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RESUMO

O uso de medicamentos homeopéticos associados a microrganismos simbiontes tém
demonstrado beneficios na promocéo do desenvolvimento de plantas. A Mentha spicata
L. é uma planta medicinal que tem 6leo essencial com propriedades antimicrobianas. O
microrganismo Aspergillus welwitschiae é um fungo filamentoso que foi recentemente
identificado como causador da podridao vermelha do sisal. Com isso o presente estudo
tem o objetivo de avaliar a producéo e rendimento de 6leo essencial da Mentha spicata
L. e através do teste de concentracdo minima inibitoria (MIC), avaliar o potencial
antifngico do O6leo essencial da M. Spicata sob Aspergillus welwitschiae. O
delineamento experimental foi feito em blocos casualizados com 4 tratamentos com 40
repeticdes cada, totalizando 160 unidades experimentais, sendo utilizados os respectivos
tratamentos: Suspensdo com fungo Trichoderma asperellum (TCS 81); medicamento
homeopatico Carbo vegetabilis 5CH; TCS 81 + Carbo vegetabilis 5CH e o controle
constituido por &gua destilada. Para a determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria
(MIC), foram realizadas dilui¢des seriadas do 6leo essencial, obtendo concentracéo final
de: 5; 2,5; 1,25; 0,625 ;0,315 uL/ mL™, em placas de Elisa. Foram realizados testes para
avaliar o efeito fungicida/fungistatico do 6leo essencial sob o fungo, para isso foram
preparadas 4 placas de Petri com meio BDA para realizacdo da avaliacdo visual do
crescimento micelial do fungo. Os parametros fitotécnicos avaliados nesse trabalho
foram: altura (ALT), massa seca da parte aérea (MSP), massa fresca da parte aérea
(MFP) e rendimento de 6leo essencial (ROE), que foram submetidos a analise estatistica
no programa computacional R, onde foram feitos testes de média, teste de Tukey e
repressdo linear. Quanto aos testes antimicrobianos foram analisados visualmente o
crescimento micelial do fungo. Os resultados obtidos demonstram que o tratamento
utilizado promoveu um crescimento das plantas de M. spicata e que o éleo essencial da

espeécie inibiu o crescimento micelial do A. welwitschiae.

Palavras- Chave: Agricultura organica, bioativos, homeopatia, controle bioldgico
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ABSTRACT

The use of homeopathic medicines associated with symbiont microorganisms have
shown benefits in promoting plant development. Mentha spicata L. is a medicinal plant
that has essential oil with antimicrobial properties. Aspergillus welwitschiae is a
filamentous fungus that has recently been identified as causing red sisal rot. Thus the
present study aims to evaluate the production and yield of essential oil of Mentha
spicata L. and through the minimum inhibitory concentration test (MIC), evaluate the
antifungal potential of essential oil of M. Spicata under Aspergillus welwitschiae. The
experimental design was randomized blocks with 3 treatments and 1 control, 40
replications each, totaling 160 experimental units, using the following treatments:
Suspension with fungus Trichoderma asperellum (TCS 81); homeopathic medicine
Carbo vegetabilis 5CH; TCS 81 + Carbo vegetabilis 5CH and the control consists of
distilled water. In order to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC),
serial dilutions of the essential oil were performed, obtaining final concentration of: 5;
2.5; 1.25; 0.625; 0.315 uL / mI™* in Elisa plates. Tests were performed to evaluate the
fungicidal / fungistatic effect of the essential oil under the fungus. For this purpose, 4
Petri dishes with BDA medium were prepared for the visual evaluation of the fungal
myecelial growth. The phytotechnical parameters evaluated in this work were: height
(ALT), dry mass of the shoot (MSP), fresh mass of the shoot (MFP) and essential oil
yield (ROE), which were submitted to statistical analysis in the computer program R,
where tests of mean, Tukey test and linear repression were performed. As for
antimicrobial tests, mycelial growth of the fungus was visually analyzed. The results
show that the treatment promoted growth of M. spicata plants and that the essential oil

of the species inhibited the mycelial growth of A. welwitschiae.
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INTRODUGCAO GERAL

A ciéncia homeopatica foi fundamentada na Alemanha pelo médico Christian
Friedrich Samuel Hahnemann em 1796, em oposi¢do as praticas medicinais da época
(SANTOS e SA, 2014). Os beneficios da utilizacio da homeopatia na agricultura estdo
relacionados a sustentabilidade, pois 0 uso da homeopatia ndo causa impacto ambiental,
(LEONEL e BARROS, 2013). Além disso elas possuem baixo custo o que a torna
economicamente viavel para pequenos agricultores.

Os medicamentos homeopaticos podem ser utilizados para melhorias nos sistemas de
producdo e/ou controle de insetos e doencas, além de ser uma alternativa ao uso de
insumos quimicos (UBESSI et al., 2018). Segundo Gongalves et al. (2017), pesquisas
utilizando medicamentos homeopéticos em plantas, com o objetivo de aumentar a
sintese no metabolismo priméario e secundario, promoveu um aumento na producao de
biomassa vegetal e 6leo essencial das espécies.

O medicamento Carbo vegetabilis é produzido a partir de finas particulas do carvéo
vegetal (CASALI et al., 2009). Franca et al. (2017) apontam resultados positivos
observados na promoc¢do do desenvolvimento de mudas de tomate quando utilizaram
medicamento homeopéatico Carbo vegetabilis e isolados de Trichoderma spp. De
acordo com Candelero et al. (2015), o uso de cepas de Trichoderma como promotores
de plantulas de Capsicum chinense influenciaram em um aumento relevante no
crescimento das plantas.

A Mentha spicata L. que é uma planta medicinal e também condimentar, conhecida
popularmente como horteld, horteld miudo, horteld comum e horteld pimenta. Tem sua
origem na Europa meridional sendo amplamente distribuida em todo mundo, suporta
baixas temperaturas, porém se adapta melhor ao clima tropical (GASPARIN et al.,
2014; BONFIM et al., 2017). O Oleo essencial de horteld possui propriedades
antimicrobianas devido a presenca de componentes quimicos como: carvona, limoneno,
sapineno, cariofileno e terpenol (BARBOSA et al., 2016; BAYAN e KUSEK, 2018),
que sdo amplamente estudados no controle de fitopatogenos.

Oleos essenciais formam uma classe de principios ativos, sintetizados no
metabolismo secundario das plantas e apresentam grande atividade antifingica, antiviral
e antibacteriana (SILVA et al., 2019). A espécie Aspergillus welwitschiae foi
recentemente identificada por Duarte et al. (2018) como o agente causador da podridao
vermelha do sisal. O sisal (Agave sisalana) é uma planta xerdfita utilizada na producéo



de uma fibra dura comercializada mundialmente e produzida especialmente em regides
aridas e semiaridas.

No Brasil a producdo da Agave sisalana se concentra no Nordeste, sendo que o
Estado da Bahia produz cerca de 93,5% do total produzido nacionalmente, tendo
grande potencial econdmico para a agricultura familiar, o sisal apresenta grande
potencial econdmico e social como principal fonte de renda da agricultura familiar da
regido do Nordeste Brasileiro (EMBRAPA, 2019).

Portanto a acdo de fitopatdogenos que afetam a cultura sisaleira prejudica
economicamente os pequenos agricultores da regido sisaleira que tem o plantio dessa
espécie como fonte principal de emprego e renda. Com isso no presente estudo
pretende-se contribuir para o conhecimento dos meios de produgdo orgéanica com
tecnologias de manejo viaveis na producédo e no rendimento do 6leo essencial da espécie
Mentha spicata L. através do uso do inoculo de Trichoderma asperellum (TCS81) e de
medicamento homeopatico, bem como avaliar o potencial antifingico do 6leo essencial

da espécie sob o fungo Aspergillus welwitschiae.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Homeopatia na Agricultura

A palavra homeopatia € originaria do grego homeos (Semelhante) e phatos (Doenca),
ela foi criada pelo médico Hahnemann, na Alemanha e disseminada através da
publicacdo do livro “Organon da arte de curar” no ano de 1810 (BRACCINI et al.,
2019). A homeopatia € uma ciéncia que se baseia na homeostase do ser vivo, seus
medicamentos agem a partir de estimulos energéticos reequilibrando a energia vital dos
seres vivos (GRAMS, 2019).

