UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE — UERN
FACULDADE DE CIENCIAS EXATAS E NATURAIS — FANAT
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS NATURAIS — PPGCN
MESTRADO EM CIENCIAS NATURAIS — MCN

MARIA REGILENE DE FREITAS COSTA PAIVA

PRODUCAO E QUALIDADE DE OLEO ESSENCIAL DA LIPPIA GRACILIS SCHAUER
EM FUNCAO DE DOSES DE NITROGENIO NA AUSENCIA E PRESENCA DE
FOSFORO.

MOSSORO
2014



MARIA REGILENE DE FREITAS COSTA PAIVA

PRODUCAO E QUALIDADE DE OLEO ESSENCIAL DA LIPPIA GRACILIS SCHAUER
EM FUNCAO DE DOSES DE NITROGENIO NA AUSENCIA E PRESENCA DE
FOSFORO.

Dissertacdo apresentada ao Programa de P0s-Graduacao
em Ciéncias Naturais, da Faculdade de Ciéncias Exatas e
Naturais da Universidade do Estado do Rio Grande do
Norte como requisito parcial para obtencdo do titulo de

Mestre em Ciéncias Naturais.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Gonzaga de Oliveira Matias
Co-orientadora: Prof2 Dr® Cynthia Cavalcanti de

Albuquerque

MOSSORO
2014



MARIA REGILENE DE FREITAS COSTA PAIVA

PRODUCAO E QUALIDADE DE OLEO ESSENCIAL DA LIPPIA GRACILIS SCHAUER
EM FUNCAO DE DOSES DE NITROGENIO NA AUSENCIA E PRESENCA DE
FOSFORO.

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-Graduacao
em Ciéncias Naturais, da Faculdade de Ciéncias Exatas e
Naturais da Universidade do Estado do Rio Grande do
Norte como requisito parcial para obtencdo do titulo de

Mestre em Ciéncias Naturais.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Gonzaga de Oliveira Matias
Coorientadora: Prof2 Dr® Cynthia Cavalcanti de

Albuquerque

Aprovada em 26 de Fevereiro de 2014.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Luiz Gonzaga de Oliveira Matias (Orientador)

Universidade do Estado do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Carlos Henrique Catunda Pinto
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Renato Silva de Castro

Instituto Federal do Rio Grande do Norte



Primeiramente a Deus, que em todos 0s momentos esteve

comigo e me concedeu saude, paz e forca para vencer.

Ao meu pai, Manoel Raimundo da Costa, (In Memoriam),

pelo amor, cuidado e incentivo nos estudos que me deu.

A minha mée, Joana Luiza de Freitas, a responsavel pela

minha educacéo e formacao.

Aos meus irmaos, Maria Reijane, Regione Freitas e

Rikelly Priscila, meus eternos companheiros e amigos.

Ao meu esposo, Onésimo de Oliveira Paiva, que com amor e carinho esta ao meu lado,

apoiando-me e torcendo pelo nosso sucesso.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela presenca constante em minha vida; pela graca concedida; pelo amor e

cuidado, assim como por realizar mais um desejo do meu coragao.

Aos meus pais, Joana Freitas e Manoel Costa (In Memoriam). Obrigada pelos
ensinamentos de vida; por ser a base na construcdo dos meus principios e pelo imenso amor a

mim dedicado.

Aos meus irmdos, Maria Reijane, Regione Freitas e Rikelly Priscila, por toda
confianca e apoio.

Aos meus sobrinhos, Luan Alan, Luiza Rayane, Luane Ramony, Lucas Vinicius,

Leticia e Jodo Pedro, pelo imenso amor e carinho a mim dedicado.
A0 meu esposo, Onésimo Paiva, pelo auxilio nos momentos que necessitei, pela
paciéncia e compreensdo nos dias de estudo, pelo amor e carinho, e por estar sempre ao meu

lado.

A Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN), pela oportunidade de

realizacdo deste curso.

A todo o corpo docente do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Naturais, pelos

conhecimentos transmitidos, que foram fundamentais para minha formacéo académica.

Ao apoio financeiro fornecido pela Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Rio Grande do
Norte (FAPERN).

Ao Prof. Dr. Luiz Gonzaga de Oliveira Matias, pela orientacdo neste trabalho.

A Prof. Dr®. Cynthia Cavalcanti de Albuquerque, pela coorientacdo, amizade,

paciéncia, compreensdo e ensinamentos compartilhados durante a realizacdo deste trabalho.



Ao Prof. Dr. Fabio Henrique Tavares de Oliveira, pela dedicacdo em cada trabalho

realizado, pelo incentivo e apoio, pela amizade e pela grande ajuda neste trabalho.

Ao Prof. Ms. Jaécio Carlos Diniz, por me receber muito bem no Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais do Departamento de Quimica, e pela enorme contribuicdo dada
neste trabalho.

Ao funcionario técnico do Laboratério de Botanica da UERN, Fabio Mesquita, pelo
apoio na realizacdo deste trabalho.

Aos amigos do Laboratorio de Cultura de Tecidos, Eleneide Gurgel, Ménica Silva,
Valdiglézia Arruda, Ricardo Goncalves, Keithy Andrade e Gessyka Silva pela inestimavel
colaboracéo na realizagdo deste trabalho.

Aos meus amigos do mestrado, José Laércio, Emanoella Delfino, Marta Postai e

Bruna Abreu, pela amizade, conselhos e incentivos.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacdo deste trabalho.

Muito obrigada.



RESUMO

A planta Lippia gracilis Schauer é endémica do Nordeste brasileiro e possui 6leo essencial
com diversas utilidades medicinais. Considerando que a adubacgdo é uma pratica fundamental
para a exploracdo econdmica dessa cultura, montou-se um experimento em casa-de-vegetacao
para avaliar a resposta da L. gracilis Schauer a adubacdo nitrogenada na presenca e na
auséncia da adubacédo fosfatada. O experimento foi montado no delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes. Foram avaliados doze tratamentos, correspondentes a seis
doses de nitrogénio (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg dm™ de N) combinadas com duas doses
de f6sforo (0 e 100 mg dm™ de P). A unidade experimental era formada por um vaso plastico
contendo oito litros de substrato e uma planta de L. gracilis Schauer, obtida por estaquia. As
fontes de N e de P utilizadas nas adubagOes foram ureia e fosfato monoamonico (MAP). Aos
60 dias apds o inicio da aplicacdo dos tratamentos, as plantas foram colhidas e realizadas as
analises quimicas para determinacao dos teores de clorofilas a e b, clorofila total, carotendides
totais, amino&cidos sollveis totais, proteinas totais, além da andlise nutricional nas folhas,
producdo de matéria seca, teor do 6leo essencial produzido e a cromatografia dos constituintes
do oOleo. Os resultados obtidos indicaram que a adubagdo nitrogenada aumentou 0s
rendimentos de matéria seca da parte aérea da planta e de 6leo essencial, tanto na presenca
guanto na auséncia da adubacéo fosfatada. Os resultados obtidos indicam que o aumento da
disponibilidade de nitrogénio influenciou todas as varidveis estudadas tanto na auséncia
quanto na presenca da adubacdo fosfatada. A producdo de matéria seca apresentou efeito
quadratico para as doses de N, desse modo, nas condicGes desse experimento a producgéo
méaxima de matéria seca foi obtida com 114,01gplanta de N, 0 que corresponde a dose de
400mgdm™ de N. A cromatografia gasosa mostrou que os constituintes de interesse comercial
permaneceram presentes no 6leo essencial em quantidades significativas com adubacéo
mineral.

