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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o intuito de avaliar as respostas de produgéo de
biomassa, 0leo essencial e timol de tomilho (Thymus vulgaris L.) cultivado em substrato
com esterco de diferentes fontes animais. As mudas foram cultivadas em vasos contendo
terra e areia (2:1) e a dose estabelecida de 8 kg/m? de adubo orgéanico para cada
tratamento. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
cinco tratamentos sendo eles: controle (sem esterco), esterco bovino, esterco caprino,
esterco codornae mix (bovino + caprino + codorna). Avaliou-se a biomassa seca de raizes
(BSR), folhas (BSF), caule (BSC), total da planta (BST), teor e rendimento do 6leo
essencial nas folhas, assim como a producao, rendimento e produtividade de timol. Houve
um aumento significativo na biomassa defolhas, caule, raizes e total daplanta em plantas
cultivadas com os estercos de codorna e mix, tendo um desempenho superior aos outros
tratamentos. Os valores obtidos, em gramas, foram: BSR: 18,17 e 17,92; BSF: 11,59 e
10,78; BSC: 14,57 e 13,09; BST: 44,33 e 41,79, respectivamente. Os tratamentos com
esterco bovino e caprino apresentaram um aumento significativo no teor do 6leo essencial
com 1,21% e 1,14%, respectivamente. Enquanto para rendimento (g/planta) e
produtividade (kg/ha), os tratamentos com os melhores desempenhos foram codorna,
bovino e o mix, trazendo uma média de 0,0593; 0,0580 e 0,0520 e 4,94; 4,84 e 4,34,
respectivamente. Em relagdo ao contedo de timol, os tratamentos com o esterco caprino
e mix apresentaram maior quantidade com 6,92 pg/mL e 6,79 pg/mL. Para rendimento
(g9/planta) e produtividade (kg/ha) do timol, os tratamentos com esterco de codorna,
bovino e mix apresentaram as maiores meédias com 0,411; 0,384 e 0,381 e 34,29; 32,06 e
31,80, respectivamente. Neste sentido, a resposta da adubacdo provavelmente esta
atrelada as fontes, visto que, possuem composi¢Bes quimicas diferentes, que podem levar
a respostas diferentes no metabolismo. Em fungdo disso, a mistura de estercos
demonstrou ser uma boa alternativa aos estercos convencionais, devido ao seu
fornecimento de nutrientes, caso ndo haja a disponibilidade de grandes quantidades de
outras fontes.

Palavras-chave: Tomilho, Fertilizacdo Organica, Metabolitos Secundarios, Nutri¢éo
Vegetal, Respostas no Crescimento.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais tém desempenhado um papel importante no
desenvolvimento da humanidade. Plantas medicinais sd&o uma fonte de medicina
complementar. Dados recentes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostram que
ervas sdo usadas como medicamentos para atender as necessidades de salde de grande

parte dapopulacéo de paises em desenvolvimento; especialmente para milhdes de pessoas
nas vastas areas rurais desses paises (Hosseinzadeh et al., 2015).

Entre estas diferentes espécies de plantas, destaca-se 0 Thymus vulgaris, uma
espécie da familia das Lamiaceas, um vegetal perene que apresenta um porte arbustivo
de aproximadamente 30 cm de comprimento para 40 cm de largura, com pequenas folhas
verdes. Namedicina tradicional T. vulgaris é cultivada em muitos paises pela maioria das
pessoas, especialmente nas areas rurais, onde 0s tratamentos herbais e fitoterapicos sdo
utilizados para tratar de muitas doencas, incluindo doengas relacionadas a inflamacéo,
como reumatismo, inchago, picadas de insetos, dores etc. Seu 6leo também é apreciado

pois apresenta propriedades antiinflamatoria, imunomodulador, antioxidante,
antibacteriano e antifungico (Hosseinzadeh etal., 2015).

Por isso, pesquisadores tém procurado alternativas de aumentar a produtividade
de maneira que a producdo nao afete o meio ambiente com o uso de produtos toxicos que
podem acabar degenerando a qualidade dos substratos (Hendawy et al., 2010). Como
alternativa, temos a adubacdo organica, onde o agricultor promove 0s nutrientes
necessarios através de compostos organicos como estercos caprinos, bovinos, suinos e
varios outros tipos (Rosen & Allan, 2007). Esse tipo de adubacdo apresenta um papel
importante pois além de promover 0s nutrientes necessarios para o total desenvolvimento
daplanta, ndo deixa rastros quimicos que podem acabar sendo cumulativos e futuramente
deteriorar totalmente a area.

O uso de fertilizantes organicos pode aumentar a produtividade e a qualidade do
solo, a0 mesmo tempo que reduz a poluicdo e aumenta o lucro dos produtores (Carmo et
al., 2016). Os efeitos da aplicacdo de residuos organicos na fertilidade do solo dependem
da composicdo quimica do residuo, pois € altamente variavel e esta atrelado a suas fontes
(Carmo et al., 2016).



Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar as respostas de crescimento e
producéo de 6leo essencial e timol em mudas de tomilho cultivadas sob diferentes doses
de adubos organicos, em relacdo a suas raizes, parte aérea e biomassa total, assim como
os teores, rendimento e produtividade do 6leo essencial e quantidade, rendimento e

produtividade do timol.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tomilho e suas caracteristicas

Pertencente a familia das Lamiaceas, o tomilho (Thymus vulgaris L.) € uma planta
arbustiva perene de aproximadamente 30 cm de comprimento e 40cm de largura, nativa
dosul daEuropa, passando pelo oeste do Mediterraneo até o sul da Italia. Possui pequenas
folhas altamente arométicas de cor verde-acinzentada e apresenta flores brancas ou

arroxeadas. Mostram um melhor desempenho no crescimento em climas quentes, secos e
ensolarados onde ndo ha incidéncia de sombras (Hosseinzadeh, 2015).

