcela
subdividida no tempo, com quatro repeticdes. Na parcela foram avaliados dois
tipos de adubos (organico e mineral) e o tratamento controle, sem adubacg&o. Nas
subparcelas foram avaliadas as épocas de colheita, totalizando quatro coletas
(janeiro, abril, julho e outubro). O experimento constitui-se de 48 parcelas e 6

plantas em cada éarea util (Figura 2).
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FIGURA 2. Esquema Experimental. Feira de Santana-BA, UEFS, 2011.

Trés meses antes do plantio procedeu-se a coleta de amostras para analise
quimica do solo, realizada no Laboratério de Solos e Nutricdo de Plantas da
EMBRAPA Mandioca e Fruticultura, localizada no municipio de Cruz das Almas-
BA, segundo metodologia descrita no manual de analise do solo (EMBRAPA,
1979). O resultado da analise quimica encontra-se descrita na Tabela 1.

TABELAL. Resultado da analise quimica do solo da area experimental do Horto Florestal
da Universidade Estadual de Feira de Santana/BA.

M.O pH P K CatMg Ca Mg Al H+Al Na S CTC V
% CaCl, mgdm® Cmol dm™ %

0,29 49 6 6 24 1,7 0,7 01 264 024 291 555 52

Para implantacdo das mudas na area experimental foi utilizado o
espacamento de 1,0 m entre linhas por 0,5 m entre plantas. As parcelas foram
dispostas em filas duplas ocupando uma éarea util de 6,0 m2. O adubo mineral
utilizado foi a formulagdo 10-10-10 (N, P205 e K20) e o superfosfato simples
(Figura 3). Conforme a recomendagéo de Van Raijj et al (1996) e baseado na
anélise do solo, utilizou-se 80, 200, 80 Kg ha™ (N, P,Os e K,0) via adubacéo
mineral. Metade dos nutrientes foi aplicado no momento do plantio e a outra
metade trinta dias apds o plantio. Como fonte de adubag&o orgénica utilizou-se
composto organico oriundo de residuos vegetais produzido no local do
experimento, na quantidade equivalente a 10 t ha™, aplicado na cova no momento

do plantio (Figura 3). Como controle utilizou-se parcelas sem aplicacdo de
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fertilizante quimico ou organico. A analise quimica do composto organico descrita
na Tabela 2 foi realizada no Departamento de Solos da Escola Superior de

Agricultura “Luiz de Queiroz”’-ESALQ, Piracicaba, Sao Paulo.

FIGURA 3. A— Aplicagdo do adubo organico na cova; B — Aplicagao do adubo mineral na
cova. C — Muda de Lippia origanoides H.B.Kem campo; D — Area experimental. Feira de
Santana-BA, UEFS, 2011.

TABELA 2. Andlise quimica do composto orgénico utilizado na area experimento do
Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana/BA.

pH (CaCl2 0,01M) 6.8
Densidade (g/cm®) 0.78
Umidade total (%) 26.7
Relacao C/N (caborbo total e N total) 1/1
%
Matéria orgéanica total 14.4
Carbono total 8.00
Nitrogénio total 0.73
Faésforo (P,0s) total 0.19
Potéssio (K,0) 0.11
Célcio (Ca) total 1.08
Magnésio (Mg) total 5.55

Enxofre (S) total 0.08
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Durante todo periodo de cultivo, foram realizadas capinas manuais em
ndamero suficiente para o controle das plantas espontaneas. Inicialmente a
irrigacéo foi manual, duas vezes ao dia, até o pegamento das mudas em campo.
Apos seu estabelecimento, adotou-se o sistema de irrigacdo por aspersao para

manutenc¢do da umidade do solo.
3. Colheita

Aos 150 dias de cultivo no campo, janeiro/2012, realizou-se a primeira
colheita, entre 8 e 9 horas da manhéa, cortando-se a parte aérea das plantas 5 cm
acima do solo (Figura 4). Ao longo do experimento foram realizadas quatro
colheitas, com intervalos regulares de 90 dias contados a partir da primeira coleta,
correspondentes aos meses de janeiro, abril, julho e outubro. Foram utilizadas
amostras de quatro plantas em cada tratamento.

ApGs a colheita, foi realizada a separagéo do caule, folha+inflorescéncia. Em
seguida as folhas+inflorescéncias foram acondicionadas em sacos de papel e
conduzidas a estufa com circulagdo forcada de ar a 40°C ate peso constante
(Figura 4).



FIGURA 4. A — Lippia origanoides H.B.K, més de abril; B — Colheita manual; C-
Separacédo das Folhas+Inflorescéncia e caule; D- Secagem em estufa com circulagcéo
forcada de ar. Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.

4. Extragdo do Oleo Essencial

A extracdo do Oleo essencial foi realizada por hidrodestilacdo no Laboratério
de produtos naturais (LAPRON) do Departamento de Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual de Feira de Santana-UEFS.

Parte do material seco foi separado para determinacéo do teor de umidade. O
procedimento foi realizado em triplicata no determinador de umidade (Série ID

Versdo 1.8 Marte®.); onde cada repeticdo continha 1g do material. As amostras
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foram secas a temperatura de 100°C, até que ndo houvesse variacdo na
pesagem de 0,1% em 30 s.

Para extracdo do 6leo essencial amostras de 100g de folhas+ inflorescéncia
previamente secas e trituradas rapidamente no liquidificador industrial foram
adicionadas em baldo de vidro de 5 litros contendo 4gua destilada em volume
suficiente para cobertura total do material vegetal, iniciando o processo de
hidrodestilagdo. Foram adotados aparatos do tipo Clevenger graduados,
acoplados em baldes de vidro, que foram aquecidos por mantas térmicas elétricas
com termostato (Figura 5). O processo de extracao foi conduzido durante 3 horas,
contadas a partir da condensagao da primeira gota, sendo verificado o volume de
Oleo extraido na coluna graduada do aparelho de Clevenger. Com objetivo de
remover a agua residual foi adicionado ao 6leo essencial sulfato de sédio anidro
para evitar perdas por hidrolise durante o armazenamento. Posteriormente, com o
uso de pipeta do tipo Pasteur, o dleo foi acondicionado em frasco de vidro de 2
mL envolto com papel aluminio, etiguetado e armazenado em congelador

comercial a -5 °C ao abrigo da luz até a realizacdo da analise quimica.



| X C
FIGURA 5. A— Determinador de umidade; B — Trituracédo das folhas+inflorescéncia de L.
origanoides; C- Hidrodestilagdo em aparato tipo Clevenger; D- Oleo essencial obtido ap6s
3 horas de destilacdo. Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.

O teor do 6leo essencial foi calculado a partir da base livre de umidade (BLU),
que corresponde ao volume (mL) de 6leo essencial em relagdo a massa seca da

amostra, conforme metodologia proposta por Santos et al. (2004) (Equagéo 2).
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Vo
To

x 100
(Bm x U)

100

Bm —

Onde:
To = Teor de 6leo (%)
Vo= Volume de 6leo extraido
Bm= Biomassa aérea vegetal

(BmxU)= Quantidade de umidade presente na biomassa
EQUACAO 2: Célculo do teor de 6leos essenciais.

Para o céalculo do rendimento de 6leo por hectare multiplicou-se a produgéo
estimada por hectare da biomassa das folhas e inflorescéncias pelo teor de dleo

essencial

5. Identificac&o dos Componentes Quimicos do Oleo Essencial

Para a andlise da composicdo quimica, 20 mg do Oleo essencial foram
previamente diluidos em 1 mL de acetato de etila. Na andlise por CG/DIC foi
utilizado um Cromatdgrafo Shimadzu® CG-2010 equipado com injetor automatico
AOC-20i, coluna capilar Rtx-5 (30 m x 0.25 mm), espessura do filme 0.25 pm,
temperatura do injetor 220 °C e do detector 240 °C, hélio como gas de arraste
(1.2 mL min™), com programa de temperatura do forno de 60 a 240 °C a 3 °C.min’
! mantendo a 240 °C por 20 min, split de 1:20, volume de injecdo de 1 uL.

As andlises por CG/EM foram realizadas em Cromatégrafo Shimadzu® CG-
2010 acoplado a Espectrometro de Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu®, com
injetor automético AOC-20i, coluna capilar DB-5ms (30 m x 0.25 mm), espessura
do filme 0.25 pm, temperatura do injetor 220°C, gas de arraste hélio (1 mL min™),
temperatura da interface e da fonte de ionizagéo 240°C, energia de ionizag&o 70
eV, corrente de ionizagdo 0.7 kV e programa de temperatura e split semelhante a

descrita acima.
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A identificac@o dos constituintes foi realizada através do célculo do indice de
Kovats de cada um dos picos e pelos dados de espectrometria de massas. Os
indices foram calculados com a utilizacdo de cromatogramas obtidos pela co-
injecdo da amostra com uma série homdloga de n-alcanos (Cs a Cy4). Cada pico
do cromatograma foi também identificado pelo seu espectro de massas, pela
comparagdo com a biblioteca do equipamento, pela consulta da literatura
especializada (ADAMS, 2007; JOULAIN e KONIG, 1998) e pela injecdo de
padrdes. J& a quantificacdo dos constituintes identificados foi obtida com base
nas &reas dos picos cromatogréficos correspondentes utilizando-se o método da

normalizacgéo.

6. Atividade antioxidante

A avaliacdo do potencial antioxidante foi determinada por trés métodos
quimicos: o efeito bloqueador de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo),
ABTS [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)] e pelo método do
Poder Redutor.

6.1 Efeito bloqueador dos radicais livres de DPPH

Avaliacdo da capacidade para bloquear os radicais livres de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil), foi realizada de acordo com o método descrito por Hatano
et al. (1988). Para a analise preparou-se primeiramente uma solugdo de DPPH a
0,0024% e separou-se 3mL de metanol para ser utilizado como branco. Foi
empregado como controle do DPPH a reagédo de 300 pL de metanol com 2,7 mL
de DPPH. Na andlise da atividade antioxidante das amostras, 2,7 mL de DPPH
foram adicionados a 300 yL de cada concentragao previamente preparada (0,01;
0,05; 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5, 10 e 25 mg mL™) do 6leo essencial diluido em metanol.
As analises foram realizadas em triplicata.