PALAVRAS-CHAVE: Alecrim da Chapada. Plantas Medicinais. Adubacéo Mineral.



ABSTRACT

The plant Lippia gracilis Schauer is endemical to the Brazilian northeast and possesses
essential oil with diverse medicinal properties. Considering that fertilization is a fundamental
practice for the economical exploration of this culture, an experiment was assembled in a
greenhouse to evaluate the response of the Lippia gracilis Schauer over nitrogenous
fertilization in the presence and absence of phosphate fertilization. The experiment was
brought together in the delineation entirely design, with five repetitions. Twelve treatments
were appraised, corresponding six doses of nitrogen (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg dm™ of
N) combined with two doses of phosphorus (0 e 100 mg dm™ of P). The experimental unity
consisted of an eight-liter plastic vase containing substrate, and one L. gracilis Schauer plant,
obtained from cuttings. The N and P sources utilized in the fertilization procedures were urea
and monoammonium phosphate (MAP). 60 days after the treatment application started, the
plants were harvested and chemical analyses were performed to determine the ratio of
chlorophylls a and b, total chlorophyll, total carotenoids, total soluble amino acids, total
proteins, besides nutritional analysis of leaves, production of dry matter, produced essential
oil ratio, and oil constituents chromatography. The achieved results indicated that nitrogenous
fertilization increased dry matter profit of the plant aerial part and essential oil, both in
presence and absence of phosphate fertilization. The obtained results indicate that the increase
of nitrogen availability influenced all studied variables in presence and absence of phosphate
fertilization. The dry matter production presented quadratic effect for N doses, thus, in this
experiment conditions the maximum dry matter production was obtained with 114,01gplant
of N, which corresponds to 400mgdm™ of N dose. The gas chromatography showed that the
constituents of commercial interest remained present in the essential oil at significant
quantities with mineral fertilization.

KEYWORDS: Plateau Rosemary. Medicinal Plants. Mineral Fertilization.
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INTRODUCAO

Oleos essenciais sd0 compostos quimicos volateis menos densos e mais Viscosos
que a agua a temperatura ambiente, podendo ser extraidos a partir de uma grande variedade de
plantas, sendo normalmente encontrados, em baixas concentragdes, em glandulas especiais da
planta, denominadas tricomas (NAVARRETE et al., 2011).

Os Gleos essenciais sdo provenientes do metabolismo secundario dos vegetais e,
segundo Morais (2009), esses 6leos sdo constituidos por uma mistura complexa de diversas
classes de substancias, dentre elas os fenilpropandides, mono e sesquiterpenos, para os quais é
atribuida a atividade antimicrobiana de muitos desses 6leos.

As principais caracteristicas dos 0leos essenciais sdo sua fragrancia e suas
atividades antimicrobianas e antioxidantes, sendo, portanto, largamente utilizados em
industrias de perfume; de aditivos naturais para aromatizar alimentos; nas industrias
farmacéuticas, por conter estruturas fenolicas que o tornam ativo contra microrganismos; e em
industrias de cosméticos (NAVARRETE et al., 2011). A alta demanda por 0leos essenciais
como matéria-prima para diversas industrias do mercado mundial faz com que haja uma
necessidade do aumento em sua producéo, a fim de atender todo o comeércio interno e externo
destes produtos (BI1ZZO et al., 2009).

A producdo de 6leo essencial no mundo € estimada em 45 a 50 mil toneladas,
atingindo valores de U$1 bilhdo anuais (GAMA, 2011). O Brasil tem lugar de destaque na
producéo de 6leos essenciais, ao lado da india, China e Indonésia, sendo estes considerados os
quatro maiores produtores mundiais do produto (Bl1ZZO et al., 2009). Os autores ainda
afirmam que esta posicéo do Brasil deve-se aos 6leos essenciais extraidos dos citricos, como
subprodutos da industria de sucos. O Brasil produz e exporta, por ordem de importancia,
6leos de laranja, limdo, eucalipto, pau-rosa, lima e capim-limdo (FERRAZ et al., 2009).

Os Oleos essenciais de espécies da flora medicinal da Caatinga apresentam-se
como uma fonte promissora de novos antimicrobianos, pois esse bioma, com suas
peculiaridades climaticas, proporciona um incremento na biossintese de dleos essenciais. Na
maioria das vezes, 0s Oleos essenciais apresentam aumento em seu teor quando as plantas
produtoras se encontram em ambientes com temperaturas elevadas (MORAIS, 2009). Esta
condicdo climatica proporciona um aumento no teor do 6leo, e por isso as plantas produtoras

de 6leo essencial do Nordeste brasileiro apresentam vantagens, visto que nessas regides as
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temperaturas sdo em meédia de 28°C, podendo ser cultivadas em grande escala para extracdo e
comercializacdo desses compostos.

Na medicina tradicional nordestina, espécies pertencentes ao género Lippia
(Verbenaceae) sdo bastante utilizadas, e dentre essas espécies, a Lippia gracilis Schauer se
destaca. Esta espécie € um arbusto nativo da Caatinga e produz um Gleo essencial com
propor¢Bes  variaveis de fitoquimicos antimicrobianos de acdo comprovada
(ALBUQUERQUE et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008; NETO et al., 2010).

A espécie apresenta propriedades medicinais, como atividade antimicrobiana no
tratamento de infecgbes gastrointestinais, respiratdrias, cutaneas, e destaca-se por apresentar
altos teores de monoterpenos (ALBUQUERQUE et al., 2006).

A sintese de principios ativos nas plantas medicinais é derivada do metabolismo
secundario e pode ser regulada tanto por fatores genéticos quanto ambientais. Entre os fatores
de estresse que interferem na composicdo quimica da planta, a nutricdo merece destaque, pois
a deficiéncia ou o excesso de nutrientes pode interferir na producdo de biomassa e na
quantidade de principio ativo (MAPELI et al., 2005).

Portanto, o status nutricional da planta tem grande importancia na obtencdo de
produtos do metabolismo secundario, sendo por isso muito importante ter um programa de
adubacdo voltado especificamente para a cultura desejada. Os nutrientes que apresentam
maior relevancia em um programa de adubacdo em solos do Nordeste brasileiro sdo o N e P.
De acordo com Malavolta et al. (1997), o nutriente mais importante € o N, devido a grande
quantidade requerida pelas plantas e pela alta dindmica do solo, e o segundo mais importante
é 0 P. Os solos do Nordeste possuem baixos teores de P, sendo considerados os mais
limitantes para o desenvolvimento das plantas.

