Caracterizacao anatomica das estruturas secretoras e
producao de dleo essencial de Lippia alba (Mill.) N.E. Br.
em funcao do horario de colheita nas estacoes seca e
chuvosa'

Anatomic characterization of secretory structures and essential oil
production of Lippia alba (Mill.) N.E. Brown in relation to harvest times in
the dry and rainy seasons
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O objetivo do trabalho foi caracterizar anatomicamente as estruturas secretoras e avaliar o efeito de diferentes
horérios de colheita no teor e composicao do éleo essencial de erva-cidreira (Lippia alba (Mill.) N.E. Brown),
quimiotipo limoneno-carvona, nas estagdes chuvosa e seca do Ceard. Realizou-se uma descrigao anatémica da
estrutura foliar e dos tricomas glandulares presentes. As folhas foram colhidas as 7; 9; 11; 13; 15 e 17 horas.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticoes de 500 g de folha fresca. Observaram-
se quatro tipos de tricomas, um tector e trés glandulares. Na estacéo seca, a obtengao de éleo essencial foi superior
a estacao chuvosa. Em ambos os casos, os maiores teores foram obtidos as 15 horas. Os teores de limoneno e
carvona foram afetados pelo horario de colheita.

Termos para indexacdo: Verbenaceae, limoneno, carvona, planta medicinal, tricomas.

IWABSTRACT )

The objective of this work was to characterize anatomically the secretory structures and evaluate the influence of
harvest times in the rainy and dry seasons on the content and composition of the essential oil of Lippia alba (Mill.)
N.E. Brown (limonene-carvone chemotype), at the conditions of Cear4, Brazil. An anatomical evaluation of leaves
and glandular trichomes structures was made. Leaves were harvested at 7am, 9 am, 11 am, 1 pm, 3 pm and 5 pm.
The completely randomized design was used with four replications of 500 g of fresh leaves. Four tipes of trichomes
were observed, one tector and three glandular ones. Essential oil content was higher in the dry than in the rainy
season. In both seasons, the major contents of essential oil were observed at 3 pm. Limonene and carvone contents
were influenced by harvest times.

Index terms: Verbenaceae, limonene, carvone, medicinal plant, trichomes.
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Introducao

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, conhecida como
erva-cidreira, é uma espécie herbécea, amplamente
distribuida e conhecida no Brasil, principalmente de-
vido a atividade calmante do ché obtido de suas fo-
lhas. Suas propriedades fitoterapéuticas devem-se a
presenca, no seu 6leo essencial, de sesquiterpenos e
monoterpenos, monociclicos ou aciclicos, caracteris-
ticos do género Lippia (Vale, 1999; Guerrero, 2002).

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

A secrecao de limoneno e carvona depende de
reacoes do metabolismo secundario vegetal, o qual
esta condicionado a fatores ambientais, especialmente
em géneros pertencentes a subfamilia Verbenoideae
(Zoghbi et al., 1998). E caracteristica desta subfamilia
a plasticidade fenotipica e variacbes morfoldgicas,
anatémicas e fitoquimicas resultantes de adaptagoes
as condicoes ambientais (Fahn, 1979; Corréa, 1992).

Neste sentido, o horério de colheita do material
vegetal pode ser um aspecto relevante na producao
de dleos essenciais. As interacoes das condicoes
ambientais que ocorrem ao longo do dia podem influ-
enciar direta ou indiretamente os processos do meta-
bolismo secundéario que resultam em variacoes
quantitativas e qualitativas dos dleos essenciais, como
observado por Freitas et al. (1997) e Leal et al. (1998).

No género Lippia, a secrecao de dleos essenci-
ais tem sido associada a presenca de tricomas
(Bonzani et al., 1999; Nunes et al., 2000; Hassan et
al., 2001). Normalmente os tricomas secretores sao
de formas variadas entre grupos vegetais, mas em geral
uniformes dentro de um mesmo taxon (Esau, 1977;
Peterson e Vermeer, 1983).