As medidas de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro
UV/Visivel, modelo Genesys™, em comprimento de onda de 517 nm. A leitura da
absorbancia dos tubos contendo DPPH ocorreu 60 minutos apos o inicio da
reacdo, durante este periodo as amostras foram colocadas em ambiente escuro a

temperatura ambiente, para obtenc&o de valores estaveis da absorbancia.
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A atividade antioxidante foi determinada pela capacidade dos Oleos
essenciais em sequestrar o radical DPPH e a determinagcdo quantitativa do
método baseou-se na variagdo da absorbancia obtida por uma perda da cor da
solugéo do radical na presenca de substancias antioxidantes presente na amostra
de 6leo. O DPPH é um radical livre, estavel em temperatura ambiente, que produz
uma solucéo violeta em metanol. Na presenca de componentes antioxidantes, o

DPPH é reduzido, produzindo uma solugdo metandlica transparente (Figura 6).
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FIGURA 6. Atividade antioxidante DPPH, 1= controle (metanol+DPPH); 2 a 10
concentracdes do 6leo essencial em ordem crescente (0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5,10 e
25 mg mL™)

Para cada concentracdo ensaiada em triplicata foi calculada a média e o
desvio padréo das absorbancias medidas, utilizando o programa Excel 2010. Com
a média das absorbancias foi calculada a porcentagem de inibicdo do radial
DPPH (que corresponde a quantidade de DPPH sequestrado) conforme a

seguinte equacao:

% de efeito de eliminacédo= [(ADPPH-AS)/ADPPH] x 100, onde:
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As é a absorbancia da solugdo com a amostra e ADPPH é a absorbancia da
solucéo de DPPH.

Ainda com o auxilio do programa Excel 2010, foram tracados graficos
correlacionando-se a porcentagem de DPPH sequestrado e as concentracdes
testadas de cada 6leo, com objetivo de calcular o indice capaz de inibir 50% dos

radicais livres (CEsp).
6.2. Determinagéo do poder redutor

Para a determinacdo do poder redutor foi seguida a metodologia descrita por
Berker et al., (2007). Assim, utilizou-se 1 mL das concentra¢des do 6leo essencial
(0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5, 10 e 25 mg mL'l) de cada amostra e colocou-se
num tubo de ensaio, no qual também foi adicionado 2,5 mL de tampéao fosfato a
0,2M (pH= 6,6) e 2,5 mL de ferricianeto de potassio a 1%. Em seguida a mistura
foi incubada a 50°C durante 20 minutos e posteriormente deixou-se arrefecer a
temperatura ambiente. Apos o arrefecimento adicionou-se 2,5 mL de &cido
tricloroacético a 10% e os tubos fora agitados vigorosamente no aparelho Vortex.
Em seguida foi retirado da solugéo 2,5 mL do sobrenadante e acrescentou-se 2,5
mL de &gua destilada, mais 0,5 mL de cloreto férrico a 1% e esperou-se 2 minutos
para ler as absorbancias espectrofotometricamente a 700nm.

Para cada concentracdo ensaiada em triplicata foi calculada a média e o
desvio padrao das absorbéancias medidas, utilizando o programa Excel 2010. A
partir dos dados da absorbancia registrada a 700 nm e da concentragdo do Oleo
essencial foi possivel gerar os gréficos e correlacionar os valores correspondente
a 0,5 da absorbancia que indica o indice capaz de inibir 50% dos radicais livres
(CEsp).

Durante a reducdo do fon de ferro®* para ferro ** na presenca de compostos
antioxidante ocorre uma variagcdo da coloragdo verde intenso para um amarelo

claro (Figura 7).
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FIGURA 7. Atividade antioxidante Poder Redutor, 1= controle (metanol+reagentes
utilizados no método); 2 a 10 concentracdes do 6leo essencial em ordem crescente
(0,01;0,05;0,1;0,5; 1; 2,5; 5, 10 e 25 mg mL™)

6.3 Atividade Sequestradora do Radical ABTS (ABTS")

A formacdo do radical ABTS [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)] é a base de um dos métodos espectrofotométricos que tem sido
aplicado para a medicdo da atividade antioxidante total das solugdes de
substancias puras, misturas aquosas e bebidas. Este método permite medir a
atividade antioxidante de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica. O método
foi descrito por Re et al. (1999), com base na capacidade de uma amostra em
inibir o radical ABTS (ABTS+) em comparacdo com um padrdo de referéncia
antioxidante (Trolox). A reagdo quimica do ABTS+ com persulfato de potéssio
(K2S20g), permite a formacéo dos radicais ABTS.

Assim, para esta técnica, o ABTS+ (7mM) foi enriquecido com K;S;Og
(140mM), deixando-se repousar no escuro a temperatura ambiente entre 12 a 16

horas. A solucédo de trabalho foi preparada com etanol até a obtencdo de uma
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absorbancia a A = 734 nm de 0,70 = 0,02. A reacao realizou-se diretamente na
cuvete de quartzo, com a adigdo de 2 mL de ABTS+ (Branco) e de 100 pL de
amostra ou padrdo. Os valores de absorbancia séo inversamente proporcionais a
qguantidade de antioxidantes presentes nas amostras.

Ap0s o preparo da ABTS, foi utilizado 2,7 mL da solugdo em tubos de ensaio
contendo 300 pL de cada concentragao previamente preparada (0,01; 0,05; 0,1;
0,5; 1; 2,5; 5, 10 e 25 mg mL-1) do 6leo essencial. As analises foram realizadas
em triplicata.

As medidas de absorbéancia foram realizadas em espectrofotometro
UV/Visivel, modelo Genesys™, em um comprimento de onda de 734 nm. A leitura
da absorbéncia das amostras foi realizada logo apds a adicao da ABTS.

ABTS produz uma solucéo azul e na presenga de compostos antioxidante, é

reduzido, produzindo uma soluc¢@o metandlica transparente (Figura 8).
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FIGURA 8. Atividade antioxidante ABTS, 1= controle (metanol+ABTS); 2 a 10
concentracdes do 6leo essencial em ordem crescente (0,01; 0,05;0,1;0,5;1; 2,5;5,10¢e
25 mg mL™)

Para cada concentracdo ensaiada em triplicata foi calculada a média e o
desvio padréo das absorbancias medidas, utilizando o programa Excel 2010. Com
a média das absorbancias foi calculado a porcentagem de inibicdo do radial ABTS

conforme a seguinte equagao:

% de efeito de eliminagdo= [(ABTS-AS)/ABTS)] x 100, onde:
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As é a absorbancia da solugdo com a amostra e ABTS é a absorbancia da
solucéo de ABTS.

Ainda com o auxilio do Excel 2010, foram tragados gréficos correlacionando a
% de ABTS sequestrado e as concentragdes testadas de cada 6leo, com objetivo

de calcular o indice capaz de inibir 50% dos radicais livres (CEso).

7. Andlise estatistica

A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o Sistema para Andlise de
Varidncia - SISVAR (FERREIRA, 2000). As meédias dos tratamentos foram
submetidas & andlise de variancia pelo teste de F e aplicado o teste de Turkey
(P<0,05).

A analise de componentes principais (ACP) foi realizada usando o software
SPSS, versdo 19.0 (IBM Corporation, Nova lorque, E.U.A.). Esta técnica
quimiomeétrica foi aplicada para reduzir o ndmero de varidveis (27 variaveis
correspondentes aos compostos dos 6leos essenciais identificados e valores de
CEso obtidos nos métodos do DPPH, poder redutor e ABTS) a um numero inferior
de novas variaveis derivadas (componentes principais ou fatores) que sumarizam
adequadamente a informacéo original, ou seja, o perfil dos compostos quimicos e
atividade antioxidante de doze amostras de Gleo essencial de Lippia origanoides.

O numero de fatores a ser mantido no tratamento dos dados foi avaliado
pelo Screen plot, tomando em consideracdo os eigenvalues e a consisténcia
interna através do valor do a-Cronbach’s (RENCHER, 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1 Composicdo quimica do dleo essencial de Lippia origanoides

Foram identificados 27 compostos do Oleo essencial das folhas de Lippia
origanoides, divididos entre monoterpenos e sesquiterpenos (Tabela 3). Os
sesquiterpenos sé@o, em geral, menos volateis que os monoterpenos, mas podem

influenciar sensivelmente no odor dos 6leos onde ocorrem (LOAYZA et al., 1995).



90

TABELA 3. Componentes quimicos identificados e seus respectivos indices de Kovats
calculados (IKc), indices de Kovats da literatura (Ik.), variacdo dos dados do menor e
maior valor entre os tratamentos e médias de suas concentracdes dos 6leos essenciais
das plantas de Lippia origanoides H.B.K Feira de Santana-BA, 2012.

Variacdo dos

Compostos IKcaic 1K it dados (%) Media geral (%)
pent-4-enoato de etila 884 888 0,10-0,30 0,2
a-tujeno 930 930 0,5-1,47 0,8
a -pineno 938 939 0,10-0,70 0,4
canfeno 954 954 0,33-2,0 0,9
1-octen-3-ol 980 979 tr-0,10 0,1
mirceno 992 990 0,90-1,67 1,2
a -terpineno 1019 1020 0,63-1,47 1,0
p- cimeno 1028 1024 4,33-11,07 6,5
limoneno 1032 1029 0,20-0,50 0,3
y -terpineno 1063 1064 3,83-9,0 5,9
linalol 1100 1196 2,53-15,87 8,7
canfora 1148 1146 0,93-2,90 2,0
borneol 1169 1169 0,53-1,43 0,8
terpinen-4-ol 1180 1177 0,43-0,57 0,5
metil timil eter 1238 1235 2,07-2,87 25
timol 1296 1290 2,30-4,10 3,1
carvacrol 1311 1299 33,23-58,60 45,7
acetato de carvacrol 1376 1372 0,30-0,63 0,5
E-cariofileno 1423 1419 3,97-5,20 4.7
a-bergamoteno 1438 1434 0,20-0,47 0,4
aromadendreno 1442 1441 0,67-0,93 0,8
a-humuleno 1457 1454 1,20-1,67 1,5
biciclogermacreno 1500 1500 3,23-8,50 58
7-epi- a-selineno 1521 1522 0,23-0,43 0,4
espatulenol 1581 1578 1,73-3,23 2,3
6xido de cariofileno 1586 1583 0,80-1,60 1,2
viridiflorol 1594 1592 0,13-0,40 0,3

Total identificado 98,30
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Com base na tabela 3, pode-se observar que o0s compostos carvavrol
(45,7%), linalol (8,7%), p-cimeno (6,5%), y-terpineno (5,9%), (E)-cariofileno
(4,72%) e timol (3,1%) foram os componentes majoritarios do 6leo essencial de

Lippia origanoides (Figura 9).
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FIGURA 9. Cromatograma obtido do 6leo essencial da primeira colheita de plantas
adubadas com adubo mineral.

