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RESUMO

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (erva-cidreira) é uma espécie vegetal que cresce sob a forma
de erva, arbusto ou subarbusto. H& registros de sua ocorréncia em paises da América do Sul e
Central, Europa e Africa. No Brasil desenvolve-se em todas as regides evidenciando sua
relevancia para a pesquisa nacional. Pertence a familia Verbenaceae, uma espécie capaz de
secretar Oleos essenciais, substancias odoriferas, liquidas e volateis de composicao terpénica.
O 6leo de L. alba desperta grande interesse para a industria de aromas e fragrancias, seja por
sua estrutura conjunta ou por seus compostos individuais, de forma que se fazem necessarias
analises dos O6leos das variedades genotipicas da espécie em questdo. Diversos estudos
apontam a variabilidade genética dentro da espécie dividindo-a em quimiotipos, 0s quais
determinam diferentes composi¢cdes para o 6leo de L. alba de acordo com os compostos
majoritarios, sendo que sete quimiotipos ja foram registrados. O presente trabalho objetivou
determinar o perfil de volateis do Oleo essencial de novos gendtipos de Lippia alba,
prospectando materiais com potencial para utilizacdo na industria de aromas e investigar a
ocorréncia de diferentes quimiotipos. Foram obtidos os 0leos essenciais da Lippia alba
comum e de mais seis acessos cultivados no Horto de Plantas Medicinais da Embrapa
Agroindustria Tropical (L07, L10, L15, L40, L42 e L43) por meio de hidrodestilacdo com
aparelho de Clevenger. Os compostos volateis foram analisados por injecdo direta em
cromatdgrafo a gas acoplado a espectrdmetro de massas (GC-MS), utilizando a coluna DB-5.
A area dos picos dos cromatograma foram analisadas por técnicas estatisticas multivariadas
de Agrupamento Hierarquico (clusters) e Andlise de Componentes Principais (ACP). Os
acessos de Lippia alba embora pertencam a mesma espécie e tenham sido cultivados sob as
mesmas condi¢cdes, fornecem Oleos essenciais de composicdo quimica bem variavel em
relagdo a compostos majoritarios, tais como mirceno, citral, limoneno e linalol, o que
caracteriza os quimiotipos caracteristicos da espécie. Algumas amostras mostram similaridade
entre si como L40 com L43 e L15 com L42, sendo que essas ultimas e a LO7 apresentam
similaridade a Lippia comum. Por sua vez a amostra L 10 apresentou um perfil bem diferente
em relacdo as demais. Esses resultados mostram a riqueza e relevancia dos 6leos uma vez que

grande parte dos compostos tidos como majoritarios sdo de grande importancia industrial.
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1 INTRODUCAO

Os 0leos essenciais sdo misturas complexas de substancias organicas volateis naturais,
geralmente odoriferas, produzidos por plantas aromaticas. Sdo ricos em metabolitos
secundérios de variada composicdo (20 a 60%) em diferentes concentracBes, dos quais
predominam compostos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, fendis, ésteres, cetonas, éteres e
outros (SIMOES, 2003; BAKKALI et al., 2008). Em geral, os dleos essenciais sao utilizados
como mateéria-prima de produtos da indudstria de alimentos, bebidas, fragrancias, cosméticos e
farmécia (BUSATTA, 2006; FIGUEIREDO et al., 2007); e para além da sua composi¢do
aromatica, muitos sdo importantes por suas valorosas e/ou maltiplas propriedades bioldgicas,
como: atividade antifingica, antibacteriana, inseticida, antioxidante, analgésica, sedativa,
anti-inflamatoéria,  antiviral,  antisséptica e  alelopatica @ (HARBORNE, 1993;
PRABUSEENIVASAN et al., 2006; BAKKALI et al.; 2008; AQUINO et al., 2010).

Vaérias espécies vegetais produzem o6leos essenciais nas suas diversas partes (folhas,
flores, cascas de frutos, cascas dos caules, resinas da casca, madeira, raizes, rizomas, frutos ou
sementes), mais especificamente em estruturas especializadas como os pelos glandulares e
bolsas secretoras (BOTTEGA; CORSI, 2000; SIMOES; SPITZER, 2004). Estudos
cientificos confirmam a importancia de diversas plantas aroméaticas com potencial aplicacdo
de seus Gleos essenciais e uso de seus aromas em processos tecnoldgicos (SANTOS et al.,
2004). No Brasil, as esséncias mais produzidas sdo os Oleos citricos, menta, eucalipto,
geranim, citronela, pinheiro-cravo, laranja e erva-limdo (KEIFER, 1986). Entre outras
espécies promissoras encontra-se a Lippia alba, conhecida como erva-cidreira, cujo potencial
industrial esta associado as suas grandes facilidades agron6micas como rusticidade, vigor,
rapidez de colonizacdo pela propagacdo vegetativa, plasticidade fenotipica e a variabilidade
genética em relacdo a composicao quimica do 6leo essencial (YAMAMOTO, 2006).

O género Lippia L. (Verbenaceae) é composto por cerca de 250 espécies de plantas
amplamente distribuidas nas regides tropicais, subtropicais e temperadas da América, Asia e
Africa (OLIVEIRA et al., 2006). A espécie Lippia alba é originaria do Chile (América do
Sul) e ocorre em praticamente todas regides do Brasil (LORENZI; MATQOS, 2002), sendo
principalmente suas folhas empregadas na medicina popular brasileira para infusdo ou
decoccdo no tratamento de doencas gastricas, diarréicas, febre, asma, tosse e remedio
tranquilizante (MATOS, 1996; GAZOLA et al., 2004). O 6leo essencial de suas folhas tem

sido, ainda, reportado como um produto com acdo antibacteriana, antifungica, antiviral,



antiespasmadico e antiprotozoario (ALEA et al., 1997; SOARES, 2001; OLIVEIRA, 2000;
PESSINI et al., 2003; SENA FILHO, 2006; AQUINO et al., 2010).

O dleo essencial das folhas da espécie L. alba apresenta variada composicéo,
sugerindo a existéncia de sete quimiotipos majoritarios, dentre os quais estdo: citral-linalol-f3-
cariofileno, tagetenona, limoneno-carvona, mirceno, vy-terpineno, canfora e estragol
(HENNEBELLE et al., 2008). As varia¢Ges na constituicdo quimica desse 6leo podem ser
atribuidas aos fatores ambientais como a influéncia do clima e solo, bem como a época de
colheita das plantas (MATQOS, 1996). No Nordeste do Brasil, foi verificada a ocorréncia de
quimiotipos diferentes da erva-cidreira, identificados a partir da anélise dos constituintes
quimicos do seu 6leo essencial (MATOS, 1996). Em outros locais também foi observada a
presenca de diferentes quimiotipos dessa espécie, como na Colémbia, onde ja foram descritos
0s quimiotipos citral, limoneno e carvona (VERBEL et al., 2010; STASHENKO et al., 2004),
na Argentina foram relatados 6leos contendo 1,8-cineol, limoneno e g-mirceno (RICCIARDI
et al., 2000) e em Cuba (ALEA et al., 1997).

Dada a sua diversidade, as indudstrias farmacéuticas e de aromas, vém utilizando a
erva-cidreira para obtencdo de distintos compostos quimicos. A carvona, um dos seus
constituintes principais, € utilizada como matéria-prima na obtencdo de produtos como: creme
dental, anti-séptico bucal, pdo, picles, condimentos e bebidas (ANTUNES, 2005). O limoneno
é largamente empregado para odorizar cosméticos, sabonetes e na industria de alimentos e
remédios (JUNIOR; PASTORE, 2007). O linalol tem se destacado pelo seu expressivo
rendimento na planta e por sua ampla utilizacdo nas industrias de aromatizantes, cosméticos e
perfumes (EHLERT, 2003).

Com a intensificacdo competitiva de diversos setores industriais para o uso de 6leos
essenciais, tém-se elevado nos Gltimos anos a importacdo desse produto, principalmente de
paises como a Franca, Estados Unidos, Paraguai, Argentina e Vietnam, em razdo da
qualidade, variabilidade e disponibilidade ao nivel comercial de novas esséncias naturais.

Apesar de pesquisas mostrarem a elevada biodiversidade brasileira de plantas
aromaticas e mais especificamente na regido do Semi-Arido, onde mais de 500 espécies ja
foram identificadas como produtoras de esséncias, pouquissimos trabalhos fitoquimicos
envolvendo avaliacdo do potencial olfativo com a participacdo das industrias de aromas e
fragrancias instaladas no pais tém sido realizados. Este fato dificulta as chances de reducdo de
importacdo, bem como a descoberta de novas esséncias tdo demandadas pelas referidas

empresas.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar o perfil de volateis do 6leo essencial de novos acessos de Lippia
alba, introduzidos no Ceard, prospectando materiais com potencial para

utilizacdo na industria de aromas.

