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RESUMO

As plantas aromaticas constituem um importante mercado cuja demanda tem
aumentado significativamente nos ultimos anos pela procura de produtos naturais
aplicados a industria cosmética, farmacéutica e de alimentos. Lippia alba € um
espécie aromatica usada comumente na cultura popular pela suas propriedades
calmantes, antidepressivas e analgésicas. E classificada em quimiotipos
dependendo do composto majoritario presente no oleo essencial. Um dos
quimiotipos de L. alba é o linalol que € um dos mais importantes compostos usados
na industria da perfumaria. Objetivou-se comparar o acumulo de biomassa e
produtividade do Oleo essencial de L. alba quimiotipo linalol entre diferentes
procedéncias nas condigdes de Pinhais- PR apds dois cortes sucessivos. As
procedéncias foram obtidas da Universidade de Brasilia. O material foi multiplicado
por meio de estaquia no més de outubro de 2008 e o experimento foi conduzido na
Estacdo Experimental do Canguiri, Pinhais- PR. Para as avaliacbes de
desenvolvimento vegetativo, utilizou-se o delineamento experimental de blocos ao
acaso em parcelas subdivididas no tempo, sendo comparadas 9 procedéncias em 5
periodos, com 4 repeticoes e 6 plantas cada. Foram realizadas colheitas em maio
(primeiro corte) e outubro (rebrota) de 2009. Para as avaliagbes das colheitas, o
delineamento experimental foi de blocos ao acaso comparando 9 procedéncias com
4 repeticoes e 6 plantas cada. No primeiro corte, a procedéncia “Lavras” destacou-
se por ter o maior comprimento e numero de folhas do ramo principal e maior massa
seca de folhas em relacdo a maioria das procedéncias. A procedéncia
‘Muzambinho” apresentou maior teor de Oleo essencial, porém sem diferenca
estatistica com as procedéncias “Cruzeiro” “Lavras” e “Luminarias”. A maior
produtividade do oleo essencial foi obtida na procedéncia “Lavras” e o maior
conteudo de linalol na procedéncia “Brasilia 2”. Na segunda colheita, a procedéncia
“‘Luziania” apresentou valor de massa seca de folhas superior. A procedéncia
“‘Muzambinho” apresentou teores de 6leo essencial superiores, porém com menor
produtividade de oleo essencial que “Brasilia 2”. Altos conteudos de linalol foram
identificados na procedéncia “Brasilia 27, tanto no primeiro corte (92,10%) como no
segundo (76,56%). Além do linalol foram identificados no primeiro corte os
constituintes 1-8 cineol, trans-cariofileno e oxido de cariofileno. No segundo corte
identificou-se 1-8 cineol, alfa-terpineol, neral, geranial, acetato de geranila, beta-
cariofileno, oxido de cariofileno. O aumento no teor de linalol resultou em redugao
dos demais constituintes.

Palavras chaves: Planta aromatica, 6leo essencial, teor, quimiotipo, linalol,

verbenaceae.



ABSTRACT

Aromatics plants belong to an important market which has increased due the
use of natural products by the cosmetic, pharmaceutical and food industries. Lippia
alba is an aromatic specie commonly used in popular folk medicine due to its
sedative, anti depressive and analgesic characteristics. L. alba is classified into
different chemotypes according to the major essential oil constituent. One of L. alba
chemotype is linalool which is one of the most important compounds used in the
fragrance industry. The objective of this work was to compare the vegetative growth,
productivity and linalool contents of nine different genetic materials of L. alba, linalool
chemotype, after two harvests. The plant materials with different linalool contents
were obtained from Brasilia and were multiplied by stem cuttings. The experiment
was carried out at the Experimental Station of Canguiri, Pinhais — PR. For the
vegetative growth evaluation, a completely randomized design with subdivided units
comparing nine genetic materials at five successive dates using four replications with
six plants each. For the productivity evaluation, a completely randomized scheme
comparing nine genetic materials with four replication and six plants each. At the first
harvest, the genetic material “Lavras” showed great length and leaf number of the
main stem, and leaf dry compared to other genetic materials. The genetic material
“Muzambinho” presented superior essential oil yield but with no significant difference
with “Cruzeiro” “Lavras” and “Luminarias”. The higher essential oil productivity was
observed in “Lavras” genetic material and higher linalool content in “Brasilia 2”. At the
second harvest, “Luziadnia” had higher leaf dry mass. The “Muzambinho” genetic
material showed higher essential oil yield but lower essential oil productivity than
“Brasilia 2”. High linalool contents were identified in essential opil samples of “Brasilia
2” genetic material at the first (92,10%) and second harvest (76,56%). Besides
linalool, it was identified at the first harvest the constituents 1-8 cineol, trans-
cariofilene and cariofilene oxide. At the second harvest it was identified 1-8 cineol,
alfa-terpineol, neral, geranial, geranial acetate, beta-cariofilene, cariofilene oxide
compounds. The increase of linalool content resulted on reduction of the other
constituents.

Key words: Aromatic plant, essential oil, yield, chemotype, linalool,

verbenaceae.
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1.  INTRODUGAO

A industria farmacéutica e cosmética tem apresentado crescimento no uso dos
Oleos essenciais e de extratos de plantas, com énfase em materiais provenientes de
regides tropicais (UNCTAD, 2005).

Os oleos essenciais sdo compostos volateis de plantas aromaticas obtidos por
meio de diversos métodos, sendo o mais comum a destilacdo por arraste de vapor
de agua ou hidrodestilagdo. A exploragéo dos Oleos essenciais tem como vantagem
a possibilidade de aumento do valor agregado, em comparagdo com a
comercializacdo da planta fresca ou seca. A qualidade do 6leo essencial vai
depender da presenca de determinado constituinte quimico de interesse para a

industria.

A espécie Lippia alba é uma importante planta medicinal, usada
frequentemente como sedativo, digestivo, antidepressivo e por sua propriedade
analgésica (Yamamoto et al., 2008; Oliveiro-Verdel et al., 2009). O 6leo essencial de
Lippia alba tem sido agrupado em varios quimiotipos dependendo dos seus
compostos majoritarios, entre eles estdo os quimiotipos carvona, mirceno, linalol,
citral, geranial, limoneno, g-terpeneno e 1-8 cineol (Ciccio; Ocampo, 2006;
Hennebelle et al., 2006).