Silva (2012) estudando o efeito de biorreguladores sobre o crescimento e teor
de Oleo nessa mesma espécie, na regido de Feira de Santana-BA, também
encontrou como componentes majoritarios o carvacrol (46,39%), seguido do y-
terpineno (9,99%), p-cimeno (8,15%), (E)-cariofileno (4,72%), biciclogermacreno
(4,73%) e timol (3,80%). Verbel et al. (2010) na Colémbia, identificaram o p-
cimeno (15,7%), o trans-B-cariofileno (9,4%) e a-terpineno em maiores
concentracdos nas amostra de Oleo de Lippia origanoides. Cavalcante et al.
(2009) no estado do Piaui obtiveram em maior concentragdo o carvacrol,
correspondendo a 43,96% do 6leo, o 1,8-cineol com 22,75%, o y-terpineno com
8,87%, metil timol com 7,08% e acetato de carvacrol com 4,60% e Oliveira et al.
(2007) em estudo feito o Pard, constataram a ocorréncia de carvacrol como
composto majoritario (38,6%), porém, o composto com segunda maior
concentracdo foi o timol (18,5%), seguido pelo p-cimeno (10,3%) e pelo y-

terpineno (4,1%).
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Os diferentes compostos majoritarios identificados na espécie Lippia
origanoides permitem identificar os diferentes quimiotipos para essa espécie. A
partir dos resultados obtidos nos trabalhos citados acima, observa-se que o
carvacrol foi o composto majoritario encontrado nos diferentes estados do Brasil.
Jé& os estudos feito na Colémbia por Stashenko et al. (2010) foi possivel identificar
trés grupos da espécie através dos componentes majoritarios presente no 6leo
essencial. O a e B phellandreno, p-cimeno, e limoneno como compostos
mayjoritarios do quimiotipo A, o carvacrol e timol representando o quimiotipo B e C,
respectivamente. Escobar et al. (2010) analisando diferentes amostras de Lippia
origanoides constataram variabilidade na composicdo dos terpenos majoritarios,
identificando o p-cimeno (11,2-15,7%), y-terpineno (1,5 —13,2%), timol (0-53,6%)
e carvacrol (0-46,2%) como majoritarios. Os autores obtiveram dois grupos
distintos de quimiotipos, um composto pela elevada concentragéo de timol e um
segundo grupo com carvacrol. Tais resultados permitem inferir & existéncia de
quimiotipos para a espécie. O linalol, um dos compostos identificado neste
trabalho como majoritario, ndo foi encontrado em maior quantidade nos estudos
citados acima para a mesma espécie, portanto, as condi¢des de cultivo em que a
planta foi submetida podem ter favorecido a sintese elevada do linalol.

A analise de varidncia para a concentracdo dos seis componentes
mayjoritarios revelou que houve interagdo significativa entre os fatores de variagdo
estudados para y-terpineno, linalol, timol e carvacrol (p < 0,05). Para os
componentes p-cimeno e biciclogermacreno, apenas a época de colheita
promoveu diferengas significativas entre as concentragdes (p < 0,05). J& para o
(E)-cariofileno, tanto o tipo de adubacdo quanto as épocas de colheita ndo

promoveram efeito sobre sua concentracgédo (p > 0,05) (Tabela 4).
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TABELA 4: Andlise de Variancia dos sete principais componentes majoritarios do 6leo
essencial de folhas e inflorescéncias de plantas cultivadas de Lippia origanoides H.B.K,
em fungdo da época de colheita e adubacao. Feira de Santana-Bahia, 2012.

e Grau de P

Variaveis Fatores Liberdade Valor-F  SignificAncia P
Adubacao (AD) 2 0,333 0,734 ns
y -terpineno Epoca (EP) 3 15,397 0,003 *x
(AD x EP) 6 3,062 0,046 **
Adubagcao (AD) 2 0,152 0,863 ns
p - cimeno Epoca (EP) 3 6,171 0,029 *x
(ADXEP) 6 1,928 0,156 ns
AdubagZo (AD) 2 2,009 0,248 s
linalol Epoca (EP) 3 74,275 0,000 -

(ADXEP) 6 3,144 0,043
Adubacao (AD) 2 0,522 0,628 ns
timol Epoca (EP) 3 44,945 0,000 *x
(ADXEP) 6 3,419 0,033 **
Adubacao (AD) 2 0,036 0,964 ns
carvacrol Epoca (EP) 3 30,550 0,000 *x
(ADXEP) 6 2,952 0,05 **
Adubacao (AD) 2 0,097 0,909 ns
(E)-cariofileno Epoca (EP) 3 1,550 0,296 ns
(ADXEP) 6 1,277 0,337 ns
Adubacao (AD) 2 0,415 0,685 ns
biciclogermacreno Epoca (EP) 3 18,554 0,001 *x
(ADXEP) 6 0,680 0,668 ns

ns= nado significativo (P<0,05); ** significativo a 5% de probabilidade

Os compostos biciclogermacreno e (E)-cariofileno apresentaram o mesmo
comportamento frente as épocas de colheita, n&o diferenciando suas
concentragdes da primeira a quarta época (Tabela 5). Em contrapartida, verificou-
se um aumento das concentragdes do linalol e redugcédo do carvacrol ao longo
tempo. Botrel et al. (2010) relataram que a redugdo na concentragdo dos
compostos pode estar relacionada com o ciclo fisiol6gico da planta, onde periodos
mais frios acarreta a baixa atividade biossintética, concordando com o resultado
encontrado neste trabalho para o carvacrol. Assim, essas variagdes quantitativas
na composi¢cdo quimica do 6leo essencial de Lippia origanoides podem ser

atribuidas aos fatores ambientais que podem estimular os mecanismos de
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controle da rota biossintética, promovendo a producdo de determinados
constituintes terpendidicos (BARROS; ZAMBARDA; HEINZMANN, 2009).
Resultados encontrados por Silva et al. (2009), demostraram variabilidade nos
componentes majoritarios de L. microphylla, em plantas coletadas em horarios
distintos, onde as concentracdes de timol foram elevadas, variando de 53,23% e
56,01% entre 8 e 18 horas, enquanto o carvacrol nestes horarios foram inferiores
a 1%, entretanto, no horario de 12 horas o timol passou a ter concentragcdo de
5,33% e o carvacrol tornou-se o componente majoritario com 42,88%. Oliveira et
al. (2011) observaram em Lippia origanoides cultivadas em Manaus-AM, em
diferentes estagcbes do ano, que maiores concentracbes dos compostos
carvacrol (48,8%) e timol (9,4%) foram observadas no inverno, enquanto que no

verao estes valores foram reduzidos para 39,2% e 6,5%, respectivamente.
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TABELA 5: Concentragdo dos sete principais componentes majoritarios do 6leo essencial de folhas e inflorescéncias de plantas cultivadas de
Lippia origanoides H.B.K em fun¢éo da época de colheita e tipo de adubacédo Feira de Santana-BA,2012.

Variaveis Adubacéo Epoca de colheita
Janeiro Abril Julho Outubro
Controle 6,27 ABa 5,53 Aa 6,53 Aa 7,60 Aa
_cimeno Adubacédo orgéanica 5,93 Ba 6,50 Aa 4,33 Aa 7,83 Aa
P Adubacé&o mineral 11,07Aa 5,23 Ab 5,20 Ab 5,93 Aab
Controle 3,97 Ab 4,07 Ab 8,40 Aa 9,00 Aa
y -terpineno Adubacédo orgéanica 4,47 Aa 5,43 Aa 4,70 Ba 8,03 Aa
Adubacé&o mineral 7,00 Aa 3,83 Aa 4 93ABa 6,50 Aa
Controle 2,53 Ac 5,97 Ac 12,50 Aa 11,37 Aa
linalol Adubacédo orgéanica 2,73 Ac 4,57 Ac 12,13 Ab 15,87 Aa
Adubacé&o mineral 3,07 Ab 5,67 Ab 13,53 Aa 14,30 Aa
Controle 4,10 Aa 3,00 Ab 2,47 Bb 2,47 Ab
timol Adubacéo orgéanica 4,03 Aa 3,23 Ab 3,10 Ab 2,30 Ac
Adubacé&o mineral 3,50 Aa 3,43 Aa 3,00 ABab 2,63 Ab
Controle 58,60 Aa 50,17 Aa 39,17 Ab 35,43 Ab
carvacrol Adubacéo orgéanica 56,53 Aa 50,50 Aab 43,83 Ab 33,23 Ac
Adubacé&o mineral 47,20 Bab 51,37 Aa 43,30 Aab 39,37 Ab
Controle 4,13 Aa 4,80 Aa 4,50 Aa 5,20 Aa
(E)-cariofileno Adubacédo orgéanica 4,73 Aa 4,97 Aa 5,33 Aa 3,97 Aa
Adubacé&o mineral 4,80 Aa 5,13 Aa 4,83 Aa 4,27 Aa
biciclogermacreno Controle 3,23 Ab 6,07 Aab 6,80 Aab 7,33 Aa
Adubacéo orgéanica 4,00 Ab 5,97 Aab 8,50 Aa 5,57 Aab
Adubacé&o mineral 3,43 Aa 5,83 Aa 6,90 Aa 6,0 7Aa