2.2 ESPECIFICOS

a) Analisar a composicdo de volateis do 6leo essencial da Lippia alba comum
para ser utilizado como amostra controle;

b) Caracterizar o 0leo essencial de seis acessos de Lippia alba procedente da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) quanto ao seu
perfil de compostos volateis;

c) Identificar, entre os materiais analisados, possiveis quimiotipos diferentes;

d) Identificar a possivel utilizacdo dos diversos materiais para uso nas industrias
de aromas.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Oleos Essenciais

Segundo a International Standart Organization (ISO), 6leos volateis sdo produtos do
metabolismo das plantas obtidos de partes do vegetal através de destilagdo por arraste com
vapor d’agua. Geralmente apresentam em sua composicéo, predominantemente, uma mistura
de terpenos, 0os monoterpenos e sesquiterpenos, classificados de acordo com sua estrutura
quimica.

Estdo localizados em diferentes partes da planta. podendo ser encontrados em raizes,
tais como no caso da grama vetiver (Vetiveria zizanioides), em hastes como ocorre com a
madeira petiribi (Cordia trichotoma), em folhas como em arvores de eucalipto (Eucalyptus
citriodora), citronela (Cymbopogon nardus), chinchila (Tagetes minuta) e capim-liméo
(Cymbopogon citratus), em flores como alfazemas (Lavandula officinalis), em frutas como
limdo, laranja (Citrus spp.) e até mesmo em sementes como no caso de anis (Pimpinella
Anisum), coentro (Coriandrum sativum) e pimenta (Piper nigrum), entre outros (Baser, 2010).

Os Gleos essenciais sdo produtos naturais que as plantas produzem para suas proprias
necessidades dentre outras para sua nutrigéo.

Para Harrewijn e colaboradores (2001) substancias volateis de plantas podem trabalhar
na defesa destinada a inimigos naturais, mas também para atrair insetos polinizadores ao seu
hospedeiro.

Em geral, os 6leos essenciais sdo misturas complexas de compostos organicos que
conferem odor e sabor caracteristicos &s plantas. S&o formados principalmente por
monoterpenos e sesquiterpenos cuja via metabdlica principal é através do mevalonato para o0s
sesquiterpenos e do metil-eritritol para os monoterpenos (CHAMORRO et al, 2012).

Possuem diversas propriedades bioldgicas devido a presenca dessas misturas de
volateis principalmente mono e sesquiterpenos, compostos benzendides, fenilpropandides e
outros.

Terpenos constituem a maior classe de metabdlitos secundarios no reino vegetal,
formada pela fusdo de unidades de isopreno (C5), terpenos sao classificadas pelo nimero de
unidades em seu esqueleto basico. A ligacdo entre duas unidades de isopreno forma os
monoterpenos.

Esqueletos monoterpenicos comumente encontrados nos 6leos essenciais sdo p-
mentano, tujano, pinano, carano, fenchano, bornano, triciclano, todos ciclicos e um unico

aciclico (Figura 1). No caso dos sesquiterpenos 0s mais comuns sdo humulano, bisabolano,



elemano, germacrano, cariofilano, eudesmano, cadinano, eremofilano, guaiano, maalieno e
aromandreno (Figura 2) (MORAIS; BRAZ FILHO, 2007).

A composicdo de OE de algumas espécies de plantas podem diferir entre as estacfes
de colheita e entre as fontes geograficas ( ARRAS;GRELLA,1992; MAROTTI et al.,

1994, MCGIMPSEY et al., 1994, COSENTINO et al., 1999, MARINO et al., 1999, JULIANO et al.,
2000 ; FALEIRO et al., 2002).

Em geral, ttm um cheiro agradavel, por isso sdo amplamente utilizados em diversas
indUstrias, especialmente em perfumes (fragrancias e logdes), produtos alimentares (como
aromatizantes e conservantes) e produtos farmacéuticos (devido sua acdo terapéutica)
(ZYGADLO; GIULIANI, 2000).

Estima-se que 3000 Oleos essenciais sdo conhecidos, dos quais cerca de 300 séo
comercialmente importantes, destinados principalmente para o mercado de aromas e
fragrancias (VAN DE BRAAK; LENTEN, 1999).

Figura 1. Estruturas basicas dos compostos monoterpénicos.
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Fonte: MORAIS; BRAZ FILHO, 2007

Figura 2. Estruturas basicas dos compostos sesquiterpénicos.
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Fonte: MORAIS; BRAZ FILHO, 2007
3.2. Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

3.2.1. Aspectos Botanicos e Agronémicos

A espécie L. alba (Mill.) N. E. Brown ex Briton & Wils, conhecida como erva-
cidreira, pertence ao Filo Magnoliophyta (Angiosperma); Classe Magnoliopsida
(Dicotiledbneas); Sub-classe Asteridae; Ordem Lamiales; Familia Verbenaceae; Género
Lippia; Espécie alba (INBIO, 2015).

Pereira Pinto e colaboradores (2000) descrevem L.alba como um subarbusto bianual
medindo de um a dois metros de altura, bastante ramificado dicotomicamente; caule herbaceo
de cor castanho claro, folhas de cor verde claro a escuro, nervadas, oblongo-agudas, opostas,
abertas, possuem cheiro forte aromatico. Das folhas exala um cheiro caracteristico, flores
rosea-violacea; raizes fasciculadas.

Ja Lorenzi e Matos (2002) a caracterizam como subarbusto de morfologia variavel,
alcancando até um metro e meio de altura, raramente dois metros. As folhas sdo inteiras,
opostas, de bordos serreados e apice agudo, de 3-6 cm de comprimento. Flores azul-
arroxeadas, reunidas em inflorescéncias axilares capituliforfmes de eixo curto e tamanho

varidvel. Os frutos sdo drupas globosas de cor rdseo-arroxeada. O sistema de ramos €



homomorfico, ndo se observa especializagdo em ramos férteis e vegetativos (PARRA-
GARCES et al.,2010). Nos novos ramos que se originam a partir de gomos prolépticos, as
florescéncias se desenvolvem silepticamente em seu conjunto formam as inflorescéncias
(ROMERO et al.,1998) e cada uma das flores que a formam produzem néctar e polen durante
todo o ano (VIT et al., 2002).

A espécie Lippia alba pode ser encontrada em climas quente umido, quente seco e
temperado. Desenvolve em regiGes sem excesso de calor ou frio, com temperaturas de até
32°C com alta intensidade luminosa (PARRA-GARCES et al., 2010). Devido a sua
rusticidade responde a diversos tipos de solo como argilosos e limosos com pH de 5 a 6
(GUZMAN et al., 2004). No Brasil esta presente nos seguintes dominios fitogeograficos
Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (SALIMENA; MULGURA, 2015).

3.2.2. Composic¢éo Quimica

Algumas vantagens da L. alba inclui a propagacéao vegetativa (BIASE; COSTA, 2003)
e a simplicidade dos métodos usados para isolamento do 6leo essencial.

Segundo Yamamoto (2006), dentro da espécie existe variabilidade genética em relacao
a composicao quimica do 6leo essencial.

Hennebelle e colaboradores (2008) citaram a ocorréncia de sete tipos quimicos
(quimiotipos) na espécie da erva-cidreira, cuja variabilidade foi identificada a partir da analise
dos constituintes quimicos majoritarios do 6leo essencial e rotas metabolicas.

Grandes variagcfes tém sido observadas na composicao dos extratos do dleo essencial
de L. alba, dependendo da parte da planta empregada na destilagdo, o estadio de
desenvolvimento, a localizagdo geografica e caracteristicas de solo, clima, e outras condicfes
locais (ALEA et al., 1997; STASHENKO et al., 2003).

Os estimulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra, podem
redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes compostos
(BEZERRA et al., 2008). A composicdo do 6leo essencial de L. alba apresenta variacdo
guantitativa e qualitativa, levando a separacdo em quimiotipos (MATOS, 1996; FRIGHETO
et al., 1998; ZOGHBI et al., 1998), os quais poderiam apresentar atividades farmacoldgicas
distintas, bem como diferencas morfologicas (MATOS, 1996; CORREA, 1992).

As variagdes na composicdo do 0leo essencial e caracteristicas morfologicas tém sido
observadas dependendo também da origem geografica do material, o que levou a hip6tese de
gue seriam consequéncia da influéncia de fatores ambientais (RETAMAR, 1994; ZOGHBI et
al., 1998).