Um dos quimiotipos de interesse é o linalol devido a sua utilizagdo na sintese
de vitamina E, na perfumaria, cosméticos e produtos de limpeza (SIDS, 2002). A
industria estima que as exportagdes brasileiras de linalol em 2009 foram de apenas
20 kg pelo valor de US$164, em quanto as importagdes foram de 598.382 kg, no
valor de US$ 4.074.553 (ALICE WEB, 2010). Tem-se como referencia que a maior
parte do linalol produzido tem origem sintética, portanto se justificam iniciativas de
pesquisa que resultem no desenvolvimento tecnologico na produgédo natural deste

constituinte.

Este trabalho objetivou comparar o acumulo de biomassa e a produgao do 6leo
essencial das folhas de nove procedéncias de L. alba quimiotipo linalol no municipio
de Pinhais- PR, Regido Metropolitana de Curitiba.
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A dissertacdo foi estruturada em dois capitulos e uma revisao bibliografica
sobre a espécie L. alba, abordando suas caracteristicas botanicas, areas de
distribuicdo na América, o local de armazenamento do 6leo e breve historico de seu

mercado.

O capitulo | refere-se a avaliacdo do acumulo de biomassa de L. alba
quimiotipo linalol em cinco datas consecutivas, durante 150 dias, sendo determinado
o rendimento, produtividade e composi¢cao do 6leo essencial de nove procedéncias.

No capitulo |l sdo apresentados os resultados da avaliacdo da rebrota
(segunda colheita aos 150 dias), sendo avaliadas as caracteristicas de teor,
produtividade e composi¢cao do 6leo essencial.

Ao final sao apresentadas as conclusdes e consideragdes finais sobre o
trabalho apontando para os principais resultados e futuras pesquisas que poderao
ser realizadas com L. alba.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FAMILIA VERBENACEAE

A familia Verbenaceae compreende aproximadamente 75 géneros e 3000
espécies, com distribuicdo em regides tropicais e subtropicais e algumas regides de
clima temperado. As espécies apresentam habito arbustivo, trepador e herbaceo
(Celis, 2007).

O interesse econdmico desta familia deve-se aos diversos usos das espécies,
como frutiferas, ornamentais e fonte de 6leos essenciais. Os 0Oleos essenciais de
algumas espécies da familia Verbenaceae tém sido mencionados pelas
propriedades antimicrobianas contra Eschericha coli, Staphyloccocus aureus,
Bacillus subtilis e Mycobacterium smegmaus (Montiel et al., 2007).

As propriedades funcionais ocorrem devido a composicdo quimica do dleo
essencial. Os efeitos biologicos comuns da familia Verbenaceae devem-se também
a presengca de metabodlitos secundarios comuns que exibem certas atividades

inseticidas, antibactericida e antifungica (Celis, 2007).

O género Lippia esta amplamente distribuido desde regides tropicais até
subtropicais, na América do sul, América central, como também na Africa (Oliveiro-
Verdel et al., 2009).

2.2. A ESPECIE Lippia alba

Lippia alba (Mill.) N.E. Br. ex Britt. & P. Wilson € uma espécie que pertence a
familia Verbenaceae, sinbnimos Lippia geniculata H.B.K., Lantana alba Mill., Lantana
lipiodes Hook e Am, Phyla germinata H.B.K., Lippia havanensis Jurez. Denominada
comumente como erva cidreira, melissa (Brasil), pronto alivio (Coldmbia), juanilama
(Costa Rica), salvia morada (Argentina, Uruguai) Oaxaca verbana (México), bushy
lippia (USA) (UNCTAD 2005).

E uma importante planta medicinal, usada freqiientemente como sedativa,

antidepressiva e analgésica. O 6Oleo essencial de L. alba tem multiplas aplicagdes
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como anti-espasmaodico, mal-estar estomacal, antiinfeccioso e analgésico devido a
variabilidade fitoquimica (UNCTAD, 2005; Hennebelle et al., 2006).

2.2.1. Descrigao botanica

L. alba caracteriza-se como um arbusto aromatico com ramos de 1 a 2 m de
altura (UNCTAD, 2005), folhas de nervagdo conspicua, oposto-decussadas,
pecioladas, laminas ovado-oblongas de 2-7 cm de comprimento, apice agudo a
obtuso, margem serrilhada, base cuneada. Apresenta inflorescéncia axilar, capitada
e floragdo durante o ano todo (Vit et al., 2002) (Figura 1).

FIGURA 1. Lippia alba (MILL.) N.E. BR. EX BRITT. & P. WILSON. A) RAMO DA PLANTA
CULTIVADA NA ESTACAO EXPERIMENTAL DO CANGUIRI, B) INFLORESCENCIA
CAPITADA E C) DISPOSIGAO OPOSTO-DECUSSADA DAS FOLHAS.

2.2.2. Local de armazenamento do 6leo essencial na planta

O oleo essencial da espécie estda armazenado em tricomas glandulares
peltados (presentes na epiderme foliar) e nos parénquimas paligadico e lacunoso
(Barbosa et al., 2006). Segundo Combrinck et al. (2007), a maior densidade de

tricomas ocorre proximo aos vasos condutores.

L. alba apresenta trés tipos de tricomas glandulares. O primeiro tipo apresenta
uma célula basal, um pedunculo alongado e uma porg¢ao capitada bicelular (Figura
2a). O segundo é formado por uma célula basal, uma célula intermediaria e uma
porgcao capitada bicelular (Figura 2b) e o terceiro tipo é formado por uma célula basal

estreita e uma porgao capitada globosa (Figura 2c) (Santos et al., 2004).
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A distribuicdo e a estrutura dos tricomas sobre as superficies das plantas
contribuem para o controle da transpiracdo e temperatura foliar, além disso, a
densidade de tricomas e os compostos fendlicos nestas estruturas proporcionam a
protecédo dos orgaos contra os raios UV-B (Combrinck et al., 2007).

