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RESUMO

SILVA, Renata da. Crescimento e teor do 6leo essencial de Aloysia triphylla
(L"Hérit) Britton (Verbenaceae), em funcdo da adubacdo orginica,
sazonalidade, horario de colheita e processamento poés-colheita. 2005. 66 p.
Dissertagdo (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG."

O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da adubacdo orgénica,
sazonalidade, hordrio de colheita e processamento pds-colheita no crescimento e
teor do 6leo essencial de cidrao (Aloysia triphylla (L"Hérit) Britton) em Lavras,
MG. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado em todos experimentos.
As plantas desenvolvidas em campo foram submetidas a sazonalidade, horario
de colheita e processamento pds-colheita, quanto ao teor de Oleo essencial,
extraido das folhas. A variacdo sazonal foi avaliada em intervalos bimensais
(abril/04, junho/04, agosto/04, outubro/04, dezembro/04 e fevereiro/05) e foram
utilizadas cinco repeti¢des, com doze plantas por parcela. Quanto ao hordrio de
colheita, coletou-se o material as 8:00, 12:00 e 16:00 horas, repetidos trés vezes,
ap6s 357 dias do plantio. Apds 192 dias do plantio, cinco tratamentos, com trés
repeti¢cdes foram utilizados como processamentos pds-colheita: folhas frescas
fragmentadas em 1 cm, folhas frescas liquidificadas, folhas frescas inteiras,
folhas secas inteiras e folhas secas pulverizadas em moinho. A experimentacio
com adubo organico foi conduzida em casa de vegetacdo e foram aplicadas
cinco doses de esterco bovino curtido: 0, 3, 6, 9 e 12 kg/mz, com quatro vasos
por repeti¢cdo. Apds 198 dias de cultivo, foram avaliadas as seguintes varidveis:
biomassa seca de parte aérea, raizes, ramos e folhas e teor do 6leo essencial. A
extracdo do 6leo foi realizada em aparelho de Clevenger modificado. Agosto foi
o més que apresentou menor teor de 6leo essencial, possivelmente devido a
condi¢des ambientais estressantes. Em abril, obteve-se maior teor de 6leo
essencial, provavelmente ocasionado por condicdes climdticas amenas e idade
fisioldgica jovem, geneticamente ativa. Em outubro e fevereiro, com a segunda
maior média, foi obtido alto rendimento de biomassa e, conseqiientemente,
maior rendimento de 6leo essencial em drea. Os horarios do dia que se detectou
maior teor de 6leo foram as oito e dezesseis horas, o que pode ser atribuido a
temperatura amena conferida nestes horédrios. Ndo houve diferenga estatistica

* Comité Orientac¢@o: José Eduardo Brasil Pereira Pinto (Orientador), Maria das
Gracas Cardoso - UFLA (Co-orientadora).



entre folhas frescas processadas em 1 cm, folhas frescas processadas em
liquidificador, folhas frescas inteiras, folhas secas inteiras. Plantas tratadas com
12 kg/m® de esterco bovino apresentaram maior biomassa, € o pico na produgio
de 6leo essencial foi conferido as plantas de A. triphylla tratadas com 9 kg de
esterco bovino/m’.
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ABSTRACT

SILVA, Renata da. Growth and essential oil content of Aloysia triphylla
(L Hérit) Britton (Verbenaceae), in function of organic manure, seasonal
variation, harvest period of time and post-harvesting process. 2005. 66 p.
(Master of Phytotecny) — University Federal of Lavras, Lavras, MG. *

The purpose of this work was to evaluate the organic manure influency, seasonal
variation, harvest period of time and post-harvesting process in essential oil
content of Aloysia triphylla (’Hérit) Britton (lemon verbena) in Lavras, MG. In
all the experiments was used randomized complete design. Plants developed in
field were under seasonal variation harvest period of time and post-harvesting
process for essential oil extraction from leaves. Seasonal variation was evaluated
every two months intervals (april/O4, june/04, august/04, october/04,
december/04 and february/05) and it was used five replications with 12 plants
per plot. The harvested material was collected at 8:00, 12:00 and 16:00 pm, and
it was taken three times after 375 days planting. At 192 days later, five
treatments, with three replications were used as post-harvest processing: 1 cm
fresh leaves fragments, blended fresh leaves, whole fresh leaves, whole dry
leaves and dry leaves ground in mill. Organic manure experiment was made in
green house and was used five cattle tanned manure: 0, 3, 6, 9 e 12 kg/m2 with
four pots per replication. After 198 days of culture, were evaluate the following
variables: dry biomass from aerial parts, roots, branches, leaves and essential oil
content. The oil extraction was done by Clevenger’s modified apparatus. The
month that showed lower essential oil content which must be due to the stressful
climatic conditions. In april, was observed higher essential oil content, due to the
climate conditions not too hot and not too cold and also the lower physiological
age genetically active. October and february with the second mean, was obtained
high biomass yield, and therefore, higher essential oil yield in area. The period
of the day that detected high oil content was at 8:00 a.m. and 16:00 p.m. that
could be due to lower temperature during those periods of time. There were no
statistical difference between 1 cm fresh leaves fragments, blender processed

* Adviser committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto (Adviser), Maria das
Gracas Cardoso (Co-adviser).
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fresh leaves, whole fresh leaves and whole dry leaves. The highest biomass gave
by plants treated with 12 kg/m’, and point for oil yield was gave by A. triphylla
treated with 9 kg cattle manure/m” of soil.
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1 INTRODUCAO

Desde os tempos antigos, os homens buscam recursos na natureza para
melhorar as suas préprias condi¢des de vida, aumentando suas chances de
sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie.

O Brasil, apesar de ndo possuir uma medicina tradicional propriamente
dita, caracterizada pela transmissao escrita dos conhecimentos, desenvolveu uma
medicina popular calcada nas informacdes dos indios, europeus e negros,
principais formadores da etnia brasileira, e na influéncia de outras populagdes de
imigrantes; no entanto, muito deste conhecimento vem sendo perdido (Blanco,
1998).

Devido ao avango tecnolégico alcangado nos ultimos dois séculos, foi
possivel realizar a identificacdo de centenas de compostos quimicos vegetais e a
elucidacdo cientifica dos efeitos terapéuticos de plantas consagradas pelo
conhecimento popular.

Com toda a grande evolucdo da Quimica, houve uma modificacdo na
forma de utilizag@o das plantas, do uso direto destas e seus preparados e passou-
se a utilizar as moléculas ativas nelas contidas, chegando a reproduzir
artificialmente a substancia ativa isolada; em conseqiiéncia, relegaram-se ao
segundo plano as plantas que originaram estas substancias (Neves, 1982).

Com o passar do tempo, medicamentos sintéticos foram perdendo
espaco no mercado, devido ao seu alto custo, efeitos colaterais e contra-
indicacdes. Acrescido a isto, a populacdo mundial procura uma vida mais
sauddvel, com hdbitos alimentares baseados em produtos naturais e auséncia de
agroquimicos. Plantas medicinais inserem-se neste contexto, proporcionando a
cura de males de forma eficaz e branda, sendo seus efeitos colaterais minimos

quando comparados aos farmacos sintéticos.



De acordo com estas ocorréncias, houve um aumento significativo na
demanda de plantas medicinais, com mercado exigente em quantidade,
qualidade e constincia de oferta do produto no mercado. Diante dessas
observagdes, verificou-se: € tempo de estruturar a pesquisa.

A politica cientifica brasileira realmente experimentou um aumento de
incentivo, evidenciado por consideravel nimero de grupos e niicleos de pesquisa
(impulsionados pela Reforma Universitaria), pelo incremento dos cursos de pds-
graduacdo e pela politica de financiamento do governo fortalecida; as dreas de
quimica, farmacologia e botanica sdo expressivas (Fernandes, 2000). No
entanto, ainda incipiente, a intensificagio da pesquisa agrondmica ¢é
imprescindivel, definindo as melhores condi¢des edafo-climaticas e de manejo
na producdo de biomassa vegetal escalonada, em moldes econdmicos e que esta
origine uma droga de alta qualidade e de agdo eficaz.

Aloysia triphylla (L’Hérit) Britton, que possui importantes atividades
farmacolégicas, é uma espécie da qual pouco se sabe, com respeito aos seus
aspectos agrondmicos. Nao existem pesquisas e literatura suficientes, havendo,
pois, necessidade de se estabelecer técnicas apropriadas de producdo desta
planta, bem como de conhecer o seu crescimento visando o momento de maior
teor de dleo essencial.

Devido a caréncia de informacdes relacionadas & espécie e a sua
relevancia, objetivou-se neste trabalho:

- quantificar o teor de Odleo essencial de Aloysia triphylla em

diferentes horarios do dia e processamentos pés-colheita;

- avaliar o efeito de diferentes épocas do ano na producdo do dleo

essencial de A. triphylla;

avaliar o efeito da adubagdo orginica na produgdo de biomassa e

Oleo essencial em A. triphylla.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais de Aloysia triphylla

Conforme Lorenzi & Matos (2002), Aloysia triphylla (L Hérit) Britton,
pertencente a familia Verbenaceae, também € conhecida pelos nomes cientificos
Aloysia citriodora Ortega ex Pers., Lippia citriodora (Lam.) Kunth, Lippia
triphylla (L"Hérit) Kuntze, Verbena triphylla L."Herit e Zapania citriodora
(Lam.). Seus nomes populares sdo: cidrdo, erva-cidreira, cidrd, cidré-
pessegueiro, erva-luisa e cidrozinho. E denominada verbena em Marrocos
(Kouhila et al., 2000), lemon verbena nos Estados Unidos da América (Carnat et
al., 1999), cedrdn e hierba Luisa na Argentina e Chile (Gil et al., 2003).

Os primeiros relatos de sua ocorréncia foram na América do Sul e sua
origem ¢é, provavelmente, do Chile (Lorenzi & Matos, 2002). Existem,
curiosamente, poucas lendas e histérias ligadas a esta planta. Cita-se que A.
triphylla chegou a Europa no século XVIII, trazida pelos espanhdis, que a
cultivavam por causa do seu 6leo perfumado (Braga, 2004).

Em regides, como o norte da Africa, principalmente Marrocos e sudeste
da Europa, ¢ largamente cultivada e utilizada na forma de chds, devido as suas
propriedades aromaticas, digestivas e antiespasmddicas (Carnat et al., 1999).
Esta acdo espasmolitica atribuida ao O6leo essencial de A. triphylla foi
comprovada por meio de testes clinicos com o citral. A sua administracio
mostrou-se eficiente no controle de espasmos nos tecidos uterino e intestinal
(Ferreira, 1984) e, especialmente, os do sistema digestivo (Lorenzi & Matos,
2002).

E cultivada em jardins e hortas do sul do pafs, principalmente para fins
medicinais (Lorenzi & Matos, 2002 e Braga, 2004). Em Porto Alegre (Brasil), é
muito comum o uso da infusdo de A. triphylla contra insdnia e ansiedade (Carnat

et al., 1999). Estes efeitos terapéuticos tém sido estudados em testes pré-clinicos.



Furtado et al. (2000) observaram efeito indicativo da atividade depressora
central ministrando citral na dose de 50mg/kg, i.p. a camundongos Swiss.

Lorenzi & Matos (2002) afirmam que se trata de uma erva adstringente e
aromadtica, rica em 6leo volatil, que age como sedativo brando. Suas folhas sdo
empregadas internamente contra resfriados febris, como estimulante, tdnico,
antiespasmédico, carminativo, eupéptico e calmante. Em aromaterapia, €
empregada contra problemas nervosos e digestivos e para acnes. Também é
usada para tratamento de melancolia, afeccdes do coragdo e histeria, sendo
também emenagogas.