O nome Tomilho, em sua forma grega, foi dado pela primeira vez a planta pelos
gregos como um derivadode uma palavra que significava “fumigar”, pois o0 usavam como
incenso pelo seu odor balsémico. Outros divergem o nome das palavras gregas thyo,
significando perfume ou Timo, significando coragem, sendo a planta utilizada nas épocas
antigas e medievais, atuando como uma grande fonte revigorante e inspirando coragem
(Daugan & Abdullah, 2017).

2.2 Propriedades medicinais e funcionais de Thymus vulgaris

O tomilho é uma planta medicinal importante que possui efeito anti-
hiperglicémico e antilipidémico, e melhora as funcbes renais, o que pode ser util no
tratamento de diabetes e outras complicagdes relacionadas. O 06leo essencial de Thymus
vulgaris é um dos mais usados na industria de alimentos e em cosméticos como
conservantes e antioxidantes (Daugan & Abdullah, 2017).



Esta planta possui uma longa historia de usos em medicamento para o tratamento
de varias doengas, como por exemplo, doencas respiratorias (tosse, bronquite e asma),
sob a forma de cha, pomada, tintura, xarope ou por inalacdo a vapor, tratamento de dor
de dente, infeccdo do trato urinario e dispepsia. Também expele fungos do estémago e
intestino e tem a capacidade de aumentar o apetite por causa de seu importante
componente timol, que tem a capacidade de matar bactérias e parasitas. Possui uma fonte
incrivel de nutrientes como ferro, célcio, manganés, vitamina K e da mesma forma,

melhora o fluxo sanguineo e promove um impacto revigorante para todo o sistema (Hina
et al., 2013).

O potencial corretivo de Thymus vulgaris é devido a presenca de flavondides,
timol, carvacrol, eugenol e fendis. Apresenta numerosos efeitos como antiespasmodico,
bactericidas, anti-sépticos, antioxidantes, propriedades anti-helminticas e ultimamente
recomendado como substituto do agente de prevencdo do cancer (Monira, 2012).

As propriedades anti-sépticas e ténico de tomilho tornou-o em um ténico Gtil para
o0 sistema imunolégico em infeccBes cronicas, especialmente flngicas (Marina et al.,
2010). Ha estudos que mostram suas atividades anti-séptico, antimicrobiana,
adstringente, anti-helmintico, carminativo, desinfetante e ténico (Prasanth et al., 2014).
Tomilho é incrivelmente Gtil em casos de infecgdes intestinais e infestagdes, como
anciléstomos, ascarideos, bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungose leveduras
como Candida albicans, devido ao timol, por ser ativo contra enterobactérias e bactérias
cdccidas (Hosseinzadeh et al., 2015).

2.3 Cultivo do tomilho

O tomilho apresenta diversas formas de propagacdo vegetativa, sendo a estaquia
uma das mais comuns. Além disso, pode ser propagado por sementes e divisdo de suas
raizes. As estacas e sementes devem ser plantadas em uma profundidade de
aproximadamente 6 cm, e, no caso de sementes, levam um tempo médio de duas semanas
até sua germinacdo. Caso a técnica de estaquia seja empregada, deve-se utilizar plantas
matrizes para manter a homogeneadade das plantas. Recomenda-se conhecer a origem

das sementes para que ndo haja possibilidade de hibridacdo (Production Guidelines for
Thyme, 2012).



No que se diz respeito ao substrato, solos organicos e naturais trazem uma maior
disponibilidade de nutrientes e microorganismos, que levam a produtos de alta qualidade
e alto teor de 6leo. Recomenda-se a analise do solo por um especialista, para avaliacdo da
quantidade de nutrientes presentes, aléem de outros elementos que possam influenciar no
crescimento. Caso haja necessidade, corrigir o substrato segundo a recomendacdo do
mesmo. A andlise serd benéfica em relacdo aos fatores que afetam a producao,
proporcionando as condicOes ideias para o cultivo. Em relacdo ao espagamento,
recomenda-se fileiras de 15 a 30 cm de comprimento com uma largura de 60 cm entre as
plantas e um espacamento de 20 a 30 cm entre as fileiras (Production Guidelines for
Thyme, 2012).

Caso a plantacdo seja fertilizada, ndo se deve utilizar doses muito altas, pois
grandes quantidades levam a um desenvolvimento fragilizado das plantas. Além disso,
recomenda-se a aplicacdo de NPK (nitrogénio, fésforo e potassio) pelo menos uma vez
ao ano para a corre¢do dos nutrientes disponiveis no substrato. Apos a colheita, pode-se
aplicar nitrogénio para estimular o desenvolvimento de novas brotagdes, uma vez que 0
tomilho apresenta uma boa resposta a aplicacdes adicionais de nitrogénio, porém,
tomando o devido cuidado para ndo causar uma sobredosagem e influenciar
negativamente na producdo. Pode-se utilizar a técnica de gotejamento ou irrigacao aérea

para irrigar as colheitas (Production Guidelines for Thyme, 2012).

As plantas de tomilho apresentam certa adaptabilidade competitiva, logo a
utilizagdo deherbicidas ndo se faz necessario, mas pode-se utilizar de capina manual para
a remogéo de plantas daninhas, evitando assim a contaminacdo do produto. O tomilho
ndo apresenta muitas pragas, devido a presenca de Oleos volateis com propriedades

repelentes contidas em seu 6leo essencial (Production Guidelines for Thyme, 2012).