FIGURA 2. TRICOMAS GLANDULARES DE L. alba. A) TRICOMA COM PEDUNCULO ALONGADO
E PORCAO CAPITADA BICELULAR (SETA ESTREITA) E TRICOMA TECTOR (SETA
LARGA 30 uM). B) TRICOMA COM UMA CELULA BASAL, UMA CELULA
INTERMEDIARIA E PORCAO CAPITADA BICELULAR. C) TRICOMA GLANDULAR
COM GOTAS DE LIPIDIOS (SETA) (SANTOS et al., 2004).

2.2.3. Distribuicao

L. alba distribui-se desde o México até a Argentina, passando por Cuba, Brasil,
Uruguai e Paraguai, com grande plasticidade fenotipica e adaptacdo em diferentes
condicdes ambientais (Palacio-Lopéz e Rodriguez-Lopéz, 2007). Devido as
alteracdes morfologicas e fisiologicas apresenta tolerancia a seca, podendo suportar
de 4 a 6 meses sem chuva (Diaz ; Pacheco, 2000; Arambarri et al., 2006).

A espécie cresce com temperatura média de 24°C, umidade relativa de 75%,
precipitacdo média anual de 1.056 mm, em areas com duas estacbes definidas
(seca e chuvosa) (Rueda et al., 2007) e com altitudes de 0 até 1.800 m (Celis, 2007),
podendo se desenvolver em solos de pH de 4,4 a 7,9 (Santos; Inneco, 2004;
Antonilez-Delgado; Rodriguez- Lopez, 2008). Apresenta bom desenvolvimento em
solos bem e mal drenados (Vit et al., 2003).
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2.3. METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas produzem uma ampla e diversa gama de compostos organicos que
sdo conhecidos como metabdlitos secundarios. Estes vagamente tém sido definidos
como os compostos organicos que nao estdo envolvidos diretamente em processos
metabdlicos primarios tais como fotossintese, respiracado celular, divisdo celular ou

crescimento celular (Metlen et al. 2009).

Os metabdlitos secundarios possuem diversas fungdes no desenvolvimento e
na reprodugéo da espécie (Kutchan, 2001), e desempenham papéis importantes nas
respostas locais e sistémicas na defesa das plantas contra o ataque de insetos,
microorganismos patdégenos, sendo uteis no processo de polinizagdo e alelopatia
(Dudareva et al., 2004; Iijima et al., 2004).

O termo metabolito secundario & questionado pelo autor Kutchan (2001),
segundo ele pela caracteristica pejorativa que ele tem, devido o fato de ser
considerados produtos de residuo, metabolitos de sobra e excrementos. Sendo que
sdo compostos alvos envolvidos no desenvolvimento da planta e chave para

entender a interagao planta e seu entorno.

Estes compostos denominados secundarios se dividem principalmente em
terpenos e fenilpropanoides. Estes dois tipos de compostos apresentam diferentes
origens genéticas, precursores primarios e rotas biosintética (Sanwgan et al., 2001).
No 6leo essencial de L. alba predominam os terpenos.

2.3.1. Terpenos

Os terpenos representam a segunda maior classe de constituintes de plantas,
perdendo apenas para os alcaldides, e estdo subdivididos em varias subclasses
dependendo das unidades de 5 carbonos que os compdem (Larcher, 2004).

Os terpenos sao sintetizados por rotas metabdlicas distintas. A mais conhecida
€ a rota do acido mevaldnico na qual trés moléculas de acetil-CoA se unem para
formar o mevalonato que apds fosforilagdo e descarboxilagdo, resulta na formacgao
de isopentenil fosfato. Esta estrutura vai ser a base para a sintese dos terpenos. A
segunda rota metabdlica é conhecida como rota do fosfato de metil eritritrol fosfato
(MEP), a qual leva a formac&o do precursor dos terpenos (isopentenil fosfato). As
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unides sucessivas destas estruturas produzem terpenos de diferentes pesos
moleculares, monoterpenos (dois isoprenos), sesquiterpenos (trés isoprenos) e

triterpenos (seis isoprenos) (Azcon e Talon, 2000).

Segundo Duderava et al. (2004), a estrutura das rotas da biosintese destes
metabdlitos secundarios esta baseada no conhecimento dos precursores isopentenil
difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP), que condensados dao origem ao
geranil difosfato (GPP), sendo este o precursor dos monoterpenos.

2.3.2. Quimiotipos

O termo quimiotipo refere-se a classificagéo utilizada para agrupar populag¢des
de uma mesma espécie de acordo com a preservagao dos compostos majoritarios
em seu Oleo essencial. Os quimiotipos de Lippia alba sao selecionados em funcao
da constituicao quimica dos terpenos majoritarios do 6leo essencial, tais como citral,

linalol, carvona, geranial, 1-8 cineol (Pimenta et al., 2007).

Segundo Hennebelle et al. (2006), um total de sete quimiotipos foram
determinados para L. alba. O quimiotipo | onde o citral e/ou linalol estdo em altas
quantidades e sao os compostos majoritarios. Germacreno é o composto majoritario
no grupo das plantas que pertence ao quimiotipo Il. Quando o composto majoritario
€ limoneno, corresponde ao quimiotipo Ill. No quimiotipo IV, o composto principal € o
mirceno; o quimiotipo V possui g-terpeneno; o quimiotipo VI, canfora e 1,8-cineol sdo
os predominantes e finalmente no quimiotipo VII cujo principal constituinte € o

estragol.

Na Figura 3 podem ser observadas as rotas da sintese dos principais

compostos monoterpénicos dos quimiotipos de L. alba. .
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FIGURA 3. PRINCIPAIS ROTAS DA SINTESE DOS COMPOSTOS MONOTERPENICOS
MAJORITARIOS DOS QUIMIOTIPOS | ATE VI DE LIPPIA alba (HENNEBELLE et al.,

2006).