Médias seguidas da mesma letra na coluna (mailscula) e na linha (minascula) ndo difere significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de

Tukey .
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Os compostos p-cimeno, timol e linalol tiveram suas concentragcdes
aumentadas com o uso dos adubos na primeira, terceira e quarta colheita,
respectivamente (Tabela 5). Apesar dos resultados obtidos com adubacéo
mineral ndo terem se diferenciado estatisticamente dos obtidos no controle,
verificou-se um aumento de 43,36% do p-cimeno na primeira colheita; o timol
aumentou em 20% na terceira colheita pela influéncia da adubagé&o organica; e
o linalol em torno de 20% independente do adubo utilizado. Resultados
contrarios foram obtidos na terceira colheita, com o y-terpineno, onde foi
observada reducdo de 44% da concentracdo no tratamento com adubacéo
organica. Ja o carvacrol reduziu em 19,45% na primeira colheita na presenca
do adubo mineral. Os compostos biciclogermacreno e (E)-cariofileno néo foram
influenciados pelo tipo de adubacdo. Gama (2011) em estudo com Lippia alba
verificou que os diferentes compostos organicos proporcionaram aumento nas
concentragdes dos principais compostos dessa espécie (carvona, limoneno e
germacreno D). J& Corréa et al. (2010) obtiveram efeitos negativos com esterco
bovino e avicola na producdo de timol em Origanum vulgare L., em
contrapartida Silva et al. (2006), avaliando diferentes doses de esterco bovino
em Baccharis trimera n&o observaram efeito sobre os principais compostos da
espécie. As variagbes observadas nos resultados obtidos para cada amostra, e
os resultados encontrados pelos autores citados acima, sao indicativos de que
a sintese dos diferentes compostos quimicos é influenciada por vérios fatores
de ordem climética, sazonal, geogréfica, periodo de colheita e condi¢des
edéficas e nutricionais (BAYDAR et al., 2004).

Os diferentes tipos de adubos e épocas de colheita ndo influenciaram a
constituicdo quimica da Lippia origanoides, promovendo somente variacdes
quantitativas segundo os diferentes tratamentos aplicados. A presenca do
carvacrol, p-cimeno e timol, conferem a esta espécie o uso medicinal e
atividades biologicas comprovadas contra micro-organismos patogénicos
(HYLDGAARD et al., 2012). O linalol, segundo composto encontrado em maior
concentracdo no Oleo essencial dessa espécie é largamente utilizado na
industria de alimentos, cosméticos e perfumes, e também possui propriedades
acaricida, bactericida e fungicida, além de ser aplicado com sucesso como
sedativo e anticonvulsivo. Na Europa, o linalol foi incluido na lista de

substancias classe “A”, gracas a sua importdncia como matéria-prima para
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sintese de compostos de alto valor agregado (LETIZIA et al., 2003;
ALCANTARA et al., 2010).

2. Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas+inflorescéncia de
Lippia origanoides foi avaliada por trés ensaios quimicos diferentes: Poder
Redutor, captura dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil-DPPH e 2,2 -azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)-ABTS, sendo os resultados obtidos
expressos como valores de CEsp (mg mL™). A anélise de variancia para os trés
métodos da atividade antioxidante revelou que houve interag@o significativa
entre os fatores de variacdo época de colheita e adubacgéo (p < 0,05) para o
DPPH e ABTS. Para o Poder Redutor ndo houve efeito significativo em

nenhuma das variaveis analisadas (p < 0,05) (Tabela 6).

TABELA 6. Analise de Variancia dos métodos antioxidante (Poder Redutor, DPPH e
ABTS) do dleo essencial de folhas + inflorescéncias de plantas cultivadas de Lippia
origanoides H.B K, em funcéo da época de colheita e adubacéao.

Variaveis Fatores L%?rliigc?e Valor-F  Significancia P

Adubacao (AD) 2 0,477 0,651 ns

Poder Redutor Epoca (EP) 3 1,889 0,232 ns

(AD x EP) 6 1,074 0,429 ns

Adubacao (AD) 2 2,339 0,212 ns

DPPH Epoca (EP) 3 95,339 0,000 o

(ADXEP) 6 19,482 0,000 o

*%*

Adubacéo (AD) 2 157,866 0,000 .

ABTS Epoca (EP) 3 438,579 0,000 -
(ADXEP) 6 122,090 0,000

ns= nado significativo (P<0,05); ** = significativo a 5 % de probabilidade

As trés metodologias analisadas apresentaram resultados positivos em
relagdo a atividade antioxidante do 6leo essencial da Lippia origanoides. Foi

possivel identificar em cada um dos métodos a quantidade necesséria do 6leo
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para reduzir inicialmente 50% (CEsg) dos radicais livres presentes nas
amostras.

O ensaio quimico Poder Redutor permitiu observar que o 6leo essencial de
Lippia origanoides possui compostos com capacidade redutora, no qual pode-
se indicar seu potencial antioxidante. Neste método, os valores do CEsg
variaram entre 1,87+0,26 e 2,23+0,28 mg mL™.

Tanto para o tratamento com adubac&o quanto para as épocas de colheita
ndo houve diferenca estatistica, ndo sendo possivel para este método fazer
qualquer tipo de comparacdo entre eles (Figura 10). Estudos com O6leo
essencial de Artemisia annua Cavar et al. (2012) indicaram CEsg
correspondente a 127, 17 mg mL™, valor superior ao encontrado no presente
trabalho, o que mostra uma maior capacidade redutora da Lippia origanoides

em reduzir os ions de ferro, quando comparada a A.annua.

Aa
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Aa Aa A
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¥ Adubacdo orginica

W Adubacdo Mineral

Poder Redutor CE;, (mg mL-')

Janeiro Abril Jutho Qutubro

FIGURA 10 — Valores médios do CEs, (mg mL™) do método Poder Redutor, obtidos do
Oleo essencial de Lippia origanoides H.B.K em funcéo da época de colheita e tipo de
adubacdo. A letra mindscula na coluna compara os tratamentos com adubacao dentro
do més e a letra mailscula comparam os tratametos com adubacdo ao longo dos
meses. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente, ao nivel de
5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Apesar dos valores encontrados no presente estudo terem sido proximos,

ndo diferenciando entre si, 0 Oleo essencial dessa espécie apresentou
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capacidade em reduzir os fons de ferro Fe®*" a Fe®, inibindo a formacéo do
complexo ferroso e ferrozina.

Em relagcdo ao efeito bloqueador de radicais livres DPPH, verificou-se
diferencas significativas entre os tratamentos com adubacéo e entre as épocas
de colheita (P <0,05) (Figura 11). O valor da Concentracéo Eficaz (CEsp) foi
mais elevado na amostra proveniente do cultivo com adubagdo mineral e
organica (2,32 e 2,08 mg mL?) colhidas nos meses de julho e outubro,
respectivamente. Contudo, a amostra do tratamento controle, colhida no més
de Janeiro apresentou o menor valor CEs (0,46 mg mL™), o mesmo ocorreu
ao tratamento com adubacao organica, que apresentou valor mais baixo neste
mesmo periodo (0,70 mg mL™) (Figura 11). Os valores de CEsp no tratamento
com adubag&o mineral ndo diferiram entre si nos meses de janeiro (1,20 mg
mL™), abril (1,27 mg mL™) e outubro (1,47 mg mL™) .
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FIGURA 11 — Valores médios do CEs, (mg mL™) do método DPPH, obtidos do 6leo
essencial de Lippia origanoides H.B.K em funcdo da época de colheita e tipo de
adubacdo. A letra mindscula na coluna compara os tratamentos com adubacéo dentro
do més e a letra mailscula comparam os tratametos com adubacdo ao longo dos
meses. Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem significativamente, ao nivel de
5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

O CEsp obtido de amostras dos tratamentos com adubacéo e das diferentes

épocas de colheita no método DPPH variaram entre 0,46 mg.mL" a 2,32
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mg.mL'l, onde 0os menores valores encontrados indicam um maior potencial da
amostra de 6leo em inibir os radicais livres. Neste método foi possivel obter
uma correlacdo negativa (r=-0,650, p=0,000) entre o teor de carvacrol e a
atividade antioxidante, observando que as menores concentragcfes para
inibicdo dos radicais livres foram identificadas nas amostras que obtiveram
maiores porcentagens de carvacrol (Tabela 3).

Para os métodos Poder Redutor e ABTS nao foram observados correlactes

significativas (Tabela 7).

TABELA 7. Correlagdo de Pearson (r) dos métodos de atividade antioxidante e o teor
de carvacrol do 6leo essencial de Lippia origanoides H.B.K.

Método antioxidante Carvacrol CEsgg
DPPH CEx, -0,650%*
PR CEsg -0,114™
ABTS CEx, 0,139

n.s=correlagdo nao significativa; ** siginificativo a 5% de probabilidade

A acdo dos 6leos essenciais em neutralizar radicais livres esti associada a
sua composicdo quimica (DAMIAN, 2011). Cabe salientar que os resultados
obtidos para atividade antioxidante, podem estar relacionados, pelo menos em
parte, com a presenca do carvacrol apresentado na Tabela 3. Assim, as
amostras que obtiveram um maior teor de carvacrol, revelaram um maior
potencial antioxidante, paralelamente, as amostras que foram observadas um
menor teor em carvacrol, consequentemente apresentaram atividade
antioxidante inferior.