Essa ciéncia chegou ao Brasil no ano de 1840 através do Dr. Benoit Mure, onde esta
inserida nos principios da agricultura organica de acordo com a instru¢do normativa de
n° 7 (BRASIL, 1999). Em 2004, a homeopatia na agricultura passou a ser considerada
uma tecnologia social efetiva pela Organizacdo das NagOes Unidas para a Educacéo, a
Ciéncia e a Cultura através da Fundacdo Banco do Brasil. A homeopatia traz a
independéncia do agricultor familiar, por possuir baixo custo, ser acessivel, de simples
manuseio e ndo gera residuos no meio ambiente (PONTES et al., 2012).

Os preparados homeopaticos sao produzidos a partir de diversas substancias que

podem ter origem mineral, animal, vegetal ou produtos quimicos, para a preparacao dos



medicamentos homeopaticos com produtos oriundos de vegetais podem ser utilizadas as
plantas inteiras ou apenas algumas partes e também produtos extraidos dela ou
sintetizados em seu metabolismo secundario. (RUEDA, 2013; RELTON et al., 2017;
PINHEIRO et al., 2019). Para que o efeito toxico das substancias utilizadas seja
reduzido, os preparados passam pelo processo de dinamizacdo. A dinamizacdo é
caracterizada pelo processo de diluir e succionar e isso faz com que ocorra o decréscimo
da concentracdo dos constituintes presentes em uma solucéo, toda via isso aumentando
a poténcia do medicamento, que age ndo s6 quimicamente mais também atraves das
caracteristicas da substancia diluida (TIEFENTHALER, 1996 apud BRUNO et al.,
2018).

O Preparado Homeopético Carbo vegetabilis

A expansdo do consumo mundial de insumos quimicos nos cultivos agricolas nos
ultimos 50 anos resultou em grandes impactos ambientais, esse consumo acarreta em
contaminacdo dos solos e do lencol freatico, além de trazer maleficios para a salude
humana, tornando-se imprescindivel entdo a busca por alternativas sustentaveis nos
meios de producdo agricola (BADER et al., 2019).

Os sistemas de producdo com bases ecoldgicas estdo se fortalecendo em todo o
mundo, devido a busca por habitos de vida saudaveis e que causem menor impacto ao
meio ambiente (PULIDO et al., 2017). Dentre as opcdes de tratamentos alternativos
utilizados na agricultura tem-se a homeopatia, que possui uma vasta quantidade de
medicamentos. O medicamento homeopatico Carbo vegetabilis é produzido a partir da
calcinacdo da madeira até obtencdo de fumaca e a decomposicéo e oxidacdo imperfeitas
sdo a base da acdo do medicamento (ROSSI et al., 2006).

Na agricultura o Carbo vegetabilis é utilizado como indutor a quebra de dorméncia
de sementes, aumento da producdo de massa e ativacdo do metabolismo secundario de
plantas, além de ser utilizado em plantas que sob estresse por geadas e incéndios
(CAVALCA et al., 2009). De acordo com Pinheiro et al. (2019) uma das vantagens da
aplicacdo da homeopatia em plantas se encontra na producdo agricola livre de
agrotoxicos.

Em vegetais o0 uso destes medicamentos tem apresentado resultados promissores na

promocdo do crescimento e germinagcdo de sementes (CANDELERO et al., 2015;



FATORETO et al.,, 2017; FRANCA et al., 2017). Como demonstram os resultados
obtidos por Invencdo et al. (2017) onde foi observado que a utilizagdo do medicamento
homeopéatico Carbo vegetabilis na dinamizacdo 30 CH estimulou o crescimento de
plantulas de Tomate (Solanum lycopersicum) germinadas a partir de sementes
envelhecidas artificialmente.

Em um estudo realizado por Rueda (2013) constatou que o medicamento Carbo
vegetabilis incrementou a massa seca da raiz de plantas de brdcolis e um aumento da
massa da parte aérea de plantas de couve- flor na dinamizacdo 30 CH. Com isso este
medicamento homeopatico pode ser utilizado no cultivo de plantas medicinais, como

um possivel promotor do crescimento e rendimento de 6leo essencial.

Caracterizacao do Trichoderma spp. e Seu Uso na Agricultura

O Trichoderma asperellum que foi descrito por Samuels et al. (1999), é um fungo
que apresenta coldnia de rapido crescimento, flocosa, com zonas concéntrica,
conidioforos retos, ramificados, fialide medindo entre 7-11 x 3-5.5 (2-3.5) um,
ampuliformes, conidios globosos a subglobosos, podendo ser obovoides, verdes, com
medidas variando entre 3.7-6 x 3-5 pum, podendo difundir pigmentagdo creme no meio e
odor.

Essa espécie é mais facilmente encontrada em regides tropicais em solos com
pequena decomposicdo e em zonas de clima frio nas regides do Peru, Coldmbia e Brasil
(ADNAN et al, 2019). Apresenta potencial promissor no controle bioldgico,
demonstrando resultados positivos no controle de outros fungos, por exemplo:
Rhizoctonia solani em plantas de Pepino (TRILLAS et al., 2006), no entanto poucos
estudos relatam a sua influéncia na promoc¢éo do crescimento e sobre a sua interferéncia
no metabolismo primario e secundéario de plantas.

No Brasil, as pesquisas referentes a utilizacdo de Trichoderma spp. tém maior
enfoque sobre os seus efeitos diretos sobre fitopatdgenos e sdo pouco estudos
direcionadas aos efeitos indiretos de crescimento e inducgdo da resisténcia em vegetais
(SILVA, 2011).

Os fungos do género Trichoderma sédo simbiontes, endofiticos e contam com mais de
30 espécies e mais de 100 subespécies, pertencem a classe Ascomycota, que possuem
abundantes conidios, que dao origem a estruturas denominadas conidi6foros, emergindo
diretamente das hifas (DILDEY et al., 2014; JUNGES et al., 2016).



Sdo encontrados com maior periodicidade em solos de regides de clima temperado e
tropical, sdo fungos de vida livre e reproducédo assexuada (MACHADO et al., 2012).
Apresentam crescimento rapido e se adaptam a uma ampla variedade de substratos e se
ajustam rapidamente as condi¢fes ambientais, pois consegue regular seu crescimento,
formacéo de conidios e producéao de enzimas (ADAV e SZE, 2014).

Espécies desse género sdo amplamente utilizadas na promoc¢éo do crescimento e no
controle de fitopatdgenos, pois estes fazem a solubilizagdo de micronutrientes
insolUveis e proporcionam maior absorcdo e translocacdo de minerais pouco disponiveis
no solo e estdo entre os agentes de biocontrole mais estudados no mundo, pois ndo tém
se revelado patogénicos, ja que produzem substancias antimicrobianas (MACHADO et
al., 2012; JUNGES et al., 2016; OLIVEIRA et al. 2016).

Quando esses fungos colonizam a rizosfera das plantas elas se beneficiam pela
absorcdo do &cido indol-acético, que atua na protecdo natural do Trichoderma contra
outros fungos patogénicos as beneficia por via da disponibilizacdo de nutrientes sendo
eficientes na solubilizagdo de fosfatos encontrados no solo (CHAGAS et al., 2017).

Trichoderma spp. tém apresentado potencial promissor para agricultura, possuindo
espécies antagonistas de diferentes fitopatdgenos, além de contribuir para o crescimento
radicular das plantas e uma maior absorgdo de nutrientes. Favorecendo o aumento do
crescimento e produtividade de vegetais e inducdo da resisténcia e por isso estdo entre
os fungos mais estudados e comercializados como biofertilizantes (HARMAN, 2006;
BADER et al., 2017; BAYOUM I et al., 2018).

De acordo com Gomes et al. (2017) algumas cepas de Trichoderma spp., podem
estabelecer relagdo simbidtica com vegetais, colonizando as raizes, promovendo um
maior desenvolvimento das plantas, também estdo relacionados com a resisténcia a
doencas e tolerancia a estresse abiotico, indicando que essa interacdo pode alterar o

metabolismo secundario de vegetais.