Tendo em vista a grande importancia da adubacdo nitrogenada e fosfatada para
maioria das culturas, e levando em consideracdo a restri¢cdo de resultados de pesquisa sobre a
influéncia desse tipo de adubacdo no incremento de dleos essenciais, este estudo tem como
objetivo avaliar a producdo da planta Lippia gracilis Schauer sob diferentes doses de
adubacdo mineral, visando aumentar a rentabilidade da cultura e definir as doses

recomendadas de N e P.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Lippia gracilis Schauer

A espécie Lippia gracilis pertence a familia Verbenaceae e é constituida por
aproximadamente 100 géneros e 2.600 espécies (CRONQUIST, 1981) encontradas em
regides temperadas, tropicais e subtropicais de ambos os hemisférios (BONZANI et al.,
2003). Seus representantes apresentam habitos variados, desde arvores de grande porte
(Tectoma grandis L.) até ervas (Verbena officinalis L.) (METCALFE; CHALK, 1972;
BRAGA et. al., 2009).

O género Lippia é o segundo maior da familia Verbenaceae, com
aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e pequenas arvores em trés centros de
dispersdo, sendo o Brasil o maior deles, com 111 espécies, que se destacam por seu aspecto
chamativo no periodo da floracdo e por seu aroma forte e geralmente agradavel
(TERBLANCHE; KORNELIUS, 1996; PASCUAL, 2001; GOMES, 2009). O género Lippia
é conhecido por apresentar, principalmente, atividade antimicrobiana, antiinflamatoria,
antioxidante e larvicida (BOTELHO et al., 2007; MENDES et al., 2010; DAMASCENO et
al., 2011).

Lippia gracilis Schauer, conhecida popularmente como alecrim-da-chapada ou
alecrim-de-serrote, ¢ uma planta aromatica endémica do Nordeste brasileiro, préprio da
vegetacdo semiérida. E encontrada predominantemente nos estados da Bahia, Sergipe e Piauf
(LORENZI e MATOS, 2002) e apresenta-se como um arbusto de aproximadamente 2,5 m de
altura, bem ramificado, de folhas pequenas e flores brancas, ambas bastante odoriferas
(GOMES et al.,, 2011). A planta possui grande resisténcia a seca e altas temperaturas,
perdendo suas folhas somente ap6s um longo periodo de estiagem (OLIVEIRA et al., 2008).

No Nordeste do pais as espécies de Lippia sdo usadas na medicina popular para o
tratamento de resfriados, gripes, bronquites e tosse. Em muitos casos, as partes usadas sdo as
folhas e flores na forma de infusdo ou decocto administradas oralmente ou através de
emplastos (PASCOAL et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2006). Além dessas utilidades Matos,
(2002) sugere essa espécie como antisséptica local, no tratamento da seborréia, na cura de
impingem e dermatoses.

A espécie apresenta propriedades medicinais destacando-se por apresentar altos

teores de monoterpenos. Os compostos quimicos presentes no 6leo essencial, principalmente
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0s monoterpenos carvacrol e timol, tem apresentado forte acdo contra bactérias e fungos
(ALBUQUERQUE et al., 2006; GOMES et al., 2011).

Entre as plantas utilizadas como medicinais, a L. gracilis tem se destacado pelas
suas comprovadas propriedades bactericida e antifingica, tornando-a uma planta promissora

para as industrias quimica e farmacéutica.

1.2. Oleo essencial

1.2.1. Oleo essencial de Lippia gracilis Schauer

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos, compostos
fendlicos e alcaloides. Estes compostos sdo descritos como “‘secundarios” e, embora nédo
sejam necessarios ao ciclo da vida das plantas, desempenham papel na interacdo destas com o
meio ambiente (PERES, 2004).

As caracteristicas farmacoldgicas das plantas estdo diretamente ligadas as
substancias que elas produzem por meio de seu metabolismo secundario. Essas substancias
sdo denominadas dleos essenciais (OLIVEIRA, 2012).

O dleo essencial € uma mistura complexa de substancias volateis lipofilicas
(metabdlitos secundarios), geralmente odoriferas e liquidas. Podem ser chamados de 6leos
volateis, 6leos etéreos ou essenciais, devido a algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas,
como volatilidade, solubilidade em solventes organicos (como o éter) e aroma intenso, muitas
vezes agradavel (MATTOS et al., 2007).

No género Lippia, a secrecdo de 6leos essenciais tem sido associada a presenca de
tricomas, os quais normalmente sdo de formas variadas entre grupos vegetais, mas, em geral,
uniformes dentro de um mesmo taxon (GOMES et al., 2011).

O oleo essencial de L. gracilis geralmente é extraido das folhas e flores.
Geralmente possuem atividade anti-inflamatéria (GUILHON et al., 2011), antimicrobiana
(ALBUQUERQUE et al., 2006; NETO et al., 2010), inseticida (SILVA et al., 2008) e efeito
analgésico (MENDES et al., 2010).

O dleo essencial obtido a partir desta espécie contém concentracdes variaveis de
compostos organicos com atividade antimicrobiana, destacando-se o carvacrol, o timol, ¢ o p-
cimeno (Figura 1) (ALBUQUERQUE et al., 2006; BURT, 2007; CAVALCANTI, 2006;
CENTRO NORDESTINO DE INFORMAGCOES SOBRE PLANTAS, 2009; DUKE, 2009;
NETO, 2007; NEVES et al., 2008; DANTAS, et al., 2010).
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Figural. Estrutura molecular do timol, carvacrol e p-cimeno

Timol Carvacrol p-Cimeno
CH3 CH3 CH3

| L _on 1.

[-. T J\__ --,’}'f] [\. =

\[' ~OH I

Hac”  CH3 Hac” T“CH3 Hac”  T“CH3
Fonte: JOCA, 2012.

O timol e carvacrol sdo fendis monoterpendides biosintetizados em plantas a
partir do y-terpineno e p-cimeno. Por isso, estes Ultimos estdo sempre presentes em 0leos
essenciais que contém timol e carvacrol (BASER; DEMIRCI, 2007).

A composigdo quimica do Oleo de L. gracilis Schauer mostra flutuagdes
quantitativas dos componentes majoritarios, provocadas possivelmente pelas condigdes
genéticas, pela localidade e pelas condigdes em que a planta € cultivada. Com isso, € comum
pesquisadores encontrarem diferentes proporcbes dos constituintes nas analises fitoquimica
das pesquisas. (GOMES et al., 2011).

Lorenzi e Matos (2002) afirmaram em pesquisa que a analise fitoquimica do 0leo
da L. gracilis registra até 2% de 6leo essencial, cuja composi¢do contém timol ou mistura de
timol e carvacrol. Matos (2000) afirma que o 0leo é constituido por p-cimeno (14,5%), gama
terpineno (10,6%) e carvacrol (38,4%) como constituintes majoritarios, enquanto Silva et al.,
(2008) mencionam que os principais constituintes do 6leo da L. gracilis sdo o carvacrol
(44,43%), p-cimeno (9,42%), y-terpineno (9,16%), B-cariofileno (8,83%), e o timol (3,83%).

