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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estabelecer parte da tecnologia de produgdo de
Lippia alba (Mill.) N. E. Brown, quimiotipo limoneno-carvona, nas condi¢es do Ceara,
tendo em vista a maior obtengdo de 6leo essencial. Para isto, os seguintes aspectos
foram observados: efeito de sete periodos de secagem natural (0, 2, 4, 6, 8, 12 e 16 dias)
he 6 horarios de colheita (7, 9, 11, 13, 15 e 17 horas) no teor de 6leo essencial e dos seus
constituintes majoritarios, limoneno e carvona, nas estagdes chuvosa e seca; efeito de
adubagdo organica (0, 2 e 4 kg/m’®) e alturas de corte (15, 30 e 45 cm) na produgio de
biomassa foliar, nos teores de dleo essencial, limoneno e carvona, € caracteristicas
anatdmicas das folhas e suas estruturas secretoras. Pode-se concluir que a produgio de
oleo essencial ¢ maior na estagdo seca do que na chuvosa. Nas duas estagdes, as maiores
produgdes de oOleo essencial foram obtidas aos quatro dias de secagem e na colheita
efetuada as 15 horas. Os teores de limoneno e carvona foram afetados pelo periodo de
secagem e pelo horario de colheita. Os resultados obtidos nos niveis de adubagdo néo
influenciaram significativamente as produg¢des de matéria seca foliar e de 6leo essencial.
O corte a 45 cm de altura resultou na maior produgio de matéria seca foliar. As maiores
concentragdes de oleo essencial foram obtidas nos cortes a 30 e 45 cm. Os teores de
limoneno e carvona foram afetados pela adubagdo e pela altura de corte.
Anatomicamente, observou-se que estas plantas seguem o padrdo geral da subfamilia

Verbenoideae. Tricomas glandulares foram observados e descritos.

Palavras-chave: Verbenaceae, Lippia alba, planta medicinal,



ABSTRACT

The objective of this work was to establish part of production tecnology of
Lippia alba (Mill.) N. E. Brown limonene-carvone chemotype at Ceara state conditions,
in order to get a major quantity of essential oil. The following aspects were observed:
effects of 7 natural drying periods (0, 2, 4, 6, 8, 12 and 16 days) and 6 harvest times
during the day (7, 9, 11 H am. and 1, 3, 5 H p.m.) on essential oil, limonene and
carvone compounds yields, at the rayni and dry seasons; effects of organic fertilization
(0, 2 and 4 Kg/m®) and cutting heights (15, 30 and 45 cm) on foliar biomass, essential
oil and its compounds production; anatomical characteristics of leaves and their
secretory structures. On can conclude that essential oil production is higher at the dry
than at the rainy season. In both seasons, it was higher at the fourth drying period and at
the 3 H p.m. harvest time. Limonene and carvone yields were affected by drying periods
and harvest time. Dry matter and essential oil productions weren’t influenced by
fertilization. Highest dry matter production was observed at 45 cm cutting height.
Highest essential oil productions were obtained at 30 and 45 cm cutting heights.
Limonene and carvone yields were affected by fertilization and cutting heigt. The
anatomical analysis showed that these plants follows the general pattern of

Verbenoideae subfamily. Glandular trichomes were observed and described.

Palavras-chave: Verbenaceae, Lippia alba, medicinal plant.
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CAPITULO I - REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO GERAL

A espécie Lippia alba (Mill.) N.E. Brown é conhecida em todo o Brasil pelos
nomes populares de erva-cidreira, cidreira ou falsa-melissa. E descrita como uma planta
de ampla utilizagdo na medicina popular, principalmente no tratamento de ansiedade e
insonia, em doengas respiratorias e disturbios intestinais (Pascual ef al., 2001).

Distinguem-se atualmente trés quimiotipos de L. alba, com base em varia¢Oes
qualitativas e quantitativas dos teores de [B-cariofileno, terpineno, citral, limoneno e
carvona, as quais associam-se a caracteristicas morfologicas e organolépticas (Matos,
1996).

As plantas do quimiotipo limoneno-carvona, objeto deste estudo, sdo conhecidas
como cidreiras-de-quintal, caracterizadas pela presenga de limoneno e carvona e
auséncia de citral. O limoneno € utilizado como solvente para produtos a base de 6leo e
resina e para dar sabor e/ou aroma de laranja em produtos de limpeza, alimenticios e
cosméticos. A carvona € usada como carminativa e em produtos cosméticos; em alguns
estudos foi demonstrada sua atividade bactericida e fungicida (Badies, 1992; Karr ef al.,
1990; Opdyke, 1979).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer parte da tecnologia de produ¢do deste
quimiotipo de L. alba, visando maximizar quantitativa e qualitativamente a obteng@o de
6leos essenciais, nas condi¢des do Ceara.

Para isto, determinou-se alguns experimentos, com os seguintes objetivos

especificos:



- Determinar o periodo adequado de secagem das folhas, visando a maximiza¢do
quantitativa e qualitativa da extragdo dos seus Oleos essenciais, nas estagdes seca e
chuvosa.

- Estudar o efeito do horério de colheita das folhas no teor e na composi¢do quimica do
seu oleo essencial, nas estagGes seca e chuvosa, caracterizando morfologicamente as
estruturas secretoras presentes neste quimiotipo.

- Avaliar os efeitos de niveis de adubagio orginica e de altura de corte das plantas na

producio de biomassa foliar, no teor e na composi¢do quimica do 6leo essencial.

2 AS PLANTAS MEDICINAIS NO BRASIL

A utilizagdo da fitoterapia remonta aos primoérdios da civilizagdo humana. Porém,
principalmente na segunda metade do século XX, ocorreu uma substitui¢do gradativa
das plantas medicinais pelos produtos da indastria quimico-farmacéutica, que se
desenvolvia rapidamente. Produzia-se os mais diversos tipos de farmacos, que se
mostravam eficazes no tratamento de enfermidades. Entretanto, o custo desses
medicamentos era cada vez mais alto. Grande parte da populagdo do mundo permanecia
marginalizada e sem acesso a esses beneficios. Além disso, efeitos colaterais
decorrentes do uso de medicamentos obtidos por sintese eram cada vez mais frequentes.
Em 1978, a assembléia geral da Organizagio Mundial de Satide (OMS) deu inicio a um
programa em que se dava énfase ao uso de plantas medicinais, e seu estudo comegou a
ser incentivado. No Brasil, a Central de Medicamentos (CEME) elaborou uma lista de

plantas destinadas a serem pesquisadas em suas propriedades medicinais. A grande



variedade de espécies vegetais, atributo da flora brasileira, fez com que a atengdo de
pesquisadores do mundo inteiro se voltasse para o Brasil (Oliveira & Akisue, 1997).

Porém, a OMS considera fundamental que se realizem investigagdes experimentais
acerca das plantas utilizadas para fins medicinais e de seus principios ativos, para
garantir sua eficacia e seguranga terapéutica (Carlos ez al., 2000).

A adog¢do de plantas medicinais nos programas de atengio primaria a satde, como
forma de diminuir os custos e ampliar o numero de beneficiados, pode acarretar novas
obrigagdes aos o6rgios governamentais de saude publica, como a criagdo de meios que
preservem a populagdo do uso de plantas ineficazes ou toxicas, bem como das
falsificagdes e adulteragdes. Paralelamente, se faz necessario o levantamento
etnobotdnico das espécies medicinais de cada regido fitogeografica do Brasil (Matos,
1997).

A nivel fitotécnico, é de grande importancia que se estabelegam linhas de agio
voltadas para o desenvolvimento de técnicas de manejo ou cultivo das plantas com
potencial terapéutico, considerando-se a sua utilizagdo pelo homem aliada a manuteng&o

do equilibrio dos ecossistemas (Mattos, 2000).

3 A ESPECIE Lippia alba (MILL.) N.E. BROWN

A familia Verbenaceae, de origem tropical e subtropical, ocorre principalmente
na América Central, América do Sul, Asia, Africa e regides quentes da Europa.
Compreende numerosas espécies distribuidas em 100 géneros. S&o plantas herbaceas,

arbustivas ou arboreas pequenas, de folhas pilosas, inteiras, com disposi¢do alterna ou



oposta (as vezes na mesma planta). Tém flores em geral pequenas, reunidas em densas
inflorescéncias (Morais, 1996).