Ocasionalmente é empregada na culindria como condimento para
temperar saladas e recheios e aromatizante de sucos, paes, bolos; ainda fornece
material para inddstria de vime e as folhas sdo usadas para a industria de
perfumaria, em produtos para o corpo € em misturas para saunas faciais para
estimular os poros, limpando e tonificando a pele. Em xampus, ajuda tirar a

oleosidade do couro cabeludo e dé brilho aos cabelos (Braga, 2004).

Suas folhas retém muito bem seu aroma de citral, mesmo depois da
secagem, tornando-se um componente indispensdvel nos “potpourris” muito
empregados para aromatizar residéncias na Europa (Lorenzi & Matos, 2002).
Larousse Cultural (1998) e Czepak et al. (2003) informam que, além do seu uso
como perfume, o citral ¢ empregado na sintese de ionona (perfume da violeta),

beta-caroteno e vitamina A.

Além dessas utilizagdes, comprovou-se, em estudo do seu Oleo
essencial, sua acdo bacteriostdtica (Mose e Lukas, 1957), inseticida, bactericida
(Lorenzi & Matos, 2002) e antimicrobiana (Carnat et al., 1999). Figueira et al.
(2003) detectaram atividade antimicrobiana com Concentracdo Minima
Inibitéria (MIC) de 0,05mg/mL. do 6leo essencial de A. friphylla, contra

Streptococcus faecium, bactéria responsavel por infec¢des de garganta.



2.2 Caracterizacio botanica da espécie
2.2.1 Morfologia externa

De acordo com Lorenzi & Matos (2002), a planta é caracterizada por ser
um arbusto grande, de dois a trés metros de altura, muito ramificado e ereto.
Apresenta folhas simples, carticeas, glabras em ambas as faces, de margens
geralmente serreadas na porgao apical, verticiladas, em nimero de trés ou quatro
por nd, de 8 a 12 cm de comprimento.

E caracterizada como semi-rustica e apresenta caule estriado, rolico e de
coloracdo verde e vermelho e lenhoso no segundo ano; folhas alongadas,
pontiagudas de textura dspera. Sua flor é muito pequena, branca ou purpura-
clara e dispostas em inflorescéncias paniculadas terminais do caule e ramos

(Cavassin et al., 2000).

2.2.2 Morfologia interna

A organizagao estrutural das folhas de Aloysia triphylla revela epiderme
adaxial com paredes anticlinais sinuosas. Nesta face, os tricomas tectores e
glandulares estdo presentes. A epiderme da face abaxial também possui paredes
anticlinais sinuosas e periclinais externa e grande incidéncia de estrias
cuticulares. Estdmatos do tipo anomocitico ocorrem apenas nesta face,
caracterizando a folha como hipoestomética. Os mesmos tricomas glandulares
ocorrem nesta face, porém, apenas os tectores estdo presentes nas margens ou ao
longo das nervuras (Cavassin et al., 2000).

Em secgdo transversal, constata-se um extrato apenas de células
epidérmicas em ambas as faces. O parénquima clorofiliano pali¢ddico € provido,
normalmente, de dois estratos celulares. As nervuras de médio porte se
caracterizam por apresentar extensdo de bainha. O sistema vascular da nervura
principal é formado por um tnico feixe, provido de cdmbio, circundado por

vérios estratos de células esclerenquimadticas. Idioblastos contendo mucilagem



ocorrem na regido do parénquima da nervura principal entre a epiderme e o feixe

vascular (Cavassin et al., 2000).

2.3 A producao e comercializacio brasileira de é6leos essenciais

Os dleos essenciais de origem natural ou sintética sdo muito exploradas
comercialmente pelas industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia (Cardoso
et al, 2001).

A exploracdo comercial dos dleos essenciais no Brasil iniciou-se na
década de 1920, tendo como base o extrativismo de esséncias nativas,
principalmente de Aniba roseodora Ducke (pau-rosa), espécie de ocorréncia no
Amazonas e Pard, cujo 6leo essencial é extraido da madeira e rico em linalol,
utilizado pela industria de perfumaria (Marques, 2004).

O setor industrial brasileiro desenvolveu-se a partir da década de 1940,
com introducdo, cultivo e producdo dos 6leos essenciais de menta, eucalipto,
capim-limdo e citronela, dentre outros. Na década de 1970, o Brasil ocupou a
lideranga mundial de producdo de mentol e 6leo desmentolado, gracas a criacio
da variedade IAC-701 de Mentha arvensis, pelo pesquisador Abelardo
Rodrigues Lima do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), imune a
ferrugem, atendendo a 80% do mercado consumidor internacional (Marques,
2004).

Apesar da redug@o no nimero de fontes vegetais cultivadas em territério
brasileiro para a extragdo dos 6leos essenciais, estes constituem importante fonte
de divisas para o pafs, pois suas exportagdes contribuem na reducio do déficit
apresentado pela balanca comercial brasileira de produtos quimicos, devido ao
fato do Brasil ser o maior produtor mundial de 6leo essencial de laranja,
subproduto da industria de suco (Santos et al., 2003 e Marques, 2004).

Entretanto, a comercializagdo deste 6leo sofre as conseqii€ncias das

exportagdes do suco de laranja, dependente das variagdes de cambio e das safras



de laranja cultivadas nos estados de Sdo Paulo (Brasil) e da Flérida (EUA)
(Santos et al., 2003).

Estes fatores permitem explicar as oscilagdes ocorridas no conjunto das
exportagdes de 6leos essenciais, registrando-se periodos de ascensdo de 1990 até
1996 (em 1996, foram obtidos US$ 52.866.078 com as exportagdes, e US$
26.354.216 de superavit) e em 2000/2002 registraram-se US$ 49.704.920 em
exportagdes, e um superavit de US$ 20.601.955), intercalado por um periodo de
declinio de 1997 até 2000 (quando foram obtidos US$ 27.866.267 em
exportacdes e um saldo deficitario de US$ 13.820.130) (Santos et al., 2003.).

No periodo de janeiro de 2002 a setembro de 2004, o Brasil exportou o
equivalente a US$ 227.581.951 de dleos essenciais. Destes, US$ 207.925.560
correspondendo a 6leos essenciais citricos, para os diversos blocos econdmicos e
importou US$ 166.124.462 de 6leos essenciais (Marques, 2004), caracterizando
um periodo de forte ascensao entre 2000/2004.

Atualmente, observa-se que o 6leo essencial citrico € responsdvel por
91,36% do montante financeiro obtido pelo Brasil em exportacdes de 2002 a
2004; j4 a producdo dos outros dleos € baixa, sendo necessdria a importacdo de
grande quantidade destes, para atender a demanda brasileira (Marques, 2004).

Estes dados nos mostram a necessidade de estudos e incentivo a
otimizacdo da producdo nacional de 6leos essenciais, devido ao impressionante
potencial agricola do pais.

O ¢dleo essencial de Aloysia triphylla possui muitas aplicagdes e também
grande valor comercial, cujo precgo estd em torno de US$ 6,00 por 10mL (Uesugi

et al., 2003).



2.4 Oleos essenciais

Os vegetais, além do metabolismo primdrio, responsdvel pela producdo
de celulose, lignina, proteinas e outras substancias que realizam suas principais
funcdes vitais, apresentam o chamado metabolismo secundario, do qual resultam
substincias as vezes produzidas em pequenas quantidades e responsdveis por
funcdes nem sempre bem definidas, nem por isso menos importantes. Dentre
estas, destacam-se as substincias volateis, que se difundem com facilidade a
partir da evaporacio, constituindo um verdadeiro elo entre a fonte produtora e o
meio ambiente. Apesar de terem sido consideradas, por muito tempo, como
mero desvio das fungdes vitais da planta, elas sdo fundamentais para a inter-
relacdo dos organismos promovendo, assim, o equilibrio entre os reinos vegetal
e animal (Craveiro et al., 1981).

Estas substincias voléteis, também denominadas de dleos essenciais,
Oleos etéreos ou esséncias, sd0 misturas complexas e apresentam as
caracteristicas de volatilidade e baixo peso molecular. Normalmente, sdo
liquidos de aparéncia oleosa, odoriferas, soliveis em solventes organicos e em
dgua tém solubilidade limitada (Simdes et al., 1999).

Geralmente sdo incolores ou amarelados. Sdo pouco estdveis
principalmente em presenca de ar, luz, calor, umidade e metais, sendo a maioria
opticamente ativos, propriedades estas usadas na sua identificac@o e controle de
qualidade (Pinto & Bertolucci, 2002).

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpé€nicos, dlcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, 6xidos, peréxidos, éteres, 6xidos,
perdxidos, furanos, acidos orgénicos, lactonas, cumarinas e até compostos de
enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes;
normalmente um deles é o composto majoritario, existindo outros em menores

teores e alguns em baixissimas quantidades (tragos) (Simdes et al., 1999).



A Internacional Standard Organization (ISO) define os 6leos essenciais
como produtos obtidos das partes das plantas, por meio de destilacdo por arraste
de vapor d’adgua, como também por prensagem do pericarpo de frutos citricos.
Devido a caracteristica do odor, os 6leos essenciais sdo muito utilizados por
vérias indudstrias, como farmacéutica, cosmética, perfumaria, alimenticia e sdo

também utilizados em algumas terapé€uticas, como a aromaterapia (Stuart, 1981).

2.4.1 Biossintese e quimica dos o6leos essenciais

A origem de todos os metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir
do metabolismo da glicose, via dois intermedidrios principais, o d4cido
chiquimico e o acetato. Os componentes quimicos dos 6leos volateis podem ser
divididos em duas grandes classes, com base na biossintese que lhes deu origem:
compostos aromdticos, formados pela via 4cido chiquimico que resultam nos
fenilpropandides e derivados terpendides, formados por meio do acetato via

4cido mevaldnico (Simdes et al., 1999) (Figura 1).
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FIGURA 1. Ciclo biossintético dos metabdlitos secunddrios (adaptado de
Simdes et al., 1999).

Os dleos essenciais sao0 uma mistura complexa de substincias volateis., e

sua constituicdo quimica apresenta, basicamente, fenilpropandides,
monoterpenos e sesquiterpenos, havendo predominéancia de monoterpenos (85%)
e sesquiterpenos (10% a 15%) (Cardoso et al., 2001).

Os fenilpropandides sdo compostos lipossoliveis voldteis que,
juntamente com os terpendides, formam as principais substincias encontradas
nos 6leos volateis. Sdo compostos arométicos com uma cadeia lateral de trés
4tomos de carbono ligada ao anel aromadtico (Simdes et al., 1999).

Quimicamente, os monoterpenos tém baixo peso molecular, odor
caracteristico e sdo constituidos basicamente por duas unidades isoprénicas

unidas cabeca-cauda. Os isoprenos ou 2-metil 1-3 butadieno (Figura 2) sdo
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derivados de fosforilagdes e descarboxilagdes do &4cido mevaldnico. Sao

compostos constituidos de cinco unidades de carbono.

Z =

FIGURA 2. Estrutura quimica do 2-metil-1,3-butadieno (isopreno).

Os sesquiterpenos sdo semelhantes aos monoterpenos, tanto nas
propriedades fisico-quimicas quanto nas medicinais e sdo constituidos de 15

atomos de carbono.

2.4.2 Oleos essenciais e quimica da espécie

Braga (2004) assegura que seu 6leo essencial constitui 0,1% a 0,2% da
folha e € composto de: citral 30% a 35%, limoneno 10% a 18%, &lcoois
terpénicos: linalol, terpineol; d- citronelol 10% a 20% ocasionalmente geraniol.

Bellakhdar et al. (1994) encontraram varia¢des quantitativas entre 0,2%
a 1% de seu 6leo essencial. O composto majoritdrio citado foi o citral (neral e
geranial), que corresponde de 10% a 40% do 6leo e acompanhado por limoneno,
cineol, geranid, G-cariofileno e espatulenol.