Trabalhos realizados com a L. gracilis revelam que o rendimento e a composi¢ao
do 6leo essencial variam de acordo com as condi¢fes climaticas, caracteristicas do solo,
temperatura, horario de colheita, entre outros. Diante disso, pesquisas devem ser realizadas
com o objetivo de determinar as condi¢6es ideais de cultivo para cada regido onde esta possa
garantir melhor qualidade do 6leo e um maior rendimento, proporcionando, assim, maior

lucro para o produtor.
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1.2.2. Importancia econdmica dos 6leos essenciais

Oleos essenciais sdo fontes de matéria-prima para indUstrias quimica,
medicamentos, perfumaria e alimentos, possuindo alto valor de mercado agregado. Desta
forma, possuem um interesse crescente para pesquisas cientificas, devido as suas atividades
antifungicas e antibacterianas.

O mercado mundial de 6leo essencial movimenta em torno de US$ 15
milhdes/ano, apresentando crescimento aproximado de 11% anuais (BIZZO et al., 2009).

Os 6leos essenciais derivados de citros sdo responsaveis pelo alto valor da
producdo desse tipo de substancias, pois s@o largamente utilizados em perfumaria, materiais
de limpeza e na area farmacéutica em geral. No Brasil, a principal espécie produtora de 0leo
medicinal é a Eucalyptus globulus, enquanto a espécie produtora de 6leo para a perfumaria é a
E. citriodora, rica em citronelal, ao lado de E. staigeriana, rica em citral. (B1ZZO et al.,
2009).

Devido as atividades bactericidas e antifingicas ja comprovadas da L. gracilis,
seu Oleo essencial apresenta potencial econdmico para concorrer no mercado mundial deste
produto, pois existe demanda por novos produtos com atividade antimicrobiana e inseticida.
Devido a esse fato, é fundamental o desenvolvimento de pesquisas aplicadas a producéo de
Oleo essencial dessa espécie, de modo a se obter grande quantidade de déleo com étima

qualidade e maximo rendimento.

1.3. Nutricdo mineral de plantas

O estudo da nutricdo de plantas trata da aquisicdo de elementos nutritivos e da
funcdo desses elementos na vida das plantas. Como uma ciéncia, a nutricdo de plantas é uma
especialidade dentro do topico geral da fisiologia vegetal. As fungdes metabolicas e
bioguimicas dos elementos quimicos ligam a nutricdo de plantas a outros aspectos da
fisiologia, da bioguimica e da biologia molecular de plantas. Por outro lado, as interacdes das
raizes de plantas com o seu ambiente quimico associam a nutricdo de plantas a ecologia
(EPSTEIN; BLOOM, 2006).

A nutricdo de plantas é uma das principais ferramentas usadas para incrementar a
produtividade e a rentabilidade das culturas. Para o produtor alcangar grande produtividade de

uma determinada cultura, torna-se primordial o uso de adubos quimicos, utilizando-os em
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quantidades adequadas, de modo a atender a critérios econdémicos e, a0 mesmo tempo,
ambientais, para que se possa alcancar alta produtividade e conservar as propriedades fisicas
do solo, mantendo-o em equilibrio.

O uso indiscriminado de adubos quimicos pode causar grande impacto ambiental
no solo onde este causa desagregacdo das particulas, levando-o a desertificagdo, além de
contaminar os mananciais hidricos, alterando o ecossistema ao seu redor. Contudo, quando
utilizado de maneira correta, proporciona maior produtividade e rentabilidade da cultura e
maior lucro para o produtor, além de manter o ambiente em equilibrio.

Para 0 estabelecimento de um programa apropriado de adubacdo, é necessario
identificar os principais problemas inerentes & nutricio da planta e, posteriormente,
determinar quais nutrientes sdo limitantes, suas quantidades, épocas e formas de aplicacdo
corretas (MALAVOLTA et al., 1997).

A dose do nutriente a ser aplicada depende fundamentalmente do teor do elemento
disponivel no solo e a expectativa de rendimento a ser obtido. As doses sdo obtidas por meio
de experimentos de calibracdo e sdo fornecidas através de tabelas de recomendacbes de
adubacdo de cada estado ou regido brasileira, ou nos pacotes tecnoldgicos que existem para a
cultura nas areas de aptidao agricola (PEREIRA, 2011).

O desenvolvimento vegetal e a producdo de Oleos essenciais em plantas
aromaticas sdo influenciados por varios fatores ambientais, incluindo condicbes edaficas.
Neste sentido, os macronutrientes N, P e K atuam influenciando vérios eventos bioquimicos
do metabolismo primario e secundario de plantas (TAIZ; ZEIGER, 2004). Segundo Sangwan
et al. (2001), a aplicacdo de fertilizantes em plantas aromaticas normalmente afeta a producéo
de Oleos essenciais, tendo assim necessidade de se avaliar as exigéncias de cada espécie, bem
como 0 manejo adequado da adubacéo.

Para Lippia gracilis Schauer, as informac6es sobre adubacdo ainda sdo pouco
conhecidas, ndo possuindo tabela de recomendacdo de adubacdo. Embora as espécies do
género Lippia sejam fontes de importantes compostos potencialmente ativos, as informacgdes
cientifico-agronbmicas sobre estas plantas crescem em ritmo lento (DINIZ et al., 2003;
MARINHO et al., 2011).

L. gracilis Schauer é encontrada em solos calcéarios, onde, de acordo com Scholl e
Nieuwenhuis (2003), existe uma grande quantidade de cal (carbonato de calcio) e aparecem,
na maioria das vezes, em areas aridas e muito aridas, tendo a agua como fator limitante para a
agricultura, além de possivel afloramento rochoso. Esses tipos de solos apresentam boa

estrutura e boa capacidade de retencdo de agua, apresentando-se férteis, apesar do seu baixo
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teor de matéria organica. Mesmo a L. gracilis sendo considerada uma planta rastica, nao
significa que ndo precisa de nutrientes ou que ndo responda a adubagdo mineral.

Atualmente, a Lippia esta despertando grande interesse econdmico para industrias
quimica e farmacéutica, pois representa uma nova alternativa de mercado para a producéo de
medicamentos naturais.

A elaboracdo de recomendacOes de fertilizagdo nitrogenada e fosfatada para a
cultura da L. gracilis com base em resultados de pesquisas ira evitar a aplicacdo de doses de
nutrientes aquém ou além das necessidades dessa cultura, proporcionando beneficios
econdbmicos e ambientais. Doses de nutrientes aquém das necessidades da planta causam
baixa produtividade, porém, doses excessivas de nutrientes podem causar prejuizos
econémicos e ambientais. Portanto, o desenvolvimento de uma recomendacdo de adubacgéo

baseada em curvas de resposta é indispensavel para o cultivo da L. gracilis Schauer.

1.3.1. Nitrogénio e Fosforo

No sistema solo-planta, o nitrogénio mineral é absorvido nas formas de nitrato ou
amonio, 0s quais entram em contato com as raizes das plantas preferencialmente pelo fluxo de
massa (MALAVOLTA et al., 1997; PEREIRA, 2011).

No solo, o nitrogénio apresenta diversas formas organicas e inorganicas que estao
dinamicamente equilibradas por meio do ciclo do N, o qual é bastante complexo. O nitrogénio
pode se incorporar ao sistema solo-planta a partir dos restos culturais, por processos de
fixacdo biologica, adubacdo com fertilizantes industriais, e também por precipitacdo induzida
por descargas elétricas (RAIJ, 1991; PEREIRA, 2011).