No género Lippia, merecem destaque os "alecri.ns" e "cidreiras", algumas
fortemente aromaticas, amplamente conhecidas e utilizadas popularmente no Brasil, tais
como: L. canaescens HB K. ("cidrilha"), L. asperifolia Rich. ("cidro"), L. pseudo-thea
Schan. (“capitdo-do-mato"), L. citriodora H.BK. ("cidrio"), L. reptans Kunth
("gervdo"), L. modiflora Rich. ("erva-dos-mosquitos"), L. sidoides Cham. ("alecrim-
pimenta") e L. alba Mill. N.E. Brown ("erva-cidreira") (Craveiro ef al, 1987). O uso
medicinal mais comum das espécies de Lippia é o tratamento de problemas
respiratorios, na forma de cha. Nas Américas Central e do Sul, sdo também utilizadas
como remédio para gripe, resfriado, broquite, tosse e asma (Pascual ef a/, 2001). No
Brasil, sua maior utilizagdo esta relacionada as suas propriedades como calmante do
sistema nervoso, no tratamento de ansiedade, insOnia, hipocondria, histeria e
melancolia; como analgésicos, para o tratamento de colicas intestinais e menstruais
(Morais, 1996). Varios estudos tém sido dirigidos para os aspectos agrondmicos,
botanicos, etnobotanicos, quimicos, farmacologicos e farmacognosticos destas espécies.
Nestes trabalhos, registra-se a diversidade morfologica das plantas estudadas e os
diferentes aromas e composigdes quimicas dos Oleos essenciais, atribuidos &
variabilidade vegetal e as condi¢gdes ambientais (Craveiro et al., 1991).

L. alba ¢ uma espécie nativa e bastante conhecida em todo o Brasil pelo nome
popular de erva-cidreira, cidreira ou falsa-melissa. Em outros paises, ela é conhecida
como “pronto-alivio” (Colombia), “jaunilama” (Costa Rica) e “hierba del negro”
(México) (Sampaio, 1934; Braga, 1960).

Quanto ao uso popular, o cha das folhas de L. alba ¢ usado no Panama para

transtornos digestivos e como antiespasmodico em colicas hepaticas (Duke, 1972); na



Costa Rica, a infusdo das folhas e inflorescéncias é utilizada como sedativo

gastrointestinal, sudorifico, expectorante e emenagogo, sendo o extrato hidroalcodlico
usado em fricgdes para resfriados (Nufiez-Melendez, 1975). Na Colémbia, usa-se como
calmante, para tratamento de diabetes, como diaforética e emenagoga, para transtornos
digestivos € como antiespasmodica (Garcia-Barriga, 1975). Em Cuba, seus usos sio
similares aos j4 mencionados. No México, os ramos frescos sdo usados para acelerar a
recuperagio pos-parto. Na Guatemala, o cozimento das folhas e flores € usado no
tratamento de afecgdes hepaticas, gastrointestinais (cOlica, diarréia, dispepsia,
estomatite, indigestdo, flatuléncia, nauseas e vOmitos) e respiratorias (asma, catarro,
laringite e resfriados); insonia, enfermidades venéreas, afecgdes da pele e mucosas,
corrimento vaginal, artrite, dor muscular, hipertensdo e tratamento pos-parto. As folhas
trituradas s3o usadas para induzir sono. A estas sio também atribuidas atividades
antisépticas, adstringentes, emenagogas, expectorantes, febrifugas e sudorificas. No
Brasil, é amplamente conhecida e utilizada no tratamento de doengas respiratorias (sob
a forma de vaporizagdo), doengas do sistema nervoso, como ansiedade e insOnia, e

distarbios gastrointestinais (Siminionato, 1994).

4 0 OLEO ESSENCIAL DE Lippia alba

Os o6leos essenciais sdo liquidos oleosos volateis dotados de aroma forte e quase
sempre agradaveis, provenientes do metabolismo secundario, podendo ser chamados de
oleos volateis, etéreos ou essenciais. S3o extraidos de plantas por alguns processos
especificos, sendo o mais freqiiente a destilagdo por arraste com vapor d’agua. Para a

analise quimica, os constituintes sdo separados da mistura por destilag@o fracionada ou



por cromatografia, principalmente cromatografia gés-liquido. A identificagio dos
constituintes que aparecem no cromatograma envolve o uso de técnicas espectométricas
de analise, dentre as quais a espectrometria de massa. Uma pré-identificag@o € possivel
por processo automatico, usando o computador e um banco de dados que contém as
informagdes existentes na literatura para grande nimero de substdncias ja4 conhecidas
(Mattos, 2000).

A anélise dos Oleos essenciais de Lippia alba permite associar a diversidade
morfologica, diferenga de aromas e da composigdo quimica do Oleo essencial, com
variagdes qualitativas e quantitativas dos teores de citral, B-mirceno, limoneno e
carvona. Assim, esta espécie foi dividida em trés tipos fundamentais, considerando-se
como caracteristicas farmacogndsticas os pares de componentes majoritarios dos
respectivos Oleos essenciais (Vale, 1999).

O tipo I € caracterizado pelo odor citrico mais puro e pela presenga de folhas
mais asperas, maiores e inflorescéncias grandes, onde se pode observar um largo nucleo
central de flores ainda ndo desenvolvidas, rodeado externamente por oito flores
liguladas. Apresenta elevados teores de mirceno e citral, sendo o Unico que contém
acetato de hexenila. Esse tipo de erva-cidreira, conhecida como "cidreira brava", é o
mais comum no norte e no sul do Brasil. Pela composigdo quimica de seu dleo
essencial, € designado como “Lippia alba quimiotipo mirceno-citral” ou “Lippia alba
mirceno-citralifera”, de acordo com a nomenclatura usada para designar quimiotipos de
plantas aromaticas no ambito da aromaterapia. Os tipos 1I e III tém inflorescéncias
menores € um pequeno disco central de flores ainda ndo desenvolvidas, rodeado
externamente por trés a cinco flores liguladas, folhas e ramos mais delicados. No grupo
II, o odor agradavel € mais parecido com o da cidreira verdadeira (Melissa officinalis).

Apresenta teores elevados de limoneno e citral. Esta composi¢do permite designa-la



como “Lippia alba quimiotipo limoneno-citral” ou “Lippia alba limoneno-

citralifera”. No Cear4d recebe a denominagdo de "cidreira-carmelitana", designagio
coincidentemente relacionada com o cha preparado com Melissa officinalis, referido na
literatura como o "cha das carmelitas". No grupo III, se percebe também odor citrico,
porém adocicado, lembrando o de alguns dentefricios. Este conjunto de plantas com

flores menores corresponde aos tipos de cidreira anteriormente referidos na literatura

como Lippia geminata. Sdo conhecidas como "cidreiras-de-quintal", caracterizadas pela
presenga de limoneno e carvona e auséncia de citral, o que lhes confere o odor
caracteristico. Farmacognosticamente, ¢ designada como “Lippia alba quimiotipo

limoneno-carvona” ou “Lippia alba limoneno-carvoneifera” (Matos, 1996).

&

5 ASPECTOS FITOTECNICOS RELACIONADOS A PRODUCAO DE OLEOS

ESSENCIAIS

A tecnologia de produg¢do de metabodlitos secundarios pelas plantas envolve o
estabelecimento, para cada cultura, de diversas técnicas que visam a maximizagdo do
aproveitamento destas substancias.

O processo de secagem do material vegetal coletado € muito importante, porque
permite manter suas caracteristicas fisico-quimicas e evita a proliferagio de
microrganismos (Svoboda et al., 1990; Bacchi, 1996); especialmente no caso de plantas
produtoras de oOleos essenciais, a secagem deve ser muito criteriosa, pois estes
compostos sdo altamente volateis e instaveis (Blanco ef al., 2000). E muito importante,

no processo de secagem, a velocidade com que a agua ¢ retirada; uma secagem muito



lenta pode permitir a proliferagdo de microrganismos, enquanto que a secagem
muito rapida pode causar deterioragdo do produto (Silva & Casali, 2000).

O horério de colheita do material vegetal também pode ser um aspecto relevante
na produgdo de 6leos essenciais. As interagdes das condi¢des ambientais que ocorrem
ao longo do dia podem influenciar direta ou indiretamente os processos do metabolismo
secundario que resultam em variagGes quantitativas e qualitativas dos dleos essenciais,
como observado por Freitas ef al. (1997).

A determinagio dos niveis de adubagdo adequados para culturas produtoras de
6leos essenciais é de extrema importincia, uma vez que este fator pode ter efeitos
bastante diversificados, de acordo com a espécie e condigdes ambientais. Varios autores
tém demonstrado que niveis crescentes de adubagdo podem influenciar positivamente,
negativamente, ou mesmo ndo afetar a produgéo de dleo essencial (Ming, 1998; Ueda &
Ming, 1998; Cruz, 1999).