Andlises fitoquimicas do 6leo essencial das folhas de Aloysia triphylla
revelaram a presenga predominante de citral, também de limoneno, citroneol,
geraniol, alfa e beta pineno, cineol, etil-eugenol, linalol, dcido valerianico, beta

cariofileno entre outros (Lorenzi & Matos, 2002).
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Cavassin et al. (2000) identificaram 69 componentes separados
utilizando GC/MS-MSD do 6leo de folhas de Aloysia triphylla. Dentre estes, 44
foram elucidados e os principais compostos encontrados foram: neral (21%),
geranial (15,4%), trans-geraniol (12%), espatulenol (3,5%), ar-curmeno
(3%),biciclo-germacreno (2,2%) e acetato de geranila (1,7%).

O componente quimico de maior interesse extraido de Aloysia triphylla
€ o citral. Conforme Larousse Cultural (1998) e Leal et al. (2003), este termo é
origindrio do latim: citrus, que significa limoeiro, cidreira. E um aldeido
monoterpénico, de férmula C,oH,;c0, sendo conhecido nas formas geranial (trans

citral ou E - entgen) e neral (cis citral ou Z - zusammen) (Tabela 1).

TABELA 1. Principais substéncias isoladas da espécie Aloysia triphylla.

CHO OH

GERANIAL NERAL

12



A andlise quimica de folhas de Aloysia triphylla, provenientes das
plantas utilizadas neste trabalho indicaram a presenca de neral (20%) e geranial
(30%), assim, o citral corresponde a aproximadamente 50% do 6leo essencial
das folhas das plantas utilizadas.

Além do 6leo essencial, identificaram em suas folhas os seguintes
compostos polifendlicos: derivativos hidroxicindmicos (8,15%) e verbascosideos
(6,52%); flavondides (2,31%), como luteolina 7-glicosideo e luteolina 7-
diglicuronideo (1,44%). Estes compostos, provavelmente, sdo responsaveis pela
acdo espasmolitica e digestiva de Aloysia triphylla (Carnat et al., 1999) e
glicosideos iridéides (Rimpler & Sauerbier, 1986).

Carnat et al. (1999) acrescentam que, utilizando-se hidrodestilagdao de
folhas de Aloysia triphylla, pode-se encontrar na infusdo contida em um copo de
200 mL, aproximadamente 135 mg de compostos fendlicos e 8 mg de dleo

essencial, e o citral corresponde a 6 mg deste.

2.4.3 Toxicologia dos 6leos essenciais

Os ¢6leos puros freqiientemente apresentam toxicidade elevada, devendo,
por isso, ser utilizado em pequenas dosagens. A toxicidade é normalmente dose
dependente. As intoxicacdes podem ocorrer com a utilizagdo de pequenas doses,
e sdo classificadas em ordem aguda ou cronica. Outro fator que deve ser levado
em conta é a sensibilidade individual. Muitos Odleos essenciais possuem
substincias quimicas que sdo agentes fotossensibilizantes, como, por exemplo,
as furanocumarinas presentes nos frutos citricos. O 6éleo voldtil de noz-moscada
pode produzir alucinagdes, devido a presenga de miristina e elemicina (Cardoso

et al., 2001).
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2.4.4 Funcoes dos dleos essenciais nas plantas

A riqueza dos metabdlitos secunddrios em plantas é, pelo menos
parcialmente, explicdvel pelo simples fato de os vegetais estarem enraizados no
solo e ndo poderem se deslocar e responderem ao meio ambiente pelas vias
possiveis aos animais. Os 6leos essenciais estdo associados a vdrias fungdes
necessdrias a sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, exercem papel
fundamental na defesa contra microorganismos e predadores e também na
atracdo de insetos e outros agentes fecundadores e resposta adaptativa a
condi¢des do ambiente (Simdes et al., 1999). Alguns autores afirmam que
submetidos a condi¢des de estresse, os vegetais produzem maior quantidade de

6leo essencial (Siani et al. 2000; Ming, 1998; Morvillo & Gil, 2004; Lopes et al.,
2001; Santos, 2002).

2.5 Fatores que influenciam a producio de principios ativos

Na dinamica de crescimento e desenvolvimento em seu ciclo fenolégico,
as plantas medicinais e aromdticas podem apresentar alteracdes bioquimicas e
fisiol6gicas capazes de afetar a elaboracdo dos principios ativos, tanto no
aspecto quantitativo quanto qualitativo (Taiz & Zeiger, 1998).

Estas alteracdes ocorrem devido a varios fatores intrinsecos e
extrinsecos. Alguns autores os classificam em: fator genétipo (individuo,
populagdes, etc.), fator fisioldgico (estddios de desenvolvimento, ritmo
estacional, rotas metabdlicas alternativas, hormonios e estidio reprodutivo),
fator técnico de cultivo (como adubagdes, densidades de plantio,
consorciamento, etc.) e fator ecoldgico (pressdes de variacdes no clima, solos,
competidores, entre outros) (Morvillo & Gil, 2004; Dey & Harborne, 1997;
Martins et al., 1994; Simdes et al., 1999; Hook et al., 1999).

Além dos aspectos citados acima, a operagdo de colheita deve ser

realizada no momento de maior producdo do principio ativo e isto € varidvel de
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acordo com os seguintes aspectos: 6rgido da planta, idade da planta, estddio de
desenvolvimento vegetativo, época do ano e hordrio de colheita (Martins et al.,
1994).

Diante do exposto, € imprescindivel que se empreguem esfor¢os em
pesquisas, para descobrir a influéncia de cada fator no sentido se adaptar o
cultivo as exigéncias da planta genotipicamente selecionada, na otimizagdo da
producdo dos O6leos, pois o produtor necessita de material vegetal com
rendimento em drea e teor de 6leo essencial altos, utilizando informagdes e
técnicas precisas (Ming, 1998; Sacramento, 2001). No entanto, poucos fatos
pertinentes tém efetivamente sido desvendados até o presente momento,

demandando esfor¢o multidisciplinar dos pesquisadores (Leal et al., 2003).

2.6 O genétipo

De acordo com Corréa Junior. et al. (1991), fatores de ordem genética
ou enddgena sdo os que dependem da carga genética de cada planta, diferente
para cada espécie e fazem com que cada espécie tenha uma composicao quimica
diferente.

Morvillo & Gil (2004) asseveram que o gendtipo € o maior determinante
de como as plantas de Aloysia triphylla adquirem e utilizam os recursos e
comandam as grandes diferencas na producdo de biomassa e 6leo essencial.

Neste contexto, Di Leo Lira et al. (2003) afirmam ter encontrado
diferencas na composi¢do quimica do dleo essencial de clones de Aloysia
triphylla provenientes do Chile (dois clones) e Argentina (sete clones), mesmo
entre clones oriundos no mesmo local. Estes autores concluiram que a espécie
possui variabilidade quimica, que nos possibilita agrupar os clones estudados
dentro de trés quimiotipos: a) tipo 1,8-cineol, b) tipo metil heptenona e c) tipo
citral (com composi¢do quimica similar a encontrada na literatura - maioria dos

clones). Devido a esta diferencas, é necessario realizar a identificagdo quimica
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dos compostos do 6leo essencial, para verificar se o composto quimico desejado
se encontra nas amostras e, automaticamente, no clone de Aloysia triphylla

cultivado.

2.7 A fisiologia

Fatores fisiol6gicos interferem intensamente na producdo de O6leos
essenciais. Varidveis, como idade da planta e ciclo fenoldgico, sdo
determinantes na quantidade e qualidade dos compostos quimicos vegetais, uma
vez que enzimas, hormdnios e outros compostos sdao produzidos, degradados e
ou reelaborados para expressar respostas fisioldgicas que s@o caracteristicas de
cada uma destas fases (Ming, 1996).

De acordo com Martins et al. (1994), Digilatis purpurea (a dedaleira),
aos quatro meses apoés o plantio, apresenta 0,0014% de digitoxina (um glicosidio
cardioativo), enquanto que, aos oito meses, proximo do florescimento, esse teor
pode chegar a 0,08%. Provavelmente, esta substancia é precursora de algum
composto participante do florescimento.

Leal et al. (2003), estudando o comportamento de Cymbopogon citratus
em diferentes idades das plantas, por meio das varidveis produgdo de biomassa e
6leo essencial, observaram que o rendimento do O6leo essencial decresceu
linearmente na medida que a idade das plantas aumentava. Ming (1998) em
estudo com plantas de Lippia alba objetivando maior produg¢do de biomassa e
teor de Oleo essencial, realizou a colheita das folhas e flores nos dias 25/04,
07/05, 18/05 e 25/05 e observou que, a medida que se avancava na data de
colheita, houve diminuicao da biomassa e teor de dleo essencial foliar e floral. O
maior rendimento de matéria seca de folhas de Catharanthus roseus L. (vinca)
foi obtido aos dois meses apds o transplantio das mudas para o campo; apds esta
idade, a biomassa reduziu (Ferreira, 2003). Estas situagdes podem ser explicadas

pelo desenvolvimento fisiolégico da planta, que emite folhas em processo
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continuado, havendo maturagdo e posterior senescéncia das folhas mais velhas
que acabam por secar ou cair dos ramos, diminuindo a biomassa obtida. Isso
implica, entdo, necessariamente, num ajuste de época de colheita, que deve ser
realizada antes da senescéncia das folhas mais velhas, aumentando a biomassa e
também o teor de principios ativos.

A idade das folhas, de forma individual, também determina diferentes
teores de Oleos essenciais. Estudando o comportamento fisioldgico de Melissa
officinalis (Labiatae), Adzet et al. (1992) constataram que as folhas mais antigas

produzem menor quantidade de 6leo essencial em relacio as mais jovens.

2.8 Adubacio organica: influéncia na biomassa e nos teores de dleos
essenciais

Conforme Pinto & Bertolucci (2002), técnicas de cultivo podem ser
empregadas para a maximizacdo da producdo de principios ativos e a adubacdo
organica representa uma boa opcao.

Ming (1998) elucida que a adubacgdo organica tem sido utilizada hi
muito tempo pelos agricultores com o objetivo de suprir as necessidades
nutricionais das plantas. Ela representa papel fundamental, com efeitos
importantes na propriedade do solo.

De acordo com CFSEMG (1999), pode-se em sintese, descrever os seus
efeitos nas propriedades do solo da seguinte forma:

- quimicas: promove a melhoria das propriedades quimicas do solo pelo
fornecimento de nutrientes (macro e micro), eleva a capacidade de troca de
cations (CTC) e aumenta o poder tampdao do solo. Ainda aumenta a
disponibilidade de nutrientes por meio de processos de mineralizacdo, contribui
para a diminuicdo da fixacdo de fdésforo no solo e produtos resultantes da

decomposicio da matéria organica, os d4cidos organicos, aceleram a
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solubilizacdo de minerais do solo, aumentando a disponibilidade de nutrientes
para as plantas;

- fisicas: devido a matéria orginica presente, promovem a agregacao
fisica do solo. Em consequéncia disso, ocorre a melhoria das condi¢des de
infiltracdo e aeracdo, aumentando a capacidade de retencdo de dgua, reduzindo a
suscetibilidade a erosdo. Reduz a plasticidade e a coesdao do solo, favorecendo
operagdes de preparo. Aumenta a estabilidade da temperatura no solo;

- bioldgicas: a adubacgdo organica € a principal fonte de nutrientes e
energia para os microrganismos do solo, portanto, a presenga e atividade destes é
aumentada e tendem a realizar um processo de decomposi¢cdo continuada de
matéria orginica, dando origem ao hudmus. Além disso, alguns deles fixam
nitrogénio, tornando-os absorviveis pelas plantas; outros produzem substancias
que induzem o crescimento vegetal.