2.4 Adubacdo orgéanica: Estercos

Cada tipo de esterco possui um perfil quimico diferente, 0 que pode resultar em
um crescimento diferente, deacordo com a disponibilidade dos nutrientes e a forma como
a planta os assimila em seu metabolismo. Teoricamente, a mistura de estercos equilibra
os perfis. Estudos afirmam que plantas cultivadas com fontes bioldgicas de nutrientes,

tais como estrume e residuos organicos compostados, sao0 menos suscetiveis a insetos e
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patégenos do que os cultivados convencionalmente (Lotter, 2003) pois aumentam a
producdo dos metabdlitos secundarios. Além disso, a matéria organica possui um papel
importante no controle quimico de diversos metais presentes no solo, pois os acidos
hamicos e flavénicos presentes na decomposicdo da matéria organica ajudam a reter o
metal em formas complexas e quelantes (Abou EI-Magd et al., 2006).

Os estercos que sdo originados de uma producdo intensiva possuem um nivel de
nutrientes maior do que aqueles estercos oriundos de animais criados em grandes
pastagens ou com uma dieta pobre em nutrientes (Carmo et al., 2016). Estercos
provenientes de aves e suinos possuem um alto teor de nitrogénio (N), fosforo (P),
potassio (K) e célcio (Ca) (Higashikawa et al., 2010), sendo o Gltimo um importante
neutralizador de acidez no solo, mas altamente dependente do pH inicial e da quantidade
utilizada no solo (Hargreaves et al., 2008; Diacono & Montemurro, 2010).

O adubo bovino € utilizado na agricultura h& milénios, porém perdeu sua
popularidade no inicio do século 19 com a introducdo do adubo mineral, mas com o0s
recentes estudos sobre a insustentabilidade de tal adubacgéo, a preocupagdo com o meio
ambiente e aadocao de uma alimentacdo saudavel, o esterco bovino voltou a ser utilizado
(Sampaio et al., 2007). Apresenta um melhor desempenho quando combinado com

alguma espécie de adubacao verde (Sampaio et al., 2007).

Um outro tipo de adubo que também é utilizado, porém existem poucos dados na
literatura sobre seu uso (Alves & Pinheiro, 2007) é o esterco caprino. O esterco de caprino
é mais sélido e muito menos aquoso que o dos bovinos e suinos, tem a estrutura mais
macia, permitindo a aeracdo e por essa razdo fermentam rapidamente, podendo ser

aproveitados na agricultura, apdés um menor periodo de “curticdo" que os demais
(Henriques, 1997).

2.5 Tomilho x Adubacéo orgéanica

Skubij & Dzida (2016) relataram um aumento da biomassa seca do tomilho
utilizando adubo bovino nadose de 10 kg/m?, turfa e areia. Além disso, apresentaram um

aumento de proteinas e acido ascorbico. Hendawy (2010) observou um aumento do
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crescimento, quantidadee teor do 6leo essencial nas plantas de tomilho utilizando adubos

bovinos e caprinos e uma mistura de folhas de cha.

Em um experimento realizado no Ird, utilizando duasespécies detomilho, Thymus
daenensis e Thymus vulgaris, Askary et al., 2017, obtiveram um incremento do timol
presente nas plantas através de tratamentos utilizando 30 toneladas de esterco e 67% da
capacidade de campo do experimento. O timol aumentou em 78,78% nas plantas de T.

daenensis e o carvacrol, 64,78% nas plantas de T. vulgaris.

Baranauskiene etal., 2003, descobriram em um estudo que o nitrogénio influencia
no aumento da colheita, mas ndo influenciou estatisticamente na quantidade de 6leo
essencial presente em cada planta. Porem, a quantidade de dleo obtida por area de cultivo

foi maior.

Tendo isso em vista, o tomilho apresenta uma certa sensibilidade em relacdo aos
fatores bidticos e abidticos, incluindo fertilizantes e tipos de solo (Dzida, 2016), 0 que faz
com que doses muito altas acabem se tornando toxicas para seu desenvolvimento, assim
como doses muito baixas podem ndo fornecer 0s nutrientes necessarios para 0
metabolismo da planta

2.6 Timol e suas propriedades

O timol é classificado como um terpeno fendlico, pertencente a classe dos
monoterpenos (possui 10 moléculas de carbono em sua composi¢do), e apresenta férmula
molecular C,,H,,0, cuja estrutura quimica e espectro de massa obtido por impacto
eletrénico (EM/EI) a 70e~V caracteristico esta representado na figura 1. Os terpenos
possuem diversos subtipos, cada um apresentando uma quantidade de carbono diferente.
Geralmente suas propridades quimicas e biologicas estdo atreladas ao tamanho das
estruturas e dos grupos funcionais associados. A grande maioria dos monoterpenos sao

volateis e constituintes basicos de 6leos essenciais (McNaught & McNaught, 1997).

Oleos essenciais apresentam atividades bioldgicas notaveis como propriedades
antifungicas, antibacterianas e antioxidantes, atraindo a atencdo para a industria
farmacéutica e de produtos naturais, perfumes, cosméticos e alimentos por suas

aplicacBes possiveis e variaveis (Baydar et al., 2004).
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O interesse no uso de antioxidantes naturais na preservacdo de alimentos tem
aumentado com as demandas por uma vida mais saudavel. Um estudo conduzido por
Aeschbach et al., 1994, mostrou que o timol e o carvacrol diminuiram a oxidacdo dos
compostos lipidicos nos alimentos. A extensdo a qual oxidacdo de acidos graxos e seus
ésteres ocorre nos alimentos depende da estrutura quimica do acido graxo, a natureza do
processamento do alimento e a temperatura em que os alimentos sdo armazenados e
cozinhados (Aruoma & Halliwell et al., 1994).
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Figura 1 — Espectros de fragmentacdo por EM/EI e estrutura quimica do timol
(Fonte: ADAMS, 2007).