Mattos (1996) verificou a ocorréncia de quimiotipos diferentes da espécie Lippia alba
presente no Nordeste brasileiro, cuja variabilidade foi identificada a partir da analise dos
constituintes quimicos do 6leo essencial. Os quimiotipos receberam as designacdes de acordo
com o0s constituintes majoritarios encontrados:

Quimiotipo 1: mirceno-citral,

Quimiotipo 2: limoneno-citral;

Quimiotipo 3: limoneno-carvona.

Alguns quimiotipos rendem uma forma dextrogena do linalol, o qual é o principal
composto do 6leo essencial usado na industria, com quase 100% de pureza (SIANI et al.,
2002).

Hennebelle et al. (2006a) propuseram a existéncia de quimiotipos para a L.alba de
acordo com seus compostos majoritarios:

Quimiotipo I: citral, linalol, p-cariofileno;

Quimiotipo Il: ndo possui compostos-alvo;

Quimiotipo HI: limoneno acompanhado de carvona com variacdes biosintéticas como
cetonas monoterpénicas (diidrocarvona, piperitona, piperitenona);

Quimiotipo IV: mirceno;

Quimitipo V: y-terpineno;

Quimitipo VI: canfora-1,8-cineole;

Quimitipo VII: estragol.

3.2.3. Usos e propriedades

A erva-cidreira [Lippia alba (Mill.) N. E. Brown] é uma das plantas de real
importancia farmacoldgica, sendo utilizada em diversos programas de fitoterapia. A espécie €
largamente utilizada no Brasil devido as suas propriedades calmante, espasmolitica suave,
analgésica, sedativa, ansiolitica e levemente expectorante (MATTOS et al., 2007)

Segundo Rossato e colaboradores. (2006), o 6leo essencial de L. alba demonstra
potencial antioxidante semelhante ao efeito da vitamina E. Lippia alba, também conhecida
como “salvia de Castilla”, esta inclusa como uma das 163 espécies vegetais relatadas por 83
informantes a ser usada no tratamento do “empacho”, uma grave indigestdo seguida por
diarreia (SCARPA, 2004).

No Brasil, a planta é usada no tratamento de doencas hepéticas (DI STASI et al., 1994)
e no México é usado no tratamento de inflamac&o da vesicula biliar (ZAMORA-MARTINEZ;
NIETO DE PASCUAL, 1992). As folhas sdo empregadas como uma infusdo ou decocc¢éo



para o tratamento de doencas géastricas, diarreia, febre, asma e tosse e como um remédio
tranquilizante (TAVARES et al., 2005; MATOS et al., 1996).

As folhas sdo utilizadas pela populacdo na forma de infuso, tintura, banhos,
cataplasmas e inalacdo. Sua aplicacdo inclui tratamento de desordens gastrointestinais,
doencas respiratorias (pela atividade antibacteriana), problemas hepaticos e gastrite
(PASCUAL et al., 2001a), e intoxicacOes em geral.

Diferentes atividades biologicas como citotoxicas, antifungicas, antibacterianas,
antivirais e anti-inflamatorias, tém sido identificadas em 0leos essenciais ou extratos de
L.alba (ANDRIGHETTI-FROHNER et al.,2005; COSTA et al., 2004; HOLETZ et al., 2002;
OLIVEIRA et al.,2006; VIANA et al.,1998).

Oliveira et al.(2006) relataram a atividade antifingica dos 0leos essenciais de L. alba
contra fungos patogénicos humanos como Candida albicans Candida guilliermondii,Candida
parapsilosis,Candida neoformans ,Trichophyton rubrum e Fonsecaea pedrosoi  dos
quimiotipos citral e mirceno-citral. Estudos etnofarmacolégicos apontam L. alba como
sedativo, antidepressivo e detentora de propriedades analgésicas (HENNEBELLE et al.,
2008).

O oOleo essencial de L. alba também tem muitas aplicacdes, tais como antidcido
estomacal, antidigestivo, anti-hemorroida e antiasmaticos (HENNEBELLE et al., 2008).

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 possui efeito espasmolitico por isso é usada em formulagdes farmacéuticas
como carminativa e para combater males estomacais, usada também em produtos cosméticos.
Em alguns estudos foi demonstrada sua atividade bactericida e fungicida. E utilizada nas
industrias de alimentos, perfumes e farmacéutica. Os enantiomeros sdo diferentes quanto ao
odor e gosto por isso divergem também quanto aos usos. O enantibmero (R)-carvona possuli
odor de menta e frequentemente € adicionado a pastas de dentes, antissépticos bucais e gomas
de mascar, ja (S)- carvona possui 0 sabor tipico alcaravia é usado como intensificador de
sabor na industria alimenticia e de fragrancias. Combinagdes de 6leos essenciais com ambos
enantidmeros s@o aplicados em aromaterapia, tratamentos de massagens para tensdo nervosa e
varias doencas de pele, pois aplicacGes topicas dos enantiomeros, separadamente ou ndo séo
rapidamente absorvidos (OPDYKE, 1979; KARR et al., 1990; BADIES, 1992; JAGER et al.,
2001).

O linalol (Figura XX) tem se destacado pelo seu expressivo rendimento na planta, por

sua ampla utilizacdo nas industrias de aromatizantes, cosmeticos e perfumes e pelas suas



propriedades inseticidas, anti-inflamatorias e antissépticas. Puro possui um odor fresco, suave
e floral com uma ligeira impresséo de citrico é utilizado em grandes quantidades em produtos
como sabd0 e detergente. Sua atividade psicofarmacoldgica em ratos, foi avaliada
recentemente revelando efeitos sedativos da dose marcada dependentes do sistema nervoso
central (SNC) (EHLERT, 2003; SIMOES; SPITZER, 2003;WICHTEL, 2002; JIROVETZ et
al., 1991; BUCH- BAUER et al., 1991).).

Com base no seu odor agradavel semelhante ao lilas, a-terpineol é amplamente
utilizado na fabricacdo de perfumes, cosméticos, sabonetes e agentes antissépticos
(MADYASTHA; SRIVATSAN, 1988A; WICHTEL, 2002).

Mirceno é usado na fabricacdo de bebidas alcodlicas. Também é frequentemente usado
em muitas preparacfes farmacéuticas como um sedativo suave para o tratamento da insénia
(WICHTEL, 2002).

Henderson e colaboradores (1998) sugerem a investigagdo do citral como agente
qguimiopreventivo para tratamento da carcinogénese relacionada ao cancer de pele. Mulder e

colaboradores (1995) citam sua eficécia frente ao cancer de célon.

3.3. Analise de Compostos Volateis

O aroma é devido a dezenas ou centenas de substancias volateis, representantes de
varias classes quimicas, com diferentes propriedades fisico-quimicas. O sabor caracteristico €
conferido aos alimentos pelos compostos
volateis. O sabor é principalmente uma resposta integrada as sensa¢des do gosto e do aroma.
O gosto é atribuido aos compostos ndo volateis presentes nos alimentos (FRANCO;
JANZANTTI, 20)

A pesquisa envolvendo aromas e consequentemente compostos volateis mostra sua
complexidade, pois essas substancias demonstram propriedades quimicas divergentes, estao
presentes em quantidades extremamente reduzidas e ainda sdo sensiveis a aumentos de
temperatura podendo sofrer reacdes quimicas, rearranjos, hidrolise dentre outros o que
compromete a integridade inicial da amostra.

O estudo de volateis compreende quatro etapas: o isolamento dos compostos volateis,
a separacdo por cromatografia gasosa de alta resolucéao, a analise sensorial e a identificacdo de

compostos volateis.



3.3.1. Isolamento de Compostos Volateis

A etapa inicial de isolamento de volateis é de grande importancia, pois garante sua
ocorréncia em concentracfes detectaveis e elimina interferentes para uma posterior analise
instrumental. Essa etapa pode ser feita por meio da Andlise Total, onde se consideram todos
0s compostos volateis presentes na amostra ou ainda por Analise do Headspace, envolvendo
apenas a fase gasosa em equilibrio com a fase liquida ou solida da amostra.

3.3.2. Separacdo por Cromatografia Gasosa de Alta Resolucéo

Apo6s o isolamento se obtém uma mistura completa de volateis que para serem
devidamente identificados devem ser separados por Cromatografia Gasosa de Alta Resolucao.

As colunas capilares de silica fundida oferecem alta resolucdo e eficiéncia. Tais
colunas sdo praticamente inertes, altamente flexiveis, facilitando a instalacdo nos
instrumentos. Além disso, as fases estacionarias podem ser quimicamente ligadas as paredes
da coluna, apresentando baixa volatilidade, estabilidade térmica e inatividade quimica,
portanto, apresentam menor sangramento e maior tempo de vida atil (FRANCO;
JANZANTTI, 20).

Os injetores para cromatografia gasosa, usualmente séo dos tipos split-splitless, on-
column e programmed temperature vaporizer (PTV).