Neste contexto, as matérias-primas empregadas como fertilizantes
organicos podem ser de natureza vegetal (restos de culturas, outros restos de
vegetais e adubos verdes), animal (estercos e outros residuos de animais como
visceras e sangue) e de natureza mista, contendo residuos de vegetais e animais
— também denominado composto (Kiehl, 1985).

O uso de fertilizantes organicos € recomendado para aumentar a
producdo de cumarina e biomassa em folhas de Mikania glomerata Sprengel
(guaco) (Pereira, 1997), o que também ocorre em Ocimum basilicum pois,
utilizando fertilizante organico em seu cultivo, o rendimento de déleo essencial
apresentou o dobro em detrimento dos organo-minerais e minerais. Apesar de ter
apresentado plantas com porte reduzido, o cultivo organico caracterizou-se como
mais vantajoso, permitindo aumentar o nimero de plantas por drea, o que
provavelmente poderia levar a um aumento na produtividade de 6leo (Battistelli

et al., 2002).
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Assim, Azevedo et al. (2003) aplicaram as doses de 0, 20, 40, 60
t/ha/ano de biofertilizante comercial e constataram que houve aumento linear
nos rendimentos médios de 6leo essencial de folhas secas de Cymbopogon
citratus, acrescendo-se as doses do adubo.

Estudando a producdo de dleos essenciais da Calendula officinalis L.
(caléndula) cultivada em vdrios compostos organicos, Armond et al. (2000)
verificaram que as plantas desenvolveram-se bem em qualquer tipo de solo,
desde que rico em matéria organica.

Com a utilizac@o das doses de cobertura morta de: 0, 200 e 400 g/mz, 0
teor de dleo essencial e de citral de Cymbopogon citratus (capim-limao) nao se
alterou. Entretanto, houve crescente producdo de matéria seca a medida que se
aumentou a dose, resultando em maior rendimento de principio ativo por area
(Koshima et al., 2003).

Por outro lado, Silva (2001) relata que o maior teor de 6leo essencial de
Baccharis trimera foi atingido na auséncia de adubo orgénico e aplicando-se
0%, 5%, 10%, 20% e 30% deste, houve teor de 0,09%, 0,045%, 0,059%, 0,07%
e 0,064%. O autor explica os resultados, afirmando que a carqueja ¢ uma planta
ristica que sobrevive em ambientes hostis e, em condicdes de estresse
nutricional, produz maior quantidade de 6leo essencial. Porém, a producdo de
biomassa aumentou linearmente em resposta aos acréscimos de adubo orgénico,
indicando maior rendimento de 6leo essencial por area.

Chaves et al. (2002) relatam que aumentos nas doses de esterco de
galinha aumentaram a producg@o de folhas de Lippia sidioides Cham. (alecrim-
pimenta), porém, ndo identificaram diferengas significativas nos teores de 6leos
essenciais entre os tratamentos. Ainda ressaltam que a qualidade do 6leo foi
modificada em fun¢do das dosagens, apresentando maior teor de timol e p-

cimeno em dosagem mediana.
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As respostas de cada espécie a diferentes doses de adubo orginico no
rendimento de fitomassa e teores de principios ativos sdo varidveis e, até o
momento, ndo existe recomendagdo para a aplicagdo de adubos no cultivo de

Aloysia triphylla.

2.9 O ambiente

O ambiente influencia diretamente no metabolismo das plantas. Toda a
fisiologia vegetal é modificada quando genétipos idénticos sdo cultivados em
condi¢des ambientais diferentes, o que os geneticistas denominam de norma de
reacdo do gendtipo (Griffiths et al., 1996).

Estas modifica¢cdes ocorrem nas formas anatdmicas e morfolégicas,
fisiologicas e bioquimicas. Nos anos recentes tem aumentado a atencdo ao
comportamento bioquimico das plantas (que pode envolver o metabolismo
primdrio e secunddrio e promover uma ou mais alteracdes bioquimicas das
células das plantas) e sua adaptacdo aos diferentes ambientes (Dey & Harborne,
1997).

Fatores externos como temperatura, pluviosidade, vento, solo, latitude,
altitude e época estacional interferem de forma significativa na elaboracio

desses compostos (Pinto & Bertolucci, 2002).

2.9.1 Variacao sazonal

As simples variagdes sazonais, refletidas no comportamento das plantas,
certamente deslumbrou os primeiros observadores da natureza (Curti et al.,
2003). A capacidade adaptativa dos vegetais € impressionante e pode ser
detectada tanto em sua morfologia externa quanto internamente, por meio da
sintese e degradacdo de compostos quimicos.

O seu efeito no crescimento, desenvolvimento e teor de principios ativos

em plantas nada mais é do que a combinacdo dos fatores ambientais (vento,
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temperatura, umidade e luz) que ocorrem de maneira diversificada ao longo das
quatro estacdes do ano (Pinto & Bertolucci, 2002).

Czepak (1998), com o objetivo de estudar estas relacdes planta-
ambiente, relatou que o desenvolvimento inicial das plantas de Mentha arvensis
L. é muito rapido na primavera e verdo e proporciona os maiores rendimentos de
dleo essencial (em L ha'l). Por outro lado, durante o outono e inverno, houve um
crescimento lento e observou-se um declinio acentuado no rendimento de 6leo
essencial, apesar desta ndo florescer. Em dias longos, o seu crescimento é
intenso e, sob condi¢gdes de dias frios e curtos, o crescimento vegetal estard
comprometido.

Silva et al. (2000) concluiram, em trabalho realizado com Ocimum
basilicum (manjericdo), que épocas diferentes influenciam no teor de dleo
essencial. Plantas colhidas em janeiro apresentaram maior teor de 6leo.

Andrade et al. (2004) observaram que a producdo de 6leo essencial de
Siparuna guianensis, espécie Amazodnica conhecida como capitiu — tipo C, foi
aproximadamente constante (0,9-1,3%) durante as estacdes (avaliagdes
realizadas em intervalos bimensais de janeiro a dezembro de 2000), porém, os
constituintes quimicos do 6leo variaram acentuadamente. O valor miximo de
antractilona foi obtido em margo (51,7%) e o minimo em setembro (30,5%);
para germacrona, o pico de producdo foi alcancado em janeiro (29,7%) e a
producdo minima em novembro (16,1%).

Ming et al. (2002) avaliaram a produgcdo de Oleo essencial e a
composi¢do quimica de Piper aduncum L. (a pimenta longa ) em Andriandpolis,
PR, mensalmente, ao longo de 15 meses e encontraram os maiores teores de
setembro a dezembro/2000 e janeiro a mar¢o/2001. Acrescentaram ainda que,
neste periodo, as temperaturas sdo mais altas e hd maior precipitagdo em relagio
aos demais meses do ano. Quanto a qualidade do éleo, o menor percentual de

trans-ocimeno e cis-oscimeno foi verificado em outubro/2000 (11,23% e 3,75%)
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e, a partir dai, houve um aumento da sua concentragdo no 6leo essencial, mesmo
nos meses de temperatura mais baixas. Guaieno + biciclogermacreno, alfa-
humuleno e safrol apresentaram os maiores valores nos meses de outubro a
dezembro/2000 até abril/2001. O maior percentual de globulol foi verificado em
outubro/2001.

Bresciani et al. (2004) encontraram diferengas bruscas na quantidade de
acido caurendico durante as estacdes do ano em Wedelia paludosa (ponta-livre).
Todas as partes das plantas foram coletadas e observou-se que, no outono, houve
maior producio do composto (13,71 mg g'), tendo as raizes e os galhos sido
responsdveis por 84,68% do total. Nas estacdes seguintes, os valores
encontrados do composto foram significativamente inferiores: inverno com
0,9864 mg g, primavera com 1,802 mg g e, no verdo, obteve-se 0,4287 mg g
Este fato induziu os autores a inferir que o &4cido caurendico pode ser um
precursor de outros grupos de compostos com func¢do bioldgica de crescimento,
como as giberelinas.

Taveira et al. (2003) estudaram a composicao quimica do 6leo essencial
extraido de folhas, ramos e cascas de Aniba canelilla coletada em locais
diferentes e concluiram hd mudancas no teor dos dois constituintes majoritirios
em funcdo da estacdo. No perfodo chuvoso, o 1-nitro-2-feniletano alcancou 95%
enquanto o metileugenol apresentou teor de 18%. Em contraste, no periodo seco,
apresentaram teor de 39% e 45%, respectivamente.

Assim, observa-se que hd uma diferenciagdo muito grande no
comportamento das espécies nos diferentes ambientes, sendo caracteristica a
cada uma a eficiéncia produtiva de principios ativos. Ainda, deve-se ressaltar
que a época em que se obtém maior produgdo de 6leo essencial, pode ndo ser a

época de maior produgdo do composto quimico de interesse contido neste.
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2.9.2 Horario do dia

Identificar as produgdes de 6leo essencial ao longo do dia, selecionando o
melhor momento para colheita € de suma importancia para o produtor de aromas
(Martins et al., 1994), pelo fato de ocorrerem, durante o dia, oscilacdes nos
componentes climdticos (principalmente temperatura e luminosidade).

Devido ao movimento de rotagdo do planeta, nas primeiras horas do
amanhecer, ha baixa incidéncia solar e a presenca de orvalho. Neste horario nao
€ recomendado que se realize a colheita, pois as partes vegetativas estdo bastante
umidas, porque o orvalho e os 6leos essenciais estdo diluidos. Quando o sol
comeca a despontar, por volta das oito horas, seca-se o orvalho e a temperatura
estd amena, sendo ideal para a colheita, pois, ndo ocorre orvalho e perdas de
6leo para o ambiente (Simdes et al., 1999).

Ao meio-dia o sol se encontra no ponto mais alto e ocorrem altas
temperaturas, que podem ocasionar volatilizagdo do 6leo essencial produzido
pela planta. Simdes et al. (1999) relatam que, a noite, baixas temperaturas sio
observadas e o 6leo essencial produzido estard preservado, sendo também, um
bom horério para colheita.

Silva et al. (2000) concluiram, em trabalho realizado com Ocimum
basilicum (manjericdo), que hordrios diferentes influenciam no teor de dleo
essencial. Plantas colhidas as oito horas apresentaram maior teor de 6leo.

Ao estudar diferentes horarios de colheita influenciando no teor de dleo
essencial de Ocimmum basilicum L. (manjericao), Blank et al. (2003) coletaram
folhas as 8:00, 12:00 e 16:00h. Apds a extracdo, observaram que, ao colher as
plantas as 8:00h, obtém-se maior teor de O6leo essencial. Enquanto em
Cymbopogom citratus (0 capim-santo), a maxima producao de citral e mirceno
ocorrem as nove e onze horas, mostrando que deve ser cortado entre estes

horarios (Rocha et al., 2002).
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Em trabalho com Cymbopogom flexuosus, Silva et al. (2002)
demonstraram que o hordrio para colheita de folhas em que ocorreu maior
rendimento de dleo essencial foi as 7:00, sendo estatisticamente superior as 9:00,
11:00, 13:00, 15:00 e 17:00 horas. Ao passo que Angelopoulou et al. (2002)
observaram que o horario em que ha maior percentagem de 6leo essencial em
folhas de Cistus monspeliensis L. € as 18:00 horas; durante os meses de
fevereiro, maio e agosto e novembro foi observada as 00:00 hora.

Lippia alba (erva-cidreira-brasileira, quimiotipo carvona-limoneno),
espécie da mesma familia de Aloysia triphylla, obteve maiores produgdes de
Oleo essencial de folhas frescas, colhendo-as as 14:00 e 16:00 horas. Os demais
hordrios (08:00, 10:00, 12:00 e 18:00 horas) apresentaram teores
significativamente menores (Ehlert et al., 2003).