Caracterizacio da Mentha spicata L. e Uso de Oleos Essenciais

O uso de plantas medicinais tem grande importancia cultural em todo mundo,
desde seu emprego na medicina, como condimentar ou aromatica (ANTONIO et al.,
2013). De acordo com a Agéncia Brasileira de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sdo
consideradas plantas medicinais espécies vegetais que contenham substancias ou classes

de substancias responsaveis pela acéo terapéutica (BRASIL, 2010).



A ampla biodiversidade encontrada no Brasil proporciona um acumulo de
conhecimentos tradicionais, principalmente quando se trata da utilizacdo de plantas
medicinais, seu uso pode ser influenciado pela questdo econdmica e pelo custo elevado
dos medicamentos sintéticos (BATTISTE et al., 2013).

A familia Lamiaceae esta inserida na ordem Tubiflorae (Lamiales), contendo cerca
de 200 géneros e mais de 4000 espécies, que estdo distribuidas em todo planeta. A
Lamiaceae também ¢ conhecida como “familia das mentas”, pelo fato de que as plantas
que a compde apresentarem aromas bastante caracteristicos, (MARTINS, 2002;
SNOUSSI et al., 2015).

As espécies de Lamiaceae contém uma série de compostos sintetizados pelo
metabolismo secundario que sdo bastante relevantes, dentre eles esta o 6leo essencial
(LIMA e CARDOSO, 2013). Dentre os inumeros géneros dessa familia, o género
Mentha possui aproximadamente 30 espécies com uma série de propriedades medicinais
e que também sdo utilizadas para fins culindrios (MORAIS et al., 2014) As espécies
desse género tém sido muito utilizadas nas inddstrias alimenticias, cosmética e
farmacéutica por serem espécies ricas em 6leos essenciais (SANTOS et al., 2013).

A Mentha spicata L. é uma espécie herbacea, perene, rizomatosa pertencente a
Lamiaceae, conhecida popularmente como horteld, pode alcancar uma média de 30 a
100 centimetros de altura. Apresentam folhas que medem entre 5 a 9 cm de
comprimento e 1,5 a 3 cm de largura, com margem serrilhada, sdo lanceoladas, opostas
e simples, sem pelos, peciolo curto, caule quadrado, folhas com coloracdo verde
brilhante, rizoma subterrdneo e flores lilas em espiga terminal, (ADJUTO, 2008;
SNOUSSI et al., 2015).

A horteld pode ser propagada por via sexuada (sementes) ou assexuada (por
estaquias). As estacas podem ser retiradas de qualquer parte da planta e sdo obtidas a
partir de estoldes, sejam eles aéreos ou subterraneos, com trés nés ou 10 a 12 cm de
comprimento (MARTINEZ, 2016). As hortelds ou mentas possuem sabor e aroma
refrescantes, isso esta relacionado aos 6leos essenciais que estdo armazenados em seus
tricomas glandulares de folhas e inflorescéncias (BARBOSA et al., 2016).

O Oleo essencial dessa espécie tem sido testado quanto ao seu potencial
antimicrobiano devido aos compostos que o constituem como apontam 0s estudos
obtidos por Snoussi et al. (2015) os elementos predominantes que constituem o 6leo
essencial da M. spicata sdo: carvona, limoneno,1-8 cineol, B-pineno, cis-di-

hidrocarvona e di-hidrocarveol e o rendimento deste 6leo é de cerca de 1,1%.



Além disso foi constatado por Lourido et al. (2016), que o 6leo essencial da Mentha
sp. apresentou acdo fungistatica para os microrganismos Rhizopus sp, Fusarium sp,
Mucor sp e Pestalotiopsis sp., também foi observado pelos autores atividade fungicida
do mesmo Oleo na concentragdo de 10 uL.mL™ contra o fitopatogeno Bipolaris sp. O
uso do 6leo essencial de M. spicata L. tem apresentado efetividade contra fungos que
deterioram alimentos, producdo de aflatoxina e contra diferentes estagios de vida de
Callosobruchus chinensis (KEDIA et al., 2014).

A ISO (International Standard Organization) define 6leos volateis como os produtos
obtidos de diferentes partes de plantas substancias complexas, volateis, geralmente com
odor, que podem ser extraidas por métodos de destilacdo, e este pode ser simples ou por
arraste a vapor. Varios fatores podem alterar o rendimento dos 6leos essenciais, como
por exemplo: técnicas de manejo, temperatura do ambiente, espécie da planta, modo de
secagem, parte da planta que foi utilizada na extracdo do 6leo, método de colheita,
época da colheita (FEITOSA, etal., 2014).

A producdo mundial de éleos essenciais estd em torno de 45 mil toneladas, avaliadas
em U$ 700 milhGes. Estima-se que a producdo brasileira de oOleos essenciais
corresponde a 13,5% da produgdo mundial, em toneladas (LOURENCO, 2012). O
Brasil é o quarto exportador mundial, com quase US$ 150 milhdes de ddlares, mas 90%
disso sdo Oleos citricos, subproduto da industria da laranja (AZAMBUJA, 2012).
Devido a importancia econdmica das plantas medicinais e dos componentes de seus
6leos essenciais, tem crescido os estudos relacionados aos métodos de plantio, aumento
de massa, e obtencdo de 6leo essencial.

Ha alguns anos a aplicacdo imoderada de antimicrobianos tem feito com que
patdgenos humanos e vegetais tenham desenvolvido resisténcia, desse modo se faz
necessario a busca por novos bioativos que possam ter finalidade tanto para a medicina
quanto para agricultura (BARROS et al., 2015).

Aspergillus welwitschiae e o Teste de Concentracdo Minima Inibitoria
O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez em 1729 e compde um grupo de

fungos filamentosos com 339 espécies, dentre elas, espécies patogénicas para vegetais e

animais que causam grande impacto social e econémico, esses fungos possuem ampla



distribuicdo geogréafica e podem ser encontrados em uma grande diversidade de habitats
(SANSOM et al., 2014; ABDEL-AZEEM et al., 2016).

Existe uma abundancia de fungos fitopatogénicos no mundo o que se torna um fator
limitante para a producdo agricola, afetando a qualidade de seus produtos (GUIDO et
al., 2018). Dentre essas doencas que acometem o0s vegetais tem énfase a podriddo
vermelha do sisal (Agave sisalana), que contamina a planta em qualquer estagio de
desenvolvimento causando descoloracdo e podriddo dos tecidos internos do caule,
resultando na senescéncia da planta (ABREU, 2010).

A podriddo vermelha do sisal é causada por um fungo filamentoso que foi
identificado pela primeira vez no século XIX, Aspergillus welwitschiae é encontrado no
solo de regides aridas e semiaridas (DUARTE et al., 2017). O uso de produtos
sintéticos é bastante comum no tratamento dessas doencas podendo ocasionar diversos
problemas ambientais, afetando inclusive a saide humana (BRUM et al., 2014).

A. sisalana é popularmente conhecida como sisal que possui grande potencial na
producdo de fibras que sd@o comercializadas, além de ser utilizada também na fitoterapia
como anti-inflamatéria (MARTIN et al., 2009; NETO et al., 2012). Considerada uma
fibra dura, sua producdo comercial corresponde a certa de 70% do total produzido no
mundo de fibras desse tipo, dessa forma constitui um importante fonte de renda para os
trabalhadores, principalmente da regido semi-arida, nordestina brasileira (MARTIN et
al., 2009).

Portando qualquer doenca que inviabilize a producdo e comercializacao desta espécie
ocasionard em prejuizos socioecondmicos para a agricultura familiar. Diversos estudos
tém sido desenvolvidos em busca de bioativos que controlem esse fitopatdgeno, dentre
eles estd a pesquisa realizada por Souza e Soares (2013), onde foi utilizado o extrato
aquoso de alho onde a quantidade de 3000 pg. mL™ inibiu em 100% o crescimento e
esporulacdo micelial em teste in vitro. Com isso 0 uso de extratos vegetais e 6leos
essenciais podem ser uma importante ferramenta levando em consideracéo seu potencial

antimicrobiano.
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CAPITULO |

Producéo e rendimento do 6leo essencial de Mentha spicata L. tratadas com

Carbo vegetabilis 5CH e Trichoderma asperellum

INTRODUCAO

A agricultura familiar é a principal responsavel pela geracdo de emprego e
fortalecimento do desenvolvimento nas zonas rurais do Brasil, constituindo uma parte
significativa da producdo nacional, intensificando a economia nos municipios onde
vivem, todavia nas comunidades rurais essa renda é mal distribuida e grande parte da
populagéo vive em condigdes socioecondmicas bastante heterogéneas o que forma os
bolsdes de pobreza rural (LOURENZANI et al., 2004).