Considerando o acima exposto, é importante
que se realizem estudos concernentes as interacoes
entre as condigoes ambientais, a producao de

metabdlitos secundérios e as estruturas responsaveis
por essa producao. Assim, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar morfologicamente as estruturas
secretoras e estudar o efeito do horéario de colheita
das folhas de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona,
no teor e na composicao quimica do seu 6leo essen-
cial, nas estagbes seca e chuvosa do Ceara.

Material e Métodos

Para a caracterizacdo anatémica das folhas
adultas de Lippia alba, amostras foram coletadas nos
horérios de 7 e 15 horas, na estacéo chuvosa, e fixa-
das em solucao contendo glutaraldeido e
paraformaldeido segundo Karnovsky (1965), desi-
dratadas em série alcodlica e incluidas em resina
glicol-metacrilato. As seccoes foram obtidas em
micrétomo rotatério Leica 2065 e coradas com azul
de toluidina 0,12% em borax 5% e fucsina bésica
0,05% aquosa (Junqueira, 1990). Apés banho com
xilol, as laminas foram montadas com “Entelan”.
Para estudo microquimico, seccoes do material fres-
co foram obtidas com auxilio de laminas para bar-
bear e tratadas com Sudan IV (Gahan, 1984) ou
Sudan “Black B” (Johansen, 1940) para verificacao
da presenca de lipideos totais. Os resultados foram
registrados com um fotomicroscépio Zeiss, modelo
Jenalumar.

O ensaio de campo foi realizado no Horto de
Plantas Medicinais da Fazenda Experimental do Vale
do Curu, do Centro de Ciéncias Agrérias da Univer-
sidade Federal do Ceara, no municipio de Pentecoste,
CE. Nesta regiao, a estacdo chuvosa (1° semestre)
apresenta média anual de 711,17 mm de precipita-
cao pluvial, 27,21°C de temperatura, 77,11% de
umidade relativa do ar e 7,02 horas de luz por dia; a
estacao seca (2° semestre) se caracteriza por média
anual de 68,12 mm de precipitagao pluvial, 27,59°C
de temperatura, 62,50% de umidade e 9,50 horas
de luz por dia (dados do Departamento de Engenha-
ria Agricola/UFC - médias de 1997 a 2001).

As colheitas foram realizadas em maio e no-
vembro de 2002, em plantas de erva-cidreira (Lippia
alba Mill. N.E. Brown - Verbenaceae; det.: ER.S. Pi-
res; exsicata n° 21.806 - Herbério 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 irrigagao
por aspersao duas vezes ao dia, em solo arenoso
(pH = 4,8; Ca = 1,4 cmol .dm*; Mg = 1,4 cmol .dm’;
K= 0,3 cmol .dm?*; Na = 0,3 cmol .dm?; Al = 0,10
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cmol .dm*® e P = 155,0 mg.dm?) sem adubacao e
espacamento de 0,50 x 0,50 m. Avaliou-se o efeito
de seis horéarios de colheita (7; 9; 11; 13; 15 e 17
horas), nas estagdes chuvosa e seca. Utilizou-se de-
lineamento experimental inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 6 x 2, com quatro repetigoes,
sendo a unidade experimental constituida de 500 g
de folha fresca, colhida manualmente.

Determinou-se a quantidade de dleo essencial
por quilo de matéria seca, extraido por arraste a vapor
(Craveiro etal., 1981), e o teor de limoneno e carvona
no 6leo essencial, através da CG/EM (Alencar et al.,
1984). Os dados obtidos foram submetidos a ana-
lise de variéncia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

Resultados e Discussao

As folhas caracterizam-se por epiderme sim-
ples, revestida por cuticula relativamente espessa;
estbmatos com ampla camara sub-estomatica, situ-
ados em ambas as faces; mesofilo formado por
parénquima palicadico uni ou biestratificado e trés
ou quatro camadas de parénquima esponjoso (Fi-
guras lae 1b). Na Figura 1a podem-se observar tam-
bém tricomas tectores simples, com apice agudo e
base elevada por células epidérmicas (seta).