As respostas entre as espécies sdo variadas. Desse modo, deve-se
pesquisar cada qual objetivando precisar seu respectivo hordrio de colheita e a

Aloysia triphylla se insere neste contexto.

2.10 Processamento pés-colheita

Objetivando preservar os teores de Oleos essenciais contidos nos
materiais vegetais e otimizar o processo extrativo destes, operagdes pds-colheita
devem ser empregadas. Dentre estas, citam-se as condicdes de secagem,
armazenamento, estado de divisdo, aplicacdo de compostos quimicos, utilizacdo
de aparelhos de extragdo, etc. O emprego destes processos deve ser realizado
apds suas experimentacdes e identificacio do procedimento ideal para cada
espécie.

A localizagdo das estruturas secretoras especializadas do 6leo essencial
varia de acordo com a familia botanica a qual pertencem. Podem ser glandulas
(Lamiaceae), corpos oleiferos (Apiaceae), bolsas lisigenas ou esquizolisigenas

(Pinaceae e Poaceae) ou células parenquimdticas diferenciadas (Lauraceae,
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Piperaceae e Poaceae) (Castro et al., 2003; Suarez et al., 2003; Simdes et al.,
1999; Lewinsohn et al., 1998).

De acordo com a posi¢do destas estruturas secretoras no 6rgao vegetal
(se encontram na superficie ou internamente), emprega-se determinado processo
(Castro et al., 2003).

Suarez et al. (2003) afirmam que os tricomas glandulares peltados e
capitados presentes nas folhas de Aloysia triphylla sdo responsidveis pela
producdo do 6leo essencial. Estas estruturas estdo localizadas na superficie foliar

e, portanto, ha facilidade de volatilizacio do 6leo.

2.10.1 Secagem

Na colheita de grande volume de fitomassa e ndo havendo estrutura
fisica para extragdo imediata de todo o material, é inevitavel e imprescindivel
que ocorra sua secagem, pois esta promove a estabilizacio do metabolismo da
planta, imobilizando a agdo enzimitica degradadora dos principios ativos
existentes e evita ataque de microrganismos (Corréa Junior et al., 1994).

No entanto, Rabak (1917), citado por Czepak (1998), nos EUA,
trabalhando com Mentha piperita L., descrevem que se as plantas forem secadas
antes da destilacdo, ocorre uma acentuada redugdo na producdo do dleo, em
funcdo do fato da secagem das plantas causar mudancas favordveis a
estearificagcdo e a produgdo de 4cidos livres.

Blank et al. (2003) relatam que o processo de secagem provoca uma
diminui¢do no teor de 6leo essencial de Ocimum basilicum L. (manjericio) e
também dos seus constituintes quimicos de interesse (1,8 cineol e eugenol).
Utilizando folhas frescas, os autores conseguiram os maiores teores dos
compostos citados, bem como de 6leo essencial, em detrimento da secagem a

40°C, 50°Ce 60°C.
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Isto também ocorre com Cordia curassavica (erva baleeira). Menores
teores de compostos voldteis sdo encontrados quando suas folhas sdo submetidas
a secagem, comparando-se com o teor destes em folhas frescas (Rehdre et al.,
2003).

O processo de secagem natural expde o material a0 meio ambiente por
um periodo prolongado e a artificial emprega temperaturas mais altas que a do

ambiente e isto pode provocar perdas do 6leo essencial ao meio ambiente.

2.10.2 Fragmentacao do material vegetal

Para se obter maior eficiéncia na extracdo do 6leo essencial, pode-se
fragmentar os orgdos vegetais de diferentes formas, visando maior contato
superficial destes com o solvente utilizado no processo extrativo e, assim, maior
eficiéncia de extracdo, aumentando os lucros do produtor. Além disso,
caracterizam-se por serem técnicas ripidas, de ficil execucdo e baixo custo.

Santos (2000) revela que o processo de moagem envolve geracdo de
calor, o que pode resultar na perda de componentes volateis. Costa et al. (2004)
concluiram que, pulverizando as folhas de Cymbopogon citratus em moinho,
haverd maior rendimento de dleo essencial e citral. Apds secas em estufa, na
fragmentacdo a p6, o contetido de citral foi, em média 16,2%, maior que na
fragmentacdo de 20 cm e 4,8% maior em relacdo ao corte de 1cm. Conforme
Lewinsohn et al. (1998), o actimulo de citral em C. citratus ocorre em células
oleiferas com paredes celulares lignificadas existentes no mesofilo préximo aos
feixes vasculares. A pulverizacdo do material permitiu um aumento da superficie
de contato do material vegetal no processo de hidrodestilagdo e, portanto, uma
maior uma maior extragao dos d6leos essenciais contidos nestas estruturas mais
profundas.

Com o mesmo intuito, Nascimento et al. (2003) fragmentaram partes

aéreas secas de Baccharis trimera (carqueja) em fracdes de 5 cm e pulverizada
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em moinho com peneira de 10 mesh e observaram que este uUltimo tratamento
proporcionou maior rendimento de 6leo essencial (0,27%) em detrimento da
fragmentacdo de cinco cm (0,0935%). Este resultado sugere que triturando-se o
material, hd maior superficie de contato com o meio, facilitando a extrag@o. Isto
sugere que o local de armazenamento do 6leo essencial em carqueja seja
internamente no mesofilo.

Conte et al. (2001), trabalhando com Ocimum gratissimum L.
concluiram que o melhor estado de divisdo das folhas para a extragdo de 6leo
essencial ocorre triturando-as em liquidificador.

Neste contexto, o estado de divis@o ideal € peculiar a cada espécie e os

resultados obtidos ndo nos permitem estendé-los a outras.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos em campo experimental do Setor
de Olericultura do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), e no Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais,
Aromaticas e Condimentares do DAG/UFLA. O municipio de Lavras estd
situado na regido Sul do estado de Minas Gerais, a 918,87 metros de altitude,

latitude sul de 21° 14’ S e longitude oeste de 45° 00’ GRW.

3.1 Obtencao do material vegetal

Mudas de Aloysia triphylla foram produzidas a partir de uma planta
matriz utilizando microestacas apicais de cinco cm de comprimento e dois mm
de didmetro e postas para enraizar em bandejas de poliestireno de 72 células,
contendo o substrato comercial Plantmax®.

A classificacio da espécie em estudo foi efetuada pelo professor Manuel
Losada Gavilanes, do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Exsicatas estdo depositadas no Herbario ESAL do
Departamento de Biologia da UFLA e correspondem ao n° 19677.

3.2 Condicoes climatolégicas durante a conducio dos experimentos
Os dados climatolégicos da cidade de Lavras, MG foram fornecidos pela
Estagdao Climatologica do Departamento de Engenharia Agricola da UFLA e

estdo expostos na Tabela 2.
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TABELA 2. Dados climatolégicos da cidade de Lavras, MG, no periodo de
setembro de 2003 a fevereiro de 2005. UFLA, Lavras, MG, 2005.

2003
MESES Tx Tn Tméd. Prec.total UR. Insol.
SETEMBRO 28,3 14,9 20,5 13,7 64 73
OUTUBRO 28,6 16,1 21,6 64,9 62 73
NOVEMBRO 28,2 17,2 21,7 154,5 73 5,4
DEZEMBRO 28,8 18,6 23,0 2421 77 5,7
2004
MESES Tx Tn Tméd. Prec.total UR. Insol.
JANEIRO 30,2 19,0 23,5 190,5 81 6,0
FEVEREIRO 27,3 18,1 21,6 295,0 81 4,8
MARCO 28,8 17,3 22,0 1282 79 7,2
ABRIL 27,5 16,9 20,9 60,6 79 6,4
MAIO 249 13,7 18,0 59,0 69 6,0
JUNHO 23,5 12,0 16,7 37,5 77 6,2
JULHO 22,7 11,0 15,7 222 74 6,5
AGOSTO 26,6 11,7 18,2 22,7 60 8,9
SETEMBRO 30,0 14,9 21,2 31,6 56 9,2
OUTUBRO 26,7 16,2 20,6 129.,6 73 5,5
NOVEMBRO 28,1 17,1 22,0 2573 73 6,8
DEZEMBRO 268,8 17,9 20,9 279,6 80 5,4
2005
MESES Tx Tn Tméd. Prec.total UR. Insol.
JANEIRO 28,6 18,7 22,5 310,9 80 4,7
FEVEREIRO 29,0 17,2 22,0 161,7 74 7,7

Tx- Média mensal da temperatura maxima (° C)
Tn — Média mensal da temperatura minima (° C)
Tméd — Média mensal de Tx e Tn diarias (° C)
Prec. total — Precipitagdo total mensal (mm)

UR - Umidade relativa do ar média mensal (%)
Insol.- Insolagdo média mensal (horas)
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3.3 Influéncia da adubacio orginica na biomassa e teor do é6leo essencial

O experimento foi conduzido em Casa de Vegetacdo do Laboratdrio de
Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais da UFLA. Oitenta mudas (item 3.1) de
12 cm de altura foram transplantadas para vasos de 10 L contendo solo
devidamente analisado pelo Laboratério de Andlise de Solos da Universidade
Federal de Lavras (Tabelas 3 e 4) e posteriormente corrigido com calcério (para
que a saturagdo de bases elevasse de 49,1% para 60%), ap6s realizados calculos

de necessidade de calagem (NC).

TABELA 3. Composi¢do quimica do solo utilizado para o desenvolvimento de
plantas de Aloysia triphylla, cultivadas em vasos, em casa de
vegetacdo. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Ref. pH P K Na Ca?* Mg > INE H+Al

Lab. Referéncia do Cliente H,0 mg/dm’ cmol/dm’

14935 Amosta de solo 57 - 0.4 11 - 1.3 0,5 0,0 1.9
Ref. SB (t) (T) v m ISNa MO P-rem Zn Fe Mn Cu B S
Lab. cmol/dm’ % dag/kg mg/L cmol/dm’

114935 1.8 1.8 37 491 0 - 08 1,3 1,0 38,6 12,7 2,7 0,2 4,5

pH em agua, KCI e CaCl, - Relagdo 1:2,5
P-Na-K-Fe-Zn-Mn - Cu - Extrator Mehlich
H+Al - Extrator KCI 1IN

B - Extrator 4gua quente

S - Extrator — Fosfato monocalcico em acido acético
SB = Soma de bases trocdveis

CTC (t) - Capacidade de troca catidnica efetiva
CTC (T) - Capacidade de troca catiénica a pH 7,0

V = Indice de saturagdo de bases

m = Indice de saturacio de aluminio

ISNa = Indice de saturagio de sédio

Mat. Org. (MO) - Oxidagao: Na,Cr,07 4N + H,SO, 10 N
P-rem = Fésforo remanescente
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TABELA 4. Composi¢do fisica do solo utilizado para o desenvolvimento de
plantas de Aloysia triphylla, cultivadas em vasos, em casa de
vegetacdo. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Ref. Referéncia Areia Silte Argila Classe Textural
Lab. do cliente dag/kg
14935 Amostra 1 19 12 69 Muito Argilosa

Foram estabelecidos cinco tratamentos e quatro repeti¢des, sendo cada
parcela composta de quatro vasos (uma planta/vaso). Os cinco tratamentos
utilizados foram: 0, 3, 6, 9 e 12 kg de esterco bovino curtido/m” de solo.
Realizou-se irrigacdo trés vezes por semana.

Ap6s 198 dias de cultivo, coletaram-se as plantas no periodo da manha.
As folhas foram destacadas dos ramos e ambos colocados em estufa de
circulacdo forcada de ar a 35°C, enquanto as raizes foram lavadas e apds
retirada a umidade excessiva, foram também conduzidas a estufa.