Os dois ultimos injetores, além do tipo split-spliless usado na forma splitless, sdo os
indicados para analise de tracos, geralmente envolvendo efeitos de focalizacdo da amostra na
entrada da coluna capilar (GROB, 1994).

3.3.3. Identificacdo de Compostos Volateis

A juncdo de cromatografos gasosos aos espectrometros de massa possibilitou que essa etapa
fosse realizada de maneira bastante confiavel. Essas duas técnicas analiticas aliadas
representam um avanco imprescindivel na separacdo e identificacdo de compostos volateis.
Com o desenvolvimento dos sistemas de analise de dados por computadores o0s
cromatogramas e 0s espectros de massa podem ser armazenados para pos-processamento. A
incorporacgdo de programas especificos habilita o0 computador a rastrear e ajustar as condigdes
instrumentais Otimas durante toda a analise cromatogréafica, facilita os calculos, processa 0s
dados experimentais e os confronta com os dados da biblioteca inserida no sistema,
informando rapidamente os possiveis resultados com certo grau de certeza (FRANCO;
JANZANTTI, 20).



Apenas os dados de cromatografia gasosa-espectrometria de massas sdo insatisfatorios para
uma identificacdo positiva do composto. Embora permita uma identificacdo tentativa, em
alguns casos, informacGes adicionais obtidas por espectrometria no infravermelho,
ressonancia magnética nuclear e de padrées puros ainda sdo necessarias (JOULAIN, 1994).
Para uma identificacdo correta ainda tem-se que considerar caracteristicas relativas aos
tempos de retencdo dos compostos, sobretudo quando estes apresentam espectros de massa
semelhantes.

Um indice de retencdo sistematico, proposto por Kovats, permite expressar o tempo de
retencdo dos compostos de interesse em uma escala uniforme, construida a partir de padroes
de alcanos em isotermas definidas para uma determinada fase estacionaria (ETTRE, 1964).

Os indices de retencdo tém auxiliado na identificacdo dos compostos, comparando a ordem de
eluicdo experimental com a ordem de eluicdo indicada na literatura (JANZANTTI; FRANCO;
LANCAS, 2000).

3.4. Analise Sensorial

A andlise sensorial é utilizada para evocar, medir, analisar e interpretar reacdes as
caracteristicas de alimentos e outros materiais da forma como sdo percebidas pelos sentidos
da visdo, olfato, gosto, tato e audicdo (LUCIA; MINIM; CARNEIRO, )

E de fundamental importancia identificar as propriedades de interesse em relagdo a
qualidade sensorial do produto em andlise, fazer a escolha do método sensorial adequado para
qualificar e ou quantificar a sensacdo experimentada pelo provador como resposta ao estimulo
provocado pelo produto estabelecendo assim as condi¢des ambientais do teste e selecionando
a equipe de julgadores, aplicar métodos estatisticos adequados para tratar os resultados.

A ciéncia que envolve técnicas sensoriais encontra importantes aplicagdes na inddstria
e estabelecimentos de pesquisa.

Participa ativamente das fases de desenvolvimento de novos produtos como na Analise
descritiva de amostras experimentais, classificagdo das amostras baseada em padrdes
estabelecidos e garante que um dos produtos experimentais tenha aceitabilidade igual ou
superior ao padréo.

Encontra uso também no setor de controle de qualidade, tanto no que diz respeito ao processo
de fabricacdo, controlando matérias-primas e variacdes no processamento, quanto ao produto
final, monitorando possiveis perdas na qualidade do produto devido ao armazenamento.
Bastante relevante também em estudos de mercado comparativos e de aceitacdo entre o

produto da empresa e o0 da concorrente.



Na pesquisa direciona métodos instrumentais que tenham correlacdo com atributos sensoriais.
De nada vale para o consumidor um produto que possua excelentes caracteristicas quimicas,
fisicas ou microbioldgicas, que seja considerado de excelente qualidade, se a caracteristica

sensorial desse produto ndo preencher as necessidades e 0s anseios de quem o consumira

3.5. Métodos Estatisticos Multivariados

Os métodos estatisticos descritos na literatura cientifica envolvem em sua maioria uma
analise univariada dos dados, em que se considera apenas uma variavel aleatéria. Em
contrapartida 0s métodos multivariados nos permitem analisar variaveis diversas
simultaneamente, além disso, facilita a obtencdo de resultados relevantes provenientes de um
elevado numero de dados quimicos, caracterizando a quimiometria e ainda maximiza
respostas dos mesmos.

Em quimiometria usualmente fazem-se uso de algumas técnicas estatisticas como:
Anélise dos Componentes Principais (ACP), Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA-
sigla em inglés), Analise de Escalamento Multidimensional (MDS- sigla em inglés),
Regressdo por Componentes Principais (PCR- sigla em inglés) e Regressdao por Minimos
Quadrados Parciais, de primeira e segunda ordem (PLSR-1 e 2- sigla em inglés), Analise
Discriminante Linear (LDA- sigla em inglés) e Andlise de Correlagdo Candnica (CCA- sigla
em inglés) (REINECCIUS, 2006; FERREIRA et al., 1999).

Analise de Componentes Principais (ACP), técnica empregada para analise de dados visando
obter aqueles mais representativos a partir de combinacgdes lineares das variaveis originais. A
ACP objetiva encontrar combinacdes entre p variaveis X1, Xa,...,Xp para produzir indices Z1,
Z»,...,Zp ndo correlacionados na ordem de sua importancia e que descrevam a variagao nos
dados. Os indices Z sdo 0s componentes principais e para essa analise é necessario que suas
variancias sejam despreziveis. Para obtencdo de melhores resultados as varidveis originais
devem ser altamente correlacionadas positivamente ou negativamente para que possam ser
adequadamente representadas.

Em analise de agrupamentos temos uma amostra de n objetos que podem ser de natureza
fisica ou abstrata, onde cada um tem um escore contendo p variaveis. A partir de seus valores
monta-se um esquema para agrupar os objetos semelhantes em classes. Trata-se de um
método numérico e o numero de classes é desconhecido o que dificulta um pouco a anélise.
Por outro lado o método de agrupamentos mostra-se bastante Util para a definigdo dos grupos

que realmente existem e para reducéo de dados.



As técnicas de agrupamento podem envolver hierarquia com a elaboracdo de
dendrograma.

Em Agrupamento Hierarquico (analise de clusters) objetos sdo agrupados em classes
de objetos similares, suas distancias sdo calculadas dando origem a uma matriz de distancias.
Todos o0s objetos comegcam sozinhos em grupos de tamanho um, 0s mais proximos se unem,
entdo grupos sdo formados por um processo de aglomeracdo ou divisdo, sendo o0 primeiro

mais comum.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descricdo do Material Vegetal

Foram utilizados seis acessos de L. alba, (LO7; L10; L15; L40; L42 e L43)
procedentes da colecdo de Lippia spp da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN) unidade situada em Brasilia- DF e um acesso de Lippia alba local (LC) e
cultivados no horto de plantas medicinais da Embrapa Agroindustria Tropical situado no
municipio de Fortaleza, Ceara. A coleta foi conduzida no periodo de abril a maio de 2015
durante o turno da manha. Os arbustos foram submetidos a poda, o corte das plantas foi feito a
10 cm da altura do solo. Suas folhas foram beneficiadas para posterior uso na extracdo dos
Oleos. Todos os acessos apresentam habito de crescimento ereto prostrado. As excicatas
correspondentes aos acessos encontram-se depositadas no Herbario da Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia-DF.

Figura 3- Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (LC)




Figura 4- Acessos de Lippia alba do BAG da Embrapa
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Tabela 1- Relacdo da origem dos acessos de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown avaliados
em Fortaleza-CE no periodo de abril a maio de 2015.