A altura de corte do material vegetal esta diretamente relacioﬁada com a
distribui¢do do o6leo essencial nas folhas, de acordo com a sua posi¢do ao longo do
ramo. Como foi demonstrado por Castro (2001), nas porgdes mais apicais dos ramos de
L. alba séo encontrados maiores teores de 6leo essencial. Além disso, a determinagdo da
altura de corte adequada representa os primeiros passos no processo de domesticagdo de
determinadas culturas produtoras de ¢leo essencial, o que ja foi realizado com Lippia

sidoides (Innecco ef al., 2000) e Ocimum gratissimum (Mattos et al., 2000).
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CAPITULO I

INFLUENCIA DE PERIODOS DE SECAGEM DE FOLHAS NO OLEO

ESSENCIAL DE ERVA-CIDREIRA (QUIMIOTIPO LIMONEN O-CARVONA)

RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes periodos
de secagem natural de folhas de Lippia alba, quimiotipo limoneno-carvona, nas
estagdes chuvosa e seca, no 6leo essencial e seus constituintes. Foram avaliados sete
periodos de secagem (0, 2, 4, 6, 8, 12 e 16 dias). Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeti¢des, de 500 g de folha fresca. Determinou-
se o teor de 0Oleo essencial e de seus constituintes majoritarios por quilo de matéria seca.
Na estagdo seca, a obtengdo de 6leo essencial foi numericamente superior a estagdo
chuvosa. Em ambos os casos, o rendimento foi crescente até o quarto dia, decrescendo

em seguida. Os teores de limoneno e carvona foram afetados pelo periodo de secagem.

Palavras chave: Verbenaceae, Lippia alba, planta medicinal, pos-colheita.
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INFLUENCE OF DRYING PERIODS OF LEAVES ON Lippia alba

(LIMONENE-CARVONE CHEMOTYPE) ESSENTIAL OIL

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the effects of natural drying
periods of Lippia alba (limonene-carvone chemotype) leaves, at the rainy and dry
seasons, on essential oil and their constituents. Seven drying periods (0, 2, 4, 6, 8, 12
and 16 days) were evaluated. The entirely randomized design with four replications of
500 g of fresh leaves was used. Essential oil content and its principal compounds were
determined. Essential oil production was numerically higher at the dry than at the rainy
season. In both seasons essential oil extraction increased until the fourth day, then it

decreased. Limonene and carvone yields were influenced by drying periods.

Key words: Verbenaceae, Lippia alba, medicinal plant, post-harvest.
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1 INTRODUCAO

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown é uma espécie herbacea, cujo valor terapéutico
tem sido bastante explorado na fitoterapia brasileira, no tratamento de ansiedade,
insOnia, doengas respiratorias e disturbios gastrointestinais (Craveiro ef al, 1987,
Siminionato, 1994; Pascual ef al., 2001). Conhecidas principalmente pelo nome popular
de erva-cidreira, as plantas pertencentes a esta espécie caracterizam-se pela grande
plasticidade fenotipica e ampla distribuigdo pelo Brasil e América do Sul (Vale, 1999).

As variagdes nbs constituintes do 6leo essencial de L. alba permitiram a divisdo
desta espécie em quimiotipos. As plantas do quimiotipo limoneno-carvona, objeto deste
estudo, caracterizam-se pela predomindncia de limoneno e carvona e auséncia de citral
em seu oleo essencial (Matos, 1996). O limoneno é utilizado industrialmente como
solvente para produtos & base de 6leo e resina e para dar sabor ¢/ou aroma de laranja em
produtos de limpeza, alimenticios e cosméticos. A carvona ¢ usada como carminativa e
em produtos cosméticos; em alguns-estudos foi demonstrada sua atividade bactericida e
fungicida (Opdyke, 1979; Clayton & Clayton, 1981; Karr ef al., 1990; Badies, 1992).

A tecnologia de produgdo de metabolitos secundérios pelas plantas envolve o
estabelecimento, para cada cultura, de diversas técnicas que visam a maximizagdo do
aproveitamento destas substdncias. A secagem de plantas medicinais tem por objetivo
retirar o alto teor de agua presente em células e tecidos frescos, permitindo a
manutengdo da qualidade do material vegetal por um periodo de tempo maior (Oliveira
et al., 1991; Martins, 2000). Este processo evita a proliferagdo de microrganismos e
permite manter as caracteristicas fisico-quimicas do material (Svoboda et al., 1990,

Bacchi, 1996), através da estabilizagdo dos metabdlitos secundarios, principalmente
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quando estes sdo passiveis de degradagio por enzimas presentes no tecido (Di Stasi,
1996). Especialmente no caso de plantas produtoras de 6leos essenciais, a secagem deve
ser muito criteriosa, pois estes compostos s@o altamente volateis e instaveis (Blanco et
al., 2000a; Blank et al., 2002).

Neste trabalho, objetivou-se determinar o tempo adequado de secagem das
folhas de erva-cidreira, quimiotipo limoneno-carvona, visando a maximizagdo da

extracdo dos seu oleo essencial, nas condigdes do Ceara, nas estagdes seca € chuvosa.
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2 MATERIAL E METODOS

O ensaio de campo foi realizado no Horto de Plantas Medicinais da Fazenda
Experimental do Vale do Curu, do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Ceard, no municipio de Pentecoste, CE. Nesta regido, a estagdo chuvosa (1°
semestre) apresenta médias de 711,17 mm de precipitagio pluvial, 27,21°C de
temperatura, 77,11% de umidade e 7,02 horas de luz por dia; a estagdo seca (2°
semestre) se caracteriza por médias de 68,12 mm de precipitagdo, 27,59°C de
temperatura, 62,50% de umidade e 9,50 horas de luz por dia (dados do Departamento de
Engenharia Agricola/UFC - médias de 1997 a 2001).

Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro
repetigdes, sendo a unidade experimental constituida de 500 g de folha fresca, colhida
manualmente. As colheitas foram realizadas em maio e novembro de 2002, as nove
horas, em plantas de erva-cidreira (Lippia alba Mill. N.E. Brown - Verbenaceae; det.:
F.R.S. Pires; exsicata n° 21.806 - Herbario Prisco Bezerra/UFC; coleta: Horto de
Plantas Medicinais/UFC, 21.02.1995) com oito meses de idade na primeira colheita, em
fase vegetativa, mantidas sob irrigagdo e espagamento de 0,50 x 0,50m. Avaliou-se sete
periodos de secagem (0, 2, 4, 6, 8, 12 e 16 dias). As amostras do controle foram
submetidas imediatamente a extragdo, as demais foram levadas para secador natural a
plena sombra do Horto de Plantas Medicinais da FEVC, acondicionadas em bandejas de
tela plastica para maior circulag@o de ar.

Foram também coletadas oito amostras de 20 g de folhas que foram submetidas
a secagem em estufa a 45°C até atingirem peso constante, a fim de determinar a

umidade média das amostras no inicio do experimento.
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Determinou-se a percentagem de umidade, a quantidade de 6leo essencial
por quilo de matéria seca, extraido por arraste a vapor (Craveiro et al., 1981), e o teor de
limoneno e carvona no dleo essencial, através da CG/EM (Alencar ef al., 1984). Estes
procedimentos foram repetidos nas esta¢des chuvosa e seca.

Os dados obtidos foram submetidos & anélise de varidncia; determinou-se
equagdes de regressdo para as médias de percentagem de umidade e de teor de 6leo
essencial; as médias dos teores de limoneno e carvona foram comparadas pelo teste de

Tukey, ao nivel de 5% de significancia (Gomes, 1986).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de varidncia apresentada na Tabela 1, observa-se que o periodo de
secagem influencia significativamente os teores de o6leo essencial, limoneno e carvona,

nas duas estagdes climaticas estudadas.

TABELA 1: Quadrados médios das andlises de varidncia para teor de 6leo essencial, de
limoneno e de carvona em folhas de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona, submetidas

a crescentes periodos de secagem. Pentecoste, CE, 2002.

F. V. Gl QM.
Estagdo chuvosa ) Estacgfo seca
Oleo  Limoneno Carvona Oleo Limoneno Carvona
Periodos 6 30.17%* 5 3. 75%% 0, 05%* Q.R2%* 1,24%*
Residuo 21 3,75 0,65 0,76 0,67 0,14 0,21
C.V. (%) 19,80 3,43 3,18 5,84 1,38 1,67

** _T significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Na Figura 1 observa-se que, nas duas estagdes, a perda de agua pelos tecidos
vegetais foi mais intensa nos dois primeiros dias de secagem. A partir dai, até o oitavo

dia, tendeu a estabilizagdo. Do oitavo ao 16° dia houve nova perda de umidade.
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FIGURA 1: Percentagem de umidade de folhas de L. alba, quimiotipo limoneno-
carvona, submetidas a crescentes periodos de secagem natural durante as estagdes
chuvosa e seca. Pentecoste, CE, 2002.