Depois de atingido peso constante, obtiveram-se suas massas,
constituindo as seguintes varidveis resposta de crescimento: biomassa seca de
parte aérea total, raizes, folhas e ramos. Para a extracdo dos 6leos essenciais dos
tratamentos, as plantas sofreram uma triagem, selecionando-se apenas as folhas
sadias.

Foi feita uma correlagdo entre a biomassa fresca (em 40 g) e seca em
estufa e, assim, foram utilizados 14,63 g de folhas seca em estufa por repeti¢ao
(no tratamento de 0 kg de esterco bovino curtido/m” de solo foi utilizado 10 g,
pois ndo obteve material suficiente).

As folhas secas inteiras foram submetidas a técnica de hidrodestilacio
pelo aparelho modificado de Clevenger durante uma hora e trinta minutos por
repeticdo. Apds a obtencdo do dleo essencial puro, obteve-se sua massa e o teor

foi calculado pela férmula:
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T% = Massa do 6leo (g) / 14,63g x 100

Para o tratamento 0 kg de esterco bovino, os cédlculos foram realizados

com 10 g em vez de 14,63 g.

3.4 Plantio das mudas no campo

Apds 62 dias (em 10 de novembro de 2003), 60 mudas de Aloysia
triphylla com 10 cm de altura foram transplantadas para o campo, com
classificacdo edafica de Latossolo Vermelho Distréfero (LVD). As mudas foram
plantadas em delineamento inteiramente ao acaso, em covas de 30x30x30 cm
que continham 3 L de composto organico/cova, espagadas em 1,0 x 1,0 m e,
apo6s 76 dias, foi repetido este procedimento de adubacio.

Na bordadura do experimento, foi plantada Tithonia diversifolia A. Gray
(girassol mexicano). Esta planta possui como caracteristica peculiar atrair os
insetos para si. Sendo assim, estes ndo causaram injudrias as plantas de Aloysia

triphylla.

3.5 Influéncia da sazonalidade no teor do dleo essencial

As 60 plantas foram divididas em cinco repeticdes, de modo que cada
repeticdo foi composta de doze plantas de A. triphylla, marcadas por fitas
coloridas. Os tratamentos foram compostos de colheita, as oito horas da manha
(as nove durante o horario de verdo), de folhas frescas, durante seis épocas do
ano: abril/04, junho/04, agosto/04, outubro/04, dezembro/04 e fevereiro/05,
correspondentes a 157, 218, 279, 340, 401, 455 dias apds o transplantio,
respectivamente.

A extragdo dos componentes voldteis foi realizada em aparelho
modificado de Clevenger (método de hidrodestilagdo). Utilizou-se amostra

composta (um galho por planta, nas regides apical, mediana e basal) de 40g de
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folhas frescas sadias, picadas em fracdes de aproximadamente um cm. O tempo
de extracdo para cada repeticdo foi de duas horas. Apds a obtengdo do dleo

essencial puro obteve-se sua massa e o teor foi calculado pela férmula:

T% = Massa do 6leo (g) / 40g x 100

3.6 Influéncia do horario de colheita das folhas no teor do dleo essencial

Nos dias 1, 2 e 3 de novembro de 2004 (357, 358 e 359 dias apds o
transplantio), as folhas de Aloysia triphylla foram coletadas de 60 plantas (em
amostragem composta) em diferentes horarios do dia (8:00, 12:00 e 16:00h) para
determinacdo do teor dos dleos essenciais.

Para a extracdo dos 6leos essenciais dos tratamentos, selecionaram-se
apenas as folhas sadias. Foram utilizadas trés repeticdes, sendo cada dia
correspondente a uma repeti¢ado.

A massa padronizada foi de 40 gramas de folhas frescas fragmentadas
em fracdes de aproximadamente lcm (por repeticdo) e submetida a técnica de
hidrodestilagdo pelo aparelho modificado de Clevenger. O tempo de extracio foi
de uma hora e trinta minutos. Apds a obtencao do 6leo essencial puro, obteve-se

sua massa e o teor foi calculado pela férmula:

T% = Massa do 6leo (g) / 40g x 100

3.7 Influéncia do estado de divisdo de folhas frescas e secas no teor do éleo
essencial

Ao final de 192 dias ap6s o transplantio (20 de maio de 2003), as folhas
foram coletadas (as oito horas da manh3) de sessenta plantas de Aloysia triphylla

(em amostragem composta).
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Posteriormente, as folhas foram levadas para o laboratério, onde realizou-
se uma selecdo do material vegetal, descartando-se as folhas injuriadas. Foram
utilizadas trés repeticdes e cinco tratamentos: T1- folhas frescas fragmentadas
em lcm; T2- folhas frescas processadas em liquidificador; T3- folhas frescas
inteiras; T4- folhas secas inteiras e T5- folhas secas pulverizadas em moinho. A
secagem das folhas foi realizada a sombra, naturalmente, por um periodo de 20
dias.

Para a extragdo dos dleos essenciais, foram utilizadas amostras de 40g
de folhas frescas (por repeticdo) e, para folhas secas, foi feita uma correlagio
entre a biomassa fresca e seca naturalmente, em que 40g de folhas frescas
corresponderam, em média, a 15,25g de folhas secas a sombra naturalmente.

O material vegetal foi submetido a hidrodestilagdo pelo aparelho
modificado de Clevenger durante uma hora e trinta minutos para cada repeticao.
Ap6s a obtencdo do 6leo essencial puro, obteve-se sua massa e o teor foi

calculado pela férmula:

T% = Massa do 6leo (g) / 40g x 100

3.8 Procedimento para extracio do é6leo essencial
Para a extracdo do 6leo foi utilizado o método de hidrodestilagdo em
aparelho modificado de Clevenger, por Wasick. O material vegetal foi colocado
em baldo volumétrico de 1.000 mL e acrescentado um volume de 700 mL de
dgua destilada.
Ap6s a deteccdo de inicio de fervura, comegou-se a cronometrar. Findo
o periodo de extracdo, o hidrolato, obtido de cada hidrodestilagdo foi, entdo,
submetido a particao liquido-liquido em funil de separacdo, com trés por¢des de
25mL de diclorometano (cada por¢do descansou por 20 minutos, totalizando 60

minutos por repeti¢do). As fracdes organicas de cada repeticao foram reunidas e
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secas com trés gramas de sulfato de magnésio anidro. O sal foi removido por
filtracdo simples e o solvente evaporado a temperatura ambiente em capela de
exaustdo de gases até alcancar peso constante, obtendo-se o dleo essencial
purificado.

Diante da massa obtida, determinou-se o teor percentual do o6leo

essencial nas folhas de A. triphylla.

3.9 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo programa
SANEST (Zonta & Machado, 1984). As médias dos tratamentos foram
submetidas a andlise de variancia pelo teste de F e teste d1 Tukey (P<0,05)
(dados de natureza qualititiva — sazonalidade, hordrio de colheita e
processamento poés-colheita) e andlise de regressio (dados de natureza

quantitativa — doses de esterco bovino).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Influéncia da adubacio orginica no crescimento e teor do éleo essencial
As dosagens de esterco bovino proporcionaram uma relacio direta com
a biomassa seca de ramos, folhas e raizes (Figuras 3 e 4), indicando boa resposta
de Aloysia triphylla a adubacdo orgénica.
O tratamento que obteve maior producdo de biomassa seca de parte
aérea e raiz foi o que utilizou aplicacdo de 12 kg de esterco bovino curtido/m’.

A medida que aumentou a quantidade de esterco bovino, houve ganho de
biomassa em A. triphylla, com um incremento de 406% na biomassa de parte
aérea e 186% na biomassa de raizes, entre os tratamentos minimo e maximo (0
kg de esterco bovino/m” : 6,65g (parte aérea) e 9,88g (raizes) e 12 kg de esterco

bovino/m® : 33,64g (parte aérea) e 28,24¢ (raizes).
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FIGURA 3. Biomassa seca de parte aérea total (A) e raizes (B) de Aloysia
triphylla, cultivada com cinco diferentes doses de esterco bovino
(0, 3, 6,9 e 12 kg de esterco bovino curtido/mz). UFLA, Lavras,
MG, 2005.

No entanto, a biomassa seca da parte aérea particionada revelou
crescimento interessante das plantas de A. triphylla, com acréscimo de adubagio
organica. Houve ajuste quadritico para ramos enquanto que para folhas, linear.

Isso indicou que o aumento de folhas a medida que aumentou as doses foi maior
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que o incremento de ramos, e assim, originou maior biomassa foliar em doses

elevadas (Figura 4).
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FIGURA 4. Biomassa seca de folhas (A) e ramos (B) de Aloysia triphylia,
cultivada com cinco diferentes doses de esterco bovino (0, 3, 6, 9
e 12 kg de esterco bovino curtido/m®). UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Santos (2002), em Caléndula officinalis, utilizou quatro niveis de
adubacdo (0, 3, 6 ¢ 9 kg de composto orginico/m’) e observou resultados
semelhantes para biomassa seca de capitulos florais.

Aplicando-se esterco bovino (0, 3, 6 e 9 kg de esterco bovino/mz) no
cultivo de Ageratum conyzoides L. (mentrasto), concluiu-se que o aumento da
dose implicou em aumento linear da produgdo da biomassa seca (Sena et al.,
2003). Resultados obtidos por Ferreira (2003) mostram que doses crescentes de
esterco bovino proporcionaram aumento de matéria seca total de Catharanthus
roseus (L.), utilizando as doses de 0,2 4 ¢ 6 kg/m2 e acrescenta que, se fossem
aplicadas doses ainda maiores de esterco bovino, provavelmente os valores de
fitomassa seca continuariam a crescer.

Tais resultados mostraram os efeitos benéficos na adi¢cdo do esterco
bovino promovendo a melhoria fisica do solo e, conseqiientemente, haverd um
sistema radicular mais vigoroso, com maior eficiéncia de exploracdo edéifica e a
maior quantidade de nutrientes disponiveis resulta em parte aérea mais

desenvolvida (CFSEMG, 1999 e Silva, 1997) (Figura 5).
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FIGURA 5. Plantas de A. triphylla mostrando parte aérea (A) e raizes (B).
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Porém, os teores de Oleo essencial apresentaram ajuste cubico,
destacando a dose de 12 kg de esterco bovino/m’, que teve menor teor médio de
6leo que as folhas tratadas com 6 kg/m” e 9 kg/m” (Figura 6) e maior rendimento
de biomassa seca. Isto pode ter ocorrido por um efeito de dilui¢do, pois, quando
ocorre biomassa de A. triphylla muito alta, caem os teores de 6leo essencial em

folhas e flores (Gil et al., 2003).

40



=]

D

S 1+

ST o34

g3

:é .g 0,6 -

E 204

2% y =-0,0011x% +0,0167x? - 0,0404x + 0,8452

s 021 R? = 0,484

& 0 : : : ‘
0 3 6 9 12

Doses de esterco bovino (kg/m?)

FIGURA 6. Teores de 6leo essencial de folhas secas de Aloysia triphylla
cultivada com cinco diferentes doses de esterco bovino (0, 3, 6, 9
e 12 kg de esterco bovino curtido/m®). UFLA, Lavras, MG, 2005.

O menor teor médio de 6leo essencial ocorreu na auséncia de adubacgao
com esterco bovino e isto induz a concluir que, em situacdo de estresse, neste
caso nutricional, h4 reduzida producdo de 6leo. Alguns autores preconizam que,
em condi¢des estressantes, hd uma maior producdo de 6leo essencial pelas
plantas (Siani et al., 2000; Ming, 1998; Morvillo & Gil, 2004; Lopes et al.,
2001; Santos, 2002). Isso ndo ocorre com a espécie em questdo. De acordo com
Corréa Junior et al. (1994), sob estresse, hd uma elevacdo na densidade de
estruturas produtoras de 6leo, assim, Suarez et al. (2003), estudando A. triphylla,
asseveram que o aumento na densidade de tricomas em suas folhas ocasiona
menor producido de 6leo essencial.