Segundo Acevedo et al.,, 2007, as folhas de tomilho podem apresentar uma
porcentagem de até 35,8% de timol em sua composi¢éo, além de p-cimeno (19,5%), y-
terpineno (9,7%) e carvacrol (4,3%). Esse estudo mostrou que dentre os 5 géneros
estudados, Thymus apresentou um maior conteudo de timol no geral, com 34%, enquanto
Origanum apresentou uma maior quantidade de carvacrol (~54%).

Em um estudo conduzido por Guarda et al., 2010, onde utilizava-se microcapsulas
contendo timol e carvacrol, verificou-se que os agentes antimicrobianos estudados eram

fortes inibidores do crescimento de micélio de fungos, mas ndo foram eficazes contra a
germinacdo de esporos de mofo.

Evans & Martin (2000) demonstraram a eficiéncia do timol na inibicdo de
bactérias orais presentes em ruminantes. Em conclusdo, o timol era um potente inibidor
dafermentacao daglicose por S. bovis JB1 e S. ruminantium HD4. O tratamento diminuiu
as concentracfes de metano e lactato produzido pelos microrganismos e aumentou o pH

final. Concentragdes de acetato e propionato também foram reduzidas.

Xu et al., 2008, reportaram que o carvacrol e o timol apresentaram efeitos

antimicrobiano em Escherichia coli. Os efeitos antibacterianos foram atribuidos a sua
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capacidade de permeabilizar e despolarizar a membrana citoplasmética. Este estudo
mostrou o uso potencial da citometria de fluxo como método adequado para investigar o

modo de a¢do antibacteriana dos componentes do 6leo essencial.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Producao das mudas

As mudas de tomilho (Thymus vulgaris) foram obtidas por estaquia, com +5 cm,
de plantas matrizes cultivadas em canteiro no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) e identificada no herbario da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) com exsicata de nimero 58576. As
mudas com 45 dias foram transplantadas em vasos previamente preparados e etiquetados
com os tratamentos utilizados no experimento.

3.2 Cultivo das mudas

As mudas foram transplantadas para vasos de 10 litros contendo o substrato mais
0 adubo organico e cultivadas a pleno sol. Para o preparo do substrato misturou-se solo e

areia na proporgao de 2:1, sendo o solo previamente peneirado utilizando peneiras de
madeira com espagamento de 2 cm entre os fios, para barrar detritos e granulos grandes.

Foram realizadas andlises quimicas do substrato (solo + areia) no Laborat6rio de
Andlises Quimica e Fisica do Solo, do Departamento de Ciéncia do Solo, da UFLA,
utilizando a caracterizagdo quimica conforme EMBRAPA (1997). As caracteristicas
quimicas do substrato foram analisadas e quantificadas segundo os resultados obtidos:
pH em dgua = 5,4; K (mg/dm?3) = 25,89; P-Rem (mg/L) = 15,22; Ca®*, Mg**, Al3*, H+Al
(cmolc/ dm?3) =0,68; 0,05; 0,07; 2,93; indice de saturacdo de bases (V%) = 21,35; matéria
organica (dag/kg) = 1,03; Zn, Fe, Mn, Cu, B e S (mg/dm3) =0,46; 43,3; 15,34; 1,38; 0,02;
1,6 respectivamente.

As fontes de esterco utilizadas foram codorna, caprino, bovino e mix (mistura

equitativa das fontes na dose estabelecida) oriundos de propriedades rurais presentes nos
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arredores da cidade de Lavras-MG e cujo descri¢cdo quimica esté disponivel na tabela 1.
A dose utilizada para adubacdo foi previamente estabelecida, sendo esta de 8 kg/m2.
Posterior ao preparo, os vasos foram irrigados e deixados apenas com o substrato durante
uma semana para estabilizacdo. Natabela 1 estd apresentada a analise quimica dos adubos
organicos, realizada pela Cooperativa Regional de Cafeicultores (Cooxupé) em
Nepomuceno, MG.

Umidade | Carbono
Esterco CIN . N [ POs [ KxO| Ca | Mg| S| Cu| Fe Zn [ Mn | B
(65°C) organico

O/Kg --mmmmmmmm e mg/Kg ------------
Bovino 28 71 309 11 5 12 7 4 2 57 33811 72 920 140
Caprino 32 68 411 13 5 25 9 3 3 15 3498 58 117 146
Codorna 8 125 203 25 41 37 124 6 4 55 1483 377 360 30
Mix* 23 88 308 16 17 25 47 4 3 42 12931 169 466 105

Tabela 1. Composicdo quimica dos estercos de bovino, caprino e codorna que foram

utilizados no experimento. *Valores estimados pela média dos trés tipos de esterco.

Para conducéo deste experimento utilizou-se uma irriga¢cdo com um turno de rega
de dois dias, com uma lamina d’agua aplicada de 13mm nos primeiro 60 dias, sendo esta
dobradaa partir deste tempo e permanecendo até o final do experimento. O célculo foi
realizado a partir da coleta da agua oriunda da irrigacdo em um vaso contendo um saco

plastico e posteriormente pesado.

3.3 Obtencédo do material vegetal

A colheita do experimento foi realizada 120 dias ap0s o transplante das mudas.

As plantas foram seccionadas em raiz e parte aérea ainda nos vasos.

As raizes foram retiradas dos vasos e lavadas utilizando uma mangueira com agua
corrente para retirar o substrato encrustado. Apés a lavagem, as raizes foram retornadas
em seus respectivos vasos contendo uma folha de jornal para a absor¢do da agua
remanescente e colocadas em casa de vegetacdo vazia para secagem em temperatura
ambiente. A parte aérea das plantas foram ensacadas e devidamente identificadas com os
respectivos tratamentos e, entdo, submetidas a secagem em estufa com ventilacdo forcada

a 37°C até o peso constante.
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O peso do material vegetal seco foi pesado em balanca semi-analitica para a
determinacdo da biomassa seca de folhas (BSF, g/planta), caule (BSC, g/planta), raizes
(BSR, g/planta), e total da planta (BST, g/planta)

Cada 6rgdo da planta foi pesado separadamente, em recipientes plasticos. A
separacdo das folhas e dos caules foi realizada manualmente, tendo-se o cuidado de
verificar elementos que pudessem interferir no resultado. O valor da biomassa total da

parte aérea foi estimado a partir dasoma do peso das folhas e do caule.