2.3.3. Fatores que afetam a biosintese de 6leos essenciais

Para a L. alba existem diversos fatores que afetam a composi¢cdo do dleo

essencial. Tém-se observado uma grande variagdo dos constituintes do dleo

essencial de L. alba dependendo do 6rgao da planta, o estado de desenvolvimento,

localizagdo geografica (Celis, 2007), caracteristicas do solo e clima (Stachenko et

al., 2004) e métodos de extragédo (Duran et al., 2007).
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Com relagdo a época de colheita de L. alba, Hernandez et al. (2004)
mencionam que plantas mais jovens apresentam maior propor¢do de folhas em
comparagao com os ramos. Por outro lado, tem-se maior produgdo de matéria seca
total apds 4 meses de estabelecido o plantio, mas a planta tende a produzir mais
ramos e diminuir seu numero de folhas. Portanto, coletar plantas mais jovens com
folnas novas € uma caracteristica desejavel que tem como objetivo principal obter
maior produtividade de 6leo essencial.

Mejia et al. (2007) avaliaram diversas frequéncias de corte (2, 3 e 4 meses) e
alturas do corte (0, 15 e 25 cm) de L. alba, obtendo maior teor quando as plantas
foram colhidas com 15 cm de altura apds 3 meses. A producao de 6leo essencial foi
de 80,2 L.ha™ por corte e 320,7 L.ha™ por ano.

2.3.4. Aplicacdo do linalol na industria

O linalol provém de diversas familias de monocotiledéneas e dicotiledéneas,
incluindo espécies como Ocimum basilicum, Lavandula spp. (Lamiaceae)
(Landmann et al., 2007); Aniba rosaeodora, Cinnamomum camphora, Laurus nobilis
(Lauraceae) (Siani et al., 2002); Citrus aurantium (Rutaceae) e Vitis viniflora
(Vitaceae) (SIDS, 2002).

O linalol € um terpeno com um grupo alcool (Figura 4) e possui varios

sindnimos como B-linalol, linalil alcool, oxido de linalol e p-linalol.

E usado na sintese de vitamina E, principal antioxidante celular, e também
usado no processamento de alimentos e bebidas, na perfumaria e na produgao de
cosméticos e produtos de limpeza no lar devido as suas propriedades aromaticas
(Raguso; Pirckersky, 1999). Ademais é utilizado no controle de pragas ectoparasitas
e na fumigacgéao de graos (SIDS, 2002).

A industria estima que a produ¢do mundial de linalol no ano de 2000 foi de
aproximadamente 12000 toneladas, sendo 6600 toneladas sintetizadas
quimicamente e 5400 toneladas provenientes de terpenos naturais. A grande maioria
do linalol extraido de fontes vegetais é utilizado na area de fragrancias (SIDS, 2002).
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FIGURA 4. DIFERENTES FORMAS ESTRUTURAIS DA MOLECULA DE LINALOL

2.3.5. Comércio mundial de 6leo essencial de Lippia alba

O dleo essencial de L. alba ainda ndo esta classificado entre os codigos
gerados por The Harmonized Commodity Description System (HS), sistema de
classificacdo de 6leos essenciais utilizado por mais de 179 paises. Portanto, ndo ha
estatisticas de importacbes e exportagdes, nem disponibilidade dos volumes
comercializados do 6leo essencial de L. alba a nivel mundial (UNCTAD, 2005).

Segundo Gutierrez et al. (2004), o prego de folhas secas de L. alba esta entre
3,00 e 3,60 dolares o kilograma na Costa Rica, que tem uma produgédo anual de 2 t
de folhas secas. Neste pais as folhas secas sdo comercializadas em saches e no
atacado. Entre as principais dificuldades na venda estdo os problemas no mercado,
falta de pesquisas farmacologicas e toxicologicas para obter um registro sanitario,
além do preco baixo e demanda local pequena. O sache de 20 g custa
aproximadamente 0,70 dolares e um frasco com 100 comprimidos custa 3,20
dolares.

No Brasil, a Empresa Herbia®, localizada em Joinville (SC), atualmente
comercializa produtos de higiene pessoal e entre os constituintes dos produtos
encontra-se o 6leo essencial da L. alba. O valor dos produtos comercializados esta o
shampu por 11,65 dolares, agua perfumada 5,82 dodlares, sabonete liquido 11,65
dolares e emulsao hidratante por 11,60 ddlares (Krause, 2010).
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3. CAPITULO | — ACUMULO DE BIOMASSA DE Lippia _alba,
QUIMIOTIPO LINALOL, E PRODUTIVIDADE DE OLEO
ESSENCIAL NO PRIMEIRO CORTE

RESUMO

A Lippia alba tem sido agrupada em quimiotipos dependendo da composigao
quimica do seu 6leo essencial. Um dos quimiotipos em destaque € o linalol usado
principalmente na sintese de vitamina E e na perfumaria. Avaliou-se a produtividade
e o acumulo de biomassa de nove procedéncias de L. alba, quimiotipo linalol, na
Estagcdo Experimental do Canguiri, Pinhais - PR. O delineamento experimental foi
em blocos ao acaso com 4 repeticdes. Cada unidade experimental foi constituida por
6 plantas. Determinou-se o numero de ramos, comprimento e numero de folhas do
ramo principal em intervalos sucessivos de 15 dias a partir de 80 dias do plantio. O
acumulo de massa seca de folhas e total, a producdo de 6leo essencial e linalol
foram avaliados apos 150 dias. Destacou-se a procedéncia “Lavras”, pela produgao
superior de folhas no ramo principal e maior massa seca em ramos e folhas. O maior
teor foi obtido com a procedéncia “Muzambinho” com 12,94 uL. g M.S.™. No entanto
a maior produtividade do 6leo essencial e linalol foram obtidas pela procedéncia de
“Lavras” com 10,17 L.ha™” e 8,30 L.ha™, respectivamente. Quanto as concentragdes
de linalol, a procedéncia “Brasilia 2” apresentou maior teor de linalol no déleo
essencial 92,10%. Além do linalol foram identificados no primeiro corte 1-8 cineol
(0,40-6,55%), trans-cariofileno (1,02-3,70%) e oxido de cariofileno (2,00-3,15%).