Neste contexto a producdo de plantas medicinais é uma alternativa econémica que
pode gerar renda para os agricultores, seja para 0 comercio da planta fresca, ou ainda
para extracdo dos seus compostos metabolizados. Um dos problemas que envolvem este
cultivo € que os compostos metabolizados por plantas medicinais sofrem influéncia de
varios fatores como: solo, temperatura, interagdo com outras plantas, interacdo com
insetos, época de colheita fatores estes que afetam a qualidade e composicdo quimica
dos produtos extraidos dessas espécies (LOURENZANI et al., 2004; TAIZ e ZEIGER,
2006; GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Diversos compostos podem ser obtidos a partir de vegetais além da madeira, dentre
estes compostos estdo as: gomas, extratos, resinas dentre outros. Nos extratos destacam-
se 0s Oleos essenciais, que sdo substancias volateis sintetizadas no metabolismo
secundario de plantas, que possuem um grande potencial para aplicagdo nas industrias
cosmeéticas, farmacéutica e alimenticia (VIVAN et al., 2011). Estes produtos sao
também procurados por apresentarem propriedades analgésicas, relaxantes, afrodisiacas,
rejuvenescedoras, anestésicas e anti-inflamatorias (AMARAL e PEREIRA, 2019).

De acordo com o (OEC) The Observatory of Economic Complexity ( 2011), os
principais exportadores de 6leos essenciais sd0 Estados Unidos (13%), india (12,0%),
China (9,6%), Franca (8,6%) e Brasil (7,5%), sendo o valor total gerado pelo mercado
de 6leos essenciais, cerca de 5,44 bilhdes. Os 6leos esséncias podem ser extraidos de
diversas partes das plantas como folhas, flores, frutos, caule e raiz e para sua obtencéo a

técnica mais utilizada é arraste a vapor, também podem ser utilizadas técnicas de
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prensagem, micro-ondas, destilagdo com agua, destilacdo por maceracdo (BARBOSA,
2017; AMARAL e PEREIRA, 2019).

Utilizando o método de hidrodestilagdo para extrair 6leos essenciais as partes das
plantas utilizadas entram em contato com a dgua em ebulicdo e a alta temperatura do
vapor rompe as celulas vegetais, liberando e evaporando o Gleo e a agua ali presentes,
apos isso, no condensador ocorre a separacao do 6leo e do hidrolato e por fim o 6leo
essencial é retirado (MEYER-WARNOD, 1984; CHAGAS et al., 2017).

Um fator importante sobre o uso desses compostos é que eles possuem baixa
toxicidade em mamiferos, sdo biodegradaveis e podem executar a funcdo de mais do
que um de seus componentes sintéticos (FIGUEREDO e BARROSO, 2014). Sendo
assim podem representar uma tecnologia inovadora tanto para area médica quanto
agricola, ja que possuem constituintes antimicrobianos.

Dentre as diversas espécies de plantas medicinais encontradas no Brasil estdo as do
género Mentha que produzem oOleo essencial com grande valor comercial, este 6leo
essencial é encontrado nos tricomas glandulares de folhas e inflorescéncias (MARTINS
e MARTINS, 2003; SERRA et al, 2013). A Mentha spicata L. é utilizada
popularmente como planta medicinal como estimulante gastrico, no tratamento de
nauseas, distdrbios ginecoldgicos, além de ser usado como vermifugo e anti-séptico
bucal, também como planta condimentar no preparo de pratos quentes e frios, como
carnes, sopas, sucos e saladas (JUNIOR e LEMOS, 2012).

Demonstrando que seus compostos podem ter atividade importante na fitoterapia,
além disso estudos demonstram atividade antimicrobiana do dleo essencial da espécie.
Devido a importancia econémica das plantas medicinais e dos componentes de seus
6leos essenciais, sdo necessarios estudos relacionados aos métodos de plantio, aumento
de massa, e obtencdo de 6leo essencial.

Pesquisas utilizando medicamentos homeopaticos em vegetais demonstram efeitos
positivos na producdo de massa fresca, massa seca, quebra de dorméncia de sementes,
desenvolvimento de raiz de diversas espécies (JASKI et al., 2015; MODOLON et al.,
2016; COSTA et al., 2018). Quando associado ao microrganismo do género
Trichoderma foi observado que ocorreu um aumento do desenvolvimento de mudas de
Solanum lycopersicum (FRANCA et al., 2017).

Para que se possa obter um conhecimento sobre a producgéo de espécies aromaticas e
medicinais é necessario que estudos sejam realizados em ambiente controlado, a fim de

obter uma menor influencia sob a sintese de compostos destas espécies. Diante do
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exposto neste trabalho tem- se o objetivo de avaliar a producgéo e o rendimento do 6leo
essencial de Mentha spicata L. submetida ao tratamento com medicamento
homeopético Carbo vegetabilis 5CH e inoculagdes com Trichoderma aspererullum
(TCS81).

METODOLOGIA

O presente estudo foi desenvolvido em casa de vegetacdo na Fazenda Experimental
de producdo vegetal da Universidade Federal do Recdoncavo da Bahia (UFRB),
localizada na cidade de Cruz das Almas. O municipio esta situado no Recdncavo da
Bahia, com coordenadas geogréaficas de 12°40” 19” latitude sul, 39°06° 23” de longitude
oeste de Greenwich e altitude média de 220m (BAHIA, 2007).

Delineamento Experimental

Neste experimento utilizou-se delineamento em blocos casualizados, constituidos de
4 tratamentos, com 40 repeti¢bes cada, totalizando 160 unidades experimentais (Sendo
considerada unidade experimental, cada saquinho de mudas). Os tratamentos utilizados
estdo disponiveis na tabela 1.

Tabela 1: Tratamentos utilizados em Plantas de Mentha spicata L. em estudo desenvolvido em casa de
vegetacdo na Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, localizada na cidade de Cruz das Almas.

TRATAMENTOS
T1 Carbo vegetabilis 5CH + TCS81
T2 Carbo vegetabilis 5CH
T3 TCS 81

CONTROLE Agua

Os substratos utilizados foram: solo autoclavado, esterco bovino curtido e palha de
bananeira triturada. Para a inoculacdo da suspensao com fungo Trichoderma asperellum
(TCS 81) foi utilizada 5 mL da suspensao de esporos aplicados com pipeta diretamente
no substrato de cada tratamento com excecdo do controle. Enquanto que para aplicacdo
do medicamento homeopatico Carbo vegetabilis foi utilizado 100 mL do medicamento

sendo aspergidos no substrato uma vez a cada 7 dias durante os periodos de avaliacao.
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Propagacéo das Mudas de Mentha spicata L. e Aplicagcdo dos Tratamentos

As mudas foram obtidas por meio de propagacdo assexuada por estaquia de plantas
de M. spicata L. e colocadas para enraizar em tubetes preenchidos com substrato de solo
e esterco na propor¢do de 3:1 em casa de vegetacdo. Apds enraizadas, foram
selecionadas as mudas de maior vigor e com altura de aproximadamente 16 cm, que
posteriormente foram transferidas para sacos de polietileno com capacidade de 2Kg
preenchidos com substrato contendo solo (autoclavado por 2 horas a 120 °C), esterco
bovino (3:1) e substrato testado de palha de bananeira triturada.

A proporcéo utilizada corresponde a 1,5 kg de solo, 500 g de esterco bovino e 10 g
de palha de bananeira triturada. O substrato foi umedecido com agua para facilitar o
transplante e enraizamento das mudas. Apos transplante foram aguardados 15 dias para
aclimatacdo. Passado esse periodo as plantas foram inoculadas com a suspensdo do
fungo TCS 81 (a cada 30 dias), para tal foi utilizada uma micropipeta com capacidade
de 5000 pL, a solucdo de esporos foi inoculada diretamente no substrato.