3.4 Obtencédo do 6leo essencial

A producdo de 6leo essencial foi determinada quanto ao teor (%), rendimento e

produtividade de 6leo essencial (mg plantal). Para isso, as folhas de cada tratamento
foram reunidas, formando uma amostra composta homogénea.

A destilacdo foi realizada em baldes volumétricos de 2L, contendo 15 g de folhas
secas em 1L de agua deionizada e submetidas a destilacdo por 90 minutos. Para a
destilacdo do 6leo, adotou-se 0 método de hidrodestilacdo, utilizando-se o aparelho de
Clevenger modificado. A hidrodestilacdo foi realizada em triplicata. O dleo essencial foi
purificado por parti¢do liquido-liquido com diclorometano (CH,Cl,) (3 x 5 mL). A fase
organica foi reunida e tratada com cerca de 5 g de sulfato de magnésio anidro durante 30
min. Apds esse periodo a solucdo foi filtrada e o solvente evaporado a temperatura
ambiente, sob capela de exaustdo de gases. Posteriormente, o 6leo essencial foi pipetado
com o auxilio de uma micropipeta de Pasteur e acondicionado em um vidro ambar sob
refrigeracédo (Brasil, 2010). Estes frascos foram mantidos sob capela de exaustéo de gases
até acompleta volatilizagdo do CH,Cl,. O peso dos frascos foi anotado antes e depois da

pesagem para determinar a massa de 6leo obtida.

Em seguida, determinou-se o teor (%), o rendimento (mg planta-!), produtividade
(kg/ha) do oleo essencial. O teor de cada amostra representa o peso do 6leo (mg) em 100
mg de biomassa seca foliar. O rendimento foi calculado pela formula: rendimento = teor
do 6leo x BSF/100. Para o calculo de produtividade considerou-se o espacamento médio

reportado pela literatura (20 x 60 cm), que corresponde a uma populacdo de plantas de
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83.333 plantas por hectare, ou seja, multiplicou-se o rendimento e a populagéo de plantas

por hectare.

3.5 Doseamento de timol

As andlises da composi¢do quimica foram realizadas por meio de uma amostra
composta por aliquotas equivolumétricas do Oleo essencial das repeticbes de cada
tratamento.

Para a analise quantitativa do timol, o 6leo essencial foi analisado em sistema
Agilent 5890A equipado com detectordeionizacdo em chama (DIC),empregando coluna
HP-5MS (30 cm de comprimento x 250 um de diametro interno x 0,25 um de espessura).
Utilizou-se hélio como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL min-1. As temperaturas do
injetor e do detector foram 220 e 250 °C, respectivamente. A temperatura inicial do forno
foi de 60 °C, mantida por 1,5 min, seguida por uma rampa de temperatura de 3 °C min-1
até 100 °C, posteriormente, por uma rampa de temperatura de 4 °C min-! até 200 °C e por
fim, por uma rampa de 10 °C min-! até 240°C. O 6leo essencial foi diluido em acetato de
etila (1%, v/iv) e 1 pL foi injetado no modo split a uma razdo de 30:1. As analises foram
realizadas em triplicata e os resultados expressos pela média da porcentagem de area

normalizada relativa dos picos cromatograficos + o desvio padréo.

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

O timol foi identificado por comparagdo com seu padrdo auténtico (Sigma-
Aldrich, pureza declarada > 99,5%) e de seus indices de retengdo calculados (Van der
Dool e Kratz, 1963) com dadosde espectros de massas e indices deretencdo de literaturas
(DAVIES, 1990; ADAMS, 2007) e por comparacdo dos espectros de massas do banco de
dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de literatura (ADAMS, 2007).
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Para as andlises quantitativas de timol, empregou-se 0 método do padréo externo.
Para determinacao da faixa de concentracao dascurvas analiticas foram feitas estimativas
com base nas areas do pico de timol das amostras de uma solucdo de referéncia com
concentracdo conhecida. Cada ponto das curvas analiticas foi obtido pela injecdo, em
triplicata, de diferentes aliquotas da solucdo de referéncia, na faixa de 0,8a 2,0 pL, como
indicado na tabela 2. As curvas de calibracdo foram determinadas em relacdo a massa

injetada de timol, em dois dias consecutivos.

Os dados obtidos para cada curva analitica de timol foram submetidos a analise
deregressdo linear pelo método dosminimos quadradose os coeficientes de determinacao

(r?) foram calculados. As curvas obtidas nos dois dias consecutivos foram comparadas
estatisticamente por analise de covariancia (p < 0,05).

A analise de covariancia é usada para comparar duas ou mais retas de regresséo,
testando o efeito de um fator (varidvel categdrica) em uma variavel dependente (y),

enguanto controla o efeito de uma covariavel continua (x).

A partir da curva analitica média determinou-se a producdo de timol (ug/mL de
6leo), o rendimento (ug plantal) e a produtividade (g hal) de timol. O rendimento foi
determinado multiplicando-se a producdo de timol e a massa de 6leo produzido por
planta. Para o célculo de produtividade considerou-se o espacamento médio reportado
pela literatura (20 x 60 cm), que corresponde a uma populacdo de plantas de 83.333

plantas por hectare, ou seja, multiplicou-se o rendimento e a populacdo de plantas por
hectare.
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Timol

Volume Massa Areamédia  Areamédia  Area média
injetado (UL) injetada (ug) estimada experimental  experimental
dia 1 dia 2
Solucéo de referéncia 5,0 pg/mL
2,0 10 439902920 437225400 438535283
1,6 8 351922336 359286370 362467865
1,2 6 263941752 273456692 275921807
0,8 4 175961168 185007035 185829714
Solucéo de referéncia 2,5 pg/mL
0,8 2 87980584 95316288 88899403

Tabela 2 — Massa injetada, area estimada e area média experimental (n = 3) das

curvas analiticas, de timol, nos dois dias de analise.