Bedoya et al. (2012), em estudo com Oleo essencial de Lippia origanoides
avaliando dois métodos da atividade antioxidante (DPPH e ABTS),
encontraram valores da capacidade antioxidante de 5,58 mg mL™ para DPPH e
1,0 mg mL' para ABTS; os autores atribuem a inibicdo dos radicais
principalmente a alta porcentagem de timol (73%). Os valores de DPPH
encontrados pelos autores citados acima (5,58 mg mL™), ainda s&o superiores
ao maior registro encontrado neste trabalho (2,32 mg mL™), provavelmente
devido ao perfil quimico das amostras, onde no presente trabalho foi
encontrado o carvacrol em maior quantidade. Em trabalho realizado por Verbel

et al.(2010) com a mesma espécie na Colémbia, avaliando atividade
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antioxidante por meio do método deoxirribose, sendo esta metodologia
semelhante ao DPPH, pois medem a inibigdo do radical livre pelo antioxidante
presente na amostra, 0s autores encontraram a concentragéo eficaz CEsy de
(463,5 ug mL™) e p-cimeno (15,7%) como elemento majoritario. Stashenko et.
al., (2003) em Lippia alba (quimiotipo carvona), Lippia alba (quimiotipo citral)
identificaram valores de CEso de 289 e 305 mg mL™ através do método DPPH,
respectivamente. Tais resultados permitem inferir que existe diferenga entre a
capacidade antioxidante do 6leo essencial e os diferentes quimiotipos dentro
da mesma espécie.

No ensaio pelo método ABTS, onde o cétion radical ABTS® formado com
uma reacdo com o persulfato de potassio € reduzido pela acdo de um
antioxidante, podendo o antioxidante ser lipofilico e/ou hidrofilico (RUFINO et
al., 2007), foi possivel observar interagdo significativa entre as épocas de
colheita e tipo de adubacédo, onde o valor de CEs, apresentou menor valor
(0,13 mg mL™) nos 6leos obtidos das plantas com adubac&o organica, no més
de janeiro e o maior valor de CEsp foi observado no tratamento com adubacéo
mineral, no més de abril (2,03 mg mL'l). Para o tratamento controle, sem
adubacéo, os melhores resultados foram obtidos nos meses janeiro (0,29 mg
mL™), abril (0,21 mg mL™) e julho (0,22 mg mL™). J4 para adubag&o organica
foram os meses de janeiro (0,13 mg mL™) e julho (0,24 mg mL™') e para
adubacao mineral os melhores resultados foram nos meses de janeiro (0,25 mg
mL™), julho (0,36 mg mL™) e outubro (0,49 mg mL™) (Figura 11). Os dados
variaram entre 0,13 a 2,03 mg mL™, onde os menores valores encontrados de

CEso entre os tratamentos, indicaram maior potencial antioxidante.



102

2,5 -
Be
2
o
E
(=
§ = Controle
u§g' E Adubacdo organica
W1
1_03 Ch ® Adubacdo Mineral
2
Ba
0,5 - Ab Aa Ba Az
1
0
laneiro Abril tutho Cutubro

FIGURA 12- Valores médios do CEsq (Mg mL'l) do método ABTS, obtidos do 6leo
essencial de Lippia origanoides H.B.K em funcédo da época de colheita e tipos de
adubacdo. A letra minascula na coluna compara os tratamentos com adubacao dentro
do més e a letra mailscula comparam os tratametos com adubacdo ao longo dos
meses. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente, ao nivel de
5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Os resultados obtidos pelos diferentes métodos ndo sdo comparaveis
devido a varios fatores como a estrutura fisica do sistema, a natureza do
substrato, a presenca de compostos que podem interagir como iniciar a
oxidacdo, e o método para medir a oxidacdo (FRANKEL e MEYER, 2000;
BECKER, et al., 2004). A exemplo do radical ABTS" que é mais sensivel do
que o radical DPPH’, enquanto que este Ultimo envolve transferéncia de
hidrogénio, a reacgédo com o radical ABTS" esta relacionada a transferéncia de
elétrons (TUBA e GUILCIN, 2008).

Em geral, a eficacia antioxidante do 6leo essencial depende do contetido
de compostos fendlicos. Esse grupo de metabdlitos pode agir como redutores
de oxigénio singleto, atuando nas reacdes de oxidacao lipidica, ou mesmo na
guelacdo de metais (GUIMARAES et al., 2010).

Estudos com outras espécies revelaram resultados promissores para 0 uso
do Oleo essencial dessas plantas como inibidor dos radicais livres. Damian
(2011), avaliando Eucalyptus badjensis encontrou CEs, de 0,57 mg mL™;
Malinowski (2010) observou em E. globulus ssp. bicostata o valor do CEsg de 6

mg mL™. Silvestri et.al. (2010) observaram uma alta correlacdo positiva entre a
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concentracdo de eugenol e atividade antioxidante do cravo da india (Eugenia
caryophyllata Thunb.) com CEs, de 1,118 ug mL™. Sherer et. al. (2009) também
observaram o potencial antioxidante em trés espécies medicinais: Caryophillus
aromaticus L., Cymbopogon winterianus e Cymbopogon martinii. O 0leo
essencial de Caryophillus aromaticus L, apresentou agéo forte, pelo baixo valor
do CEsy 7,8 ug mL™* encontrado na amostra. Contudo, as outras espécies,
Cymbopogon winterianus apresentaram alto valor de CEsp 743 pg mL* e
Cymbopogon martinii mesmo na maior concentragéo avaliada, ndo foi capaz de
reduzir o DPPH.

3. Analise do Componente Principal-ACP

De modo a sumariar toda a informagéo obtida no perfil dos compostos
presentes nos Oleos essenciais e na atividade antioxidante de Lippia
origanoides, foi aplicada uma analise de componentes principais (ACP) aos
dados obtidos. Com a aplicagdo desta técnica quimiométrica, com o uso de
apenas dois componentes principais, foi possivel explicar 56% da variabilidade
observada nos dados (35,50% na primeira dimensdo e 20,33% na segunda

dimenséo) (Figura 13).
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FIGURA 13. Analise de componentes principais-ACP usando a composicao quimica e
os valores de CEsx, obtidos da atividade antioxidante do 6leo essencial de Lippia

origanoides H.B.K ACP explica 56% da variancia total dos dados.

Nas regides positivas das duas dimensdes (Ou o componente principal 1 e
2; CP1 e CP2) séo representados principalmente pelas amostras da terceira e
quarta colheita submetidas a adubagdo mineral e do tratamento controle. I1Sso
acontece porque essas amostras apresentaram maiores concentracdes dos
compostos canfeno, linalol, canfora e biciclogermacreno. A maioria das
amostras da primeira e segunda colheita, tanto da adubag&o mineral, adubagéo
organica e do controle estéo representados na regido negativa CP1 e na regido

negativa da segunda dimensdo CP2. Neste caso, a maior quantidade de
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carvacrol e timol neste periodo é a principal raz8o para a sua aglomeracao
comparativamente para as amostras restantes (Tabela 3). As amostras
isoladas na regido positiva da dimensdo (CP1l) e na regido negativa da
dimenséo 2 (CP2) representada pelas amostras da adubacdo mineral da
primeira colheita (AM1), deve-se aos compostos a-tujeno e a—pineno que
apresentaram maiores concentragdes nas plantas submetidas a adubacgéo
mineral na primeira colheita, como também o composto mirceno que
apresentou maior concentracdo na primeira colheita independente do adubo
utilizado, justificando o isolamento da amostra (AO1).

Em relacdo a atividade antioxidante pelo método DPPH, poder redutor (PR)
e ABTS sua presenca na regiao positiva da dimensdo 2, onde estdo mais
expressivas as amostras da terceira e quarta colheita e a auséncia de carvacrol
indicando menor concentragdo neste periodo, corresponde a menor atividade
antioxidante. No sentido inverso, representadas nos extremos opostos da ACP
estdo as amostras da primeira e segunda colheitas, amostras que reportaram
menores valores de CEsp, OU Seja, maior atividade antioxidante

A informacdo da ACP sintetiza todos os dados obtidos na composi¢ao
quimica e atividade antioxidante de Lippia origanoides nas quatro épocas de
colheita e nos dois tipos de adubacéo e controle. Esta informacéo é essencial

para compreender o efeito e influéncia da metodologia aplicada.

CONCLUSOES

1. A espécie Lippia origanoides apresenta como componentes majoritarios do
Oleo essencial carvacrol, linalol, p-cimeno; y-terpineno, (E)-cariofileno,
biciclogermacreno e timol.

2. A época de colheita influencia na concentracdo dos dois principais
componentes encontrados no 6leo essencial da Lippia origanoides, sendo
que o linalol aumenta ao longo do periodo do ano e o carvacrol tem sua
concentracéo reduzida;

3. A adubacdo das plantas de Lippia origanoides promove aumento das

concentragdes do p-cimeno e do timol;
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4. Os testes de DPPH, Poder Redutor e ABTS comprovam o potencial

antioxidante do 6leo essencial de Lippia origanoides H.B.K.

5. A adubac@o e a época de colheita influenciam o potencial antioxidante do
Oleo essencial de Lippia origanoides, sendo que as amostras que

apresentam maior teor de carvacrol possuem maior atividade antioxidante.
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EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE Lippia Origanoides H.B.K NO
CONTROLE in vitro DE Aspergillus niger , ISOLADO DO SISAL

(Agave sisalana)
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RESUMO: Estima-se em torno de 70% a perda da produgdo agricola por
doencas ocasionadas pelos fungos. O sisal (Agave sisalana), importante
cultura da regido semiérida, vem declinando sua producdo anual da fibra em
razdo da podriddo vermelha causada pelo Aspergillus niger. Devido aos danos
causados ao meio ambiente por meio dos produtos sintéticos, tem crescido na
agricultura a busca por produtos naturais no controle desse e de outros
fitopatdgenos. Neste contexto, os 6leos essenciais tém sido estudados como
alternativa no controle de doencas de plantas, visando reduzir o uso de
agrotoxicos. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do 6leo essencial
de Lippia origanoides H.B.K sobre o crescimento micelial, esporulagéo e
germinagao de esporos de Aspergillus niger van Tieghem. O experimento foi
conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal do Recdn-
cavo da Bahia, utilizando o delineamento experimental inteiramente ca-
sualizado, com 6leos obtidos em quatro épocas de colheita (janeiro, abril, julho
e outubro), cinco concentragdes (0,125, 0,25, 0,5, 1 e 2 uyL mL™) e dois contro-
les (BDA e BDA+ tween). As extracdes do Oleo essencial das
folhas+inflorescéncia de Lippia origanoides foram realizadas através da hidro-
destilacdo durante 3 horas. No teste in vitro, para inibicdo do crescimento
micelial, concentracbes de cada um dos 6leos essenciais foram incorporadas
ao BDA (Batata-dextrose-agar). Posteriormente, discos de micélio com 5 mm
de diametro foram transferidos para o centro de cada placa. O crescimento foi
mensurado e calculada a taxa de inibicAo do crescimento micelial. Para
germinacéo dos conidios foram utilizadas placas de microtitulagdo contendo 98
pocos, sendo adicionados o meio BD e os Oleos nas concentracdes
determinadas. Os resultados demonstraram que o 6leo essencial de Lippia
origanoides obtido nas quatro épocas de colheita inibiu completamente o
crescimento de Aspergillus niger, independentemente da concentragdo. A
esporulacdo do fungo foi 100% inibida a partir da concentragéo de 0,5 uL mL™
A germinacdo dos esporos foi reduzida a medida que aumentou-se na con-
centracdo do 6leo essencial. Conclui-se que o uso do 6leo essencial de Lippia
origanoides possui potencial no controle de A. niger.