A aplicacdo da homeopatia Carbo vegetabilis 5CH ocorreu através da utilizacdo de
copos do tipo Becker com capacidade de 100 mL, sendo aplicada a solucdo diretamente
no substrato a cada 7 dias. Para o controle foi utilizado apenas agua destilada. As
plantas foram regadas 3 vezes ao dia, durante 10 minutos por meio de sprinklers

existentes na casa de vegetacao, em sistema automatizado.

Obtencédo dos Residuos Organicos na Composicéo do Substrato

Utilizou-se como residuo orgéanico as folhas de bananeira (Musa spp.) que foram
obtidas na Fazenda experimental de producdo vegetal da UFRB/CCAAB, campus Cruz
das Almas, Bahia. O material passou por secagem em estufa de circulacdo forcada de ar
a 45 °C por um periodo de seis dias.

Apbs a secagem, o material organico foi triturado em moinho do tipo Wiley, o
material moido foi armazenado em saco plastico hermeticamente fechado, a temperatura
ambiente, até 0 momento de sua incorporagdo ao solo (10g substrato/ 2Kg de solo) de
acordo com a metodologia descrita por Souza (2016).

Preparacdo da Solugdo Homeopatica

O medicamento homeopéatico Carbo vegetabilis foi adquirido a partir de

estabelecimento comercial. A preparagéo das diluicbes seguiu as normas descritas na
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Farmacopéia Homeopatica Brasileira (2011). Para a preparacdo da solucdo homeopatica
utilizou-se 1 mL da homeopatia correspondente, diluida em 1000 mL de agua e depois
homogeneizada. O medicamento Carbo vegetabilis na dinamizacdo 5 CH foi aplicado
semanalmente até a colheita, na qual foram aspergidos 100 mL da solucdo aquosa, na

parte aérea da planta proximo ao solo.

Inoculo de Trichoderma asperellum e Preparacéo da Suspencéo de Esporos Para
Inoculagdo

O isolado de Trichoderma asperellum (TCS81) utilizado neste experimento pertence
a colecdo do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
localizada na Cidade de Cruz das Almas — BA. A cultura foi multiplicada em placa de
Petri utilizando meio de cultura batata dextrose agar (BDA), com incubacdo em BOD a
temperatura ambiente (25 £ 1 °C), por 7 dias.

Ap0s esse periodo, as coldnias foram raspadas com al¢a de Drigalsk. A suspenséao
foi filtrada e os conidios contados em camara de Neubauer, em microscépio dptico,
sendo ajustada a concentracdo de 10° conidios mL™ com acréscimo de agua destilada

esterilizada.
Avaliacéo do Experimento

Neste experimento foram medidas semanalmente a variavel altura das plantas (ALT),
durante dois periodos de avaliacdo, que correspondem aos dois ciclos da planta, onde
foram realizados um corte e uma colheita. O corte foi executado com 60 dias apds o
transplante, sendo feito na parte aérea rente ao substrato. Apos o corte foi aguardado 30
dias para o rebrote das mudas e logo apés foram efetuadas mais duas inoculacfes a cada
30 dias e realizou-se a colheita.

O material seguiu devidamente identificado para o Laboratério de Olericultura e
Graniferas da UFRB onde foi determinada a massa fresca da parte aérea (MFPA), para
isso utilizou-se balanga analitica de precisdo. A MFPA foi colocada em estufa de
circulacdo de ar forcada a 32 °C durante 72 horas, até obter a massa seca da parte aérea

(MSPA\) para extracdo de 6leo essencial.

Extracéo de Oleo Essencial
As plantas secas foram retiradas da estufa e armazenadas em embalagens de papel

devidamente identificadas. A MSPA foi divida por tratamento em sub amostras com 4
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repeticdes, totalizando 16 unidades experimentais, cada uma com 60 g. Assim as
amostras foram submetidas a extracdo de 6leo essencial no Laboratério de Fitoquimica
da UFRB, de acordo com a metodologia de Santos et al. (2004), onde utilizou-se o
aparelho extrator do tipo Clevenger, com o método de arraste a vapor. Para calcular o
rendimento de 6leo essencial (ROE) foi utilizada a metodologia de Gurgel (2009)
apresentando a seguinte equacao:
R(%) = Voleo x 100 / P
onde “V” ¢ igual volume de 6leo essencial coletado na coluna graduada do aparelho

e “P” ao massa das amostras utilizadas para a extracao.

Anélise Estatistica

Os dados de ALT foram submetidos ao teste de médias e regressdo linear Turkey e
os dados de MFPA, MSPA e ROE foram submetidos aos testes de média, teste de
turkey e andlise de variancia pelo programa computacional de sistemas R (R CORE
TEAM, 2015).

RESULTADOS

Primeiro Ciclo de Producéo das Plantas de M. spicata L

Analisando a altura das plantas, observa-se que o tratamento que promoveu um
maior crescimento das plantas foi o homeopatia + fungo, onde foi utilizada a
homeopatia Carbo vegetabilis 5CH e a inoculagdo com suspensdo do fungo TCS81.
Esse tratamento apresentou maiores medias em grande parte das avaliacGes de altura,
seguido do tratamento onde foi feita a aplicacdo dos medicamentos homeopaticos
(Figura 1).

Dentro dos parametros fitotecnicos avaliados foi possivel observar que para as
variavéis avaliadas massa fresca da parte aérea e rendimento do éleo essencial das
plantas de Mentha spcata L. os tratamentos ndo causaram diferencas estatisticas,
enquanto que o tratamento Fungo + Homeopatia causou aumento de massa seca da parte

aérea (Tabela 2).
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Figura 1: Altura das plantas de Mentha spicata L. em funcéo das épocas em intervalos de 7 dias.

Tabela 2: Dados de massa seca da parte aerea (MSP), massa fresca da parte aerea (MFP) e Rendimento
de oleo essencial (ROE) de plantas de M. Spicata L. submetidas ao tratamento homeopatico e a
inoculaces com Trichoderma (TCS80).

Tratamentos MFP () MSP (g) Rendimento de
6leo essencial

(%)

H+F 59.02 a 9.13a 0.70a

F 54.98 a 7.77b 0.70 a

H 52.52 a 6.80 b 1.10a

C 56.20 a 7.48 b 110 a

Cv (%) 18.00 30.52 24.00
Média Geral 56.68 7.79 0.90

Teste de Tukey a 5% de significancia. Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si pelo teste F.
Tratamentos: Carbo vegetabilis + TCS81 (H+F); TCS81 (F); Carbo vegetabilis (H); Controle (C).

Segundo ciclo de producéo de M. spicata L.

No segundo ciclo de aplicacdo dos tratamentos, foi obervado que para a altura das
plantas entre a segunda e quarta semana de avaliacdo o tratamento H+F apresentou
maior média na segunda e terceira semana com 17,58 e 21,71 cm respectivamente e na
guarta semana diferiu apenas do tratamento F que reduziu o crescimento da planta com
média de 24,32 cm.

No entanto entre a quinta e a ultima semana, o0s tratamentos com TCS81 +

Homeopatia e Homeopatia ndo diferiram estatisticamente entre si e apresentaram um
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maior crescimento das plantas de M. spicata L. em relacdo aos demais tratamentos,onde
na ultima semana de avaliagdo as plantas atingiram altura de 50,05 cm para o tratamento
TC81 + Homeopatia e 41,61 cm para o tratamento homeopatia como € possivél

observar no gréafico de regressao linear da figura 2.
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Figura 2: Altura das plantas de M. spicata L. em func¢éo das épocas em intervalos de 7 dias.