Os teores de oOleo essencial, representados na Figura 2, obedeceram ao
comportamento cibico, com R* acima de 90 %. Pode-se observar que estes teores foram
superiores na estagdo seca em relagdo a estagdo chuvosa. Pode-se atribuir este fato ao
aumento da temperatura e, principalmente, da intensidade luminosa durante a esta¢do
seca. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Mattos (2000) e Cruz (1999),
que trabalharam com hortela-japonesa (Mentha arvensis L.) e horteld-rasteira (Mentha x
villosa Huds.), respectivamente. Nestes trabalhos, também considerou-se a intensidade
luminosa e a temperatura como os principais fatores responsaveis pelo aumento da
produgdo de 6leo essencial na estag@o seca. Estes fatores ambientais atuam diretamente
em processos primarios, como fotossintese e respiragdo, e podem influenciar
indiretamente a producdo de metabolitos secundarios, cuja sintese depende de produtos

do metabolismo primario. Além disso, a intensidade luminosa pode influenciar a
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produgdo de 6leo essencial através da ativagdo de enzimas fotosensiveis envolvidas
na rota do acido meval6nico (Bell, 1981; Taiz & Zeiger, 1991).

Em relag@o aos periodos de secagem, os teores em 6leo essencial obedeceram ao
comportamento cubico, com R* acima de 90 %. Nas duas estagOes, o rendimento foi

crescente até atingir seu maximo aos quatro dias de secagem, obtendo-se 12,6 ml/kg na
estagdo chuvosa e 18,8 ml/kg na estagdo seca, a partir dai decresceu até o 16° dia,

quando os teores de oleo essencial foram os menores obtidos: 4,1 e 14,2 ml/kg nas
estagOes chuvosa e seca, respectivamente. E possivel que, até o quarto dia, tenha
ocorrido sintese _de Oleo essencial a partir de precursoreé acumulados nos tecidos
vegetais. A sintese e a degradagdo de substdncias que compdem o 6leo essencial sdo
processos bioquimicos dindmicos que podem ocorrer mesmo apos a morte celular
(Gottlieb & Salatino, 1987).

Também pode-se supor que tenha aumentado a disponibilizagio do oleo
essencial até o quarto dia, devido a perda de integridade das membranas celulares que
retém o Oleo nas células vivas. Do quarto ao 16° dia, a redugéio no dleo essencial pode
ser atribuida a sua volatilizagdo. Estudos realizados com menta (Mentha piperita L.) e
alecrim (Rosmarinus officinalis L.) evidenciaram a fragilidade das estruturas secretoras
e a suscetibilidade dos constituintes de Oleos essenciais & volatilizagdo durante o
processo de secagem do material vegetal (Blanco e al., 2000a; Blanco ef al., 2000b).

Mattos (2000) também obteve o maior teor de 6leo essencial de horteld-japonesa
(Mentha arvensis L.) aos quatro dias de secagem, na estagdo seca (5,9 ml/kg). Porém,

na estacdo chuvosa, o maior teor foi obtido aos oito dias de secagem (4,8 ml/kg).
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FIGURA 2: Teor de 6leo essencial em folhas de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona,

submetidas a crescentes periodos de secagem natural durante as estagdes chuvosa e
seca. Pentecoste, CE, 2002,

As Figuras 3 e 4 representam, nas estagcdes chuvosa e seca, o rendimento dos
dois constituintes majoritarios do 6leo essencial obtido - limoneno e carvona.

Na estagdo chuvosa, o periodo de oito dias de secagem resultou nos maiores
teores de limoneno, com média equivalente a 39,0% do Oleo essencial. Na mesma
estagdo, os maiores teores de carvona foram obtidos no 6leo extraido de folhas frescas e
apos dezesseis dias de secagem obtendo-se, respectivamente, 70,0 e 67,5%.

Na estagdo seca, o maior teor de limoneno foi 46,0%, obtido aos seis dias de
secagem. Para carvona, os periodos de quatro e oito dias foram os que resultaram nos
maiores teores, 60,7 e 59,0%, respectivamente.

A falta de uniformidade desses resultados reflete o dinamismo das
interconversdes que ocorrem continuamente entre os constituintes dos dleos essenciais.
Estas interconversdes envolvem reagdes de oxidagdo, redugdo, hidratagdo, desidratacgio,

ciclizag@o e isomerizagdo, influenciadas por fatores ambientais, como luz, temperatura,
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teor de agua no solo e umidade relativa do ar (Castro, 2001). Da composi¢io do

Oleo resultante dependem suas propriedades medicinais e o seu valor nas industrias de

perfumaria, cosmética, aromatiza¢do de alimentos, quimica e outras (Costa, 1994).

8

(a)

MElimonenoc Ccarvona

{b)

Oleo essencial (ml/kg)
PN

Periodos de secagem (dias)

{b)
o 5

FIGURA 3: Teores dos constituintes majoritarios do 6leo essencial extraido de folhas
de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona, submetidas a crescentes periodos de secagem
natural durante a estagdio chuvosa (as letras indicam significancia a 5% pelo teste de
Tukey). Pentecoste, CE, 2002.
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FIGURA 4: Teores dos constituintes majoritarios do 6leo essencial extraido de folhas
de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona, submetidas a crescentes periodos de secagem
natural durante a esta¢do seca (as letras indicam significincia a 5% pelo teste de
Tukey). Pentecoste, CE, 2002.
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As aplicagdes fitoterapicas e industriais dos oleos essenciais e,
consequentemente, a importdncia econdmica de sua produgdo, tém direcionado os
estudos sobre secagem para a obtengdo de composigdes que atendam as exigéncias do
mercado. Com este objetivo, Blank ez al. (2002) estudaram o efeito da secagem de
folhas de Melissa officinalis L. no teor e na composi¢io do 6leo essencial. Observou-se
que a produgfio do dleo essencial ndo foi significativamente afetada, mas os teores dos
seus componentes de interesse, geranial e neral, foram influenciados positivamente pela
secagem. Martins ef al. (2000) também recomendam a secagem para maximizar a
obtencdo de citral a partir de folhas de capim-limdo (Cymbopogon citratus D.C. Stapf.).
Por outro lado, Ehlert ef al. (2000) relataram um efeito negativo da secagem de folhas
de alfavaca-cravo (Qcimum gratissimunt), que provoca perda do 6leo essencial e de seus

constituintes de interesse comercial.
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4 CONCLUSOES

1) O rendimento de 6leo essencial é numericamente maior na estagdo seca do que na
chuvosa.

2) Apés a colheita, as folhas de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona, devem ser secas

por quatro dias em secador natural.

3) Os teores de limoneno e carvona sdo afetados pelo periodo de secagem.
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CAPITULO 111

INFLUENCIA DO HORARIO DE COLHEITA NA PRODUCAO DE OLEO

ESSENCIAL E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

DAS ESTRUTURAS SECRETORAS

RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes horarios de
colheita na obtengo de 6leo essencial e seus constituintes a partir de folhas de Lippia
alba (Mill.) N.E. Brown, quimiotipo limoneno-carvona, nas estagdes chuvosa e seca,
nas condigdes do Ceara, caracterizando morfologicamente suas estruturas secretoras. As
folhas foram colhidas as 7, 9, 11, 13, 15 e 17 horas. Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repetigdes de 500 g de folha fresca. Determinou-
se os teores de Oleo essencial e de seus constituintes majoritarios, limoneno e carvona.

As folhas foram anatomicamente avaliadas. Na esta¢do seca, a obtengdo de Oleo
essencial foi numericamente superior a estagdio chuvosa. Em ambos os casos, o
rendimento foi crescente até as 15 horas, decrescendo em seguida. Os teores de
limoneno e carvona foram afetados pelo horario de colheita. Realizou-se uma descri¢io

anatomica da estrutura foliar dos tricomas glandulares presentes.

Palavras chave: Verbenaceae, Lippia alba, planta medicinal.
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INFLUENCE OF HARVEST TIMES ON ESSENTIAL OIL PRODUCTION
AND MORPHOLOGIC CHARACTERIZATION OF SECRETORY

STRUCTURES

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the effects of different harvest
times during the day on essential oil and their constituents production from leaves of
Lippia alba (limonene-carvone chemotype), at Ceard conditions, at the rainy and dry
seasons, characterizing morphologically its secretory structures. Leaves were harvested
at 7,9 and 11 H am. and at 1, 3 and 5 H p.m.. The experimental design was entirely
randomized with four replications of 500 g of fresh leaves. The yields of essential oil
and its principal compounds were determined. Leaves were anatomically evaluated.
Essential oil production was numerically higher at the dry than at the rainy season. In
both seasons essential oil extraction increased until 3 H p.m., then it decreased.
Limonene and carvone yields were influenced by harvest times. An anatomical

evaluation of leaves and glandular trichomes structures was made.

Key words: Verbenaceae, Lippia alba, medicinal plant.
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1 INTRODUCAO

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, ou erva-cidreira, é uma espécie herbacea,
amplamente distribuida e conhecida no Brasil, principalmente devido & atividade
calmante do cha obtido de suas folhas. Suas propriedades fitoterapéuticas devem-se &
presenga, no seu Oleo essencial, de sesquiterpenos e monoterpenos, monociclicos ou
aciclicos, caracteristicos do género Lippia (Guerrero, 2002; Vale, 1999).