3.6 Delineamento experimental e andlise estatistica

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

cinco tratamentos, sendo controle (sem esterco), esterco bovino, esterco caprino, esterco

codorna e mix (bovino + caprino + codorna) com quatro repeti¢cdes e dez plantas por

repeticdo, totalizando 200 plantas. Adotou-se duas plantas por vaso. Os dados obtidos

foram, primeiramente, avaliados quanto a sua homogeneidade e normalidade, sendo em

seguida submetido ao teste de Tukey, a 5% de probabilidade. As anélises estatisticas
foram realizadas no programa estatistico SISVAR 5.3 (Ferreira, 2011).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producao vegetal

De modo geral, os resultados mostraram que o cultivo de tomilho com diferentes

fontes de esterco culminou em alteragdes positivas sobre os parametros fitotécnicos

(tabela 3).
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Tratamentos Raiz (0 Folha (g Caule (g Total (R+F+C) (g

Controle 4,37¢c 2,17d 2,54d 9,10d
Caprino 9,46 b 6,06 c 7,01c 22,54 c
Bovino 12,92 b 9,59 b 11,22 b 33,73 b

Mix 17,92 a 10,77 ab 13,09 a 41,78 a

Codorna 18,17 a 11,59 a 14,56 a 44,33 a

Tabela 3 — Producéo vegetal de T. vulgaris. Letras iguais significam que n&o hé diferenca
significativa entre os tratamentos utilizando o teste Tukey a 95% de confiabilidade.

Em relacdo a biomassa da raiz, o esterco de codornae o mix apresentaram um
maior incremento dasraizes, sendo estatisticamente iguais. Comparado ao controle houve
um aumento de 4,8 e 4,5 vezes da biomassa de raiz para codorna e mix, respectivamente,
O esterco bovino foi superior estatisticamente em relacdo aos tratamentos caprino e

controle, fornecendo um incremento percentual de 370% na biomassa da raiz comparado
ao controle.

A biomassa de folhas aumentou significativamente nos tratamentos codorna e
mix, apresentando um incremento percentual de 434% e 396%, respectivamente, sendo
estes estatisticamente iguais. Porém, o tratamento mix ndo diferiu estatisticamente do

tratamento bovino, que indicou um ganho de 4,5 vezes mais biomassa.

Os tratamentos codorna e mix, comparados ao controle, apresentaram um aumento
na biomassa do caule onde forneceram 12 g e 10,5 g de ganho de biomassa,
respectivamente. No que se diz respeito ao tratamento bovino, este apresentou um
aumento de 8,6 g na biomassa, mostrando-se significativamente superior que 0s
tratamentos caprino e controle.

A biomassa total aumentou significativamente com o cultivo em codorna e mix,
sendo estes estatisticamente diferente dos tratamentos bovino, caprino e controle.
Comparado ao controle, codorna e mix tiveram incrementos percentuais de 387% e 359%
respectivamente. Para este mesmo pardmetro, observou-se que o esterco bovino se

mostrou superior estatisticamente ao esterco caprino e ao controle, trazendo um ganho de
11,2 e 24,6 g por planta, respectivamente.

De modo geral, é possivel observar que a adubagdo organica com as diferentes
fontes de esterco proporcionou um ganho significativo de biomassa, tanto da parte aérea
quanto da raiz, devido a adicdo da matéria orgénica pois esta altera as caracteristicas

quimicas, fisicas e bioldgicas dosubstratoe gera um beneficio no crescimento dasplantas.
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Araljo et al., 2009, utilizaram uma mistura de Plantmax + esterco caprino para 0
desenvolvimento de mudas de mamoeiro, e obtiveram um incremento na altura das

mudas, no didmetro do colo, numero de folhas e biomassa seca da parte aérea e raiz.

Os bons resultados provenientes da fonte codorna provavelmente foram
proporcionados pelo maior incremento na quantidade de nutrientes proporcionados por
esse tratamento, tendo como base superioridade nas concentracdes de nitrogénio, fésforo,
potéssio, calcio, magneésio, enxofre e zinco, com 25; 41; 37; 124, 6; 4 g/Kg e 377 mg/Kg
respectivamente. Shahein et al., 2015, concluiram que os estercos provenientes de aves
fornecem altas taxas de nitrogénio, uma vez que, em seu experimento, utilizando esterco

de galinha, resultou em um aumento da quantidade de proteina C e de sélidos sollveis
totais em duas espécies de pimentéo.

O esterco bovino também teve um bom desempenho na producdo de biomassa,
talvez devido aos bons valores de micronutrientes presentes no esterco, como ferro, cobre,
manganés e boro, com 33811; 57; 920 e 140 mg/Kg respectivamente. Além disso, a
relacdo C/N é menor (28) em relacdo ao esterco caprino (32), o que fornece uma maior

disponibilidade de nutrientes.

O tratamento mix trouxe um balanco nutricional no que se refere as fontes de
esterco utilizada, ou seja, a quantidade de nutrientes foi provavelmente equiparada,
diminuindo ou aumentando o0s niveis presentes. Desta forma, pode-se atrelar o
desempenho semelhante do mix com os tratamentos codorna e bovino. Neste primeiro
momento, 0 mix apresentou resultados inferiores ao tratamento codorna, porém, a longo

prazo, pode se mostrar a melhor alternativa para o ganho de matéria seca.