Tabela 3: Equacdo da avaliacdo altura, analise de regressdo linear

TRATAMENTO EQUACAO R2
Controle y = 4,480x + 10,59** 0,983
Carbo + Fungo y =5,285x + 11,65 ** 0,994
Carbo vegetabilis 5CH y =5,361x + 9,17** 0,990
Fungo y =4,632x + 10,04** 0,996

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

No que se refere a massa fresca da parte area das plantas tratadas com Carbo
vegetabilis 5CH (H) houve um incremento de massa, quando comparada aos demais
tratamentos, indicando maior quantidade de agua. No entanto para a massa seca da parte
aérea foi verificada maior massa em plantas tratadas com o fungo TCS81 + Carbo
vegetabilis 5CH (H+F), o que indica maior quantidade de carbono. Nas plantas que
receberam a inoculagéo somente com o fungo TCS81 (F) houve uma redugdo da massa

quando comparada aos demais tratamentos (Tabela 4).
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Tabela 4: Valores médios da massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA),
em gramas e rendimento de dleo essencial (ROE) de M. spicata L. em fungdo dos tratamentos, obtidas
apos a colheita. Cruz das Almas. BA, 2019.

TRATAMENTOS MFPA (5) MSPA(g) ROE

H+F 24,00 b 6,69 a 1,03b

H 27,04 a 4,93 Db 0,950b

F 21,83 Db 421c 1,51a
CONTR 23,90 b 537b 0,8b
Média Geral 24.21 5.30 1.07
CV(%) 21,81 23,37 22,77

**Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Tratamentos:

Carbo vegetabilis + TCS81 (H+F); TCS81 (F); Carbo vegetabilis (H); Controle (CONTR).

No rendimento de 6leo essencial foi observado que o tratamento com a inoculagédo do
TCS81 promoveu maior rendimento de 6leo essencial em 1,51% (Tabela 4). Indicando
que a associacao do micro-organismo com a planta influenciou na sintese de metabdlito

secundério de plantas de M. spicata L.

DISCUSSAO

Quando comparamos os resultados de crescimento das plantas de horteld durante os
dois ciclos de producdo, é possivel observar que nos tratamentos onde a homeopatia
esta associada a inoculacdo do fungo Trichoderma asperellum, as plantas apresentaram
um maior crescimento, assim como nas plantas em que foi utilizado apenas o
medicamento homeopéatico Carbo vegetabilis 5CH, indicando que a presenca do
medicamento homeopaético, foi importante para a intera¢cdo micro-organismo/planta.

A plasticidade fisiologica e anatbmica das plantas medicinais pode variar a partir das
condi¢des ambientais as quais elas estdo inseridas (LETCHANO E GOSSELIN, 1996
apud CAPRA, 2011). Os preparados homeopaticos estimulam os sistemas de defesa e
auxiliam na adaptacdo dos organismos vivos de forma natural (CASALI et al., 2006).
Desta forma os medicamentos homeopaticos podem auxiliar o desenvolvimento dos
vegetais através de estimulos no metabolismo primario e secundario.

Resultados foram observados por Franga et al. ( 2017), quando utilizaram o isolado
de Trichoderma spp. associados a homeopatia Carbo vegetabilis em mudas de tomateiro

e observou in cremento na massa seca e aumento no crescimento das plantas. Cubillos-
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Hinojosa e Mejia (2009) constataram incremento no crescimento de plantulas de
maracuja (Passiflora spp) apos a inoculagdo com o fungo deste género.

De acordo com Lucon (2009), a promocéo de crescimento de plantas pela aplicacdo
de isolados de Trichoderma spp. foi inicialmente relacionada ao controle de micro-
organismos prejudiciais presentes na rizosfera e/ou no solo. Em trabalho realizados por
Chagas et al. (2017), verificaram que isolados de Trichoderma, sdo capazes de
solubilizar fosfato, e foram eficientes no crescimento em altura das plantas de arroz
(Oryza sativa).

Estes resultados corroboram com os dados verificados por Tavares (2007) e Rossi et
al. (2006) onde o inoculo de Trichoderma no cultivo de plantas tem tido resultados
promissores na promogdo do crescimento, no aumento de massa seca, no aumento da
produtividade de frutos e graos de varias espécies.

Com relacdo ao parametro avaliado MFPA os resultados encontrados neste estudo
diferiram dos de Pinto et al. (2014), onde o mesmo utilizou o medicamento
homeopético Carbo vegetabilis nas dinamizacdes de 4 CH, 12 CH e 24 CH e observou
reducdo na massa seca da parte aérea e plantas de mangaba (Hancornia speciosa). Para
a espécie utilizada neste trabalho a homeopatia testada ndo diferiu significativamente do
controle.

Ao observar o rendimento de 6leo essencial encontrado neste estudo observa-se que
as plantas apresentaram rendimento médio de 1,07 % a partir do segundo ciclo de
producdo o que estd de acordo com os valores apresentados na literatura para o
rendimento e teor de 6leo essencial da espécie que é em média 1,02 % (LAURINTINO
et al., 2019). Sendo que o tratamento onde foi feita a inoculacdo com fungo do género
Trichoderma apresentou-se acima da média com aumento no rendimento de 1,51%.

O acréscimo no rendimento de 6leo essencial pode ser explicado pela correlagédo
entre a sintese de compostos do metabolismo secundario e a defesa quimica dos
vegetais (CARVALHO et al., 2005). O maior acumulo de 6leo essencial pode estar
relacionado com a ativacdo do sistema de defesa das plantas.

Diante dos resultados encontrados é possivel inferir que o Trichoderma promove a
fixacdo de nutrientes no solo que podem ser mais bem absorvidos pelas plantas,
aumentando assim o seu desenvolvimento. Quando associado ao Carbo vegetabilis que
é composto de carvéo vegetal houve um acréscimo nas taxas de crescimento das plantas
de Mentha spicata L. Por isso esses tratamentos podem ser utilizados na promocgao do

crescimento dessa espécie na agricultura organica.
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CONCLUSAO

Conclui-se que a inoculacdo da suspensdo do isolado Trichoderma TCS81 e o
medicamento Carbo vegetabilis 5CH s&o promissores no crescimento e influenciaram
na producdo de massa fresca e seca das plantas de horteld e que a utilizacdo o isolado
TCS81 promoveu aumento no rendimento de 6leo essencial da espécie no segundo ciclo

de producéo.
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CAPITULO II

Potencial antimicrobiano de diferentes tratamentos com 0leo essencial de Mentha

spicata L. sobre o fungo Aspergillus welwitschiae

INTRODUCAO

Oleos essenciais sdo produtos sintetizados no metabolismo secundario dos
vegetais, que contém uma grande diversidade de compostos com diferentes tipos de
comportamentos e polaridades (MIRANDA et al., 2016). Esses compostos apresentam
uma ampla atividade antioxidante, antimicrobiana e podem ser utilizados como
inseticidas naturais (ANDRADE et al., 2013; STIEVEN et al., 2018). Dentre o0s
diversos vegetais produtores de 6leo essencial encontra-se o género Mentha que
possuem Oleo com diferentes compostos quimicos e por isso sdo bastante explorados
comercialmente (DESCHAMPS et al., 2008).

Os compostos da espécie Mentha spicata L. possuem atividade antimicrobiana
contra diversos microrganismos, dentre eles Candida sp. (ABRANTES et al., 2013),
atuando também efetivos na inibicdo do crescimento de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Cryptococcus neoformans (ROCHA et al., 2014) e por isso séo
bastante estudados para tratamento em humanos e como ferramenta de controle
bioldgico em vegetais.

A alta atividade bioldgica de produtos provenientes do metabolismo secundario de
vegetais permite que possam ser utilizados como uma forma de controle de
fitopatogenos (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000). O género Aspergillus atinge varias
areas de pesquisa, pois estdo adaptados para crescer em uma faixa ampla de temperatura
os fungos deste género possuem esporos resistentes a luz e a substancias quimicas,
portanto conseguem competir com outros géneros e apresentam dificil controle (VON
HERTWIG, 2015). Logo, é importante a descoberta de compostos bioativos que tenham
potencial fungitoxico para espécies deste género.

Aspergillus welwitschiae compdem um grupo de fungos filamentosos que se
apresenta como fitopatogenos de diversas espécies, por exemplo: uvas, grdos de café,
cebola, castanha do Brasil e frutas secas (MASSI et al., 2016). S&o confundidos com o
Aspergillus Niger por serem morfologicamente indistinguiveis (SUSCA et al., 2016).

Por isso acreditava-se que A. niger era o causador da podriddo vermelha do sisal e
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atualmente A. welwitschiae foi identificado como o causador da podriddo vermelha do
sisal, que € uma doenca que afeta o caule da Agave sisalana, provocando o
apodrecimento e ocasionando a senescéncia e morte do vegetal (DUARTE et al., 2018).