Acessos* Localidade Estado

L 07 Brazilandia Il DF
L 10 Cruzeiro/Grande DF
L 15 Embrapa/Cenargen DF
L 40 Uberlandia MG
L 42 Fazenda Agua Limpa da UNB DF
L 43 Curitiba PR

L comum (LC) Horto de Plantas Medicinais da UFC CE

*L = Lippia alba

4.2. Extracdo dos 6leos essenciais

A extracdo dos Oleos essenciais a partir das folhas de L. alba foi realizada no
Laboratdrio Multiusuério de Quimica de Produtos Naturais da referida unidade da Embrapa.
As folhas dos acessos foram submetidas ao processo de hidrodestilacdo com aparelho de
Clevenger (MATQOS, 1996) por um periodo de 4 horas (Figura 5). O 6leo obtido foi entdo
devidamente tratado com sulfato de s6dio anidro para eliminacdo de qualquer trago de agua.
O rendimento foi calculado a partir da equacdo em base Umida (BU) e em base livre de

umidade (BLU), segundo as equacdes 1 e 2, respectivamente:

Ny (%) _ VOE obtido %100 (1)

massa inicial das folhas

NpLy (%) = vob obtide x100 @)

massa inicial das folhas x (1-Umidade)

4.3 Determinacdo da umidade das folhas de L. alba

Uma massa de 5 g de folhas dos acessos foi posta em contato com ciclohexano em um
baldo de 250 mL, que foi acoplado a um sistema composto de aparelho Dean Stark (Figura 6)
também contendo certo volume do solvente. O sistema foi aquecido em manta aquecedora
durante trés horas. O volume de dgua medido foi anotado para posterior céalculo do teor de

umidade, que foi determinado segundo a equacéo 3:

Umidade (%) _ Volume de 4gua no Dean Stark (mL) x100 (3)

Massa da amostra (g)



Figura 5: Sistema de Hidrodestilacdo com aparelho de Clevengerpara extracdo de oOleo

essencial




4.4. Separacdo cromatografica dos compostos volateis (FID)

Os compostos volateis dos Oleos essenciais dos acessos de Lippia alba foram
analisados em um cromatdgrafo gasoso GC/FID Shimadzu GC-2010 coluna capilar DB-5MS
5% fenil, 95% polidimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), modo de inje¢do com
divisdo de fluxo de 1:50, durante toda a corrida, o gas carreador utilizado foi o nitrogénio com
fluxo de 1,0 mL.min, temperatura do injetor 250 °C, temperatura do detector de ionizacio de
chama (FID) foi de 260°C. Programacéo do forno cromatogréafico: temperatura inicial 70 °C,

rampa de aguecimento de 4°C min™ até 180°C e de 8°C min™ até 250 °C.

4.5. Quantificacdo dos compostos volateis dos 6leos

Para quantificar os compostos detectados, as solu¢cdes com concentracdo de 1:100 dos 6leos
em hexano foram adicionados 10 ppm em relacdo ao padréo interno (PI) escolhido com base
nos indices de retencdo (Kovats), o Pl usado foi o p-xileno. As analises foram realizadas em
GC-FID Shimadzu GC-2010 Plus em condi¢cfes semelhantes as das injecdes realizadas para a

separacgdo dos volateis.

4.6. Identificacdo dos compostos volateis

As analises de GCMS foram realizadas em um instrumento Shimadzu QP-2010
(Figura XX), com impacto de elétrons a 70 eV, coluna capilar DB-5MS 5% fenil, 95%
polidimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum), gas carreador utilizado foi o hélio com
fluxo de 1,0 mL.min, temperatura do injetor 250 °C, temperatura da linha de transferéncia e
da fonte de ions, 260°C. As demais condicGes foram semelhantes aos das injecdes em GC-
FID. A identificacdo dos compostos foi realizada pela analise dos padrbes de fragmentacéo
exibidos nos espectros de massas, confirmada por comparacgdo, dos seus espectros de massas,
com aqueles presentes na base de dados fornecida pelo equipamento (NIST02), bem como
através da comparacdo dos seus indices de retencdo, calculados pela equacdo 4, com os de
compostos conhecidos, obtidos por injecdo de uma mistura de padrdes contendo uma série

homdloga de alcanos C9-C21, além de dados da literatura.

100 (NP—NA)((log (Trx)—log(T1A)) (4)
log(T/P)—log(T’A)

IKx = 100(NA) +



Onde:

IKx= Indice de Kovats do composto X;

NA= Numero de carbonos do hidrocarboneto anterior (que elui antes de x);
NP= Numero de carbonos do hidrocarboneto posterior (que elui depois de x);
T’x= Tempo de retencdo ajustado do composto x;

T’ A= Tempo de reten¢do ajustado do hidrocarboneto anterior;

T’P= Tempo de reten¢ao ajustado do hidrocarboneto posterior.

4.7. Andlise Sensorial

Solugdes diluidas das amostras na proporcao de 1:100 em hexano foram utilizadas para teste
de percepcdo olfativa (Figura XX). Ao todo 35 provadores classificaram os aromas dos 6leos
segundo os atributos constantes em formulario previamente preparado o qual foi baseado nas
caracteristicas descritas na literatura para cada um dos volateis identificados por GCMS
(Figura XX).

4.8. Analise estatistica

Os compostos volateis da Lippia alba comum e dos seis acessos do BAG da
Embrapa foram analisados pelas técnicas de Agrupamento Hierarquico (anélise de clusters),
em que objetos fisicos ou abstratos sdo agrupados em classes de objetos similares e
multivariada de Analise de Componentes Principais (ACP), para andlise dos dados visando
obter os dados mais representativos a partir de combinacgdes lineares das variaveis originais
ambas com utilizagdo do programa estatistico XLSTAT-MX Excel software (versdo
2011.4.01).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimentos dos 6leos de L. alba

Na Tabela 2 estdo reunidos os resultados do teor de umidade e dos rendimentos em
6leo essencial das plantas analisadas, calculados em base imida (B.U.) e base seca (ou base
livre de umidade, B.L.U.) para fins de comparagdo. Os resultados em B.L.U. evidenciaram
que a amostra L15 apresentou o maior rendimento (4,38%), superior a Lippia comum
(3,78%). A amostra L10 apresentou rendimento similar a amostra controle (Lippia comum),
com 3,65%, enquanto os acessos LO7 e L42 apresentaram rendimentos um pouco mais baixos
e semelhantes entre si e (2,99% e 2,92%, respectivamente). Os gendtipos de Lippia alba
correspondentes aos acessos L40 e L43 apresentaram rendimentos muito baixos, abaixo do

esperado para L. alba, com menos de 1%.

Tabela 2- Rendimentos dos 6leos essenciais dos acessos de L .alba

Amostra Massa de Volume de Umidade Rendimento
folhas (g) 6leo (mL) (%) (B.U.)(%) (B.L.U.)(%)
LC 75,36 0,9mL 68,40 1,19 3,78
LO7 61,86 0,7mL 62,27 1,13 2,99
L10 86,27 0,8mL 74,63 0,93 3,65
L15 82,60 1,2mL 66,83 1,45 4,38
L40 297,60 0,6mL 77,45 0,20 0,88
L42 131,09 0,7mL 81,74 0,53 2,92
L43 385,50 0,3mL 74,63 0,08 0,31

B.U. — Rendimento em base Umida; B.L.U. — Rendimento em base livre de umidade

5.2. Perfil e quantificacdo de compostos volateis

A Figura 7 mostra os cromatogramas fornecidos pelo GC-FID dos compostos
volateis do oOleo essencial da Lippia comum e dos 6 acessos da colecdo de Lippia spp da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN, DF), todos cultivados no Horto
de Plantas Medicinais da Embrapa Agroindustria Tropical, CE. Ao todo foram detectados 59
compostos nas amostras analisadas, dos quais 44 foram identificados (Tabela 3). A classe

quimica predominante foi a dos monoterpenos, representada por 27 compostos. A segunda



classe foi a dos sesquiterpenos, com 16 compostos. Também foram detectados 2 alcoois (1-
octen-3-ol e 3-octanol).

A Figura 8 apresenta a contagem de area dos picos cromatograficos e o numero de
compostos de acordo com as classes quimicas dos compostos identificados no éleo essencial
de todas as amostras. Em todas as amostras, notavelmente 0s monoterpenos ocupam as
maiores contagens de area em relacdo aos sesquiterpenos. O perfil das amostras LC, L07,
L10, L15 e L40 revelaram-se muito similares em relacdo a area total do cromatograma,
enquanto L40 e L43 apresentaram cromatogramas mais pobres, em termos de areados picos.
Em relacdo ao nimero total de compostos detectados, a maioria das amostras apresentou uma
média de 30 compostos, com exce¢do da L10, com apenas 26 compostos.

O oleo essencial da amostra LC apresentou o maior percentual de sesquiterpenos
(14,05%) em sua composic¢do, enquanto o 6leo da amostra L43 apresentou menor percentual,
com apenas 3,68% de sesquiterpenos. Os perfis das amostras LO7 e L10 revelaram-se
bastante similares em relagcdo a porcentagem de area ocupada pelos mono e sesquiterpenos.
Em seus cromatogramas, 88,7% da area total sdo monoterpenos, enquanto 11,31%
sesquiterpenos. L15 e L40 também apresentaram praticamente 0s mesmos teores de
monoterpenos (91,22% e 91,58%, respectivamente).