Ha trés tipos de tricomas glandulares. O pri-
meiro tipo apresenta uma célula basal, um pediculo
alongado bicelular e uma porcéo capitada bicelular
(Figura 1c). O segundo é formado por uma célula
basal, uma célula intermediaria e uma porcao
capitada bicelular (Figura 1d). Estes dois tipos de
tricomas encontram-se distribuidos nas faces abaxiais
e adaxiais. O terceiro tipo, presente na face abaxial,
¢é formado por uma célula basal estreita e uma por-
cao capitada globosa (Figura le). Todos sao
secretores de substancias lipidicas que foram evi-
denciadas por Sudan IV, como podem ser observa-
dos na Figura le. Esses resultados sdao bastante
similares aqueles observados por Corréa (1992) e
Castro (2001), que estudaram um tipo predominan-
temente citralifero de Lippia alba. Nunes et al. (2002)
ressaltaram a uniformidade da anatomia foliar den-
tro do género Lippia e mesmo entre géneros da
subfamilia Verbenoidae. Aparentemente, nao exis-
tem variacOes anatomicas relevantes entre os
quimiotipos desta espécie, ao contrério de suas ca-
racteristicas organolépticas e morfolégicas, cujas

variacoes sao bastante evidentes, como observado
por Matos (1996). Nao se observaram diferengas
morfolégicas quanto a presenca de 6leos em células
do mesofilo de folhas coletadas as 7 e 15 horas, ape-
sar das grandes variacoes encontradas nas andlises
quimicas entre esses horérios, conforme discutido a
seguir.

Figura 1 - Estrutura foliar L. alba, quimiotipo limoneno-carvona.
1a - Nervura central, em corte transversal, evidenciando dois
tricomas tectores, a esquerda (seta) (barra =200 um). 1b - Limbo
foliar, em corte transversal, evidenciando parénquima pali¢adico
biestratificado (barra =50 um). 1c - Tricoma glandular com pediculo
alongado bicelular e porcéo capitada bicelular (seta estreita) e
tricoma tector (seta larga) (barra = 30 um). 1d — Tricoma com uma
célula basal, uma célula intermedidria e porgéo capitada bicelular
(barra =30 jum). 1e - Tricoma glandular com goticulas de lipidios
(seta) (barra =30 pum).

Na estacao seca, a producéo de dleo essencial
pelas plantas de Lippia alba foi superior aquela ob-
servada na estacao chuvosa (Figura 2). Cruz (1999)
também verificou o aumento da producao de dleo
essencial na estacdo seca em relacéo a chuvosa, tra-
balhando com hortela-rasteira (Mentha x villosa
Huds.), e Mattos (2000) obteve resultados semelhan-
tes em relacéo a hortela-japonesa (Mentha arvensis
L.). Pode-se atribuir este fato ao aumento da tempe-
ratura e, principalmente, da intensidade luminosa
durante a estacéo seca. Nos trabalhos citados tam-
bém considerou-se a intensidade luminosa e a tem-
peratura como os principais fatores responsaveis pelo
aumento da producéao de dleo essencial na estagao
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Figura 2 - Teor de 6leo essencial em folhas de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona, em diferentes horarios de colheita, durante as
estagOes chuvosa e seca (as letras indicam significancia a 5% pelo teste de Tukey; as mailsculas indicam diferenga entre horarios, em cada
estacdo; as minlsculas indicam diferenca entre estacdes, dentro de cada horario). Pentecoste, CE, 2002.

seca. Estes fatores ambientais atuam diretamente em
processos primérios, como fotossintese e respiracéo, e
podem influenciar indiretamente a producao de
metabdlitos secundérios, cuja sintese depende de pro-
dutos do metabolismo primério (Bell, 1981). Além disso,
a intensidade luminosa pode influenciar a producao de
6leo essencial através da ativagao de enzimas
fotossensiveis envolvidas na rota do acido mevalénico
(Taiz e Zeiger, 1991).