O elemento ferro tem um importante papel como componente de enzimas
envolvidas na transferéncia de elétrons (rea¢fes redox), como citocromos. Nesse papel,
ele e reversivelmente oxidado de Fe?* a Fe3* durante a transferéncia de elétrons (Taiz
& Zeiger 2017). Na fotossintese, as moléculas de clorofila absorvem a luz solar e perdem
seus elétrons, ocorrendo a quebra da agua e o hidrogénio fornece seus elétrons para 0s
pigmentos da planta. Desta maneira, infere-se que o ferro € benéfico para aumentar a

sensibilidade das plantas aos estimulos luminosos, uma vez que as rea¢fes redox estdo
envolvidas na respiracdo celular e fotossintese.

Os ions manganés (Mn?*) ativam vdrias enzimas nas células vegetais. Em

particular, as descarboxilases e as desidrogenases envolvidas no ciclo do acido citrico
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(ciclo de Krebs) séo especificamente ativadas pelo manganés. A fungdo mais bem
definida do Mn?* estd na reacdo fotossintética mediante a qual o oxigénio (O:) e
produzido a partir da &gua (Taiz & Zeiger 2017). Esta presente também no
desenvolvimento das raizes, o que promove uma maior absorcao de nutrientes pela planta,

e possui uma funcdo ativadora de enzimas necessarias para a producao de metabolitos
pelo vegetal.

Muitas enzimas requerem ions zinco (Zn?*) para suas atividades, e 0 zinco pode
ser exigido para a biossintese daclorofila em algumas plantas (Taiz & Zeiger 2017). Atua
como um co-fator enzimatico, regulando e estabilizando a estrutura proteica. Além disso,

esta relacionado a sintese de auxinas, hormdnios responsaveis pelo crescimento daplanta.

Além disso, a relacdo C/N é um indicadorimportante da decomposicdo damatéria
orgénica do solo, dando informag&o sobre o estado de humificacdo. Na decomposicao da
matéria organica dos solos a relacdo C:N é muito importante para a determinacdo da
competicdo entre 0s nutrientes essenciais para a atividade dos microrganismos do solo
(Luchese et al. 2002). Segundo Giacomini (2003), o valor ideal seria entre 20 e 25, onde
ocorre um equilibrio entre os processos de mineralizagdo e imobilizacdo. O tratamento

mix apresentou uma relacdo C/N de 23 (tabela 1), ou seja, provavelmente seus bons
resultados estdo atrelados a assimilacdo dos nutrientes proporcionados pelo tratamento.

4.2 Producao do 6leo essencial e timol

Os resultados de dleo essencial mostraram que o cultivo com diferentes fontes de
esterco implicou em alteragfes positivas sobre os pardmetros de producdo do 0leo
essencial (tabela 4).

Tratamentos  Teor (%) Rendimento (g/planta) Produtividade (kg/ha)

Controle 0,87¢c 0,0095 ¢ 0,7932 ¢
Caprino 1,14 ab 0,0348 b 2,9027 b
Bovino 121a 0,0580 a 4,8406 a

Mix 0,96 c 0,052 a 4,3405 a
Codorna 1,02 ¢ 0,0593 a 49482 a

Tabela 4 — Parametros do 0leo essencial de T. vulgaris. Letrassemelhantes significam que
nao héa diferenca significativa entre os tratamentos utilizando o teste Tukey a 95% de confiabilidade.

Houve alteracdes significativas no teor do 6leo essencial em relacdo as fontes

comparadas ao tratamento controle. O tratamento com esterco bovino foi
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significativamente superior aos demais tratamentos, gerando um aumento percentual de
139%. Este, por sua vez, ndo se diferencia dos tratamentos caprino e codorna pelo teste
Tukey, que forneceram um aumento de 1,3 e 1,17 vezes no teor do dleo essencial,
respectivamente. Porém, os tratamentos caprino, codorna e mix ndo apresentaram

diferengas estatisticamente significativas entre si.

No que se diz respeito ao rendimento e a produtividade, os tratamentos com as
fontes codorna, bovino e mix trouxeram um incremento percentual de 524%, 510% e
477% respectivamente para rendimento e 523%, 510% e 447% respectivamente para
produtividade, em relacdo ao controle. Estes tratamentos foram estatisticamente iguais
entre si. O esterco caprino foi significativamente superior apenas ao controle, fornecendo
um aumento de 3,7 vezes no rendimento e produtividade do 6leo essencial.

O preco de mercado, no momento da realizacdo deste trabalho, aproximado dos
estercos de bovino, caprino e codorna é de 4,90; 3,70 e 12,90 reais o quilo. O alto custo
do esterco de codorna se deve ao fato de ser um esterco de dificil obtencéo, pois fazendas
de codornas destinadas a producgéo de esterco ndo sdo comuns, quando comparadas as
fazendas de bovinos e caprinos, além da producao ser limitada devido ao pequeno porte
dos animais, apesar de ser uma excelente fonte de nutrientes, sendo considerado como
um dos adubos mais fortes. Dito isso, 0 esterco caprino apresenta um melhor custo
beneficio, porém néo apresenta a mesma disponibilidade de nutrientes quando comparada
ao esterco bovino, que é mais comumente utilizado. Desta forma, devido o esterco mix
ter apresentado um desempenho semelhante em relagdo ao esterco caprino, bovino e de
codorna, recomenda-se a utilizacgdo do mix para um aumento no rendimento e
produtividade caso o produtor possua em sua propriedade alguma quantidade destes

estercos.

Observa-se que a adubacédo organica com as diferentes fontesde esterco propiciou
um aumento tanto no teor como no rendimento e produtividade do 6leo essencial. O
maior teor de O6leo essencial foi observado no tratamento com esterco bovino,

provavelmente devido as altas concentragdes de ferro, manganés e zinco, observados em
sua composicdo quimica que diverge significativamente dos demais estercos.