Na Tabela 3, o comportamento de cada composto pode ser identificado
individualmente e na Tabela 4 sdo resumidos 0s compostos majoritarios de cada genétipo. O
o0leo essencial de Lippia comum (LC) apresentou 19 monoterpenos e 13 sesquiterpenos. Essa
amostra destacou-se pela elevada concentragdo de carvona, com 40% da éarea dos
monoterpenos, correspondendo a mais de 200 mg/mL, enquanto nas demais amostras a
concentragdo desse composto foi inferior a 10 mg/mL ou néo foi detectado.

Stashenko et al. (2003), em seu estudo sobre métodos de extracdo do 6leo essencial
de L. alba identificaram cerca de 40 compostos, a carvona representou uma faixa de 40-57%
de sua composicdo, sendo portanto o majoritario. Alea e colaboradores (1996) também
caracterizaram em Cuba 0leos de L. alba que apresentaram altos teores de carvona, cerca de
40% da composicao total.

Na L. alba o quimiotipo carvona, em concentra¢gdes minimas inibitorias entre 0,31 e
0,63 mg.ml ! apresenta atividade antbacteriana com agdo para gram-positivos,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis e Streptococcus
faecalis (ALEA et al.,1996).



Figura 7- Cromatogramas fornecidos por analise em GC-FID do 6leo essencial da Lippia alba

comum (LC) e dos 6 acessos da colecédo de Lippia spp da Embrapa
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Figura 8 — Area e nimero de compostos identificados nos acessos de Lippia alba por classes
quimicas majoritarias.
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Outros monoterpenos majoritarios foram: o-citral, g-citral e limoneno. Dentre o0s
sesquiterpenos destacaram-se o germacreno D e o elemol. O pico relativo a carvona, principal
majoritario detectado, foi determinante para caracterizar o respectivo 6leo, pois a genétipo de
L. alba que contém tal terpeno como composto principal é classificado na literatura.
(Hennebelle ET al., 2006a) como quimiotipo IlI.

FALAR SOBRE A CARVONA, CITRAL E LIMONENO

As amostras de Oleo essencial dos acessos LO7 e L15 apresentaram elevada
semelhanc¢a quanto a sua composi¢cdo de majoritérios, representados pelo a-citral, B-citral e
elemol, e ao perfil de sesquiterpenos. Para LO7 foram identificados 30compostos, 18 mono,
dos quais limoneno, a-citral, B-citral mostraram-se majoritarios e 12 sesquiterpenos, enquanto
na amostra L15, 33 volateis foram efetivamente identificados dos quais 21 representaram a
classe dos monoterpenos,e 12 sesquiterpenos,

Observa-se na Tabela 3, porque o acesso L15 demonstrou ser o acesso com
cromatograma mais rico em relacdo a area e o nimero de picos (Figura 8), pois além de os
majoritarios limoneno e « e S- citral possuirem areas elevadas, outros monoterpenos como y-
terpineno, terpinen-4ol, cis e trans- geraniol e sesquiterpenos tais como germacreno D, elemol

e nerolidol apesentaram areas notaveis, além de apresentar também consideravel teor de



limoneno. No entanto LO7 apresentou maior teor de, o e - citral, correspondendo a 52,74 e
33,87% do total de monoterpenos, respectivamente, sendo que em L 15 o0s teores desses
compostos foram equivalentes a 48,02 e 32,57%, respectivamente.

Em L10 foram detectados 26 compostos, 15 monoterpenos e 11 sesquiterpenos,
sendo majoritarios o linalol e o eucaliptol, demonstrando a singularidade dessa amostra.
Embora apresente o menor nimero de compostos, L10 possui um cromatograma com areas
bastante significativas devido as elevadas areas de compostos como linalol, eucaliptol, « e S-
citral, germacreno D e « e - cariofileno. A presenca do linalol como composto majoritario (
86,78% com relacdo aos monoterpenos) demonstrando a singularidade dessa amostra. Blanco
et al. (2013) descreveram a ocorréncia de um quimiotipo contendo linalol como constituinte
de maior expressividade, resultado que estd em conformidade com a composi¢do do éleo de
L10. Lorenzo e colaboradores (2001) caracterizaram no Uruguai um acesso de L.alba cujo
6leo apresentou como componente principal o linalol (55,00%) com pureza de 99,00%. Bahl e
colaboradores (2002) identificaram dois acessos de L. alba na india em que os respectivos
Oleos essenciais apresentaram composi¢do semelhante, com elevado teor de linalol (65% e
42,30%). Tavares e colaboradores (2005) relataram altos teores de linalol em diferentes
quimiotipos de L. alba durante vérios estadios da planta. Nossos resultados também estéo de
acordo com Pandel6 et al. (2012), que registram apenas um quimiotipo portador de
eucaliptol.Garcia-Abarrio et al. (2014) relatam que o quimiotipo linalol varia dependendo da
sua origem: India (61% linalol); Uruguai (55% linalol, 9% cariofileno, 1.2% 1,8 cineol e 0.6%
oxido de cariofileno) ou Brasil (67-83% linalol e 6.5% 1,8cineol).

O composto p-cariofileno € o principal sesquiterpeno de lupulo e esta a ser utilizado
como um aditivo em cosméticos sabonetes e perfumes (WICHTEL, 2002). Na medicina
herbal, S-cariofileno também é responsavel pela leve sedacdo do lUpulo uma de suas
propriedades. Além disso, também demonstra citotoxicidade contra células cancerigenas da
mama in vitro (ASAKAWA et al, 1986; DEBARBER et al, 2004).

FALAR DO LINALOL, EUCALIPTOL

O acesso L40 revelou o 6leo essencial composto por 32 compostos, 21 mono e 11
sesquiterpenos, e o alcool 1-octen-3-ol que co-eluiu com o sabineno na corrida
cromatogréafica. Os majoritarios foram a- e S-citral, cis e trans geraniol, limoneno, 6-metil-5-
heptenona, todos monoterpenos. Dentre a classe dos sesquiterpenos podemos citar o

germacreno D e o elemol.



No 6leo do L42 identificaram-se 30 compostos, 19 mono e 11 sesquiterpenos. 0s
monoterpenos majoritarios foram o- e pS-citral e F-mirceno e dentre sesquiterpenos, S-
elemeno, p-cariofileno e Oxido de cariofileno. Nessa amostra em particular notou-se a
presenca do mirtenal em concentracéo significativa, em relagdo as demais amostras.

Na amostra do acesso L43, registrou-se a ocorréncia de 30 compostos, sendo 20
monoterpenos e cis e trans geraniol, a- e p-citral, f-mirceno e 6-metil- 5-heptenona como
majoritarios. Dos 10 sesquiterpenos identificados, 0xido de cariofileno foi encontrado em
maior concentracdo. Destacou-se também a presenca do 3-octanol, ausente nas demais
amostras. O acesso L43 revelou o cromatograma mais pobre com relagéo a area como se pode
observar na Figura 8. 1sso ocorre porque mesmo apresentando o nimero médio de compostos
das outras amostras essa em particular tem a maior parte dessa area ocupada pelos
majoritarios e os demais monoterpenos perfazem &reas reduzidas. Sesquiterpenos como
germancreno D e elemol nas demais amostras ocupam areas bastante significativas, ja em L43

essas areas sdo diminutas.

FALAR DO MIRCENO

pS-cariofileno é o principal sesquiterpeno de lGpulo e estd a ser utilizado como um
aditivo em cosméticos sabonetes e perfumes (WICHTEL, 2002).

Na medicina herbal, g-cariofileno também é responsavel pela leve sedacdo do lupulo
uma de suas propriedades. Além disso, também demonstra citotoxicidade contra células
cancerigenas da mama in vitro (ASAKAWA et al, 1986; DEBARBER et al, 2004).

Em L43, registrou-se a ocorréncia de 32 compostos, 20 monoterpenos, dentre 0s
quais cis e trans geraniol, S e a- citral sdo majoritarios apresentando as maiores areas. Dos 10
sesquiterpenos identificados Oxido de cariofileno foi encontrado em maiores quantidades.
Destacou-se também a presenca dos alcoois 1-Octen-3-ol que foi identificado nas mesmas

condicdes da amostra L40 e 3-octanol, ausente nas demais amostras.



Tabela 3 — Perfil dos compostos volateis (concentragdo em mg/mL) detectados no 6leo
essencial de genotipos de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown do Banco de Germoplasma da
Embrapa (DF), cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da Embrapa (CE).