Ainda da Figura 2, pode-se observar que a pro-
dugao de dleo essencial atingiu valores méaximos as 15
horas: 12,6 e 18,6 ml.kg! de matéria seca, nas estacbes
chuvosa e seca, respectivamente. Na estacao chuvosa,
pode-se observar uma tendéncia crescente ao longo do
dia, das 7 as 15 horas; as 17 horas, os valores decres-
ceram novamente. Na estacao seca, o teor obtido as
15 horas foi superior aos outros horarios, que nao dife-
riram significativamente entre si. E provéavel que a vari-
acao na producao de dleo essencial, ao longo do dia,
seja resultante de variagoes na temperatura e na inten-
sidade luminosa. Estes fatores normalmente variam
bastante ao longo do dia e podem influenciar direta-
mente o metabolismo primario.

Estudos referentes a influéncia do horéario de co-
lheita na producéo de 6leo essencial sao raros na litera-
tura cientifica. Porém, é possivel perceber a diversidade
das respostas de culturas produtoras de dleo essencial
a este aspecto. Freitas et al. (1997), realizando colheitas
em plantas de hortela-japonesa (Mentha arvensis L.)
as 7;9; 11; 13 e 15 horas, obtiveram a maior producéo

de dleo essencial e de seu constituinte de interesse co-
mercial, o mentol, as 13 horas. J& Leal et al. (1998),
avaliando a producao de éleo essencial as 0; 4; 8; 12;
16 e 20 horas em folhas de capim-limao (Cymbopogon
citratus DC. Stapf.), ndo identificaram variagoes signi-
ficativas na producao de 6leo essencial nos horérios
estudados.

E interessante observar, na literatura cientifica,
que h& uma grande variagéo entre os resultados obti-
dos por diferentes pesquisadores, ao estudar a produ-
cao de bleo essencial em L. alba (Fester, 1958; Catalan
etal., 1977; Craveiro et al., 1981; Stefanini, 1998; Bahl
etal., 2000; Castro, 2001). E provavel que grande parte
desta discrepancia se deva ao fato de que os autores
citados nao fizeram distincao entre os gendtipos com
os quais estavam trabalhando. As variacoes ambientais
também podem explicar parte desta divergéncia de re-
sultados.

Na estacao chuvosa, os horéarios de colheita que
resultaram nos maiores teores de limoneno foram 11 e
17 horas, quando se obteve, respectivamente, 36 e 34%
do dleo essencial; para carvona, o maior teor obtido
foi de 62%, as 9 horas (Figura 3). Na estacéo seca, o
maior teor de limoneno ocorreu as 15 horas, obtendo-
se 42% do 6éleo essencial. O maior teor de carvona foi
obtido as 15 e 17 horas, equivalendo a 51%, nos dois
horérios (Figura 4). Blank et al. (2002), estudando o
efeito de dois horarios de colheita (9 e 15 horas) na
producao de d6leo essencial em folhas de Melissa
officinalis L., observaram que o teor de dleo essencial
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nao foi influenciado pelo horério de colheita. Porém,
a ocorréncia de determinadas variacoes nos teores
dos componentes neral e geranial, entre os horérios
de colheita estudados, levaram os autores a recomen-
darem a colheita das folhas na parte da manha, vi-
sando atender a exigéncias do mercado internacional
para a comercializacao destes compostos.
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Os resultados apresentados evidenciam o di-
namismo das interconversdes que ocorrem no 6leo
essencial, entre as substancias que o compdem. Es-
tas interconversoes resultam de variagdes ambientais,
atuando sobre o metabolismo celular, e envolvem
reacoes de oxidacao, reducao, hidratacao, desidra-
tagao, ciclizagao e isomerizagao (Castro, 2001).
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Figura 3 - Teores dos constituintes majoritarios do 6leo essencial extraido de folhas de L. alba, quimiotipo limoneno-carvona, em diferentes
horérios de colheita, durante a estagéo 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, em diferentes
horérios de colheita, durante a estacao seca (as letras indicam significancia a 5% pelo teste de Tukey). Pentecoste, CE, 2002.

Conclusoes

1. Distinguem-se quatro tipos de tricomas neste
quimiotipo, um tector e trés glandulares.

2. O teor de dleo essencial é maior na estagao seca
do que na chuvosa.

3. Emrelacéo a producéo de dleo essencial, pode-se

recomendar que a colheita de folhas seja feita as
15 horas.
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