O N é constituinte de varios compostos organicos nas plantas, como aminoacidos,
4cidos nucleicos, proteinas, enzimas, clorofilas, dentre outros (TAIZ; ZEIGER, 2010). E um
macronutriente essencial, sendo fundamental para o crescimento das plantas. De acordo com
Epstein e Bloom (2006), sua deficiéncia é a mais dramatica em seus efeitos, exceto pela seca;
sua auséncia causa clorose generalizada e habito estiolado; o crescimento é retardado e lento,
e as plantas adquirem uma aparéncia ndo vigcosa. Por ser um elemento movel, as partes mais
maduras sdo as primeiras a apresentarem 0s sintomas, pois 0 nitrogénio transloca-se de
regibes mais velhas para as mais jovens, que crescem ativamente.

O nitrogénio € o nutriente mais limitante para muitas culturas no mundo, e 0 seu
uso eficiente é de extrema importancia econémica para os sistemas de produgdo. Além do

mais, a dindmica natural do nitrogénio e a perda deste no sistema solo-planta criam um
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desafio Unico para seu correto manejo (FAGERIA; BALIGAR, 2006; RODRIGUES et al.,
2010).

Dentre os fatores que influenciam o desenvolvimento das plantas, a adubacao
fosfatada merece destaque, em virtude dos solos brasileiros apresentarem comumente baixos
teores desse elemento, como afirmam os estudos de Raij et al., (1982). Os autores revelam
deficiéncia generalizada de fosforo disponivel nos solos brasileiros, ocorrendo casos em que
ndo se consegue qualquer producdo das culturas sem aplicacdo desse nutriente, como ocorre,
por exemplo, nos Cerrados na regido Centro-Oeste.

A folhagem verde-escura ou azul-esverdeada é um dos primeiros sintomas da
deficiéncia do P. Além disso, muitas espécies frequentemente apresentam pigmentos
vermelhos, purplreos e marrons nas folhas, sendo estes especialmente ao longo das nervuras.
A planta apresenta, além destes sintomas, crescimento reduzido e, quando em deficiéncia
severa, tornam-se enfezadas (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

O fosforo € o nutriente mais limitante da produtividade de biomassa em solos
tropicais; importante para divisdo celular, diretamente relacionado com o acimulo de matéria
seca, fotossintese, formacdo de acUcares e amidos, também influencia na absorcdo e no
metabolismo de varios outros nutrientes, especialmente o nitrogénio (NOVAIS; SMITH,
1999; REPKE et al., 2012).

O foésforo aumenta a eficiéncia do nitrogénio absorvido, o qual se une as cadeias
carbonadas, incrementando, assim, a formacdo de novos tecidos. Consequentemente, a
longevidade das folhas fotossinteticamente ativas, as quais sob condi¢des ambientais
favoraveis, elevam a eficiéncia do uso da radiacdo solar, aumentando, portanto, o acumulo de
matéria seca e producdo de graos (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Instalagao do experimento

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo da Faculdade de Ciéncias
Exatas e Naturais (FANAT), no Campus Central da Universidade do Estado do Rio Grande
do Norte (UERN), com a latitude de 06°12°43” S e longitude de 37°20°39” W, na cidade de
Mossoré —RN.

O experimento obedeceu ao esquema inteiramente casualizado, sendo aplicados
12 tratamentos com 5 repeticdes, totalizando 60 plantas. Estacas com aproximadamente 20
cm de comprimento foram utilizadas como fonte de propéagulo, sendo estas coletadas de
plantas matrizes localizadas no Sitio Boqueirdo, na Cidade de Felipe Guerra-RN, com latitude
de 5° 60’ 22” S e longitude de 37° 67°92” W. Segundo IDEMA (2013), as caracteristicas
climéaticas do municipio constituem-se por um clima muito quente, semiarido e temperatura
média anual em torno de 27,8°C, com esta¢des chuvosas que podem se estender até o més de
outubro. As caracteristicas quimicas e fisicas do solo da area da coleta encontram-se dispostas

nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Andlise quimica do solo do local de coleta na cidade de Felipe Guerra-RN.

N pH CE MO P K' Na" Ca” Mg2+ AI3+ (H+A) SB t CTC V. m PST

o/Kg (Agua) dS/m g/Kg — ------ mg dm--- eMOIC M Pemmmmmmmmmeeeeeeeeee e %------
0,14 821 0,26 279 29 299,7 249 1250 440 000 o000 17,78 17,78 17,78 100 O 1

Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

Tabela 2. Andlise fisica do solo do local de coleta na cidade de Felipe Guerra-RN.

Fracoes granulométricas Densidade
Kg/Kg ----Kg/dm?----
Areia Grossa Areia Fina Areia Total Silte Argila Aparente
0,22 0,33 0,55 0,27 0,18 2,49

Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

Apos a coleta, a base das estacas foram imersas em solu¢do de acido naftaleno
acético (50 mgL™) por 24 horas antes do plantio para induzir o enraizamento, e logo em
seguida foram plantadas em vasos plasticos com capacidade de 8 kg de substrato, sendo este
formado por areia lavada, barro vermelho e composto organico comercial (Polifértil®) na
proporcao de 2:1:1/2, respectivamente. Em cada vaso foram plantadas 4 estacas, as quais

permaneceram por 50 dias, quando foi realizado o desbaste, deixando apenas uma planta por



22

vaso. As caracteristicas quimicas e fisicas do substrato encontram-se dispostos nas Tabelas 3
ed.

Tabela 3. Analise quimica do substrato.

N pH CE MO P K*  Na" Ca* Mg® APF* (HtA) SB t CTC V m PST

g/Kg (agua) dS/m g/Kg — ------ mg dm3----- cmolc dm™ %
112 84 - 78 2568 1017 4888 45 07 0 0 759 759 759 100 0 g

Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

Tabela 4. Andlise fisica do substrato.

FracGes granulométricas Densidade Porosidade Total
KQIKg-mmmmmmmmmmmmmmmmeeemmmmee e Kg/dm3----- %
Areia Areia Fina Acreia Total Silte Argila Aparente Real -
Grossa g P
0,71 0,16 0,88 0,04 0,09 1,538 2,60 40,8462

Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.
2.2. Conducéo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo telada com sombrite, que
barra 70% de luminosidade, e temperatura em torno de 29°C. A irrigacdo foi realizada de
maneira manual, utilizando uma proveta e aplicando 1.000 ml de agua diariamente para repor
as perdas por evapotranspiracdo e lixiviagdo. A quantidade de agua disponibilizada as plantas
foi dada pela retirada da capacidade de vaso, colocando um vaso com substrato seco em um
recipiente com volume de agua conhecido. Quando a agua atingiu a superficie do substrato,
por capilaridade, foi quantificada a agua retida, sendo esta a capacidade do vaso.

Apos 65 dias do plantio das estacas, foram aplicados 11 doses com N e P com
diferentes concentracbes em forma de regressdo, sendo que o tratamento utilizado como
testemunha ndo recebeu nenhuma dose de N e P. Os demais nutrientes que ndo estavam sendo
avaliados foram aplicados em todos os tratamentos na mesma proporcéao (Tabela 5).