Palavras-chave: bioativos, fitopatdgeno, sisal



EFFECT OF ESSENTIAL OIL FROM Lippia origanoides H.B.K. IN
THE CONTROL OF Aspergillus niger in vitro, ISOLATED FROM
SISAL (Agave sisalana)

Author: Simone Teles
Supervisor: Dra. Franceli da Silva

ABSTRACT: It's estimated a loss of about 70% of agriculture production due to
diseases generated by fungi. The sisal (Agave sisalana), an important crop of
the semiarid region, is reducing its annual production of fiber due to the bole rot
caused by Aspergillus niger. Due to the damages caused to the environment by
the use of synthetic products, the demand for natural products in agriculture is
increasing for the control of these phytopathogens. In this way, essential oils
are being studied as important alternatives in the control of this disease in
plants, aiming the reduction of agrotoxic products use. The present work
intended to evaluate the effect of Lippia origanoides H.B.K. essential oil over
the mycelia growth, sporulation and spore germination of Aspergillus niger van
Tieghem. The experiment was conducted in the Phytopathology Laboratory of
the Federal University of Reconcavo da Bahia, using an experimental outline
completely randomized, with essential oils being obtained from four harvest
seasons (January, April, July, and October), at five concentrations (0.125; 0.25;
0.5; 1 and 2 yg mL™) and using two controls (PDA and PDA plus tween). The
essential oil extractions of leaves and inflorescences of Lippia origanoides were
made by hydro-distillation during 3 hours. In the in vitro evaluation, for the
growth mycelia inhibition, concentrations of each essential oil were incorporated
in PDA (potato-dextrose-agar). Posteriorly, mycelia discs with 5 mm of diameter
were transferred to the center of each plate. The growth was measured and the
rate of mycelia growth inhibition was calculated. For the conidia germination
were used plates of microtiter containing 98 wells, being added the culture
medium and the concentration of each essential oil. Regarding mycelia growth,
the results demonstrated that the obtained essential oil of Lippia origanoides in
the four harvest seasons inhibited completely Aspergillus niger growth,
independently of its concentration. The fungi sporulation was 100% inhibited at
a concentration of 0.5 yL mL™. Spores germination was reduced with the
concentration applied of essential oil. It was concluded that the use of Lippia
origanoides essential oil possess potentialities in the control of A. niger.

Keywords: bioctive; phytopathogen; sisal
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INTRODUCAO

As medidas atuais de controle de fitopatbgenos envolvem o uso de
defensivos de origem sintética que apresentam um elevado custo e seu uso
continuo interrompe o controle biolégico natural, além induzir & formacéo de
espécies resistentes (SOYLU et al., 2010).

Em decorréncia dos problemas ambientais e os efeitos toxicos provocados
por produtos sintéticos, estudos voltados para o uso de substancias naturais
vém crescendo. Os Oleos essenciais podem ser alternativa no controle de
insetos-pragas e doencas de plantas causadas por fungos, nematoides, virus e
bactérias, e estes ainda podem ser associados as praticas de manejo integrado
de doengas, podendo atender a grande procura atual por produtos para a
producéo agroecoldgica de alimentos (SILVA et al., 2010).

Trabalhos realizados com 0leos essenciais evidenciam o potencial das
plantas medicinais no controle de fitopatogenos. Tzortzakis e Economakis
(2007) verificaram o controle do Colletotrichum coccodes, Botrytis cinerea,
Cladosporium herbarum, e Rhizopus stolonifer com uso do Oleo de
Cymbopogon citratus. Soylu et al. (2010) também identificaram a acéo do 6leo
de Origanum syriacum, Lavandula stoechas e Rosmarinus officinalis na inibicéo
do crescimento de Botrytis cinerea. Gupta et al. (2011) avaliando seis espécies
medicinais (Mentha arvensis, Carum capticum, Cymbopogon citratus, Eugenia
caryophyllata, Cedrus deodara e Eucalyptus globulas) contra Meloidogyne
incognita e Fusarium oxysporum obtiveram resultados positivos no controle em
baixas concentracbes do O6leo essencial. Kedia et al. (2014) constataram
atividade inseticida do oleo essencial de Mentha spicata no controle de
Collosobruchus chinensis.

O O6leo essencial do alecrim do tabuleiro (Lippia origanoides H.B.K)
apresenta atividade biolégica comprovada contra micro-organismos
patogénicos, principalmente pela presenga dos monoterpenos e
sesquiterpenos (HYLDGAARD et al., 2012). Contudo, apesar do potencial
dessa espécie, nao foi encontrada a literatura referente ao seu uso no controle

de fitopatdgenos.
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As perdas na produgdo das principais culturas, relacionadas ao ataque de
pragas, incluindo insetos, nematoides e virus, é estimada em até 50%
(PIMENTEL et al., 1991; OERKE, 2006), sendo que cerca de 70% das doencas
de plantas sé@o ocasionadas por fungos (LEVETIN e MCMAHON, 2003). Na
cultura do sisal (Agave sisalana), cultura de grande importancia econémica e
social para os agricultores da regido semiarida do Nordeste, a realidade ndo é
diferente, em virtude dos prejuizos causados pelo Aspergillus niger CONSOLI
et al., 2009).

A fibra do sisal é utilizada em atividades de industrializacdo de diversos
produtos, bem como para fins artesanais, sendo o Brasil o pais que mais
produz e exporta esta fibra natural e o Estado da Bahia o seu maior produtor,
com aproximadamente 95,8% da producédo nacional (AQUINO, 2012). O fungo
Aspergillus niger, agente etiolégico da podriddo vermelha, vém causando o
declinio da producdo anual da fibra de sisal (SOARES et. al., 2006). Essa
doenca encontra-se disseminada em 100% dos plantios na Bahia, com
incidéncia média variando de 5 a 40% (ABREU, 2010). As plantas infectadas
ficam amareladas e murcham, o caule apodrece e se desprende facilmente do
solo, levando a planta & morte (LIMA et al., 1998).

Considerando que as pesquisas de controle de doengas fungicas por meio
do emprego de Oleos essenciais tem crescido consideravelmente nos ultimos
anos (DINIZ et al.,, 2008), e que a exploracdo da atividade biologica de
compostos secundarios presentes nos Oleos essenciais da planta pode
constituir uma forma efetiva de controle de doengas em plantas cultivadas, o
objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do Oleo essencial de Lippia
origanoides sobre o crescimento micelial, esporulagdo e germinagdo de

esporos de Aspegillus niger isolado do sisal.
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MATERIAL E METODOS

1 Obtencao do Fitopatégeno

O Aspergillus niger van Tieghem, isolado de plantas de sisal com sintomas
de podriddo vermelha, foi obtido da colecdo de fungo do Laboratério de

Fitopatologia da Universidade Federal do Reconcavo, Cruz das Almas, BA.

2 Obtencéao do 6leo essencial de Lippia origanoides H.B.K

A extracdo do O6leo essencial foi realizada por hidrodestilagdo no
Laboratorio de Produtos Naturais (LAPRON) do Departamento de Ciéncias
Exatas da Universidade Estadual de Feira de Santana-UEFS. Foram utilizadas
plantas colhidas nos meses de janeiro, abril, julho e outubro.

Parte do material seco foi separado para determinagao do teor de umidade.
O procedimento foi realizado em triplicata no determinador de umidade (Série
ID Versédo 1.8 Marte®.); onde cada repeticdo continha 1g do material, as
amostras foram secas a temperatura de 100°C, até que ndo houvesse variagdo
na pesagem de 0,1% em 30 s.

Para extracdo do Oleo essencial amostras de 100g de folhas+
inflorescéncia previamente secas e trituradas rapidamente em liquidificador
industrial foram adicionadas em baldo de vidro de 5 litros contendo agua
destilada em volume suficiente para cobertura total do material vegetal,
iniciando o processo de hidrodestilagdo. Foram adotados aparatos do tipo
Clevenger graduados, acoplados a balbes de vidro, que foram aquecidos por
mantas térmicas elétricas com termostato. O processo de extracdo foi
conduzido durante 3 horas, contadas a partir da condensacao da primeira gota,
sendo verificado o volume de 6leo extraido na coluna graduada do aparelho de
Clevenger. Com objetivo de remover a agua residual foi adicionado ao 6leo
essencial sulfato de sédio anidro para evitar perdas por hidrélise durante o
armazenamento. Posteriormente, com o uso de pipeta do tipo Pasteur, o 6leo
foi acondicionado em frasco de vidro de 2 mL envolto com papel aluminio,

etiquetado e armazenado em congelador comercial a -5 °C ao abrigo da luz.
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3 Efeito do 6leo essencial de Lippia origanoides na inibicdo do
crescimento micelial in vitro de Aspergillus Niger

Os oOleos essenciais foram previamente diluidos em Tween 20, um
surfactante ndo ibnico e emulsionante, utilizado como agente dispersante para
solubilizar Oleos essenciais em agua (GENNARO, 1995) e que, segundo
Nascimento et al. (2007), em concentragdes entre 0,5 e 20% possui efeitos
antimicrobianos minimos. Dessa forma, foi utilizado como controle Tween 20 a
10% para avaliar a interferéncia deste solvente no crescimento microbiano.