A. sisalana conhecida popularmente como sisal, € uma espécie de clima tropical, que
se desenvolve com facilidade em solos de regiGes semiaridas, bastante resistente a seca
e por isso possui um potencial produtivo e econdmico para uso em regides com baixa
pluviosidade, atualmente esta ocorrendo o decréscimo no cultivo dessa cultura devido a
atuacdo do fitopatdgeno A. welwitschiae (CARNEIRO et al., 2014), o que demonstra a
necessidade de tecnologias de controle dessa espécie de fungo.

O sisal € uma espécie extensamente cultivada na regido Nordeste do Brasil, onde sua
exploracdo se da através da obtencdo da fibra dura que é comercializada em grande
escala, sendo o Brasil o maior exportador mundial dessa fibra, possuindo um grande
potencial para a utilizacdo nas industrias farmacéutica e alimenticia (APOLINARIO et
al., 2017). A espécie possui enorme relevancia para a agricultura familiar no semiérido
brasileiro.

A partir deste contexto, estudos passaram a ser desenvolvidos em busca de
substancias capazes de atuar no controle da podriddo vermelha do sisal. A capacidade
de um produto do metabolismo secundario vegetal ser antimicrobiano pode ser
analisada através da determinacdo da menor concentracdo do produto que limite o
crescimento visivel do microrganismo-teste, este valor é conhecido como concentracédo
minima inibitoria (MIC), ( OSTROSKY et al., 2008). Dentre as técnicas utilizadas para
o teste de MIC esté a técnica de microdiluicao que foi desenvolvida por Elloff em 1998
e é utilizada até hoje (ARAUJO et al., 2018).

A maioria dos 6leos essenciais possui algum grau de atividade antimicrobiana o que
depende da sua composi¢ao quimica, que pode sofrer alteracdo qualitativa e quantitativa
a depender de diversos fatores, dentre eles clima, manejo e colheita das espécies (MAIA
et al., 2015). O dleo essencial de Mentha spicata L. possui atividade fungicida e
bactericida para diversos microrganismos (MATOS et al., 2009;BARRQOS, 2017).

Existem hoje varias tecnologias para utilizagdo na agricultura orgénica, dentre elas a
incorporagdo de microrganismos no solo e a homeopatia, porém sdo poucos 0s estudos
sobre a influéncia desses mecanismos no metabolismo secundéario de plantas. Com este
estudo objetivou-se verificar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de plantas de
Mentha spicata L. tratadas com a homeopatia Carbo vegetabilis 5CH e inoculacéo de

Trichoderma asperellum (TCS81), sobre o fungo Aspergillus welwitschiae.
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METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no laboratério de Fitoquimica na Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia que esta localizada no municipio de Cruz das Almas. Para tal foi
utilizado 6leo essencial de Mentha spicata L. As plantas de M. spicata L. foram
cultivadas em casa de vegetagéo localizada na Fazenda Experimental da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB).

Os substratos utilizados no cultivo das mudas foram: solo autoclavado, esterco
bovino curtido (proporcdo 3:1) e palha de bananeira triturada (10 g). As mudas foram
reproduzidas por estaquias e colocadas em sacos de polietileno com capacidade para 2
kg. As plantas receberam aplicacbes do medicamento homeopético Carbo vegetabilis
5CH a cada 7 dias e inoculacGes com fungo do género Trichoderma a cada 30 dias, as
plantas controle receberam apenas agua destilada. As mudas foram regadas 3 vezes ao
dia, durante 10 minutos por meio de sprinklers automatizados existentes na casa de
vegetacao.

O medicamento homeopaético utilizado foi comprado em estabelecimento comercial
idoneo e a dinamizacdo foi preparada de acordo com as normas descritas na
Farmacopéia Homeopatica Brasileira (2011). O medicamento Carbo vegetabilis 5 CH
foi aplicado no substrato com auxilio de um copo do tipo Becker com capacidade de
100 mL, a mesma quantidade utilizada durante as aplica¢des. Para a inoculacdo do
isolado de Trichoderma asperellum (TCS81) foi utilizado um micropipetador onde
foram pipetados 10.000 pL da solucdo de esporos ajustada a concentracdo de 10°

esporos / mL. A inoculagéo foi realizada diretamente no substrato utilizado.

Tabela 7: Tratamentos utilizados durante a produgdo de Mentha spicata L. em estufa localizada na
fazenda experimental da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia.

TRATAMENTOS
T1 Carbo vegetabilis 5CH + TCS81
T2 Carbo vegetabilis 5CH
T3 TCS 81

CONTROLE Agua destilada

Com 120 dias ap06s o plantio foi realizada a colheita das plantas e a massa fresca foi

submetida & secagem em estufa de circulacdo forcada, a 30 °C até obter massa
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constante. Para cada tratamento foram obtidos 4 repeti¢6es de 0leo essencial totalizando
16 unidades experimentais. O 0leo essencial foi extraido das plantas através da técnica
de hidrodestilacdo, por arraste a vapor, em aparelho do tipo Clevenger de acordo com a
metodologia de Santos et al., (2004) e para tal foram utilizadas a massa seca da parte
aérea das plantas.

Apos a extracéo, o oleo essencial foi armazenado em vasos de vidro com capacidade
de 1mL, hermeticamente fechados e armazenados em freezer ao abrigo da luz para
posterior analise. Devido a pequena quantidade de 6Oleo essencial por repeticdo, as
repeticdes de cada tratamento foram acondicionadas em um Unico recipiente, obtendo-
se 4 tratamentos. Esse material foi utilizado para a verificagio do potencial
antimicrobiano, as amostras do 6leo essencial de M. spicata L. foram avaliadas atraves
do teste de concentragdo minima inibitoria, sob efeito no fungo Aspergillus

welwitschiae
Determinagéo do Potencial Antimicrobiano
Obtencéo dos Isolados:

O isolado de Aspergillus welwitschiae foi obtido da colecdo de culturas do
Laboratorio de Microbiologia Agricola do CCAAB/UFRB. Cada isolado foi repicado
em placas de Petri contendo meio de cultivo batata dextrose agar (BDA), e mantido por
7 dias a temperatura de = 28°C para crescimento da colonia e posterior utilizacdo nos

ensaios.

Ensaios Antiflingicos

Concentracédo Inibitéria Minima (MIC)

A principio foi preparada a solugdo matriz do dleo essencial na concentracéo de 320
mg/ul diluido em Tween 20 (10%), para cada um dos tratamentos utilizados e o
controle, 40 mL da suspensdo de esporos fungicos na concentracdo de 10° conidios/
mL™, e como controle positivo ciclopirox de olamina 400 pg/mL em agua destilada
esterelizada .

Cada solucéo foi distribuida, em triplicata, na primeira fileira da placa de Elisa
contendo 96 micropocos, com meio de cultivo batata-dextrose (BD), além do controle
positivo, foi feito controle negativo, formado por meio BD, sendo realizadas 4

repeticdes da placa de titulacdo, com delineamento inteiramente ao acaso. A amostra do
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oleo essencial foi testada quanto a inibicdo do crescimento micelial dos isolados através
das técnicas de microdiluicdo em caldo padronizadas pelo NCCLS (ELOFF 1998;
KUSUCU et al., 2004).

Antes de se iniciar as analises as placas de titulacdo foram purificadas, sendo
lavadas em agua corrente, imersas em solucéo de hipoclorito de sodio (NaClO) durante
20 minutos, e borrifadas com alcool etilico 70%, apds secas foram esterilizadas em
camara de fluxo laminar, por 30 minutos sob luz ultravioleta. Apos purificacdo das
placas, foram adicionados 100 pl de meio BD a todos os micropogos, posteriormente
foram adicionados 100 ul do o6leo essencial nos 3 primeiros micropogos da linha A,
seguidos de homogeneizagdo e microdiluicdo seriada com o auxilio de micropipetas de
alta precisdo, nos trés primeiros micropogos das linhas B, C, D e E, sendo estes 100 pl
restantes, descartados.