Cada tratamento foi repetido por 5 vezes, o que resultou em 60 vasos. Os
nutrientes N e P que estavam sendo avaliados foram aplicados na irrigacdo a partir de Fosfato
monoaménio (MAP), Ureia e Dihidrogenofosfato de potassio, sendo realizado 1 aplicacdo de
MAP na primeira aplicacdo e 3 aplicacGes de Ureia parceladas em 10, 20 e 30 dias ap0s a
primeira aplicacdo (Tabela 6); o Dihidrogenofosfato de potassio foi utilizado apenas no

tratamento 7 onde houve apenas a aplicagao de P.
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Tabela 5. Doses de nutrientes aplicadas em cada tratamento na primeira aplicagao.

Tratamentos Dose de N Dose de P MAP Ureia KH,PO, KCI

-------- mgdm-------- (g/vaso) (g/vaso) (g/vaso) (g/vaso)
1 0 0 - - - 1,3026
2 100 0 - 0,4345 - 1,3026
3 200 0 - 0,4345 - 1,3026
4 300 0 - 0,4345 - 1,3026
5 400 0 - 0,4345 - 1,3026
6 500 0 - 0,4345 - 1,3026
7 0 100 - - 1,9997 1,3026
8 100 100 2,1727 - - 1,3026
9 200 100 2,1727 - - 1,3026
10 300 100 2,1727 - - 1,3026
11 400 100 2,1727 - - 1,3026
12 500 100 2,1727 - - 1,3026

Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

Tabela 6. Doses de Ureia parcelada apos a primeira aplicacao.

Tratamentos Ureia (g/vaso)
10 dias ap06s a primeira 20 dias ap0s a primeira 30 dias apds a primeira
aplicagdo aplicagdo aplicagéo

1 - - -

2 0,1923 0,1923 0,1923
3 0,5294 0,5294 0,5294
4 0,8666 0,8666 0,8666
5 1,2037 1,2037 1,2037
6 1,5408 1,5408 1,5408
7 - - -

8 0,1923 0,1923 0,1923
9 0,5294 0,5294 0,5294
10 0,8666 0,8666 0,8666
11 1,2037 1,2037 1,2037
12 1,5408 1,5408 1,5408

Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.
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2.3. Anélises

No 60° dia apds o inicio da aplicacdo dos tratamentos, as plantas foram colhidas e
levadas para o Laboratorio de Cultura de Tecidos da UERN, onde foi pesada a matéria fresca
da parte aérea e realizadas as analises dos aminoécidos soluveis totais, clorofilas a e b,
clorofila total e carotendides totais.

A extragdo da clorofila a/Chla, clorofila b/Chlb e carotenoides foi realizada
mediante a utilizacdo de etanol a 80% (WINTERMANS; DE MOTS, 1965), sendo que a
quantificacdo das clorofilas a, b e total foi realizada utilizando espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda 645 nm e 663 nm, respectivamente (ARNON, 1949), e os carotenoides
foram quantificados utilizando o comprimento de onda 470 nm (LICHTENTHALER, 1987).

Para determinacdo da matéria seca, as folhas foram colocadas separadamente em
sacos de papel craft e postas em estufa de circulagdo forcada de ar a temperatura de 65°C
durante 5 dias até a estabilizacdo do peso, sendo pesadas atraves de uma balanca analitica de
precisao.

ApoOs a determinacdo do peso da matéria seca foram pesadas 2g de folhas
diagnosticas e enviadas ao Laboratério de Solos e Nutricdo de Plantas da Universidade
Federal Rural do Semiarido (UFERSA) para analise dos macronutrientes N e P presentes nas
folhas, no qual o N foi determinado a partir da digestao sulfurica e quantificado pelo método
Kjeldahl, conforme a Embrapa, e o P foi determinado a partir da digestdo nitrica em forno
microondas, sendo suas determinacdes realizadas por espectrometria para P.

Posteriormente foram retiradas mais 3g para a realizacao das analises de proteinas
totais e carboidratos solUveis totais. A extracdo e quantificacdo das proteinas totais foram
empregadas 0 método do Biureto (GORNALL et al., 1949). Para a extracdo e quantificacdo
de acucares sollveis totais (AST), foi utilizado o método de acordo com Corréa (2009).

Para a extracdo do Oleo essencial, foi utilizado o restante de todas as folhas das
plantas e, em seguida, calculado o rendimento e feito a quantificacdo dos constituintes timol,
carvacrol e p-cimeno.

A extracdo do 0Oleo essencial foi realizada através do método de hidrodestilacéo,
utilizando o aparelho de Clevenger modificado. As folhas secas de cada tratamento foram
levadas ao Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da
UERN, onde foram pesadas e colocadas em baldo de fundo redondo com capacidade de 2L,

contendo agua destilada. O baldo foi acoplado ao aparelho de Clevenger modificado e a
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extragdo foi realizada pelo periodo de 2 horas, controlando-se a temperatura para
aproximadamente 100°C, para evitar a evaporacao dos constituintes volateis do 6leo.

Apos a destilagdo, o dleo foi recolhido em provetas tampadas e armazenadas em
geladeira, cobertas com papel aluminio, sendo no dia seguinte filtrados com Sulfato de sodio
anidro P.A (Na;SO,) para remover a umidade e, em seguida, foram colocados em frascos de
vidro bem fechados cobertos com papel aluminio e armazenados para posterior determinacéo
de sua composicao por cromatografia gasosa.

O rendimento do 6leo foi calculado a partir da seguinte equacéo:

TO = (M 6leo\ M folha) x100,

sendo:

TO —teor de Oleo

M 06leo — massa do 6leo

M folha — massa das folhas

Para a analise cromatografica dos Oleos e a respectiva quantificacdo dos seus
componentes majoritarios - timol, carvacrol e p-cimeno -, foi utilizado um cromatédgrafo
liguido Shimatzu Class-VP.

A quantificagdo do timol, carvacrol ¢ p-cimeno foi realizada utilizando o método do
padrdo externo, atraves da construcdo de curvas de calibracao, descrito por Ciola (1998). Os

solventes utilizados para as analises cromatogréaficas foram de grau HPLC.

2.4. Analises estatisticas

As analises estatisticas consistiram na realizacdo de analises de variancia (ANAVA) e
de regressdo. O efeito da adubacdo fosfatada foi testado pelo teste F, dentro da propria
ANAVA,

A analise de regressdo foi realizada para avaliar o efeito da adubacdo nitrogenada na
auséncia e na presenca da adubacdo fosfatada. Para cada variavel ajustou-se o modelo que
apresentava maior R?, cujos parametros foram todos significativos até 10% de probabilidade
pelo teste t. Estas analises foram efetuadas com o software SAEG®, de acordo com Ribeiro
Junior (2001).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analises bioquimicas

As andlises de regressdo mostraram que para as analises das clorofilas a, b e total,
carotenoides, carboidratos e proteinas, ndo houve diferenga estatistica significativa na
auséncia e presenca da adubacdo fosfatada, mostrando que neste substrato as plantas ndo
sofreram diferenca com o incremento do P, porém, embora ndo tenha havido diferenca
estatistica para adubacédo fosfatada, hd& um aumento nos elementos em funcéo do incremento
do N, sendo significativo a 1% de significancia. Para as analises realizadas, 0 modelo que se
ajustou foi o linear (figuras 2, 3,4,5,6¢e 7).