Palavras chaves: Erva-cidreira, procedéncia, acumulo de massa, folhas,

digestiva, linalol.
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ABSTRACT

Lippia alba is classified into different chemotypes depending on the percentage
of essential oil compounds. The linalool chemotype is used in the synthesis of
vitamin E and also in the perfume industry. The productivity and accumulated
biomass of nine treatments of the L. alba chemotype linalool were evaluated and the
field experiments were implemented at the Experimental Station of Canguiri Centre,
Pinhais, PR, Brazil. The number of leaves belonging to the principal stem, the height
of the principal stem and the number of stems on each plant were measured during
five consecutive dates over 150 days. The field was harvested after five months and
the dry leaf and stem mass was quantified, along with the extraction of the essential
oil from the leaves through hydrodistillation with a Clevenger apparatus during 2
hours. The “Lavras” material showed a higher dry leaf and stem mass, while
“Muzambinho” obtained a higher yield with 12,94 pL. g M.S.". A higher productivit1y
and linalool yield was obtained in “Lavras” with 10,17 L.ha” and 8,30 L.ha™,
respectively. A higher linalool concentration was reached by “Brasilia 2” with 92, 10%
of the essential oil. Different essential oil constituents were identified, including 1-8
cineol (0,40-6,55%), trans-cariofilene (1,02-3,70%) and cariofilene oxide (2,00-
3,15%) with concentrations above 1%.

Key Words: Bushy lippia, biomass accumulated, leaves, digestive, linalool.
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3.1. INTRODUGAO

Lippia alba €& uma importante espécie na medicina popular, usada
frequentemente como sedativa, antidepressiva, analgésica, antiespasmaodica,
digestiva e antiinflamatoria (UNCTAD, 2005; Hennebelle et al., 2006).

Esta espécie apresenta plasticidade fenotipica que permite a sua adaptacao as
variagbes ambientais dos diferentes paises da América Latina onde se desenvolve
(Palacio-Lopéz; Rodriguez-Lopéz, 2007). A espécie L. alba pode adaptar sua
morfologia e fisiologia, permitindo-lhe enfrentar ambientes heterogéneos. Entre as
adaptagdes encontra-se a capacidade de sintetizar diferentes metabdlitos
secundarios (Duran et al., 2007).

O Oleo essencial de L. alba € de interesse devido a grande variedade de
quimiotipos. Os quimiotipos de L. alba sao selecionados em fungao das diferengas
no constituinte majoritario do oleo essencial, tais como linalol, carvona, geraniol,

nerol, mirceno, limoneno, citral (Pimenta et al., 2007).

Segundo Hennebelle et al. (2006), um total de sete quimiotipos foram
determinados para o Oleo essencial de L. alba. O quimiotipo | inclui o linalol como
composto majoritario, este constituinte é usado na industria de alimentos,
cosmeticos, perfumaria e farmacologica (Klueger et al., 1996) e na sintese de
vitamina E (Raguso; Pichersky, 1999).

O presente trabalho teve como objetivo comparar o acumulo de biomassa e
produtividade do 6leo essencial em nove procedéncias de L. alba, quimiotipo linalol,
no primeiro corte, nas condi¢des de Pinhais — PR, Regi&do Metropolitana de Curitiba.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Area de estudo

O experimento foi realizado entre novembro de 2008 e maio de 2009 na
Estacdo Experimental do Canguiri (EEC), da Universidade Federal do Parana —
UFPR, na Regido Metropolitana de Curitiba, Pinhais, PR. Localiza-se a 25°23’13" Sul
e no meridiano 49°07°43" Oeste de Greenwich, a 900 m de altitude, a area esta inserida
dentro da APA do Irai.

O clima regional é classificado como Cfb, segundo a classificagdo de Kdeppen,
com temperatura média anual de 18°C, sendo que a temperatura média do més
mais quente é superior a 24°C e a do més mais frio € de 13°C, com verdes frescos,
geadas frequentes, sem estacdo seca definida e com precipitagdo média anual de
1.451 mm (Maack, 2002).

As condic¢des climaticas (temperatura, umidade relativa e precipitagdo) durante
o periodo de condugdo do experimento foram fornecidas pela estagdo meteorologica
do SIMEPAR em Pinhais (Figura 5 e Figura 6).
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FIGURA 5 PRECIPITACAO E UMIDADE RELATIVA DURANTE O EXPERIMENTO COM NOVE
PROCEDENCIAS DE L. alba, QUIMIOTIPO LINALOL, PINHAIS — PR, 2009.



33

30,0
o250, _.m-— - g -
~ ’ e S
2 200 4 L SRRREEEER S T
B 150 k- " AT e
2 10,0 IRl
o , 'Y
5
2 50

0,0 T T T T T T 1

novw-08 dez-08 jan-09 fev-09 mar-09 abr-09 mai-09

Meses

---¢-- Média — -® - — Maxima média — —a— — Minima média
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alba,QUIMIOTIPO LINALOL, PINHAIS —PR, 2009.

3.2.2. Analise do solo

A analise das caracteristicas quimicas do solo foi realizada pela metodologia
da Comissdo de Quimica e Fertilidade do Solo de RS e SC (2004). As amostras
foram coletadas na profundidade de 0-20 cm em Julho de 2008 e analisadas no
Laboratério de Fertilidade do solo do Departamento de Solos da UFPR, seguindo a
metodologia de Pavan et al. (1992), Tabela 1.

TABELA 1- RESULTADO DA ANALISE DO SOLO NA AREA EXPERIMENTAL NA ESTAGAO
EXPERIMENTAL DO CANGUIRI, PINHAIS — PR. NA PROFUNDIDADE DE 0-20 CM, 2008.

pH AI° Ca™ Mg? K* SB T P C V Areia Silte Argila
CaCl, cmol,/dm’ Mg/dm®  g/dm’ % g/Kg

6,40 0,00 12,60 280 1,32 16,72 19,42 350,00 29,9 86 1155 534,5 350,0

3.2.3. Adubacao

A correcdo da fertiidade da area foi feita com base na recomendacgédo da
comissao de quimica e fertilidade do solo (2004) para a cultura do capim-limao,
foram aplicados 136 Kg.ha™' de nitrogénio na forma de uréia, dois dias antes de

estabelecido o plantio.
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3.2.4. Material vegetal e preparo de mudas

Para o experimento foram utilizadas nove procedéncias de L. alba fornecidas
pela Universidade de Brasilia (Januzzi, 2006), que foram avaliadas previamente
guanto aos teores de linalol no 6leo essencial. Os teores de linalol variaram entre as
procedéncias de 58,84 a 82,96% (Tabela 2). O material vegetal foi selecionado
devido a ser o disponivel em casa de vegetagéo e por apresentar os maiores teores
de linalol entre outros materiais.