Um estudo conduzido por Paulus et al. (2008), utilizando plantas de menta
japonesa (Mentha arvensis) em cultivo hidropdnico com diferentes concentragdes de uma

solucdo nutritiva, apresentaram diferentes teores de mentol e mentona, um dos principais
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constituintes do 6leo essencial. Isto demonstra que estes compostos sdo diretamente
influenciados pela nutricdo mineral. Segundo Morais (2009), 0 aumento no teor pode

estar relacionado com a quantidade de nutrientes disponiveis, uma vez que estes sdo
utilizados nas rotas metabdlicas para a obtencéo dos compostos metabdlicos secundarios.

O tratamento mix apresentou um bom desempenho em relacdo as outras fontes,
pois, estatisticamente, ele ndo se difere dos melhores tratamentos, apresentando médias
semelhantes. Dito isso, sugere-se que a disponibilidade de nutrientes presentes no mix se
equilibrou em relagcdo as outras fontes, devido aos resultados estatisticamente iguais.
Tendo isso em vista, o tratamento mix pode ser uma fonte alternativa de nutrientes caso

ndo haja disponibilidade suficiente de outros estercos.

Os resultados apresentados a seguir (tabela 5) mostraram que o cultivo com

diferentes fontes de esterco gerou alteracfes positivas sobre a producao de timol presente

no 6leo essencial.

Tratamentos Rendimento Produtividade (g/ha
Controle 6,41b 0,0657 ¢ 5,4807 ¢
Caprino 6,92 a 0,2599 b 21,6593 b
Bovino 6,15¢ 0,3847 a 32,0653 a

Mix 6,79 a 0,3816 a 31,8029 a
Codorna 6,43 b 0,4114 a 34,2904 a

Tabela 5 — Pardmetros do timol presente no dleo essencial de T. vulgaris. Letras

semelhantes significam que ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos utilizando o teste Tukey
a 95% de confiabilidade.

As duas curvas analiticas construidas indicaram relacdo linear entre a massa
injetada de timol (g) versus area do pico correspondente, sendo obtidos coeficientes de

determinacéo (r2) com valores superiores a 0,9979 (figura 2).

As curvas analiticas de timol obtidas em dias consecutivos foram estatisticamente
equivalentes (p>0,05). Portanto, dentro das faixas de concentracéo estudadasdo marcador
quimico timol, o método apresentou linearidade adequada e pode ser utilizada para

estimativa da producéo de timol com base na &rea dos picos correspondentes.
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Figura 2 — Média das curvas analiticas obtidas por cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada a detector de arranjos de diodos, em dois dias consecutivos (curva 1
=dia 1; curva 2 = dia2) para o timol.

A quantidade de timol presente no 6leo apresentou resultados significativos nos
tratamentos caprino e mix, gerando um incremento na quantidade de timol de 0,5 e 0,4
Hg/mL, respectivamente, porém estatisticamente iguais entre si. Os tratamentos codorna
e controle apresentaram quantidades maiores de timol em relacdo ao bovino, com um
aumento percentual de 10% e 4% mais timol, sendo estes estatisticamente iguais. O
esterco bovino apresentou o maior teor de 6leo, mas a quantidade de timol presente em
sua composicdo foi baixa, sendo estatisticamente inferior que os demais tratamentos,

apresentando uma queda de -5% na quantidade de timol presente.

O rendimento e produtividade de timol foi alterado significativamente nos
tratamentos codorna, bovino e mix, sendo estes estatisticamente iguais em relacdo ao
controle, trazendoum aumento de 6,8, 6,4 e 6,3 vezes no rendimento e 6,3, 5,9 e 5,8 vezes
na produtividade.

Observa-se que a adubacédo orgénica com as diferentes fontesde esterco propiciou
um aumento tanto na quantidade como no rendimento e produtividade do timol presente
no 6leo essencial. O esterco mix apresentou um dos melhores resultados, possivelmente

pela sua disponibilidade de nutrientes essenciais para 0 metabolismo da planta. O
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tratamento caprino apresentou resultados semelhantes, o que pode ser um indicativo de

que os perfis quimicos foram equilibrados.

O tratamento mix proporcionou um aumento de 5,8 vezes na quantidade de timol
presente no dleo essencial em relagdo ao controle. Este aumento é importante para a
produtividade, pois havendo um valor mais alto, podemos conseguir quantidades maiores
de timol por planta. Dessa forma, recomenda-se a utilizagdo do mix de estercos para uma

otimizacdo na quantidade de timol presente na planta.

Estudos tem demonstrado a resposta positiva da cultura de Thymus vulgaris a
adubacéo organica com esterco, entretanto, ndo foi encontrado na literatura as respostas
de crescimento, producdo e composicdo quimica de 6leo essencial dessa planta fertilizada
com a mistura de diferentes fontes esterco. Os resultados apresentados reforcam que o
tratamento mix pode-se tornar uma fonte alternativa de nutrientes, uma vez que esta
apresentou resultados estatisticamente iguais com os melhores tratamentos. Desta forma,
recomenda-se a utilizacdo do mix de estercos caso o produtor possua diferentes fontes de
esterco.

5. CONCLUSAO

Houve um incremento significativo nas plantas de Thymus vulgaris em todos 0s
parametros analisados utilizando a adubacdo organica oriunda de diferentes fontes
animais. Os resultados apresentados reforcam que o mix de estercos pode-se tornar uma
fonte alternativa de nutrientes, uma vez que este apresentou resultados estatisticamente
iguais com os melhores tratamentos. Recomenda-se a utilizagdo do mix de estercos caso

o0 produtor possua diferentes fontes de esterco em sua propriedade.
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