Segundo Taiz e Zeiger, (2004), o nitrogénio (N) faz parte da constituicdo de varias
macromoléculas das plantas, tais como proteinas, aminoacidos, enzimas, coenzimas, clorofila,
acidos nucléicos e acucares estruturais em paredes celulares. Com isso, o aumento das
clorofilas a, b e total de forma linear pode ser explicado pela maior disponibilidade de N no
substrato, favorecendo a maior atividade fotossintética. Costa et al., (2008), analisando o
efeito de diferentes doses de adubos organicos no crescimento vegetativo, no teor e na
composicdo quimica do Oleo essencial de elixir paregorico, encontraram resultados
semelhantes para os teores de clorofila a, b e total os quais aumentaram linearmente com as
doses de esterco avicola, o qual em geral € rico em N.

Os resultados dos teores de clorofila encontrados no presente trabalho discordam
dos encontrados por Corréa et al., (2009), que observaram relacdo quadratica entre os niveis
de adubacéo organica e as clorofilas a, b e total em plantas de orégano (Origanum vulgare L.).

Podemos ressaltar que a resposta a adubacéo tanto mineral como orgéanica vai depender da

espécie.
Figura 2. Clorofila a em funcdo de doses de N na auséncia e presenca de P.
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s 20 R2=0,9672
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Dose de N (mg/dm3)

Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.
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Figura 3. Clorofila b em funcdo de doses de N na auséncia e presenca de P.
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Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

Figura 4. Clorofila Total em fungdo de doses de N na auséncia e presenca de P.
500
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Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

A adubacdo nitrogenada influenciou no aumento dos carotenoides (figura 4). De
forma semelhante, Lima et al., (2011), quando avaliaram a resposta de Achillea millefolium L.
cultivada sob diferentes niveis de sombreamento e doses de nitrogénio, quanto ao crescimento
e a producdo de pigmentos fotossintéticos, constataram que as concentragdes de nitrogénio

influenciaram na razéo clorofila total/carotenoides, em ambos os estagios de desenvolvimento

da planta.
Figura 5. Carotendides em funcdo de doses de N na auséncia e presenca de P.
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Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.
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Os carboidratos e proteinas sofreram influéncia da adubagdo nitrogenada,
aumentando de acordo com o aumento das doses (Figuras 5 e 6). Isto porque folhas bem
supridas em N e P sdo mais eficientes na captacdo da energia solar, ttm maior capacidade de
assimilar CO, e sintetizar proteinas e carboidratos, influenciando o crescimento e
desenvolvimento da planta e resultando, consequentemente, em maior acimulo de biomassa
(MARSCHNER, 1995; MATTOS, 1996).

Figura 6. Carboidratos em funcdo de doses de N na auséncia e presenca de P.
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Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

Figura 7. Proteinas em funcdo de doses de N na auséncia e presenca de P.
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Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

3.2. Analise foliardoN e P

A andlise quimica do tecido foliar € importante para avaliar o estado nutricional das
plantas, em complemento a analise quimica do solo e a diagnose visual, e reflete a dinamica
de nutrientes no sistema solo-planta. (SILVA; BORGES, 2008).

A parte da planta que melhor reflete o estado nutricional das culturas, segundo

Malavolta et al. (1997), é a folha, pois o teor dos elementos encontrados em suas células é
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consequéncia do efeito dos fatores que atuaram e interagiram até 0 momento em que esse
6rgéo for colhido para analise quimica.

De acordo com a analise nutricional foliar (Figura 8), podemos constatar que nao
houve efeito de doses de P no teor de N nas folhas, contudo, houve um aumento de forma
linear na concentracdo do N a medida que as doses de N aumentaram, sendo significativo a
1% de significancia e sendo, ainda, 0 modelo linear o melhor que se ajustou.

Abreu et al., (2000), avaliando o nitrogénio e fésforo na producdo vegetal para
indugdo de mucilagem em plantas medicinais de insulina, verificaram que tanto as
quantidades de N como as de P aumentaram nas folhas quando aumentaram as doses da

adubacdo nitrogenada e fosfatada.

Figura 8. Teor de N na folha em funcdo de doses de N na auséncia e presenca de P.
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Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

O teor de P na planta (Figura 9) ndo variou com as doses de N, e nem com as doses de
P, apresentando-se praticamente inalterado.

Sales et al. (2009) encontraram comportamento semelhante com o P quando avaliou o
efeito da adubacdo orgéanica com esterco de curral na presenca e auséncia de calagem na
planta hortela-do-campo, e constatou que os macronutrientes Mg, P e S praticamente se

mantiveram inalterados com o aumento das doses de adubo organico.
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Figura 9. Teor de P na folha em funcdo de doses de N na auséncia e presenca de P.
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Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

Desta forma, podemos considerar que o teor de nutrientes nas folhas esta
diretamente relacionado com a quantidade de nutrientes do substrato, pois a planta respondeu
de forma linear na concentragdo do N a medida que as doses de N aumentaram, nao
respondendo a adubacdo fosfatada, o que nos leva a afirmar que em nossas condicfes a

quantidade de P presente no substrato ja era suficiente para uma boa producdo da L. gracilis

3.3. Producéo de matéria seca, rendimento e quantificacao do 6leo

O presente trabalho revelou que o estado nutricional de L. gracilis se reflete na
producdo de matéria seca, na producdo do 0leo essencial e no rendimento do seu 6leo (Tabela
7).

Tabela 7. Teor do bleo, teor do timol, carvacrol e p-cimeno na Lippia gracilis em funcéo de doses de
N na auséncia e presenca de P.

Dose de N | Dose de P Matéria Seca Teor do 6leo Timol Carvacrol p-Cimeno

----------- LT () (%) (%) (%) (%)

0 0 17,7 1,21 41,4 31,2 5,2
100 0 86,2 2,27 4,8 53,4 7,0
200 0 104,3 2,59 58,7 15,9 4,2
300 0 1153 2,94 4,5 51,0 8,4
400 0 117,6 2,9 31,4 27,6 6,5
500 0 119,17 2,91 10,6 48,2 9,2

0 100 24,83 1,25 52,2 15,0 4,8
100 100 81,83 1,87 17,4 44,2 10,9
200 100 102,63 2,26 39,9 31,7 6,8
300 100 107,37 2,65 24,7 27,2 4,9
400 100 110,17 2,63 10,6 52,4 7,7
500 100 111,87 2,64 45,6 25,3 54

Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.
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No que diz respeito & producdo de matéria seca da parte aérea das plantas, com N
na auséncia e presenca do P, verificou-se uma relacdo diretamente proporcional ao aumento
das doses de N, no entanto, ndo foi observada influéncia do P no seu incremento.

De acordo com a andlise de variancia pelo teste F, a aplicacdo das doses de N,
tanto na auséncia quanto na presenca do P na matéria seca, apresentou efeito significativo ao
nivel de 1% de significancia.