TABELA 2 NOVE PROCEDENCIAS UTILIZADAS NO EXPERIMENTO NA ESTACAO

EXPERIMENTAL DO CANGUIRI, PINHAIS - PR, REGIAO METROPOLITANA DE
CURITIBA, 2009.

Procedéncia

Tratamento
Cidade Estado
1 Brasilia 1 DF
2 S. Gongalo do R. Abaixo MG
3 Cruzeiro / Grande DF
4 Brasilia 2 DF
5 Lavras MG
6 Luminarias MG
7 Luziania GO
8 Muzambinho MG
9 Piracicaba SP

O material vegetal foi multiplicado por meio de estaquia, com aproximadamente
15 cm de comprimento e 0,7 cm de diametro mantendo-se duas folhas cortadas pela
metade. Durante o preparo as estacas foram mantidas em agua sendo
posteriormente transferidas para tubetes de 115 cm® contendo como substrato 50%
areia e 50% terra. As estacas permaneceram 40 dias em condicbes de casa de
vegetacdo do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo da UFPR, com
irrigagao controlada.

As mudas foram levadas a campo apos 40 dias da estaquia na Estagcao

Experimental do Canguiri, Pinhais- PR.
3.2.5. Plantio e colheita

A distribuicdo em campo das procedéncias foi com o uso da tabela de numeros
aleatorios (Amostragem Aleatdria Simples AAS). A area experimental tinha 63,75

m?, o tamanho de cada parcela era de 0,75m? foram implantadas 8 plantas por
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parcela, mas foram usadas 6 plantas uteis por parcela na avaliacido do experimento

em espagamento 1m x 1m (Figura 7).

Para a bordadura foram usadas as mesmas plantas do tratamento vizinho.
Realizaram-se duas capinas para o controle de plantas ndo desejadas. Os ramos
foram tutorados a partir dos vinte cinco dias de estabelecido o plantio. Estes foram
conduzidos usando uma estaca de 1,5 metros de altura e amarrando os ramos a

esta.

A partir de 80 dias de implantado o experimento, foram mensurados trés
variaveis em intervalos sucessivos de 15 dias: o numero de ramos, numero de folhas
do ramo principal e comprimento do ramo principal. Na primeira avaliagao, foi
marcado o ramo principal, para que nas avaliagdes seguintes fosse utilizado o
mesmo ramo. Para o numero de folhas foram contadas aquelas que apresentaram
mais de 7 cm de comprimento laminar por serem consideradas folhas adultas (Vit et
al., 2002). O numero de ramos foi determinado contando aqueles com mais de 20
cm de comprimento. O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso,
em parcelas subdivididas no tempo, sendo avaliadas 9 procedéncias em 5 periodos,
com 4 repeti¢cdes e 6 plantas por parcela espacamento 1m x 1m.

Aos 150 dias apos o plantio, as plantas foram cortadas a 15 cm de altura,
segundo a recomendagao de Mejia et al. (2007). O acumulo de massa seca de
folhas e ramos, teor e produtividade de 6leo essencial e linalol das procedéncias foi
analisado. em um delineamento experimental em blocos ao acaso com 9

tratamentos, 4 repeti¢des, e 6 plantas por parcela.

A extracdo de 6leo essencial foi realizada com 100 gramas de folhas frescas
coletadas aleatoriamente das 6 plantas de cada parcela, as quais foram submetidas
a hidrodestilagdo em aparelho graduado tipo Clevenger durante duas horas. A
quantificacdo do 6leo essencial foi realizada utilizando-se micropipetas de precisao
(100- 1000 pL). O o6leo essencial foi armazenado em tubo eppendorf a -20 °C, onde

permaneceu até o momento da analise cromatografica.
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FIGURA 7 CROQUI DO CULTIVO DAS NOVE PROCEDENCIAS DE L. alba TRANSPLANTADAS
NO DIA 10/DEZ/2008 NA ESTAGAO EXPERIMENTAL DO CANGUIRI, PINHAIS-PR.

Para a determinacédo dos teores de 6leo essencial, massa seca de ramos e
folhas em base seca, as amostras foram mantidas em estufa (marca Nova Etica

Serie 400ND) a 45°C com ventilagédo forgada até atingir massa seca constante.
3.2.6. Analise quimica do Oleo essencial

A caracterizagdo quimica do 6leo essencial das folhas de L. alba foi realizada
pela EMBRAPA, Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro. A quantificagdo dos
constituintes foi feita por meio de cromatografia em fase gasosa, utilizando-se
equipamento Agilent 6890N, com detector de ionizagdo por chama (FID), operando a
250°C e uma coluna HP5 (30 m de comprimento, 0,32 mm de diametro interno e
0,25 pm de filme liquido), com hidrogénio como gas de arraste (1,0 mL min. ™"). Foi
injetado 1,0 yL de amostra em injetor aquecido a 250°C operando no modo com
divisdo de fluxo (1:20). A programacao de temperatura do forno foi de 60°C a 240°C,
a uma taxa de aquecimento de 3°C min.”" por 50 min de tempo total da corrida. Para
a quantificacdo foram utilizados os valores de area normalizada, expressos em

porcentagens.