O fungo A. niger foi multiplicado em meio BDA (batata-dextrose-agar) por
sete dias a temperatura ambiente (28+2°C) e discos de micélio com 5 mm de
diametro foram transferidos assepticamente para as placas de Petri contendo o
meio BDA com as concentracdes dos Oleos essenciais (0,125, 0,25, 0,5, 1 e 2
uL mL™). O éleo foi misturado em meio de cultura BDA, quando o meio se
encontrava na temperatura proxima ao ponto de solidificagéo.

As placas foram incubadas a 28+2°C e o crescimento micelial foi avaliado a
cada 48 horas, a partir da instalagdo do experimento, por meio da medig&o do
diametro da colénia com uma régua milimetrada, em dois sentidos
diametralmente opostos, durante o periodo de 14 dias de incubacao.

Para o calculo da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC),

(Bastos, 1997), foi aplicada a férmula:

Cresc. testemunha — Cresc. tratamento
PIC = x 100

Cresc. testemunha

Onde:

Cresc. test = diametro da testemunha

Cresc. trat = diametro do tratamento

Ao final deste periodo avaliou-se a esporulagdo do fungo. Para a
contagem de esporos nas culturas crescidas no meio BDA com 6leo essencial,
foram colocadas sobre a cultura de Aspergillus niger na placa de Petri, 20 mL

de solucado salina com duas gotas de Tween 20 e, em seguida, a colonia foi
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raspada com alga de Drigalski para a obtencdo da suspensdo de esporos. A
contagem de esporos de Aspergillus niger foi feita em camara de Newbauer e
microscopio éptico. O numero de conidios produzidos foi expresso em ndmeros
de conidios por cm?.

Os tratamentos consistiram dos 6leos essenciais obtidos em quatro épocas
(janeiro, abril, julho e outubro) nas concentragdes (0,125,0,25, 0,5, 1 e 2 yL mL’
1. Os controles consistiram de meio BDA e BDA+Tween 20 a 10%sem adic&o
do 6leo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (4x6) + 2 (4 6leos essenciais, 6 concentracdes e 2 controles)

com seis repeticoes.

4. Efeito in vitro do 6leo essencial de sobre a germinacao dos esporos
de Aspergillus niger
Para avaliar a inibicAo da germinagdo de esporos de A. niger, foram
adicionadas ao meio batata dextrose (BD) as concentragfes do Oleo essencial
(0,125, 0,25, 0,5, 1 e 2 pyL mL™). Posteriormente adicionaram-se 150 pL do
meio BD contendo as concentra¢cdes, em pogos de placas de microtitulagdo
(placas com 98 pocgos), sendo utilizados oito pogos para cada tratamento. Cada
poco recebeu 150 pL da suspensdo de esporos de Aspergillus niger na
concentracao 10° conidios mL?. As placas foram incubadas a 28,5°C em
camara de crescimento tipo BOD. Os controles negativos foram constituidos de
tween 20 a 10%e meio de cultura BD (Batata-dextrose) sem adi¢do do Oleo
essencial. A avaliacdo foi por meio da contagem aleatéria dos esporos,
registrando-se o niumero de esporos germinados e ndo germinados no total de
100 esporos, apos a adicdo de uma gota de lactofenol, em todos os
tratamentos, para paralisar a germinagédo de esporos. A adigdo do lactofenol
ocorreu no momento em que o tratamento controle apresentou 50% de esporos
germinados. Foi considerado como esporo germinado aquele cujo tubo
germinativo apresentava o comprimento superior ao dobro do diametro do
esporo.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (4x6) + 2 (4 dleos essenciais, 6 concentracdes e 2 controles) com cinco

repeticoes.
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5. Andlise Estatistica

As médias dos tratamentos foram submetidas a andlise de variancia pelo
teste de F e aplicado o teste de agrupamento de Scott-Knott (P<0,05). Para as
médias das concentra¢gfes foram ajustados modelos de regressdo polinomial.
As médias das testemunhas foram comparadas com as médias dos demais
tratamentos pelo teste t de contrastes ortogonais a 5% de significancia. As
andlises foram realizadas com auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2000)
e SAS-M (CANTERI et al. 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Efeito in vitro do 6leo essencial Lippia origanoides sobre do

crescimento micelial (cm) Aspergillus niger

O crescimento micelial de Aspergillus niger foi inibido nas diferentes
concentragdes do 6leo essencial de Lippia origanoides, obtidos em quatro
épocas do ano (Figura 1). A média do crescimento micelial entre os
tratamentos foi de 0,23 a 1,42 cm contrastando com a testemunha, o fungo

cresceu em meédia 8,0 cm (Figura 2).
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FIGURA 2: Comportamento do Aspergillus niger em meio BDA acrescido de diferentes
concentracdes do Oleo essencial de Lippia origanoides H.B.K, obtido na terceira
colheita, no crescimento do A. niger. A= controle BDA; B=controle BDA+Tween; C=1
uLmLY D=2 uL mL™E=0,5 yL mL™; F= 0,25 yL mL™; G= 0,125 uL mL™.

Durante o periodo de incubacao, foi possivel observar que, a partir da
menor concentracdo avaliada, houve um efeito positivo na inibicdo do
crescimento do Aspergillus niger (Figura 1).

ApGs o sexto dia de avaliagdo do crescimento, observou-se um maior
desenvolvimento do patégeno na concentragdo de 0,125 uL mL™ para os 6leos
obtidos na terceira e quarta colheita, sendo possivel constatar que para nesses
tratamentos houve uma maior eficiéncia na inibicdo do crescimento micelial do
fungo, a partir da concentracédo de 0,5 uL mL™ (Figura 1). Os resultados obtidos
neste trabalho corroboram com os estudos feitos por outros autores com
diferentes espécies. Souza Junior et al. (2009), avaliando concentracdes do
6leo essencial de Lippia sidoides observaram que 1uL mL™ inibiu totalmente o
crescimento micelial do fungo Colletotrichum gloeos-porioides, causador da
antracnose no maracujeiro amarelo (Passiflora edulis f flavicarpa Deg.). Jeong
et al. (2009) constataram que o 6leo de Cymbopogon citratus apresentou
atividade inibitéria sobre Aspergillus niger, observando a completa inibicdo do
crescimento apos 48 h de incubacdo. Ja Tian et al. (2012) avaliando o 6leo
essencial de Cinnamomum jensenianum nas concentracoes (1, 2, 4, 6, e 8 uL
mL™) observaram inibicdo no crescimento micelial do Aspergillus flavus a

medida que aumentou-se a concentracéo e os dias de incubacéo (9 dias).
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2. Efeito in vitro do O6leo essencial de Lippia origanoides sobre

inibicdo do crescimento micelial e esporulacéo de Aspergillus niger

A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial foi determinada aos 14
dias. O Aspergillus niger se desenvolveu bem nos tratamentos controle.
Entretanto, a adicdo do 6leo essencial inibiu significativamente o crescimento
do fungo (Figura 3). Resultados semelhantes foram encontrados por Pereira et
al. (2006), em dleo essencial de menta, onde os autores observaram inibicao
do desenvolvimento micelial de Aspergillus niger e Aspergillus. flavus nas
concentracdes 1500 e 2000 mg mL™, respectivamente. Martins et al. (2010)
verificaram que o 6leo de Melaleuca arternifolia reduziu o crescimento micelial
dos fungos Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e Alternaria
alternata, a partir da concentragédo de 0,2% incorporada ao meio de cultura.
Hillen et al. (2012), em estudos realizados com Oleo essencial de alecrim
(Rosmarinus officinalis) também verificaram inibicdo do crescimento micelial
de Rhizoctonia solani em todas as concentracdes (20, 40, 60, 100, 200, 500 e
1000 uL mL™) testadas. Kumar et al. (2014) avaliando 6leo essencial de
Erigeron annuus, verificaram a inibicdo de 85% no crescimento micelial do
Fusarium oxysporum, 82 % sobre Rhizoctonia solani e 65% sobre Sclerotinia
solani.

Os Oleos essenciais das quatro colheitas inibiram em torno de 95% o
crescimento micelial de A. niger (Figura 3). De acordo com os resultados
obtidos na composi¢éo quimica do 6leo essencial, descrito no capitulo anterior,
0 teor de carvacrol, componente majoritario conhecido por sua atividade
antimicrobiana (HYLDGAARD et al.,, 2012), variou ao longo das colheitas,
apresentando concentracfes mais baixas na terceira e quarta época. Contudo,
ndo influenciou negativamente a inibicdo do crescimento do fitopatdgeno.
Sugere-se entdo, que a acgdo antifungica do 6leo possa estar associada
também & presenca de outros componentes, incluindo os minoritarios. Segundo
Montanari et al. (2011), os constituintes minoritarios do Oleo essencial da
espécie sao criticos e podem influenciar a atividade antimicrobiana através de

um efeito sinérgico, potencializador ou antagdnico.
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FIGURA 3 Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial, in vitro, de Aspergillus
niger em diferentes concentracdes do 6leo essencial de Lippia origanoides H.B.K
obtidos em quatro época de colheita. C1= primeira colheita (janeiro); C2= segunda
colheita (abril); C3= terceira colheita (julho); C4=quarta colheita (outubro).