O N foi o elemento fundamental para 0 aumento da matéria seca da parte aérea,
onde visualmente foi possivel observar alongamento dos ramos, aumento do nimero das
brotagdes, aumento no tamanho das folhas, além de melhorar o rendimento do 6leo, fato que
Ram et al. (1995) e Sangwan et al. (2001) confirmaram quando descreveram que a adubacgéo
nitrogenada influencia o teor e a qualidade dos 6leos essenciais. Segundo Deschamps (2012),
em muitos casos 0 nitrogénio aplicado nas adubacbes aumenta o teor de Oleo essencial em
plantas aromaticas, devido ao aumento da biomassa por area, area foliar e taxa fotossintética.

A producéo de matéria seca apresentou efeito quadratico para as doses de N, desse
modo nas condicOes desse experimento a producdo maxima de matéria seca foi obtida com

114,01gplanta de N o que corresponde & dose de 400mg dm™ de N (Figura 10).

Figura 10. Matéria seca da planta em funcdo de doses de N na auséncia e presenca de P.
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Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

O N foi o nutriente de maior influéncia para melhor desempenho da planta, sendo
este responsavel pelo elevado aumento da matéria seca e rendimento do éleo essencial.

Para o rendimento do 6leo essencial ndo houve efeito de doses de P; todavia,
houve um aumento de forma linear a medida que as doses de N aumentaram.

A producdo e armazenamento do 6leo essencial na Lippia ocorrem em tricomas

glandulares situados na parte aérea das plantas, e como a aduba¢do nitrogenada promoveu
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aumento da area foliar, certamente o nimero de tricomas aumentou também, incrementando,
por consequéncia, o rendimento de 6leo.

Resultados semelhantes foram obtidos por Brant et al. (2010), quando, estudando
a producdo de biomassa e teor do 6leo essencial de cidrdo em fungdo da adubacdo organica
com esterco bovino, verificou que o menor teor médio de 6leo essencial ocorreu na auséncia
de adubacéo e os maiores teores ocorreram na presenca do esterco bovino.

Existem duas rotas para biossintese de terpenos, quais sejam, a rota do acido
meval6nico e a rota do metileritritol fosfato (MEP), sendo através desta uUltima que o P
participa diretamente, por meio de um conjunto de reacGes para producdo do éleo essencial
(TAIZ; ZEIGER, 2004).

Doses crescentes de N, tanto na auséncia quanto na presenca de P, foram
favoraveis ao rendimento do 6leo (Figura 11). Entretanto, a eficiéncia da adubacéo
nitrogenada sem o P pode ser explicada pelo alto teor desse elemento mineral (256 mg dm™)

no substrato no qual o experimento foi montado.

Figura 11. Teor de 6leo em funcdo de doses de N na auséncia e presenca de P.
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Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

As analises de variancia e de regressdo dos teores de timol, carvacrol e p-cimeno
ndo apresentaram nenhum modelo que se ajustasse em plantas adubadas com doses crescentes
de N, tanto na auséncia quanto na presenca de P (Figuras 12, 13 e 14).

O percentual dos constituintes dos 6leos essenciais varia em funcdo do horério da
colheita das folhas, e nesse experimento a coleta das amostras foi realizada em horarios
diferentes, visto que acompanhou a desmontagem do experimento, que durou cerca de 8
horas. Certamente esse intervalo de horas influenciou o percentual dos constituintes,
resultando em maiores proporcoes de carvacrol e timol nos horarios com maiores e menores

temperaturas, respectivamente.
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Neves e Branddo (2007), quando analisaram a influéncia do horério de coleta no
teor de timol e carvacrol e no rendimento do 6leo essencial de Lippia gracilis, verificaram que
na colheita de 11 horas do dia ndo havia timol e o carvacrol apresentava um percentual de
56.1%. Silva et al. (2009) estudaram a variacdo de timol, carvacrol e p-cimeno em Lippia
microphylla Cham ao longo do dia e verificaram que o 6leo obtido da coleta realizada ao
meio-dia tinha o carvacrol como constituinte majoritario, com 42,88%, e o timol com apenas
5,33%. Ja quando a coleta foi realizada as 8 horas da manhd, o percentual de timol e carvacrol
foi de 53,23% e 0,71%, respectivamente.

A variacdo de alguns componentes majoritarios em relacdo ao horério de colheita
pode ter sido em virtude da velocidade do metabolismo da planta, da atividade secretora dos
pelos glandulares (ARRIGONI-BLANK, 2005) e influéncia das flutuagdes climaticas diarias.
Estes fatores podem afetar a sintese e secrecdo de 0leos essenciais (LUZ et al., 2009). Sendo
assim, o conhecimento do melhor horéario de colheita para obtencdo de maiores quantidades

do principio ativo almejado é essencial nas decisdes agronémicas.

Figura 12. Teor de Timol em funcdo de doses de N na auséncia e presenca de
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Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

Figura 13. Teor de Carvacrol em funcdo de doses de N na auséncia e presenca de
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Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.
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Figura 14. Teor de p-cimeno em funcdo de doses de N na auséncia e presenca de P
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Fonte: Dados obtidos na pesquisa, 2013.

O Y-terpineno presente nas plantas que produzem Gleo essencial sdo
transformadas através da aromatizacdo em p-cimeno, o qual é precursor do timol e carvacrol,
como mostra a Figura 15 (ROWSHAN; BAHMANZADEGAN; SAHARKHIZ, 2013). Esse
fato pode explicar o motivo pelo qual, nas analises de cromatografia, o p-cimeno é sempre

encontrado em menores proporcdes que o timol e o carvacrol.

Figura 15. Rota biosintética do timol e carvacrol a partir do Y- terpineno e p-cimeno.
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Fonte: Rowshan; Bahmanzadegan; Saharkhiz (2013).

Nas condicdes do presente experimento, as plantas responderam bem a adubacao
nitrogenada e ndo responderam a adubacdo fosfatada, visto que o substrato era rico em
fosforo, o qual foi suficiente para suprir as necessidades de fésforo das plantas, aumentando o
teor de matéria seca e melhorando a producdo de pigmentos, o que refletiu de maneira
positiva na taxa fotossintética e, consequentemente, numa maior producdo de carboidratos e
proteinas. Esses produtos do metabolismo primario certamente contribuiram para o aumento

no rendimento do 6leo essencial.
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Os resultados encontrados na presente pesquisa sdo de grande importéncia para a
possivel producdo da L. gracilis em grande escala, visto que esta planta possui 6leo essencial
com principios ativo de alto valor de mercado e que precisa de pesquisas para possibilitar sua

producdo comercial de forma ambientalmente correta e economicamente viavel.
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4, CONCLUSOES

O N influenciou de maneira positiva no aumentou da matéria seca da parte aérea e
no aumento do rendimento do 6leo essencial; provavelmente o fosforo presente no substrato
oriundo da matéria orgénica foi suficiente para atividades desejadas, fazendo com que as
plantas ndo respondessem a adubacdo fosfatada.

As diferentes doses de N, na auséncia e na presenga de P, proporcionaram
aumento das clorofilas a, b e total, carboidratos, carotenoides e proteinas das plantas.

A cromatografia liquida mostrou que os constituintes de interesse comercial
permaneceram presentes no 6leo essencial em quantidades expressivas com adubacédo

mineral.
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