Os espectros de massas foram obtidos em cromatografo Agilent 6890N
acoplado ao detector seletivo de massas Agilent 5973N, equipado com uma coluna
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capilar HP5MS (30 m de comprimento, 0,25mm de didmetro interno e 0,25 ym de
filme liquido) utilizando hélio como gas carregador (1,0 ml.min™"), nas mesmas
condicdes utilizadas acima. O detector foi operado no modo impacto de elétrons,
com energia de ionizagdo de 70eV. Os indices de retengdo para o 6leo essencial
das folhas foram calculados apds a injegdo de uma série homologa de n-alcanos,
nas mesmas condi¢des utilizadas para as amostras. A identificagdo dos constituintes
do dleo foi realizada por comparacdo dos indices de retengao calculados com os
valores da literatura (Adams, 2001) e pela comparagdo dos espectros de massas
obtidos com o uso da biblioteca Wiley 6™ edition.

3.2.7. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas pela analise de variancia (ANOVA),
utilizando-se o programa ASSISTAT versao 7.5 beta (Silva; Azevedo, 2006). As
variancias foram testadas quanto a homogeneidade pelo teste de Bartlett e as
meédias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Realizou-se também uma analise de correlagdo linear simples entre os
parametros analisados. Os critérios estabelecidos por Shimakura e Ribeiro Junior
(2010), foram os usados para a interpretagédo dos resultados obtidos.

TABELA 3. INDICE DE CORRELAGAO UTILIZADO NO EXPERIMENTO DE ACORDO COM
INTERPRETACAO DE SHIMAKURA E RIBEIRO JUNIOR (2006).

Valor de correlagao Interpretacao de
(+ou-) correlagao
0,00 a 0,19 Bem Fraca
0,20 a 0,39 Fraca
0,40 a 0,69 Moderada
0,70a 0,89 Forte

0,90 a 1,00 Muito Forte
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Acumulo de biomassa

Nao houve interagdo entre as nove procedéncias e os periodos de avaliagao
(Anexo 1, 2 e 3). As médias e o desvio padrdo do comprimento do ramo principal,
numero de ramos e numero de folhas do ramo principal das procedéncias de L. alba,

quimiotipo linalol sdo apresentados nas Figura 8, Figura 9 e Figura 10,

respectivamente.
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FIGURA 8. COMPRIMENTO DO RAMO PRINCIPAL DAS PROCEDENCIAS DE L. alba,
QUIMIOTIPO LINALOL, AVALIADAS DURANTE CINCO PERIODOS CONSECUTIVOS,
NA ESTAGAO EXPERIMENTAL DO CANGUIRI, PINHAIS —PR, 2009.

Nos periodos de avaliagdo, o comprimento do ramo principal variou de 89.25
na primeira avaliagado a 283,50 cm na ultima avaliagdo; com tendéncia de aumentar
em cada data de avaliagdo. O numero de ramos variou de 2,33 a 11,75
apresentando uma tendéncia a estabilizar-se nas duas ultimas avaliagbes. E o
numero de folhas no ramo principal variou de 18,25 a 49,50; com tendéncia a

aumentar em cada uma das avaliagoes.
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IMPLANTADAS NA ESTACAO EXPERIMENTAL DO CANGUIRI, PINHAIS — PR, 2009.

Houve a tendéncia ao aumento com relagédo aos trés parametros analisados.

Os trés parametros se ajustaram bem a uma regressdo polinomial de segunda

ordem com um R? de 0,99. Descrevendo assim que, nas trés varidveis e suas

equacgdes de regressdo ajustadas ao conjunto de dados colhidos demonstraram um

aumento com o passar do tempo.

Os desvios padrbées variaram 11,81 a 25,32 para o comprimento do ramo

principal, 0,58 a 1,37 no numero de ramos por planta e 2,57 a 2,98 no numero de

folhas do

ramo principal. Apresentando os maiores desvios padrédo no parametro

numero de ramos, o qual indica a maior divergéncia na quantidade de ramos entre

as nove procedéncias durante as cinco épocas avaliadas.
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Por outra parte na analise na ultima avaliacdo aos 150 dias houve pouca
diferencga estatistica no comprimento do ramo principal entre as procedéncias de L.
alba (Tabela 4). A procedéncia “Lavras” apresentou maior comprimento no ramo
principal (283,50 cm) em relagdo as procedéncias, com exceg¢ao as procedéncias

“Brasilia 1” e “Cruzeiro/Grande” cujas médias nao diferiam estatisticamente.

Com relagédo ao numero de ramos por planta, a procedéncia “Brasilia 2” obteve
meédia superior (11,75) as procedéncias, exceto para as procedéncias “Brasilia 1” e
‘Lavras”. (Tabela 4), porem sem diferengas estatisticas amplas entre procedéncias.

O numero de folhas do ramo principal na ultima avaliacdo nao diferiu entre
procedéncias (Tabela 4). A procedéncia “Lavras” embora com maior numero de
folhas em relacdo a maioria das procedéncias, ndo apresentou diferencas

significativas com as procedéncias “Cruzeiro/Grande”, “Piracicaba”, “Brasilia 17 e

“Brasilia 2”.

TABELA 4 MEDIA DO COMPRIMENTO DO RAMO PRINCIPAL, NUMERO DE RAMOS E NUMERO
DE FOLHAS DO RAMO PRINCIPAL AOS 150 DIAS APOS O PLANTIO DE NOVE
PROCEDENCIAS DE L. alba QUIMIOTIPO LINALOL, NA ESTACAO EXPERIMENTAL DO
CANGUIRI, PINHAIS- PR. (MARCO-ABRIL/09).

Procedéncia o N° folhas no
Comp.ramo N°ramos por ramo
Cidade Estado principal (cm) planta principal
Brasilia 1 DF 256,83 ab 8,55 ab 43,92 abc
S. Gongalo do R. Abaixo MG 236,75 b 8,49 b 41,42 bc
Cruzeiro / Grande DF 245,67 ab 8,46 b 47,00 ab
Brasilia 2 DF 238,75 b 11,75 a 43,00 abc
Lavras MG 283,50 a 9,75 ab 49,50 a
Luminarias MG 252,50 b 764 Db 42,08 bc
Luziania GO 236,42 b 8,67 b 42,63 bc
Muzambinho MG 237,08 b 6,98 b 39,92 ¢
Piracicaba SP 230,83 b 8,71 b 45,42 abc
CV % 14,69 33,87 15,95

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo Teste
de Tukey (P<0,05%).