Observando-se os resultados exibidos pela andlise de regressao, conclui-
se que houve aumento nos teores de 6leo essencial de folhas secas de A.
triphylla até a dose de 9 kg/m’, que foi caracterizado pelo pico de produgio.

Silva et al. (2002) concluiram que a melhor dose de esterco de aves
(tratamentos: O, 1, 2, 4, 8 kg/m2 de esterco de aves) para rendimento de 6leo

essencial de gengibre é aplicando-se 1 kg/m’. Aumentando a dose, notaram
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decréscimo no rendimento de 6leo. Chaves et al. (2002), estudando Lippia
sidiodes, o alecrim-pimenta, aplicaram 0; 1,5; 3,0; 4,5 e 6,0 kg/m” de esterco de
aves e observaram que, a medida em que se aumentou a dose do adubo organico,
houve maior producdo de biomassa seca. Por outro lado, o maior rendimento de
6leo essencial encontrado foi aplicando-se 1,5 kg/m” de esterco de aves e houve
queda paulatina do metabdlito secunddrio acrescendo-se as doses. Scheffer
(1998), utilizando esterco de gado + palha nas doses de 0,1,2,3 e 4 kg de adubo
organico/m” na producio de biomassa e 6leo essencial de Achillea millefolium L.
(mil-folhas), observou que houve um aumento na biomassa da espécie (em
g/planta fresca) e no rendimento de dleo essencial (mL/100g planta freca),
acrescendo-se as doses de adubo até a dose de 3 kg de adubo organico/m’. A
partir dai, observou-se queda na producdo, aplicando-se 4 kg de adubo
organico/m’.

Estes dados concordam com os encontrados nesta avaliagdo, porém,
outras espécies ndo respondem bem a adubacdo organica em relacdo a producio
de 6leo (Correa Jr et al., 1994), como a carqueja que produz maior teor de 6leo
essencial na auséncia do adubo (Silva, 2001).

A aplicacdo de 3 a 5 kg de esterco bovino/m” é recomendada para a
producdo de biomassa de vérias espécies medicinais (Pinto & Bertolucci, 2002).
Entretanto, a dose de 9 kg de esterco bovino/m® apresentou alta producio de
biomassa seca e teor de Odleo essencial em A. triphylla. A partir destas
informacdes, enfatiza-se que € importante verificar a qualidade deste. Deve-se
também levar em consideragdo outros aspectos técnicos-econdmicos, como o
custo do m® de esterco e sua disponibilidade, o custo do frete, o custo e a
disponibilidade da mao-de-obra, os equipamentos necessarios para distribuicao e

incorpora¢do do material (Ming, 1998).
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4.2 Influéncia da sazonalidade no teor do 6leo essencial

Fatores ambientais isolados exercem influéncia no teor de principios
ativos; quando associados esta influéncia é mais expressiva. Nesse sentido,
observou-se, entre as épocas do ano, diferenga significativa a 5%, para teores de

6leo essencial de A. triphylla (Figura 7).
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FIGURA 7. Teores médios de 6leo essencial de folhas frescas de Aloysia
triphylla coletadas em diferentes épocas do ano. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade. UFLA, Lavras, MG, 2005.

O més de abril apresentou o maior teor médio de dleo essencial,
estatisticamente superior aos demais tratamentos. Nesta época, as condig¢des
ambientais estavam adequadas para um bom crescimento das plantas. A
precipitacdo total foi de 60,6 mm, sem excesso ou escassez de chuvas,
temperatura média mensal de 20,9°C, insolacdo de 6 horas e umidade relativa de
79%. As plantas apresentavam altura de 1,5 m com cinco meses de idade (Figura
8). Ademais, estes fatores podem ter contribuido para a nio-volatilizacdo do

oleo essencial das folhas.
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FIGURA 8. Fenologia das plantas de Aloysia triphylla nos meses de abril,
junho, agosto, outubro, dezembro de 2004 e fevereiro de 2005.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Em junho, a umidade relativa e insolagdo aproximaram-se dos dados
observados em abril, no entanto, houve quedas bruscas na precipitacdo total
(37,5 mm) e na temperatura média (16,7°C). Devido a estes fatores climaticos,
as plantas tiveram lento desenvolvimento vegetativo, tendo a altura destas pouco
aumentado (aproximadamente 1,60 m). O déleo contido nas folhas foi reduzido e,

provavelmente, acionado o mecanismo natural fonte-dreno, degradando
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metabdlitos secundarios e direcionando seus elementos quimicos para
manutencao do metabolismo primério (Taiz & Zeiger, 1998).

Agosto foi caracterizado por teor médio de dleo abruptamente
diminuido e foi significativamente inferior aos outros meses. Neste periodo, a
temperatura média foi baixa, chegando em julho a 15,7°C e agosto a 18,2°C,
ocorrendo baixa precipitacdo (22,7mm) e UR (60%). Evidenciaram-se pouco
crescimento e desenvolvimento das plantas. Com o baixo metabolismo houve
paralisacdo da altura das plantas, queda e falta de emissdo de folhas. Ming et al.
(2002), estudando produgdo sazonal de 6leo essencial em uma populagdo natural
de Piper aduncum L., durante quinze meses, também observou menor
rendimento de 6leo essencial no més de agosto. Taiz & Zeiger (1998) afirmam
que a queda na temperatura e de outros componentes climiticos pode reduzir o
metabolismo primdrio e secundédrio da planta e, automaticamente, 0 mecanismo
natural de redirecionamento e prevalente economia energética tenham priorizado
0 metabolismo primdrio em detrimento ao metabolismo secundério.

Nesse sentido, correlaciona-se novamente as informacgdes de Corréa
Junior. et al. (1994) de que, sob estresse, hd uma elevacdo na densidade de
estruturas produtoras de dleo. Assim, em A. triphylla, o aumento na densidade
de tricomas nas folhas ocasiona menor produgdo de 6leo essencial, possuindo
relacdo inversa (Suarez et al., 2003). As condi¢des climéticas adversas
experimentadas pelas plantas no més de agosto ocasionaram maior densidade de
tricomas e, conseqiientemente, baixo teor de 6leo.

Em outubro, observou-se um aumento no teor médio de 6leo essencial
(Figura 7). Nesta época, as plantas ji haviam recuperado o crescimento e
possuiam bom desenvolvimento de parte aérea (Figura 8), em decorréncia das
condi¢des ambientais favordveis e apresentavam, em média, 1,90 metro de
altura. Gil et al. (2003) verificaram que, quando a biomassa aérea de A. triphylla

foi alta, os teores médios de dleo essencial cairam em folhas e flores. Os autores
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explicaram que isto é devido as diferencas entre as taxas de crescimento de
biomassa e sintese do 6leo essencial (efeito de diluicdo). Pereira (1997)
recomenda que a colheita de Mikania glomerata (guaco) na regidao de Ribeirdo
Preto seja feita no periodo em que ocorrem temperaturas mais altas e maior
precipitacdo, favorecendo o teor de cumarina e producio de fitomassa.

Dezembro apresentou-se estatisticamente igual a junho e fevereiro,
correspondendo ao terceiro maior teor de Oleo essencial de A. triphylla. As
condi¢des climdticas (precipitagdo total e umidade relativa do ar elevadas —
279,6 mm e 80%) continuariam a favorecer o desenvolvimento vegetativo das
plantas, porém, ocorreu pleno florescimento (as plantas apresentavam 2,2 metro
de altura). Neste contexto, pode-se inferir que o metabolismo vegetal drenou
metabolitos secunddrios para a formacio das flores (Taiz & Zeiger, 1998). Além
disso, as flores também possuem estruturas sintetizadoras de 6leo essencial e,
possivelmente, competiram com as folhas por elementos precursores destes
componentes volateis, reduzindo, assim, o teor de 6leo presente destas.

No més de fevereiro, as condi¢gdes climdticas permaneceram favordveis.
O teor médio de 6leo essencial apresentou-se estatisticamente igual ao més de
outubro, pois, houve uma retomada do crescimento vegetativo (as plantas
apresentavam altura média de 2,5 metros de altura) e, conseqiientemente, maior
biossintese de Oleo essencial nas folhas. Porém, mostrou-se também
estatisticamente igual aos meses de junho e dezembro. Provavelmente, isto
ocorreu pelo fato de muitas plantas de A. triphylla ainda estarem em pleno
florescimento, tendo havido drenagem de metabdlitos para a formagao de flores
e estas competiram com as folhas por precursores do 6leo essencial (Taiz &
Zeiger, 1998).

De acordo com Castro et al. (2003), a quantidade de biomassa de Lippia
alba L. (Verbenaceae) foi maior no verdo e, posteriormente, no outono. O teor

médio dos 6leos essenciais foi de 0,15% no verdo, 0,47% no outono € 0,43% no
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inverno (ndo houve avaliacdo durante a primavera). Estes dados sdo condizentes
com os resultados obtidos com Aloysia triphylla e é relevante salientar que
sdo pertencentes a mesma familia botinica. Ventrella & Ming (2000) mostraram
que a melhor época de colheita de erva cidreira (Lippia alba L.) é em janeiro,
quando a produgdo de matéria seca foliar e a producdo em drea de dleo essencial
foram méximas no cultivo a pleno sol.

Cabo et al. (1987), na Espanha, observaram que, durante os meses de
baixas temperaturas e dias de curta duracdo, hd diminui¢do na produgdo de 6leo
essencial da parte aérea de Thymus hyemalis. O més de maior rendimento de
6leo essencial foi julho (0,58% v/w), quando os dias apresentavam-se longos e
com temperaturas mais altas. Com relagcdo a qualidade, o composto de maior
interesse € o 1,8-cineol, que apresentou maior porcentagem em agosto (26,8%).
Todavia, correlacionando-se o teor do 1,8-cineol com a percentagem de Oleo
obtida em todos meses, os autores afirmam que a época do ano ideal para
colheita da espécie, visando obten¢do de 1,8-cineol, € em julho. Assim, pode-se
ver que as espécies apresentam comportamentos diferentes e ndao permite atribuir
0 mesmo comportamento nem mesmo as pertencentes 3 mesma familia. Ainda
evidencia-se que a época do ano que proporciona condi¢des para maior sintese
de dleo essencial pode ndo ser a melhor época de producdo de determinado
principio ativo de interesse, bem como de produgdo de fitomassa.

Em outra andlise, também pode-se atribuir as fases fisioldgicas das
plantas de A. triphylla, uma contribui¢io na explicacido aos resultados. No més
de abril, as plantas eram muito jovens (cinco meses) e apresentavam intenso
crescimento vegetativo; em outubro, devido as condi¢cdes ambientais favordveis
ja expostas, também houve ripido desenvolvimento e emissdo de novas folhas
(as plantas estavam com ramificacdes longas e apenas folhas basais estavam
maduras e em fase de senescéncia). Para a extracdo do 6leo foi utilizada amostra

composta de folhas e, nestas épocas, a maioria eram jovem, principalmente no
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primeiro més de avaliacdo (abril). Fevereiro foi caracterizado pelo inicio da
retomada do crescimento vegetativo, assim também observaram-se muitas folhas
novas. Singh et al. (1989) e Adzet et al. (1992) verificaram que folhas jovens sdo
geneticamente mais ativas que folhas maduras (com relagdo a producao de éleos
essenciais) devido a enzimas especificas, de forma geral. Desse modo,
sintetizaram maior quantidade de 6leo essencial. Por outro lado, nos meses de
junho e dezembro, havia menor quantidade de folhas novas; em agosto, com o
crescimento quase estagnado, as folhas maduras eram praticamente totalizadas.
West (1990) afirma que, a medida que a folha envelhece, ocorrem alteracdes nas
glandulas produtoras de 6leo, havendo reducdo proporcional de 6leo essencial.
Aliado a isso, os metabdlitos ja existentes, na fase de senescéncia sdo
translocados para outras partes (Wareing & Phillips, 1981).