Na menor concentracdo testada (0,125 pyL mL™) do 6leo essencial foi
possivel observar a inibicdo do crescimento do fitopatégeno. De acordo com
Fontenelle et al. (2007) os principais constituintes de 6leos essenciais extraidos
de plantas que exercem atividade antifingica importante sao compostos
fendlicos como o timol, carvacrol ou eugenol. A forte acdo exercida pelo 6leo
essencial de L. origanoides sobre o desenvolvimento micelial de A niger
provavelmente ocorreu devido a presenca do carvacrol. Esta observacao esta
correlacionada a outros estudos que destacam a atividade antifingica desse
composto (KIM et al., 1995; CURTIS et al., 1996; ARRAS e USAI, 2001,
CHEBLI et al. 2003).
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Em relacdo a esporulacéo do A. niger, o 6leo essencial de L. origanoides
foi mais eficiente a partir da concentragdo 0,25 pyL mL™ inibindo 100% a
producéo de esporos. Entretanto, na concentracéo 0,125 uL mL™ observou-se
esporulagdo superior & testemunha (Figura 4). Possivelmente, isto pode ser
explicado devido ao estresse em que o fungo foi submetido através da adicao
do 6leo essencial favorecendo uma maior producdo de esporo em relacdo a
testemunha. Segundo Carnelossi et al. (2009), os 6leos essenciais de plantas
medicinais tém apresentado efeito fungicida tanto na esporulagdo quanto na

geminacgédo de conidios de diferentes fitopatdogenos.
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FIGURA 4 Esporulacdo (n° conidios cm?) de Aspergillus niger em diferentes
concentracdes do 6leo essencial de Lippia origanoides obtidos em quatro época de
colheita. C1= primeira colheita (janeiro); C2= segunda colheita (abril); C3= terceira
colheita (julho); C4=quarta colheita (outubro)

Os resultados obtidos indicam que o 6leo essencial de Lippia origanoides
apresenta efeito fungitdxico in vitro sobre o desenvolvimento do fungo A. niger

tanto no crescimento micelial como na esporulacgéo.
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3. Efeito in vitro dos 6leos essenciais sobre germinacao dos esporos

de Aspergillus niger

A eficiéncia do Oleo essencial Lippia origanoides sobre a inibicdo da
germinacdo de A. niger é apresentada na Figura 5. Os dados obtidos indicam
que o potencial inibitério do 6leo essencial na germinagdo do esporo foi
evidenciado a medida que aumentou a concentracdo do 6leo essencial (Figura
5). A partir da concentracdo de 1 pyL mL™ do 6leo essencial de Lippia
origanoides, ocorreu em média 91% da inibicdo de germinacdo dos esporos.

Apesar das menores concentragdes inibirem em torno de 95% o
crescimento do fungo, o mesmo n&o foi observado para germinacdo de
esporos, onde foi possivel observar 65% de inibicdo (Figura 5). Segundo
French (1992), os compostos quimicos presentes em substancias volateis
podem estimular ou inibir o desenvolvimento e a germinacdo de esporos de

fungos em determinadas concentragdes.
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FIGURA 5. Porcentagem de inibicdo germinacao de conidios de Aspergillus niger em
diferentes concentracdes do 6leo essencial de Lippia origanoides H.B.K obtidos em
qguatro épocas de colheita. C1= primeira colheita (janeiro); C2= segunda colheita
(abril); C3=terceira colheita (julho); C4=quarta colheita (outubro)

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, o 6leo essencial
obtido na primeira colheita se mostrou mais eficiente, sendo capaz de inibir a
germinacdo dos esporos de A niger em 82%, na concentracdo de 0,5 uL mL™,

alcancando em média 97,6% nas concentracdes 1 e 2 L mL ™.
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Somente a partir da concentragéo de 1 yL mL ™ o 6leo obtido na terceira
colheita atingiu uma inibicdo acima dos 90%, sendo que os mesmos resultados
para os 6leos da segunda e quarta colheita sé foi possivel na concentracdo de
2 yL mL * (Tabela 1). Em experimento realizado com outras espécies
medicinais os resultados de germinacdo atingiram 100% de inibicdo. Estudos
feitos por Silva e Bastos (2007) com Piper dilatatum, Piper callosum e Piper
marginatum var. anisatum, nas concentracdes de 0,4 e 0,5uL mL? encontraram
100% de inibicdo na germinagédo de basidiosporos de Crinipellis perniciosa,
agente etioldgico da vassoura-de-bruxa do cacaueiro. Nas espécies de
Cymbopogon nardus e Thymus vulgaris também foi possivel verificar a inibicdo
total da germinagdo dos uredinosporos de Phakospsora pachyrhizi, agente
etiologico da ferrugem da soja (MEDICE et al. 2007). Souza Junior et al. (2009)
também observaram que os Gleos essenciais de Lippia sidoides Cham e Lippia
citriodora Kunth nas concentragées 1, 3, 5 e 10 ug mL™ inibiram em 100% a
germinacdo dos esporos de Colletotrichum gloeosporioides. Ja& Kumar et al.
(2014) em estudos com diferentes espécies do género Erigeron, nao
observaram a inibicéo total da germinagédo dos esporos, contudo houve uma
inibicao significativa entre 78 a 97,5% na concentracdo 2000 mg mL™" sob o

Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum.

TABELA 1. Porcentagem de inibicdo da germinacéo de esporo de Aspergillus niger
H.B.K em diferentes concentracdes do 6leo essencial de Lippia origanoides obtidos
em quatro épocas de colheita. C1= primeira colheita (janeiro); C2= segunda colheita
(abril); C3=terceira colheita (julho); C4=quarta colheita (outubro) .

Amostras Concentracao (uL mL™ Controle
0,125 0,25 0,5 1 2 BDA BDA+Tween
C1 25.16b 34.15b 82.00a 98.20a 97.07 a 0.00 8.53
C2 2426 Db 3191b 48.76 b  56.04 c 94.83a 0.00 8.53
C3 3191a 36.62b 4471b 9595a 98.20a 0.00 8.53
C4 35.95a 45.16 a 51.23b 80.44b 92.80a 0.00 8.53

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste de Tukey.

Acredita-se que a natureza fisica dos Oleos essenciais, de baixo peso
molecular e de caracteristica lipofilica, permita-lhe penetrar nas membranas
celulares rapidamente (JEONG et al. 2009). Estudos feitos por Burt et al.

(2005) e Edris (2007) comprovam a alta eficiéncia dos 6leos essenciais em
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penetrar nos tecidos, sendo 100 vezes mais rapido do que a agua e 10.000
vezes mais rapida do que os sais. Além disso, 0s Oleos essenciais contém
varios compostos com atividade antimicrobiana (JEONG et al. 2009) que atuam
na ruptura da membrana celular (KNOBLOCH;PAULI; IBERL, 1989). Tais
descrigdes corroboram com os resultados encontrados por Toluee et al. (2010),
onde os autores verificaram por meio da miscrocopia de varredura, alteragdes
na morfologia do A. niger quando exposto a diferente concentragdes do 6leo

essencial de M. chamomilla.

CONCLUSOES

e O Oleo essencial de Lippia origanoides obtido em quatro épocas distintas
de colheita, apresenta efeito fungitxico sobre a inibicdo do crescimento

micelial de Aspergillus niger em todas as concentragdes testadas;

e As concentrages 1 e 2 yL mL™* do 6leo essencial de Lippia origanoides

proporcionam maiores taxas de inibicdo da germinacéo dos esporos;

e Os testes in vitro indicam o potencial de uso do 6leo essencial de Lippia

origanoides no controle de A. niger.
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CONSIDERACOES FINAIS

A Lippia origanoides apresenta potencial para ser inserida no mercado de
produtos naturais. Foi constatado neste trabalho que existem poucas pesquisas
com essa especie.

O cultivo de Lippia origanoides € viavel, uma vez que se estabeleceu bem
em casa de vegetagcdo e em campo. No entanto, por se tratar de uma espécie
medicinal, sua producéo foi influenciada pelos fatores analisados: época de
colheita e adubagéo.

Ao longo dos meses de avaliagdo (janeiro, abril, julho e outubro) foi
possivel verificar um aumento de biomassa e consequentemente maior
rendimento de 6leo essencial. Portanto, os maiores teores de 6leo foram
obtidos nos meses de Janeiro e Abril. Visando a produgéo do principio ativo da
Lippia origanoides, os primeiros meses seriam 0s mais indicados para a
colheita, ja que, neste periodo, houve um maior acimulo de 6leo essencial.

Em relacdo a adubacé&o, nos primeiros meses de colheita, ndo obteve-se
diferencas significativas entre as diferentes formas de adubacéo, ou seja, o
produtor poderd optar por um dos tipos de adubo (organico e mineral), levando
em consideracdo que o cultivo orgéanico é o mais indicado, pois permite o maior
equilibrio entre a produgéo e o ambiente.

O constituinte majoritario identificado em todas as amostras foi o carvacrol,
que possui elevada atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias
patogénicas; O linalol, segundo constituinte majoritario nas terceira e quarta
colheitas, confere a essa espécie potencial para ser utilizada na industria
cosmética pelo seu aroma floral.

A capacidade antioxidante do 6leo essencial da Lippia origanoides € um
indicador da aplicacdo na industria farmacéutica e alimenticia.

Os dados antimicrobianos sugerem que o uso do Oleo essencial dessa
espécie é uma alternativa para o controle de Aspergillus niger, causador da
podriddo vermelha do sisal. Os resultados foram promissores, inibindo em até
100% o crescimento micelial, esporulagcdo e germinagdo de esporos de
Aspergillus niger in vitro. Contudo, sugere-se que futuros trabalhos sejam feitos

em campo para verificar a eficiéncia do 6leo essencial no controle da doenca e
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atividade toxica do 6leo sobre plantas e animais, com objetivo desenvolver uma
metodologia segura para aplicagéo.

Este foi um dos trabalhos iniciais com a Lippia origanoides, visando néo
somente o uso potencial do seu 6leo, como também o estabelecimento de
técnicas de producdo. O conhecimento das caracteristicas agronémicas,
quimicas e bioativas da planta é necessério para atender um mercado
competitivo e exigente por padréo de qualidade, visto que a busca na producéo
de espécies com origem definida e garantias minimas de qualidade na
produgé&o representam um nicho de mercado com maior rentabilidade.

Logo, os resultados gerados por essa pesquisa apresentam grande
possibilidade de difusdo do conhecimento, tanto para as inddstrias quanto para

0s produtores rurais.