Acessos
Compostos IK LC LO7 L10 L15 L40 L42 L43

a-tujeno 880  0,28+0,01 nd nd  0,54+0,03 nd nd nd
a-pineno 935 nd nd nd nd nd 2,75+0,30 nd
sabineno + 945 4,05+0,15 097#0,15  7,59+0,25  1,98+0,08  1,98+0,33 5,73#0,61  23,04#0,15
1-octen-3-ol*

6-metil-5-heptenona 982  3,5020,14  3,81#0,58  0,42+0,02  4,61#0,17 31,724531 10,01£1,07  22,76+0,58
SB-mirceno 990  1,61x0,06  0,95%0,17  1,66x0,05  1,37#0,06  1,61x0,28 20,6242,16  13,21%0,17
3-octanol 995 nd nd nd nd nd nd  2,13%0,05
(S)-(limoneno) + 998 nd nd nd  029%0,02  0,34+0,06 nd nd
a-terpineno

r-ocimeno 1025 394%020 3,37+052 031#0,01  7,79x0,26  8,28+1,30 0,26£0,03  2,38+0,33
limoneno 1033 4539+1.85 12,64+2,07  3,30£0,13 30,44+1,33 30,0245,13 1,58 £0,15  2,98+1,07
eucaliptol 1038 0,870,04 nd 40,86 +1,68 nd nd 1,08£0,11  5,00+1,09
J-cis-ocimeno 1042 nd nd nd nd nd nd  1,02+0,41
(E)-p-ocimeno 1042 4,99+0,20  1,71#0,29  7,07+#0,29  243+0,11  2,58+0,44 3,71+0,36  1,06+0,05
y-terpineno 1053  6,58+0,08  6,57+1,11  0,73+0,03 11,71+0,56 12,05+2,14 nd  0,33+0,60
(2)-hidrato sabineno 1067  3,225+0,15  1,10+0,18  0,98+0,04  1,09%0,03  1,76+0,29 1,35£0,13  1,66+0,11
linalol 1076  7,31x0,41  4,06%0,66 520,52+24,8  3,96x0,13  0,620,11 3,36£3,76  5,76+0,38
n.i. 1105 1,90£0,10  0,66x0,11  1,74¥0,03  0,75x0,03  1,33+0,22 1,13+0,12  0,850,06
n.i. 1107 nd  0,44+0,08 nd  0,45%0,02 nd 0,70£0,09  0,31%0,25
(2)-sabinol 1115 nd  1,38+0,22 nd  1,28+0,04  0,68+0,09 1,87£0,20  1,38+0,61
n.i. 1151 0,34%0,02 nd  0,47£0,01 nd nd 4,08 0,44 nd
n.i. 1156  1,13+0,05  2,04+0,32 nd  221%0,09  2,03%0,35 nd  2,59+0,15
borneol 1160  1,96+0,10  3,60+0,60 nd  3,42+#0,11  2,13%0,38 258+0,31  1,48+0,09
n.i. 1170 0,52+0,02  0,35%0,06  3,34%0,13  0,32+0,02  0,600,09 nd nd
terpinen-4-ol 1178  4,61+021  8,04+1,90  048+0,01 5564022  4,61+0,80 502+055  2,34+0,13
a-terpineol 1187 nd nd  4,37£0,13 nd  0,38+0,05 nd  0,39+0,12
mirtenal 1199 nd nd 0,41+0,00 nd nd 3,33+0,38  0,40+0,79
(2)-geraniol 1208  7,2620,16  8,62+4,69 nd  9,91+0,35 50,01+8,36 3,71+0,44  14,83%0,64
citronelol 1236 0,64+0,00  0,78+0,13 nd  0,66+0,02  2,83%0,44 nd  1,97+0,13
p-citral 1240  94,431502 187,39+30,9 4,82+0724 173,41#575 87,42+14,56 174,40+19,8 108,14%0,44
carvona 1250 237,42+12,9  3,80+0,60 nd  4,19£0,13  9,30%1,54 nd nd
(E)-geraniol 1256  11,6620,64  12,72+2,17 nd  11,71#0,37 63,21+10,72 339+£041 25,1348,70
a-citral 1261 132,66+7,39 291,40+48,7  587#0,31 255,7648,32 115,70+19,2 233,02426,87 147,24%0,21
n.i. 1278 nd nd  0,95£0,02 nd nd 1,23+0,18  5,600,23
n.i. 1348 nd  0,79+0,14 nd  1,04%0,01  0,74#0,11 nd nd
n.i. 1357 nd  0,28+0,00 nd  024#0,00  0,57+0,08 nd  051£0,19
n.i. 1370 nd nd nd  0,35£0,00 nd 1,58+0,23  6,570,02
copaeno ** 1383  0,88+0,04  1,67+0,29  1,06+0,02  1,36x0,04  2,90+0,49 1,88+0,23  3,03+0,04
a-bourboneno 1387  1,71%0,11 nd nd nd nd 0,96+0,08 nd
p-elemeno 1396 3,84+0,26  2,41+0,45  9,78+0,04  2,1620,09  2,06+0,35 11244128  1,10£0,02

continua na préxima pégina



continuacdo da Tabela 3

Acessos
Compostos IK LC LO7 L10 L15 L40 L42 L43
p-cariofileno 1401 2,34+0,10 1,47+0,24  21,13+0,34 1,05+0,06 0,78+0,12 10,33+1,17 1,72+0,04
y-elemeno 1434 0,92+0,05 nd 2,12+0,04 nd nd nd 0,27+0,04
n.i. 1443 nd 0,44+0,09 1,68+1,95 0,37+0,02 nd nd nd
o-cariofileno 1463 0,71+0,03 0,38+0,08 2,75%0,03 0,30+0,02 nd 0,60+0,08 nd
aromandreno 1468 0,99+0,04 0,57+0,11 0,92+0,01 0,50+0,02 0,42+0,04 0,73+0,08 nd
n.i. 1476 nd 0,47+0,05 nd 0,51+0,01 0,53+0,01 nd nd
germacreno D 1490 28,62+1,48 16,72+9,00 31,43+0,41 13,13+0,46 14,70%2,51 7,78+0,79 0,36+0,64
(Z,E)-a-farneseno 1494 1,11+0,04  1,62+0,31 nd  1,18+1,15  1,21+0,21 nd nd
n.i. 1502 1,63+0,08 1,00+0,18 1,34+0,02 0,70+0,02 0,67+0,12 nd nd
y-muuroleno 1511 nd 0,59+0,09 nd 0,51+0,02 0,74+0,11 nd nd
guaieno 1517 nd nd  0,84+0,01 nd nd 0,76+0,08 nd
n.i. 1520 3,05+0,16 2,48+0,44 1,79+0,02 2,08+0,06 2,96+0,49 nd 0,62+0,13
elemol 1529  42,26+2,35 34,22+594 nd 24,04+0,92  15,12+2,75 nd 0,39+0,35
nerolidol 1562 3,38+0,19 4,27+0,81 1,92+0,05 3,11+0,09 2,93+0,50 0,72+0,09 0,91+0,44
n.i. 1570 0,37+0,00 0,58+0,12 0,68+0,00 0,41+0,02 0,72+0,12 0,56+0,10 nd
oxido de cariofileno 1589 nd nd 1,29+0,03 nd nd 8,86+1,19  5,75+0,00
cubenol 1599 3,06+0,16 2,66+0,47 nd 2,15+0,04 1,72+0,29 nd 0,51+0,78
n.i. 1611 1,03+0,06 0,68+0,12 nd 0,373+0,023 nd nd nd
S-eudesmol 1648 3,92+0,24 3,43+0,64 1,22+0,05 1,85+0,20 1,39+0,23 0,40+0,00 0,38+0,47

*1-octen-3-ol coeluiu com sabineno apenas na amostra L43; **sesquiterpenos a partir do copaeno
IK: indice de Kovats na coluna DB-5; n.i.: ndo identificado; nd: néo detectado

Tabela 4. Compostos volateis majoritarios do 6leo essencial de gendétipos de Lippia alba
(Mill.) N. E. Brown do Banco de Germoplasma da Embrapa (DF), cultivadas no Horto de
Plantas Medicinais da Embrapa (CE).

Acessos
LC L07 L10 L15 L40 L42 L43

carvona X
a-citral X X X X X X
B-citral X X X X X X
limoneno X X X X
linalol X
S-mirceno X X
geraniol X X
eucaliptol
S-cariofileno X X

Henebelle (2006a ) Il I | | | |
Matos (1996) 3 2 2 2 1 1




Anélise de Cluster

Para agrupar as amostras quanto ao seu perfil de volateis completo, e ndo apenas
quanto aos majoritarios, os dados foram submetidos a Analise de Agrupamento Hierarquico
(cluster). A Na Figura 9, quanto menor a dissimilaridade (valores do eixo Y préximos de
zero), maior a semelhanca entre as amostras. Observa-se que foram formados 4 grupos:

Cluster 1: L40 e L43

Cluster 2: LO7, L15e L42

Cluster 3: L10

Cluster4: LC

Observa-se que acessos do quimiotipo | (Hennebelle et al., 2006a) separaram-se em
dois grupos, devido a presenca de outros compostos também presentes em concentracdes
expressivas, compartilhados pelas amostras. Os acessos L40 e L43 agruparam-se,
possivelmente devido a presenca dos compostos 6-metil-5-hepten-2-ona, Z-geraniol e E-
geraniol, também predominantes nessas amostras.