Atualmente, distinguem-se trés quimiotipos de L. alba, com base em variagdes
qualitativas e quantitativas dos teores de carvona, citral, limoneno e mirceno, as quais
associam-se a caracteristicas morfolégicas e organolépticas. As plantas do quimiotipo
limoneno-carvona, objeto deste estudo, caracterizam-se quimicamente pela presenga de
limoneno e carvona e auséncia de citral (Matos, 1996). O limoneno é utilizado
industrialmente como solvente para produtos a base de 6leo e resina, aromatizante em
produtos de limpeza, alimenticios e cosméticos. A carvona é usada como carminativa e
em produtos cosméticos, em alguns estudos foi demonstrada sua atividade bactericida e
fungicida (Badies, 1992; Karr ef al., 1990; Opdyke, 1979).

A secregdo de muitos metabolitos secundarios estd condicionada a fatores
ambientais, especialmente em gé€neros pertencentes a subfamilia Verbenoideae (Zoghbi
et al, 1998). E caracteristica desta familia a plasticidade fenotipica e variagGes
morfologicas, anatomicas e fitoquimicas resultantes de adaptagdes as condigdes
ambientais (Corréa, 1992; Fahn, 1979).

O horario de colheita do material vegetal pode ser um aspecto relevante na
produgdo de o6leos essenciais. As interagdes das condigdes ambientais que ocorrem ao

longo do dia podem influenciar direta ou indiretamente os processos do metabolismo
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secundario que resultam em variagdes quantitativas e qualitativas dos o6leos
essenciais, como observado por Freitas ef al. (1997).

No género Lippia, a secregdo de 6leos essenciais tem sido associada a presenga de
tricomas (Bonzani ef al., 1999; Hassan ef al., 2001, Nunes et al., 2000). Normalmente
os tricomas secretores sio de formas variadas entre grupos vegetais, mas em geral

uniformes dentro de um mesmo faxon (Esau, 1977, Peterson & Vermeer, 1983).

O horario de colheita do material vegetal pode ser um aspecto relevante na
produgdo de oleos essenciais. As interagdes das condigdes ambientais que ocorrem ao
longo do dia podem influenciar direta ou indiretamente os processos do metabolismo
secundario que resultam em variagdes quantitativas e qualitativas dos dleos essenciais,
como observado por Freitas ef al. (1997) e Leal ef al. (1998).

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do horario de colheita das folhas de L.
alba, quimiotipo limoneno-carvona, no teor e na composi¢do quimica do seu odleo
essencial, nas estagdes seca e chuvosa, nas condi¢gbes do Ceard, caracterizando

morfologicamente as estruturas secretoras presentes neste quimiotipo,.
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2 MATERIAL E METODOS

O ensaio de campo foi realizado no Horto de Plantas Medicinais da Fazenda
Experimental do Vale do Curu, do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Ceara, no municipio de Pentecoste, CE. Nesta regido, a estagio chuvosa (1°
semestre) apresenta médias de 711,17 mm de precipitagio pluvial, 27,21°C de
temperatura, 77,11% de umidade e 7,02 horas de luz por dia; a estagdo seca (2°
semestre) se caracteriza por médias de 68,12 mm de precipitagdo pluvial, 27,59°C de
temperatura, 62,50% de umidade e 9,50 horas de luz por dia (dados do Departamento de
Engenharia Agricola/UFC - médias de 1997 a 2001).

Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro
repeti¢des, sendo a unidade experimental constituida de 500 g de folha fresca, colhida
manualmente. As colheitas foram realizadas em maio e novembro de 2002, as nove
horas, em plantas de erva-cidreira (Lippia alba Mill. N.E. Brown - Verbenaceae; det.:
FR.S. Pires; exsicata n° 21.806 - Herbario Prisco Bezerra/UFC; coleta: Horto de
Plantas Medicinais/UFC, 21.02.1995) com oito meses de idade na primeira colheita, em
fase vegetativa, mantidas sob irriga¢do e espagamento de 0,50 x 0,50m. Avaliou-se seis
horarios de colheita (7, 9, 11, 13, 15 e 17 horas).

Determinou-se a quantidade de oleo essencial por quilo de matéria seca, extraido
por arraste a vapor (Craveiro ef al., 1981), e o teor de limoneno e carvona no 6leo
essencial, através da CG/EM (Alencar ef al., 1984). Estes procedimentos foram
repetidos nas estagdes chuvosa e seca.

Os dados obtidos foram submetidos & analise de varidncia, determinou-se
equagOes de regressdo para as médias de percentagem de umidade e de teor de oleo
essencial; as médias dos teores de limoneno e carvona foram comparadas pelo teste de

Tukey, ao nivel de 5% de significdncia (Gomes, 1986).
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Para a caracterizagdo anatomica das folhas adultas de Lippia alba, amostras
foram coletadas nos horarios de 7 e 15 horas, na estagdo chuvosa, e fixadas em solugio
contendo glutaraldeido e paraformaldeido segundo Karnovsky (1965), desidratadas em
série alcodlica e incluidas em resina glicol-metacrilato. As secgdes foram obtidas em
microtomo rotatorio Leica 2065 e coradas com azul de toluidina 0,12% em borax 5 % e
fucsina basica 0,05% aquosa (Junqueira, 1990). Apds banho com xilol, as laminas
foram montadas com "Entelan". Para estudo microquimico, sec¢des do material fresco
foram obtidas com auxilio de 1dminas para barbear e tratadas com Sudan IV (Gahan,
1984) ou Sudan “Black B” (Johansen, 1940) para verificagdo da presenca de lipideos
totais. Os resultados foram registrados com um fotomicroscopio Zeiss, modelo

Jenalumar.

33


UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto


3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de varidncia apresentada na Tabela 2 observou-se que o horario de
colheita influencia significativamente a produgio de o6leo essencial e os teores de

limoneno e carvona, nas duas estagdes climaticas estudadas.

TABELA 2: Quadrados médios das analises de varidncia para teores de 6leo essencial,
limoneno e carvona em folhas de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona, em diferentes

horérios de colheita, nas estagdes chuvosa e seca. Pentecoste, CE, 2002.

F. V. G. L. Q. M.

Estacdo chuvosa Estagdo seca
Oleo Limoneno Carvona Oleo Limoneno Carvona

Horarios S 30.433*F 2438%*% 7007** 14580** 0,810%* 1,041%*
Residuo 18 1,394 0,542 1717 1,934 0,162 0,176
C.V. (%) 16,87 7,81 14,15 10,51 13,97 4,46

** _ F significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Na Figura 5 observa-se que, na estag@o seca, a producdo de 6leo essencial pelas
plantas de Lippia alba foi superior aquela observada na estagdo chuvosa. Mattos (2000)
também verificou o aumento da produgdo de 6leo essencial na estagdo seca em relagdo a
chuvosa, trabalhando com horteld-japonesa (Mentha arvensis L.), e Cruz (1999)
observou o mesmo em relagdo a horteld-rasteira (Mentha x villosa Huds.).

Pode-se atribuir este fato ao aumento da temperatura e, principalmente, da
intensidade luminosa durante a estagdo seca. Estes resultados estdo de acordo com os
obtidos por Mattos (2000) e Cruz (1999), que trabalharam com horteld-japonesa
(Mentha arvensis L.) e horteld-rasteira (Mentha x villosa Huds.), respectivamente.

Nestes trabalhos, também considerou-se a intensidade luminosa e a temperatura como
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os principais fatores responsaveis pelo aumento da produgdo de 6leo essencial na
estagdo seca. Estes fatores ambientais atuam diretamente em processos primarios, como
fotossintese e respira¢do, e podem influenciar indiretamente a produgio de metabdlitos
secundarios, cuja sintese depende de produtos do metabolismo primario. Além disso, a
intensidade luminosa pode influenciar a produgio de 6leo essencial através da ativagiio
de enzimas fotosensiveis envolvidas na rota do 4cido mevaldnico (Bell, 1981; Taiz &
Zeiger, 1991).

A intensidade luminosa e a temperatura, agindo diretamente no metabolismo
primario (fotossintese e respiragdo), pode influenciar o metabolismo secundario, uma
vez que este ultimo depende dos produtos do metabolismo primério (Bell, 1981). A
intensidade luminosa também pode influenciar a produggo de éleo essencial através da
ativagio de enzimas fotosensiveis envolvidas na rota do acido mevaldnico (Taiz &
Zeiger, 1991).

Ainda na Figura 5, podemos observar que a analise de regressdo mostrou um
efeito ciibico, nas duas estagdes, para a produg@o de 6leo essencial, com coeficientes de
determinagdo acima de 70 %, e uma tendéncia crescente das 7 as 15 horas, quando
foram obtidos os valores maximos: 12,6 e 18,6 ml/kg de matéria seca, nas estagdes
chuvosa e seca, respectivamente; as 17 horas, os valores decresceram novamente.