Para os demais tratamentos foi utilizado o mesmo método supracitado, onde foi feita
a diluicéo entre as demais linhas e colunas obedecendo ao mesmo padréo de triplicatas
de acordo com os tratamentos utilizados nas plantas de Mentha spicata L., para cada
concentracdo testada de seu 6leo essencial. Ao final foram inseridos 100ul da solucéo
fungica, em todos os micropocos das placas de titulacdo, com excecdo dos trés
primeiros micropogos das linhas F, G e H, pois correspondiam ao controle negativo do
fungo. A concentracéo final do dleo e controle diluente foi de: 5,0 ; 2,5; 1,25; 0,625 e
0,312 ml/mL-1 como mostra a figura 3. Tais concentracdes foram selecionadas a partir

de revisdo bibliograficas e testadas em pré-testes.

Carbo + TCSS1 Carbo vegetabilis TCS81 Controle

50 WmLt A
25 WwmL! B
125 wmL! C
0.625 WmL-D
0,312 WmLE

F
G

HOOOO000V 0000000

J \ ) \ )
Meio BD Meio BD + Meio BD + Meil BD +
Fungo + Fungo Tween +
Antifingico Fungo
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Figura 3: Disposi¢do dos tratamentos na placa de Elisa contendo o meio de cultivo BD, preparada para o

teste de concentragcdo minima inibitoria.

Efeito Fungicida/Fungistatico

O efeito fungicida/fungistatico do 6leo essencial de M. spicata L. sob o fungo A.
welwitschiae. Para tal as placas foram esterilizadas, lavas e autoclavadas, apos secas
foram colocadas em camara de fluxo laminar, por 10 minutos sob luz ultravioleta. Apos
esterilizagédo as placas foram divididas em 4 quadrantes para avaliacdo da inibi¢do do
crescimento micelial do fungo, foram vertidos na placa meio batata dextrose agar
(BDA), esterilizado. Em seguida foram pipetados 100uL das amostras resultantes do
teste de MIC (Minima concentracdo inibitoria) e adicionada uma gota em cada
quadrante das placas de Petri. As placas foram vedadas com filme PVC e incubadas em
estufa tipo B.O.D. por 72 horas a 28°C.

Analise dos Dados

Para o teste de concentracdo inibitéria minima (MIC), a analise foi realizada por
meio da observacdo visual do crescimento do microrganismo nos micropocos das placas
de Elisa comparando os resultados dos tratamentos ao controle positivo. Para analise do
teste in vitro do efeito fungicida/fungistatico do 6leo essencial de M. spicata L. sob o
fungo A. welwitschiae, foi analisada a presenca ou auséncia do crescimento micelial do

fungo nas placas de Petri.

RESULTADOS

De acordo com os resultados obtidos neste estudo o 6leo essencial da M. spicata L.
tratada com medicamento homeopético e inoculada com T. asperellum (TCS81) ndo
apresentam efeitos na reducdo do crescimento micelial do fungo A. welwitschiae, no
entanto o Oleo essencial das plantas controle, ou seja, que ndo receberam a aplicacdo dos
tratamentos, o 6leo essencial teve concentracdo minima inibitéria de 2,5 pL/mL 7,

como é possivel observar na tabela 8.
Tabela 8: Resultados do teste de concentracdo minima inibitéria (MiC), do 6leo essencial de M. spicata
L. tratados com Carbo vegetabilis 5CH e inoculacdo de T. asperellum (TCS81), sob o fungo A.

welwitschiae, Cruz das Almas, Ba.
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Concentracoes T1 T2 T3 Controle
(ml/mL™)

5,0 Crescimento Crescimento Crescimento Na&o cresceu

2,5 Crescimento Crescimento Crescimento Nao cresceu

1,25 Crescimento Crescimento Crescimento Crescimento

0,625 Crescimento Crescimento Crescimento Crescimento

0,312 Crescimento Crescimento Crescimento Crescimento

T1 (Carbo vegetabilis 5CH + TCS81); T2 (Carbo vegetabilis 5CH); T3 (TCS81); Controle

Quanto ao potencial fungicida/fungistatico testado no 6leo essencial do controle
nas concentracdes de 2,5 e 5,0 uL/mL™ o 6leo essencial da M. spicata L. apresentou-se
como fungistatico, pois ao ser inoculado em meio de cultura BDA houve crescimento
micelial do fungo A. welwitschiae nas concentragdes de 5,0 ¢ 2,5 uL/mL™, como mostra
a figura 4. De acordo com esses resultados é possivel observar que o dos tratamentos
com Carbo vegetabilis 5CH e T. asperellum, influenciaram na composi¢do quimica do

o6leo essencial da M. spicata L. pois, apenas o tratamento controle inibiu o crescimento

Figura 4: Crescimento micelial observado 72 horas apds inoculagéo dos fungos na placa de Petri. Placa

A corresponde a concentragdo de 5,0 pL/ mL™ de 6leo essencial e placa B corresponde a 2,5 pL/ mL™ do
6leo essencial, ambos do tratamento controle.

micelial.

A.

DISCUSSAO

Os Gleos essenciais sdo misturas complexas que tem como principal caracteristica a
volatilidade, além disso possuem composicdo quimica bastante  diversificada,
destacando-se a presenca de terpenos e fenilpropandides e por causa da diversidade de
compostos encontrados nos mesmos, eles podem ter caracteristicas antimicrobianas
(OLIVEIRA et al., 2011; FIGUEREDO et al., 2017).

A atividade antimicrobiana de um 0leo essencial se da através da sua
caracteristica lipofilica que permite a sua atuacdo na estrutura da parede celular do

microrganismo, desnaturando e coagulando proteinas, isso porque o Oleo essencial
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altera a permeabilidade da membrana citoplasmatica interrompendo 0s processos vitais
da célula (GNATTA et al., 2016). Porém a composic¢do quimica de um 6leo essencial
pode variar de acordo com a variabilidade genética das espécies, o habitat, manejo e
adubacdo (SANTOS, 2011).

O oleo essencial de Mentha apresentou atividade antimicrobiana inibindo o
crescimento micelial do patdégeno Pyricuaria oryzae (SARMENTO-BRUM et al.,
2014). Outros autores também verificaram efeito fungitoxico do 6leo essencial de
espéecies deste género sobre Colletotrichum gloeosporoides, Candida Albicans,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Cryptococcus neoformans (ABRANTES et
al., 2013;ROCHA et al., 2014). O que corrobora com os resultados encontrados neste
estudo onde o Oleo essencial de M. spicata L. inibiu o crescimento micelial do
microrganismo A. welwitschiae.

A utilizacdo do medicamento homeopético Carbo vegetabilis, possivelmente
alterou a composicao quimica do 6leo essencial da espécie supracitada uma vez que o
tratamento com 0leo essencial das plantas tratadas apresentou resposta antimicrobiana
diferente ao das plantas ndo tratadas. I1sso pode ser respondido por Sampaio (2019) que
observou que a interacdo entre medicamentos homeopéticos e a planta medicinal
Ocimum gratissimum aumentou o teor de dleo essencial bem como alterou a quantidade

de compostos quimicos do mesmo.

Para Trichoderma néo foram encontrados estudos sob sua influéncia na sintese de
produtos do metabolismo secundario de plantas, no entanto a utilizacdo de fungos deste
género tém sido relacionada a producdo de hormonios, fatores de crescimento,
disponibilizacdo e aumento da absorcdo de nutrientes para plantas (MACHADO et al.,
2012). Uma vez que os metabdlitos secundarios podem sofrer alteracdes a partir das
modificacbes no metabolismo primario das plantas, o uso do microrganismo pode

alterar a composicao quimica de 6leos essenciais.

CONCLUSAO

Conclui-se que 6leo essencial de Mentha spicata L. promoveu a reducdo do crescimento
micelial de A. welwitschiae e que os tratamentos utilizados, Carbo vegetabilis 5CH, T.

asperellum ndo inibiram o crescimento micelial do fungo.
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CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que os tratamentos com medicamento homeopatico e inoculacdo com T.
asperellum promoveram maior produtividade das plantas de M. spicata L. O tratamento
com T. asperellum aumentou o rendimento de 6leo essencial para a espécie no segundo
ciclo de producéo e o 6leo essencial da M. spicata possui potencial para reducdo do

crescimento micelial de A. welwitschiae.