Por sua vez, as amostras LO7, L15 e L42 também pertencentes ao quimiotipo I,
formaram outro grupo, por apresentar perfis de volateis bastante semelhantes. Observa-se que
a amostra L42 distancia-se um pouco das demais, devido ao fato de apresentar S-mirceno em
concentracdo consideravel. De acordo com Matos (1996) isso ocorre porque 0 acesso pertence
ao quimiotipo mirceno-citral (quimiotipo 1), enquanto LO7 e L15 sdo do quimiotipo
limoneno-citral (quimiotipo 2). As amostras LC e L10 formam grupos individuais, pois
possuem uma composicao singular, visto que seus majoritarios sdo compostos inéditos a

carvona e o linalol respectivamente.

Analise de Componentes Principais

A Figura 10 apresenta o grafico biplot da Analise de Componentes Principais (ACP)
dos compostos volateis do 6leo essencial dos acessos de Lippia alba, onde é possivel
visualizar os volateis que caracterizam cada uma das amostras. Nessa figura, as amostras
ficam localizadas proximas aos vetores (varidveis) que as caracterizam e as amostras que se
localizam na mesma regido do grafico apresentam perfis de volateis semelhantes entre si. E
preciso chamar a atencdo do leitor para o fato de que as linhas dos vetores foram apagadas,

restando apenas o ponto final do vetor, que determina o seu comprimento.



Quanto a discriminacdo entre as amostras, observou-se concordancia com o resultado
da andlise de agrupamentos (cluster), obtendo-se a separacdo das amostras LC e L10 em
quadrantes diferentes; a LO7 e a L15 muito semelhantes, praticamente no mesmo ponto do
gréfico; e a L40 e a L43 proximas, no quadrante inferior esquerdo. Somente a L42, que
deveria estar proxima ao grupo da LO7/L15 ficou separada. Isso ocorre porque esse grafico
bidimensional so representa a variagdo entre as amostras nas duas primeiras coordenadas (F1
e F2), enquanto a analise de agrupamento (cluster) leva em consideracéo a variabilidade total.
Na Tabela 4 observa-se que as duas primeiras componentes (F1 e F2) conseguiriam explicar
64,48% da variabilidade entre as amostras, mas a terceira componente (F3) ainda contribui
com mais de 16%, indicando que existem varidveis (compostos volateis) que sé foram
importantes nessa componente, sendo necessario um grafico tridimensional para melhor

visualizar a separacdo entre as amostras.

Figura 9 — Analise de agrupamento Hierarquico (clusters dos compostos volateis
(concentracdo em mg/mL) detectados no 6leo essencial de gendtipos de Lippia alba (Mill.)
N. E. Brown do Banco de Germoplasma da Embrapa (DF), cultivadas no Horto de Plantas
Medicinais da Embrapa (CE).
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Figura 10 — Andlise de Componetnes Principais dos compostos volateis detectados no dleo
essencial de genotipos de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown do Banco de Germoplasma da
Embrapa (DF), cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da Embrapa (CE).
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No grafico biplot da ACP (Figura 10), observa-se que a amostra de Lippia Alba
comum (LC) destacou-se pela alta concentracdo de carvona e limoneno, apresentando
também quantidades dos sesquiterpenos B-eudesmol, cubenol, nerolidol e elemol. Os dleos
essenciais dos acessos LO7 e L15 apresentaram perfis de volateis muito semelhantes entre si e
foram os mais parecidos com a Lippia alba comum, ficando no mesmo quadrante superior
esquerdo. De modo inverso, o gen6tipo L10 mostrou perfil bastante diverso da Lippia
comum, caracterizando-se por apresentar a maior concentragdo do monoterpeno linalol (é seu
composto majoritario) e dos sesquiterpenos a- e pB-cariofileno, germacreno D e y-elemeno,
além de ser a Unica amostra com o-terpineol e eucaliptol em concentraces significativas
(Tabela 3).

Nos quadrantes inferiores pode-se observar tanto a semelhanca entre as amostras L43

e L42 quanto aos teores de Oxido de cariofileno e S-mirceno, como a semelhanca entre as



amostras L43 e L40 quanto a (Z) - e (E)-geraniol, a- e B- citral e 6-metil-5-hepten-2-ona. Os
acessos L40 e L43 também mostram rico perfil de compostos volateis, com elevados teores da
maioria dos compostos localizados a esquerda do grafico, especialmente monoterpenos. O
gendtipo L43 foi a Gnica amostra que apresentou 3-octanal, enquanto o L42 é praticamente a

Unica amostra que possui 0S monopertepenos a-pineno e mirtenal.

Tabela 4. Autovalores e variabilidade acumulada nos Componentes Principais dos compostos

volateis de gendtipos de Lippia Alba.

F1 F2 F3 Fa F5 F6
Autovalor 15,065 10,727 6,587 3,809 2,591 1,220
Variabilidade
(%) 37,66 26,82 16,47 9,52 6,48 3,05

% acumulada 37,66 64,48 80,95 90,47 96,95 100,00

Anélise Sensorial

A Tabela 5 apresenta os resultados de frequéncia dos descritores associados a cada
amostra por uma equipe de 35 julgadores no teste sensorial (CATA) para o aroma do 6leo
essencial da Lippia comum (LC) e dos acessos de Lippia alba.. Esses dados foram submetidos
a andlise multivariada chamada Analise de Correspondéncia. O resultado do teste Qui-
quadrado foi ndo significativo para a=0,05 (p-valor = 0,94), ndo rejeitando a hipétese nula, ou
seja, indicando que as linhas e colunas sdo independentes, e a andlise de correspondéncia
pode ser realizada:

HO: Ndo ha uma dependéncia entre as linhas e as colunas da tabela (sdo independentes).
Ha: H& uma dependéncia entre as linhas e colunas da tabela (sdo dependentes)

A Figura 11 apresenta o resultado da Analise de Correspondéncia. As amostras L07 e
L10, localizadas no quadrante superior direito, foram atribuidas caracteristicas de aroma floral
e tempero. O aroma da amostra L43 foi descrito pela maioria dos julgadores pelos termos
menta, verde, madeira, terra e pimenta.

As amostras Lippia comum (LC) e L40 ficaram localizadas no quadrante superior
esquerdo, porém, enquanto a LC foi associada aos odores balsamico, frutal, doce, a L40
apresentou notas mais fortes de aroma fresco e casca de laranja.

Por sua vez, nas amostras L15 e L42, localizadas no quadrante inferior esquerdo,
houve predominancia de odor medicinal e citrico. No entanto, a L15 também esta muito perto

da amostra L43, caracterizada com forte aroma de menta.



Tabela 5. Frequéncia de julgadores que marcaram os descritores de odor no teste Check-All-
That-Apply (CATA) para aroma do 6leo essencial de acessos de Lippia alba.

Acessos
Descritores de odor LC LO7 L10 L15 L40 L42 L43
Verde 19 22 24 26 21 20 25
Madeira 4 7 6 8 3 4 5
Citrico 18 13 11 19 17 18 16
Fresco 18 15 13 14 19 20 16
Balsamico 4 3 3 3 5 2 2
Terra 2 3 5 4 3 3 5
Pimenta 1 1 5 5 3 1 2
Medicinal 15 18 14 18 17 19 15
Casca da laranja 18 14 4 15 18 12 9
Floral 9 5 10 5 7 7 4
Doce 12 12 9 10 11 9 9
Menta 4 6 7 9
Tempero 3 5 6 1 1 0 1
Frutal 5 5 4 7 2 5

Figura 11. Grafico simétrico gerado pela Anélise de Correspondéncia dos dados do teste
CATA para aroma dos 6leos essenciais de Lippia alba.
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6. CONCLUSOES

Os acessos de Lippia alba do BAG da Embrapa, embora pertencam a mesma espécie e
tenham sido cultivados sob as mesmas condic6es, fornecem 0leos essenciais de composicao
quimica bem varidvel em relacdo a compostos majoritarios, tais como mirceno, citral,
limoneno e linalol, o que caracteriza 0s quimiotipos caracteristicos da espécie.

Algumas amostras mostram similaridade entre si como L40 com L43 e L15 com L42,
sendo que essas Ultimas e a LO7 apresentam similaridade & Lippia comum. Por sua vez a
amostra L 10 apresentou um perfil bem diferente em relacdo as demais.

Esses resultados mostram a riqueza e relevancia dos 6leos uma vez que grande parte

dos compostos tidos como majoritarios sao de grande importancia industrial.
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