E provavel que a variagdo na produgdo de 6leo essencial, ao longo do dia, seja
resultante de variagdes na temperatura e na intensidade luminosa. Estes fatores
normalmente variam bastante ao longo do dia e podem influenciar diretamente o
metabolismo primario. Como foi citado anteriormente, a intensificagdo de processos
primarios, como fotossintese e respiragdo, pode incrementar a produg3o de metabdlitos

secundarios e, consequentemente, de 6leos essenciais.
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FIGURA 5: Teor de 6leo essencial em folhas de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona,
em diferentes horarios de colheita, durante as estagdes chuvosa e seca. Pentecoste, CE,
2002.

Estudos referentes a influéncia do horario de colheita na produgdo de oOleo
essencial sdo raros na literatura cientifica. Porém, é possivel perceber a diversidade das
respostas de culturas produtoras de 6leo essencial a este aspecto. Freitas ef al. (1997),
realizando colheitas em plantas de horteld-japonesa (Mentha arvensis L.) as 7, 9, 11, 13
e 15 horas, obtiveram a maior produgdo de oleo essencial e de seu constituinte de
interesse comercial, o mentol, as 13 horas. Blank ef al. (2002) estudaram o efeito da
secagem de folhas de erva-cidreira verdadeira (Melissa officinalis L.) no teor e na
composi¢do do oleo essencial. Observou-se que a produgdo do oleo essencial ndo foi
significativamente afetada, mas os teores dos seus componentes de interesse, geranial e
neral, foram influenciados positivamente pela secagem. Ja Leal ef al. (1998), avaliando
a produg@o de 6leo essencial as 0, 4, 8, 12, 16 e 20 horas em folhas de capim-liméao
(Cymbopogon citratus DC. Stapf), ndo identificaram variagdes significativas na

produgdo de dleo essencial nos horarios estudados.
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E interessante observar, na literatura cientifica, que ha uma grande variagdo
entre os resultados obtidos por diferentes pesquisadores, ao estudar a produgio de éleo
essencial em L. alba: Castro (2001) estudou o efeito da sazonalidade, nas condigSes de
Botucatu, e obteve 6,0 ml de 6leo essencial por quilo de folha fresca no verdio (estagéo
chuvosa) e 1,3 ml/kg no inverno (estagdo seca). Stefanini (1998), também em Botucatu,
obteve o valor maximo de 1,6 ml/kg. O maior rendimento obtido por Craveiro ez al.
(1981), no Maranhdo, foi de 1,0 ml/kg. Catalan ef al. (1977), na Argentina, extrairam
5,7 mi/kg na primavera e 6,8 ml/kg no outono, enquanto Fester (1958), também na
Argentina, conseguiu extrair até 14,0 ml/kg. Bahl ef al. (2000), na India, obtiveram de
6,0 a 8,0 ml/kg de folha, ao longo de um ano. E provavel que grande parte desta
discrepincia se deva ao fato de que os autores citados n3o fizeram distingdo entre os
quimiotipos com os quais estavam trabalhando. As variagdes ambientais também podem
explicar parte desta divergéncia de resultados.

As Figuras 6 e 7 representam, nas estagdes chuvosa e seca, os teores dos dois
constituintes majoritarios do 6leo essencial, limoneno e carvona. Na estagdo chuvosa, os
horérios de colheita que resultaram nos maiores teores de limoneno foram 11 e 17
horas, quando obteve-se, respectivamente, 36 e 34 % do 6leo essencial; para carvona, o
maior teor obtido foi de 62 %, as 9 horas. Na estagdo seca, o maior teor de limoneno
ocorreu as 15 horas, obtendo-se 42 % do oleo essencial. O maior teor de carvona foi
obtido as 15 e 17 horas, equivalendo a 51 %, nos dois horarios.

Por outro lado, Blank et al (2002), estudando o efeito de dois horarios de
colheita (9 e 15 horas) na produgdo de dleo essencial em folhas de Melissa officinalis
L., observaram que o teor de oOleo essencial ndo foi influenciado pelo horario de
colheita. Porém, a ocorréncia de determinadas variagdes nos teores dos componentes

alfa-citral e beta-citral, entre os horarios de colheita estudados, levaram os autores a
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recomendarem a colheita das folhas na parte da manhd, visando atender a

exigéncias do mercado internacional para a comercializagdo destes compostos.
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FIGURA 6: Teores dos constituintes majoritarios 6leo essencial extraido de folhas de
L. alba, quimiotipo limoneno-carvona, em diferentes horarios de colheita, durante a
estagdo chuvosa (as letras indicam significincia a 5% pelo teste de Tukey). Pentecoste,
CE, 2002.
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FIGURA 7: Teores dos constituintes majoritarios 6leo essencial extraido de folhas de L.
alba, quimiotipo limoneno-carvona, em diferentes horarios de colheita, durante a

estagdo seca (as letras indicam significdncia a 5% pelo teste de Tukey). Pentecoste, CE,
2002.
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Os resultados apresentados evidenciam o dinamismo das interconversdes
que ocorrem no oOleo essencial, entre as substincias que o compdem. Estas
interconversdes resultam de variagdes ambientais, atuando sobre o metabolismo celular,
e envolvem reagdes de oxidagdo, redugdo, hidratagdo, desidratagdo, ciclizagio e
1somerizacdo (Castro, 2001).

Nas Figuras 8 e 9 estdo apresentadas fotos que evidenciam as principais
caracteristicas observadas na analise anatdmica da estrutura foliar. Ndo se observou
diferengas morfolégicas quanto & presenga de 6leos em células do mesofilo de folhas
coletadas as 7 e 15 horas, apesar das grandes variagGes encontradas nas analises
quimicas entre estes horarios, conforme discutido anteriormente. As folhas
caracterizam-se por epiderme simples, revestida por cuticula relativamente espessa, em
ambas as faces; estdmatos com ampla cimara sub-estomatica, situados em ambas as
faces; mesofilo formado por parénquima paligadico uni ou biestratificado e trés ou
quatro camadas de parénquima esponjoso (Figura 8). Na Figura 8a pode-se observar
também tricomas tectores simples, com dapice agudo e base elevada por células
epidérmicas.

A Figura 9 apresenta os trés tipos de tricomas glandulares presentes nas folhas
das plantas estudadas. Estes sdo capitados, podendo ser sésseis, presentes somente na
face abaxial (9a e 9b); formados por célula basal, intermediaria e porgdo capitada
bicelular (9¢ e 9d); ou com célula basal, pediculo alongado bicelular e porg¢do capitada
bicelular (9¢); estes dois ultimos tipos encontram-se distribuidos em ambas as faces
foliares. Nas Figuras 9b, 9d e 9e, as porg¢des capitadas apresentam goticulas lipidicas,
que foram evidenciadas através dos testes microquimicos. Estes resultados sdo bastante
similares aqueles observados por Corréa (1992) e Castro (2001) que estudaram um tipo

predominantemente citralifero de Lippia alba. Nunes et al. (2002) ressaltaram a
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uniformidade da anatomia foliar dentro do género Lippia e mesmo entre géneros da

subfamilia Verbenoideae. Aparentemente, nio existem variagdes anatOmicas relevantes

entre os quimiotipos desta espécie, ao contrario de suas caracteristicas organolépticas €

morfologicas, cujas variagdes s3o bastante evidentes, como observado por Matos

(1996).

FIGURA 8 — Estrutura foliar L. alba, quimiotipo limoneno-carvona. 8a — Nervura
central, em corte transversal, evidenciando dois tricomas tectores, & esquerda (barra =
200 pm). 8b — Limbo foliar, em corte transversal, evidenciando parénquima paligadico
biestratificado (barra = 50 pmj.
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4 CONCLUSOES

1) O rendimento de 6leo essencial é numericamente maior na estagdo seca do que na
chuvosa

2) A colheita de folhas de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona, deve ser feita as 15
horas.

3) Os teores de limoneno e carvona sdo afetados pelo horéario de colheita.

4) Distinguem-se quatro tipos de tricomas neste quimiotipo, um tector e trés

glandulares.
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CAPITULO 1V

EFEITO DE ADUBACAO ORGANICA E DE
ALTURAS DE CORTE NA BIOMASSA, NO TEOR E NA

COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos de niveis de adubag@o
orginica e de alturas de corte em plantas de Lippia alba, quimiotipo limoneno-carvona,
na produgio de matéria seca foliar e de Oleo essencial, nas condigdes do Ceara.
Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados, com trés repetigdes, em esquema de
parcelas subdivididas, com niveis de adubagdo: 0, 2 ¢ 4 kg/m® na parcela e alturas de
corte: 15,30 e 45 cm na subparcela. Foram realizadas duas colheitas, 60 e 120 dias apds
0 piantio. Os niveis de adubagio ndo influenciaram significativamente as produgdes de
matéria seca foliar e de 6leo essencial. O corte a 45 cm de altura reéultou na maior

produgdo de matéria seca foliar. Os maiores teores de oleo essencial foram obtidas nos

cortes a 30 e 45 cm.