Em uma visdo holistica, o més de fevereiro indicou ser a melhor época
para colheita das folhas de Aloysia triphylla, pois, a producdo de biomassa
suplantou todos meses avaliados e foram encontradas altas quantidades do 6leo

extraido; assim, ha maior rendimento em area de dleo essencial.

4.3 Influéncia do horario de colheita das folhas no teor do dleo essencial

O horério do dia pode influenciar o teor de d6leo essencial contido no
vegetal, por ser uma substincia facilmente volatilizada em temperaturas mais
elevadas. O teste de Tukey detectou diferenca estatistica significativa, a 5% de
probabilidade de erro, entre os hordrios do dia, colhendo-se as folhas de A.
triphylla as 8:00, 12:00 e 16:00 horas.

Observou-se que, em hordrios que apresentam temperaturas mais baixas
durante o dia, as 8:00 e 16:00 horas, os teores de 6leo essencial foram superiores
e estatisticamente iguais. Quando o material foi coletado ao meio-dia, o teor
médio de O6leo essencial reduziu. Este menor valor pode ser creditado 4

temperaturas mais elevadas as 12:00 horas (Figura 9).
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FIGURA 9. Teores médios de 6leo essencial de folhas frescas de Aloysia
triphylla em diferentes hordrios de colheita. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Estes resultados estdo de acordo com os de Simdes et al. (1999), que
relatam que, preferencialmente, deve-se coletar plantas ricas em 6leos essenciais
bem cedo pela manhd ou a noite, pois o periodo de exposicdo ao sol pode
provocar uma perda quantitativa importante do 6leo existente no vegetal.

Em espécies da mesma familia de A. triphylla, como a Lippia alba
(erva-cidreira-brasileira, quimiotipo carvona-limoneno), foram encontradas
maiores producdes de 6leo essencial de folhas frescas, colhendo-as as 14:00 e
16:00 horas (Ehlert et al., 2003). Nagao et al. (2003) observaram que, para
Lippia alba (quimiotipo citral-limoneno), a colheita as 15:00 h, tanto na estagdo
seca quanto na chuvosa, obteve maior teor de 6leo e de citral (constituinte
majoritario). Para Cordia verbenaceae, ndo houve diferenca significativa no teor
de 6leo de folhas coletadas as 9:00, 12:00, 15:00 e 18:00 horas (Corréa et al.,

2002). Prado et al. (2001), trabalhando com Rosmarinus officinalis, extrairam
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6leo essencial de suas folhas frescas as 8:00, 10:00, 14:00, 16:00 e 18:00 h e
citam que os hordrios de colheita 8:00 e 10:00 h foram estatisticamente
superiores e as 18:00 ocorreu o menor rendimento médio de 6leo.

Em trabalho com Cymbopogom flexuosus, espécie cujo constituinte
majoritirio de seu 6leo € o citral, como em A. triphylla, Silva et al. (2002)
demonstraram que o hordrio para colheita de folhas em que ocorreu maior
rendimento de dleo essencial foi as 7:00, sendo estatisticamente superior as 9:00,
11:00, 13:00, 15:00 e 17:00 horas. Amancio et al. (2001) concluiram que as 8:00
horas o teor de 6leo essencial de folhas frescas de Ocimum basilicum L.
(mangericdo doce) sdo estatisticamente superiores em relacio a colheita as doze
e dezesseis horas. Os resultados apresentados por estes autores corroboram com
os dados encontrados neste trabalho.

Para teor de 6leo volatil de Aloysia triphylla, os melhores horarios de
coleta, em termos quantitativos, foram observados as 8:00 e 16:00 horas, pois,
nestes periodos do dia hé insolacdo e temperatura menores e, assim, ndo ocorrem
perdas significativas de 6leo essencial para o meio ambiente. No entanto,
Angelopoulou et al. (2002) citam ter encontrado diferencas no teor de dleo
essencial de folhas de Cistus monspeliensis L. em diferentes hordrios ao longo
do ano, tendo, em algumas épocas, sido encontrado o maior teor em horérios

diferentes.

4.4 Influéncia do estado de divisao de folhas frescas e secas no teor do 6leo
essencial

A localizacido dos 6leos essenciais nas plantas varia de acordo com a
familia botinica a qual pertencem, podendo ocorrer em estruturas secretoras
especializadas. Os tricomas capitados e peltados sdo responsaveis pela sintese do

6leo de A. triphylla (Suarez et al., 2003) e localizam-se na superficie foliar.
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Desse modo, os estados de divisdo e umidade do material vegetal poderdo
influenciar no teor deste, devido a sua exposicao.

Nesse sentido, observou-se que houve diferenga significativa entre os
processos pés-colheitas adotados, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro (Figura 10). Quando as folhas foram secadas e pulverizadas em moinho em
pequenos fragmentos, houve perda significativa de 6leo essencial. Diante disso,
pode-se inferir que quando fragmenta-se muito as folhas de A. triphylla, o dleo
essencial, localizado na superficie foliar, volatiliza no momento do
fracionamento. Santos (2000), trabalhando com pimenta negra, pimenta cépsico,
cardamomo (com casca) e cravo, relata que, apdés a moagem convencional,
houve perda no teor de Oleo essencial de 34,3%, 15%, 40% e 34%,
respectivamente. Ademais, acrescenta que o processo de moagem envolve

geracdo de calor, o que pode resultar na perda de componentes volateis.

0,099 a
o1 0.090 a 0,096 a

0.079 ab
0,08 -
0.06 - 0,055 b
0,04 -
0,02 -
O Bl T
Tl T2 T3 T4 TS

Processamento pés-colheita

Teores médios de 6leo essencial
(%)

FIGURA 10. Teores médios de 6leo essencial de Aloysia triphylla (T1- folhas
frescas fragmentadas em lcm; T2- folhas frescas processadas em
liquidificador; T3- folhas frescas inteiras; T4- folhas secas
inteiras; T5- folhas secas pulverizadas em moinho). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Conte et al. (2001) avaliaram folhas de alfavaca (Ocimum gratissimum
L.) inteiras e secas ao ar; frescas congeladas, trituradas ao liquidificador; inteiras
e frescas, inteiras e secas em estufa (40° C) e concluiram que a secagem das
folhas reduz muito o teor de 6leo essencial, pois folhas frescas apresentaram o
dobro do teor de 6leo. Dentre os tratamentos que utilizaram folhas frescas:
inteiras, congeladas e inteiras e trituradas em liquidificador, ndo houve diferenca
significativa. Estes resultados assemelham-se aos obtidos nesta experimentacao.
Assim, sugere-se que as estruturas de produgdo do 6leo nestas espécies também
estdo localizadas exteriormente nas folhas.

Nascimento et al. (2003) fragmentaram partes aéreas secas de carqueja
em fracdes de cinco centimetros e pulverizadas em moinho com peneira de 10
mesh e observaram que este ultimo tratamento proporcionou maior rendimento
de dleo essencial (0,27%) em detrimento da fragmentacdo de 5 cm (0,0935%).
Este resultado sugere que, triturando-se o material, hd maior superficie de
contato com o meio, facilitando a extragdo. Deduz-se dai que a localizacdo do
6leo essencial em carqueja estd internamente no 6rgao.

Para os demais tratamentos avaliados nesta experimentacdo, ndo houve
deteccdo de diferenca estatistica entre folhas frescas fragmentadas em 1 cm,
frescas inteiras, frescas processadas em liquidificador e secas inteiras.

Salienta-se que os resultados encontrados apontam para cuidados no
trato com as plantas de A. triphylla durante o processo de colheita e pds-colheita,
pois, devido as estruturas de sintese e estocagem dos 6leos estarem na superficie
foliar, o amassamento ou estilhagcamento das folhas ocasionariam a volatiliza¢io
do ¢6leo. Deve-se empregar manuseio delicado, evitar acondiciond-las em altas
camadas e em recipientes que promovam temperaturas mais elevadas e sem

arejamento.
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Assim, enfatiza-se que os pesquisadores devem empenhar-se para a
identificacdo dos melhores processos pds-colheita a que as plantas possam se

submeter, para que os esfor¢os na pesquisa agrondmica nao sejam em vao.
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5 CONCLUSOES

A época do ano em que obteve-se maior teor de 6leo essencial foi 0 més
de abril, porém, ha maior rendimento em 4rea deste em outubro e fevereiro, pois
houve maior producdo de biomassa.

Os melhores hordrios para a extracdo de 6leo essencial de A. triphylla sdo
as 8:00 e 16:00 horas.

Os maiores teores de 6leo essencial foram encontrados em folhas frescas
fragmentadas em 1 cm, frescas processadas em liquidificador, frescas inteiras e
secas inteiras e, portanto, haverd maior eficiéncia no processo extrativo de A.
triphylla.

A dose de 12 kg/m’ de esterco bovino proporcionou maior ganho de

biomassa seca e a dose de 9 kg/m2 maior teor de 6leo essencial em A. triphylla.
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ANEXO

ANEXO A Pé4gina

TABELA 1 A. Resumo da andlise de variancia dos dados
referentes a adubagdo orgénica: biomassa seca
da parte aérea (BSPA), biomassa seca das
raizes (BSR), biomassa seca das folhas (BSF),
biomassa seca dos ramos (BSRM) e teores de
o0leo essencial (TOE). UFLA, Lavras, MG,
2005, e 65

TABELA 2 A. Resumo da andlise de variancia dos dados
referentes a sazonalidade (S), horarios de
colheita (HC) e estados de divisdo de folhas
frescas e secas (EFS) para teores de o6leo
essencial. UFLA, Lavras, MG,
2005, e e 66
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Observacao: Foi aplicado o teste de Hartley ou teste da razdo méaxima antes de
realizar a andlise pelo teste de F, para verificar se os dados possuiam
homocedasticidade, utilizando-se da férmula: Hc = S* max/ S® min. Os testes
mostraram homogeneidade das varidncias em todas avaliagdes, portanto, sem

necessidade de transformagdes dos dados.

TABELA 1 A. Resumo da andlise de variancia dos dados referentes a adubacéo
organica: biomassa seca da parte aérea (BSPA), biomassa seca
das raizes (BSR), biomassa seca das folhas (BSF), biomassa
seca dos ramos (BSRM) e teores de o6leo essencial (TOE).
UFLA, Lavras, MG, 2005.

CAUSA DA QUADRADO MEDIO
VARIACAO G.L. BSPA BSR BSF BSRM TOE
Tratamento 4  44991% 206.67% 50.95% 205.74* 0,0334*

Residuo 15 4,77 3,68 0,69 2,24 0,0083
Total 19 - - - - -
C.V. (%) 10,730 9,912 10,907 11,813 9,841

* Significativo a 5% de probabilidade.
NS — Nao significativo a 5% de probabilidade.
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TABELA 2 A. Resumo da andlise de varidncia dos dados referentes a
sazonalidade (S), horarios de colheita (HC) e estados de
divisdo de folhas frescas e secas (EFS) para teores de d6leo

essencial. UFLA, Lavras, MG, 2005.

CAUSA DA S HC EFS
VARIACAO G.L. Q.M. G.L. Q.M. GL. QM.
Tratamento 5 0,0327% 2 0,0017* 4 0,0010%

Residuo 24 0,0001 6 0,0002 10 0,0001
Total 29 - 8 - 14 -
C.V. (%) 9,358 7,720 12,610

* Significativo a 5% de probabilidade.
NS — Nao significativo a 5% de probabilidade.
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