Palavras chave: Verbenaceae, Lippia alba, planta medicinal.
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EFFECTS OF ORGANIC FERTILIZATION AND CUTTING HEIGHTS ON

BIOMASS, YIELD AND CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENCIAL OIL

ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate the effects of organic fertilization
levels and cutting heights on dry matter and essential oil production from leaves of
Lippia alba, limonene-carvone chemotype, at Ceara conditions. The experiment was
conducted in split plot scheme with fertilization levels: 0, 2 and 4 kg/m* and cutting
heights: 15, 30 and 45 c¢m. First harvest was at 60 days and the second at 120 days after
planting. Dry matter and essential oil production were not influenced by fertilization.
Highest dry matter production was observed at 45 cm cutting height. Highests essential

oil productions were obtained at 30 and 45 cm cutting heights.

Key words: Verbenaceae, Lippia alba, medicinal plant.
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1 INTRODUCAO

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown € uma das espécies medicinais mais utilizadas pela
populagdo brasileira, de acordo com a lista publicada pela Central de Medicamentos
(CEME), (Angelucci ef al., 1990; Ming, 1992). Popularmente conhecida como erva-
cidreira, foi incluida em projetos como "Farmécias Vivas", da Universidade Federal do
Ceara (Mattos, 2000a) e "Fitoterapia nos Servigos de Saude", implementado pela
Secretaria Estadual de Sa(de do Parana (Ming, 1990), além de alguns projetos
desenvolvidos pela Prefeitura de Campinas-SP, que visam oferecer, sem fins lucrativos,
assisténcia farmacéutica fitoterapica as comunidades carentes (Castro, 2001). Porém, a
OMS considera fundamental que se realizem -investigagOes experimentais acerca das
plantas utilizadas para fins medicinais e de seus principios ativos, para garantir sua
eficicia e seguranga terapéutica (Carlos ef al., 2000). Paralelamente, se faz necesséario o
levantamento etnobotdnico das espécies medicinais de cada regido fitogeografica do
Brasil (Matos, 1997).

A nivel fitotécnico, é de grande importdncia que se estabelegam linhas de agdo
voltadas para o desenvolvimento de técnicas de manejo ou cultivo das plantas com
potencial terapéutico, considerando-se a sua utilizagdo pelo homem aliada & manutengéo
do equilibrio dos ecossistemas (Mattos, 2000b). E fundamental que estas técnicas sejam
desenvolvidas respeitando-se as condigdes edafoclimaticas regionais, uma vez que a
produgdo de principios ativos pelas plantas pode ser intensamente afetada pelo ambiente
de cultivo (Retamar, 1977; Zoghbi ef al., 1998).

A determinac¢do dos niveis de adubagdo adequados para culturas produtoras de

oleos essenciais € de extrema importincia, uma vez que este fator pode ter efeitos
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bastante diversificados, de acordo com a espécie e condigdes ambientais. Varios
autores tém demonstrado que niveis crescentes de adubagdo podem influenciar
positivamente, negativamente, ou mesmo ndo afetar a produgdo de éleo essencial
(Ming, 1998; Ueda & Ming, 1998; Cruz, 1999).

A altura de corte do material vegetal € um fator que est4 diretamente relacionado
com a distribui¢do do 6leo essencial nas folhas, de acordo com a sua posi¢do ao longo
do ramo. Como foi demonstrado por Castro (2001), nas porgdes mais apicais dos ramos
de L. alba sio encontrados maiores teores de Oleo essencial. Além disso, a determinagéo
da altura de corte adequada representa os primeiros passos no processo de domesticagdo
de determinadas culturas produtoras de 6leo essencial, o que ja foi realizado com Lippia
sidoides (Innecco et al., 2000) e Ocimum gratissimum (Mattos et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer parte da tecnologia de produgéo de L., alba,
quimiotipo limoneno-carvona (Matos, 1996), nas condi¢des do nordeste brasileiro,
avaliando os efeitos de niveis de adubag@o orgdnica e de altura de corte das plantas na

produgd@o de matéria seca foliar, no teor e na composigdo quimica do 6leo essencial.
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2 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi realizado no Horto de Plantas Medicinais da Fazenda Experimental do

Vale do Curu, do Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Cear4, no
municipio de Pentecoste, CE. A regido apresenta médias anuais de 26,8°C de

temperatura, 73% de umidade e 723,3 mm de precipitagdo pluvial, o que caracteriza um
clima do tipo quente e imido (dados do Departamento de Engenharia Agricola/UFC -
médias de 1997 a 2001). Utilizou-se mudas de erva-cidreira mantidas sob irrigagdo
(Lippia alba Mill. N.E. Brown - Verbenaceae; det.: F.R.S. Pires; exsicata n° 21.806 -
Herbario Prisco Bezerra/UFC; coleta: Horto de Plantas Medicinais/UFC, 21.02.1995),
produzidas por estaquia de ramos em sacos plasticos de polietileno e mantidas em
sombrite sob nebulizagdo por um periodo de 60 dias até serem transplantadas para
canteiros de alvenaria com 10,0 m’ no espagamento de 0,50 m x 0,50 m. O
delineamento estatistico foi em blocos ao acaso, em parcelas subdivididas, com trés
repetigdes, sendo os niveis de adubagdo organica, nas parcelas: 0, 2 e 4 kg/m*; e as
alturas de corte, nas subparcelas: 15, 30 e 45 e¢m. Cada subparcela foi de 2,0 m?, com
oito plantas. Foram realizadas duas colheitas, aos 60 e 120 dias apds a implantagdo do
experimento, em torno das 9 horas da manha, nas quais se coletou quatro repeti¢oes de
500 g de folhas frescas, as quais foram imediatamente submetidas a extragdo de 6leo
essencial por arraste a vapor (Craveiro et al., 1981). Determinou-se a matéria seca das
folhas, o teor de 6leo essencial e a percentagem dos seus constituintes, em CG/EM
(Alencar er al., 1984). Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de significincia

(Gomes, 1986).

50



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de varidncia apresentada na Tabela 3, observa-se que nio.ocorreram
diferencas significativas entre os tratamentos de adubagdo, nas vari4veis produgdo de

materia seca foliar e teor de dleo essencial. As diferentes alturas de corte tiveram

resultados significativos em relagdo a estas duas variaveis, nas duas colheitas.

TABELA 3: Quadrados médios das analises de varidncia para produgdo de matéria seca
e oleo essencial em folhas de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona, submetidas a

diferentes niveis de adubagdo orgénica e alturas de corte. Pentecoste, CE, 2002.

¥. Vi 5 N Q. M.
1° colheita 2% colheita Total (1* +2°)
M. S. 0. E. M. S. 0. E. M. S. 0.E.
Adubagio 2 0155 3,634 0101 6593 0467 19,599

Residuo (a) 4 0,031 3345 0,025 11,170 0,109 25579

C. V. (%) 13,62 43,78 11,42 30,62 14,88 . 29,33

Alturas corte 2 0,109* 14,884* 1,617** 25996* 0,887** 34,835*

Residuo (b) 12 0,023 3,172 0,171 3,948 0,029 8,710

C.V. (%) 9,25 42,63 3335 1821 7,67 19,55

2

** - F significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
* - F significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Apesar de ndo apresentarem diferengas significativas no teste F a 5%, as
producdes de matéria seca foliar, observadas na Figura 10, apresentaram tendéncia a
diminuirem a medida que aumentaram os niveis de adubagdo organica em cada uma das
colheitas e, consequentemente, no total obtido. A mesma .tendéncia pode ser observada
na Figura 11, com relagdo ao teor de Gleo essencial. Este teor diminui, nas duas
colheitas, & medida que se aumenta o nivel de adubagdo. Em relagdo aos dois
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parametros estudados, as produgdes obtidas na segunda colheita foram superiores as

da primeira, provavelmente porque as plantas ja estavam plenamente estabelecidas.
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FIGURA 10: Produgdo de matéria seca foliar em plantas de L. alba, quimiotipo
limoneno-carvona, submetidas a diferentes niveis de adubagdo organica, em duas
colheitas sucessivas. Pentecoste, CE, 2002.
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FIGURA 11: Teor foliar de oleo essencial em plantas de L. alba, quimiotipo limoneno-
carvona, submetidas a diferentes niveis de adubagdo organica, em duas colheitas
sucessivas. Pentecoste, CE, 2002.
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Na Figura 12 estdo representados os teores dos dois constituintes
majoritarios do 6leo essencial obtido — linlfoneho: é carvona, em relagdo aos niveis de
adubagdo organica utilizados. A produgio de limoneno ndo sofreu efeito da adubacdo,
em nenhuma das colheitas. A produggo de carx;oné foi influenciada negativamenté pela
adubagdo: na primeira colheita, os resultados ndo diferiram significativamente, a  5%,
mas j4 apresentavam esta téndéncia; na segunda colheita é ahséncia de adﬁﬁacﬁo
resultou na maior produgdo de carvona, 5,01 I/ha. Consequentemente, este résultado se

repetiu no total obtido deste composto nas duas colheitas, perfazendo 7,05 I/ha.
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FIGURA 12: Teores dos constituintes majoritarios do 6leo essencial extraido de folhas
de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona, submetidas a diferentes niveis de adubagéo
orgdnica, em duas colheitas sucessivas (as letras indicam significancia a 5%, pelo teste
de Tukey). Pentecoste, CE, 2002. ' RN '
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Mattos (2000a) estudou a produgdo de matéria seca e de 6leo essencial por
plantas de horteld-japonese (Mentha arvensis L.), em relagio a 0, 2, 4, 6 ¢ 8 kg/m” de
adubagdo orgdnica; este autor obteve produgdes maximas, nos dois parametros, com 6
kg/m” de adubagio. Em experimento similar, Cruz (1999) também obteve, para horteld-
rasteira (Mentha x villosa Huds.), produgdes maximas com 6 kg/m* de adubag@o. Os
dois pesquisadores mencionados trabalharam nas condigdes do nordeste brasileiro.

Scheffer & Ronzelli Janior (1990), no Parana, estudaram os efeitos dos niveis de
adubagdo organica: 0, 1,2,3 e 4 kg/m? na produgio de biomassa e teor de 6leo essencial
por plantas de mil-folhas (Achillea millefolium L.), obtendo as maiores produgdes com
2a4el adkg/m?, respectivamente.

Ueda & Ming (1998), em Botucatu-SP, observaram correlagdo positiva da
adubagdo quimica (N, P, K) com a produg@o de biomassa, ao longo de um ano, por
plantas de citronela-de-java (Cymbopogon winterianus), mas a produgdo de oleo
essencial ndo foi afetada pela adubacéo.

Na Figura 13 estdo apresentadas as variagOes na produg@o de matéria seca foliar
em relagdo as diferentes alturas de corte do material vegetal. Na primeira colheita, as
produgdes obtidas nos cortes a 15 e 30 cm de altura foram de 0,94 e 0,84 l/.ha,
respectivamente, e ndo diferiram significativamente entre si, mas foram superiores a
obtida com corte a 45 cm. Na segunda colheita ocorreu situac¢@o inversa, isto é, corte a
45 cm resultou na maior brodugéo, 1,84 t/ha, enquanto as outras produgdes obtidas
foram inferiores e estatisticamente equivalentes. As produgdes totais de cada
tratamento, representadas pelo somatorio das produgdes obtidas nas duas colheitas,
obedeceram ao mesmo padrdo observado na segunda colheita: a maior produgio, 2,56
t/ha, foi obtida com corte a 45 cm. Isto se deve a magnitude dos valores obtidos na

segunda colheita em relagdo a primeira (provavelmente devido ao fato das plantas ja
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estarem plenamente estabelecidas, como mencionado anteriormente). Em termos

praticos, pode-se afirmar que as plantas cortadas a 45 c¢cm de altura apresentaram

crescimento mais intenso, o suficiente para compensar os menores valores obtidos na

primeira colheita.
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FIGURA 13: Produgiio de matéria seca foliar em plantas de L. alba, quimiotipo
limoneno-carvona, submetidas a diferentes alturas de corte, em duas colheitas

sucessivas (as letras indicam significincia a 5%, pelo teste de Tukey). Pentecoste, CE,
2002.

Na Figura 14 observa-se que, na segunda colheita, os teores de oleo essencial
presente nas folhas foram superiores aos obtidos na primeira colheita. Estes resultados
sugerem que a produgdio de dleo essencial aumenta com a idade da planta mas, para
confirmar esta inferéncia seria necessario maior nimero de colheitas ao longo do ciclo

fenologico destas plantas.
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O corte das plantas a 45 cm de altura resultou em maiores teores de 6leo
essencial em relagdo aos outros tratamentos, na primeira colheita, obtendo-se uma
produgdo de 5,5 /ha. Na segunda colheita, os teores obtidos nos cortes a 30 e 45 cm n3o
diferiram significativamente entre si (11,1 e 12,5 l/ha, respectivamente) e foram
superiores aos resultados obtidos no corte a 15 cm. O mesmo padrio foi observado
quando se considerou os valores obtidos nas duas colheitas conjuntamente. Obteve-se
15,2 e 17,0 Vha, respectivamente, nos cortes a 30 e 45 cm de altura. Estes resultados
refletem o fato, confirmado por Castro (2001), de que nas porgdes apicais das plantas de
L. alba a produgio de metabdlitos secundarios é mais intensa do que em suas porgdes

basais.
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FIGURA 14: Teor foliar de oleo essencial em plantas de L. alba, quimiotipo limoneno-
carvona, submetidas a diferentes alturas de corte, em duas colheitas sucessivas (as letras
indicam significdncia a 5%, pelo teste de Tukey). Pentecoste, CE, 2002,
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Como pode-se observar na Figura 15, a altura de corte ndo influenciou a
produgzo de nenhum dos compostos estudados, na primeira colheita. Porém, na segunda

colheita e no total das duas colheitas, o corte & altura de 30 cm resultou nas produgdes

maximas de limoneno (2,4 e 3,2 Vha) e, na produgio de carvona, os maiores resultados

(5,8 € 7,9 /ha) foram obtidos com o corte a 15 cm de altura.
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FIGURA 15: Teores dos constituintes majoritarios do 6leo essencial extraido de folhas
de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona, submetidas a diferentes alturas de corte, em

duas colheitas sucessivas (as letras indicam significancia a 5%, pelo teste de Tukey).
Pentecoste, CE, 2002.

Innecco ef al. (2000) submeteram plantas de alecrim-pimenta (Lippia sidoides) a
quatro cortes sucessivos, a 10, 20, 30 e 40 cm de altura, observando que tanto as

produgdes maximas de matéria seca quanto as de Oleo essencial ocorreram em plantas

cortadas a 30 cm de altura.
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Mattos et al. (2000), trabalhando com alfavaca-cravo (Ocimum
gratissimum), realizaram cinco cortes, em intervalos de 30 dias, nas alturas de 15 e 25
cm. Estes dois tratamentos n3o resultaram em diferengas significativas em relagdo as

produgdes de matéria seca ou 6leo essencial.
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4 CONCLUSOES

1) A adubagdo ndo influencia significativamente a produgio de biomassa foliar e de

2)

3)

4)

3)

6)

6leo essencial.

A adubagdo ndo afeta a produgdo de limoneno e influencia negativamente a
produgdo de carvona.

A altura de corte a 45 cm ¢ a que resulta na maior produggo de biomassa foliar.

As alturas de corte a 30 e 45 cm sdo equivalentes quanto ao teor de 6leo essencial e
mais eficientes do que o corte a 15 cm.

As maiores produgdes de limoneno podem ser obtidas com corte & altura de 30 cm.

As maiores produgdes de carvona podem ser obtidas com corte & altura de 15 cm.
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CONSIDERACOES FINAIS

A determinagio de uma tecnologia adequada para cultivo e pos-colheita de
plantas medicinais, a partir da implementagdo de novas técnicas, permite o
aproveitamento do seu potencial, maximizando a obtengdo dos principios ativos de
interesse. Isto representa redugdo no custo de produgdo, maior disponibilizagdo do
produto final para consumo e redugdo no impacto ambiental causado pela cultura.

i’orém, é importante ressaltar o fato de que as determinag¢des de técnicas ou
tratos culturais sdo especificos para as condi¢des ambientais em que foram definidos e,
neste caso particular, para o quimiotipo estudado.

Nas condig¢des em que foram conduzidos os experimentos que compdem este
trabalho, podemos concluir que a produgdo de dleo essencial na estagiio seca ¢ bastante
superior & da estagdo chuvosa, que esta produgdo pode ser aumentada se a colheita das
folhas for feita por volta das 15 horas, aproximadamente a 45 cm de altura, seguida de
secagem natural em torno de quatro dias, e que a adubagio nfo tem efeitos relevantes
nesta cultura. Embora o aspecto irregular da produgdo de limoneno e carvona ndo
permita definir tratos culturais com tanta exatiddo, a obtengdo destes segue um padrio
similar & do 6leo essencial que constituem. As estruturas que secretam este Gleo sdo
tricomas, localizados na epiderme foliar. Identificou-se trés tipos de tricomas secretores
de substdncias lipidicas nas folhas das plantas estudadas, cuja estrutura anatomica
obedece ao padrio tipico da subfamilia Verbenoideae.

A partir das informagdes contidas neste trabalho e da implementagio de tratos
culturais bastante simples, pode-se aumentar expressivamente a produgio de 6leo
essencial na cultura de Lippia alba, quimiotipo limoneno-carvona, em relagio a

produg@o convencional.
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