A procedéncia “Lavras” apresentou caracteristicas destacaveis nos ftrés
parametros avaliados (comprimento do maior ramo, numero de ramos e numero de
folhas do ramo principal), porém sem diferenga estatistica nas parcelas subdivididas

no tempo.
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Todas as procedéncias selecionadas apresentaram um crescimento prostrado
o qual dificultou a capina manual. Esta caracteristica no crescimento concorda com
Januzzi (2006), que observou que as procedéncias do quimiotipo linalol

apresentaram caracteristicas similares nos seus ramos.

O habito de crescimento da L. alba é prostrado o qual faz parte da genética da
planta, portanto, € um fato inexoravel e deve ser considerado no momento de

trabalhar com esta espécie, especificamente com este quimiotipo.

Nas condi¢des de Pinhais —PR foram obtidos valores entre 230,83 a 283,50 cm
no comprimento do ramo principal. Estudos realizados por Januzzi (2006),
conduzido em Brasilia- DF, nos meses de janeiro a margo de 2006, o comprimento
dos ramos apds 155 dias de crescimento das plantas foi de 275 cm na procedéncia
“‘Brasilia 1" e de 176 cm na procedéncia “Lavras”, sendo que 0s maiores
comprimentos foram observados nas procedéncias com altos teores de linalol.
Assim como observado nas condi¢des de Brasilia, as procedéncias “Lavras” e
“Brasilia 1” também apresentaram destaque em relacéo a esta caracteristica.

3.3.2. Massa seca de folhas e ramos

Houve diferengas significativas na massa seca de folhas e ramos entre as
procedéncias. A massa seca de folhas variou de 52,18 a 94,55 g. planta” e em
ramos a massa seca variou de 134,26 a 271,95 g. planta™'(Tabela 5).

TABELA 5 MEDIAS DA MASSA SECA (MS) DE FOLHAS E RAMOS DE NOVE PROCEDENCIAS DE

L. alba QUIMIOTIPO LINALOL, CULTIVADAS NA ESTAGAO EXPERIMENTAL DO
CANGUIRI, PINHAIS - PR, COLHIDAS APOS 150 DIAS, (MAK9).

Procedéncia MS Folhas MS Ramos MS folhas Relacao
1 1 1 MS Folhas /
(g.planta ') (g.planta ') (Kg.ha ') MS Total
Cidade Estado
Brasilia 1 DF 88,59 ab 24343 ab 885,93 ab 0,27 ab
S. Gongalo do R. Abaixo MG 78,37 bc 200,30 cd 783,72 bc 0,28 a
Cruzeiro / Grande DF 79,14 bc 215,23 bc 791,43 bc 0,27 ab
Brasilia 2 DF 68,39 cd 167,26 e 683,95 cd 0,29 a
Lavras MG 94,55 a 271,95 a 94554 a 0,26 ab
Luminarias MG 76,15 ¢ 219,91 bc 761,55 ¢ 0,26 ab
Luziania GO 57,48 de 174,75 de 574,85 de 0,25 b
Muzambinho MG 52,18 e 134,26 f 521,80 e 0,28 ab
Piracicaba SP 68,28 cd 166,83 e 682,80 cd 0,29 a

CV % 6,70 6,05 6,70 5,22
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Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Tukey (P<0,05%).

A procedéncia “Lavras” apresentou maior acimulo de massa seca de folhas e
ramos sem diferenca estatistica apenas da procedéncia “Brasilia 1”. Porém “Brasilia
1” ndo se diferenciou de “Sdo Gongalo do R. Abaixo” e “Cruzeiro/Grande” para a
massa seca de folhas (Tabela 5). A procedéncia “Muzambinho” apresentou massa
seca de ramos inferior a todas as procedéncias e também a menor massa seca de

folhas, nao diferindo da “Luziania”.

Houve pouca variagdo entre as procedéncias para a relagdo massa seca
folnas/massa seca total, mas as procedéncias “Sdo Gongalo do Rio Abaixo”,
“Brasilia 2” e “Piracicaba” foram superiores a “Luziania” (Tabela 5).

As médias de massa seca de folhas por planta observadas neste trabalho sao
inferiores as obtidas por Januzzi (2006), cuja média foi de 112,49 g-planta”. Com
relagdo ao maior valor de massa seca de folhas Kg. hectare™”, em Pinhais foi de
945,54 Kg.ha' e Januzzi (2006), obteve 562,45 Kg. ha™'. Essa diferenca ocorreu
pelos diferentes espacamentos utilizados, 1,00 m? em Pinhais e de 4,00 m? em

Brasilia com Januzzi (2006).

Segundo Swetman (2008), a colheita em época inadequada pode interferir no
teor ou na qualidade do 6leo essencial. No experimento, a relacdo entre massa seca
de folhas versus massa seca total esteve entre a faixa de 0,25 a 0,29, que
representa uma baixa relacdo de massa seca de folhas em relagdo a massa seca
total da planta, portanto existe uma alta producdo de ramos em comparacgao a baixa
quantidade de folhas presentes na planta. Para Ocimum basilicum se tem registro
gque uma boa relagcdo entre massa seca de folhas/massa seca total esta em 0,5
(Ereno, 2006)

O comportamento apresentado pelas procedéncias € produto da interacdo das
caracteristicas climaticas influenciando no teor e produtividade do 6leo essencial
(Stefanini et al., 1998).

Os fatores ambientais como a temperatura atua diretamente em processos
primarios, como a fotossintese e a respiragdo e podem influenciar indiretamente a
producdo de metabdlitos secundarios, cuja sintese depende de produtos do
metabolismo primario (Sangwan et al., 2001). Além disso, a intensidade luminosa
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pode influenciar a producado de dOleos essenciais através da ativagcdo de enzimas
fotossensiveis envolvidas na rota do acido mevaldnico (Taiz e Zeger 1991). Em
folhas de Salvia officinalis o teor e a composicdo do Oleo essencial mudaram
mensalmente, com o maximo atingido em julho e a maior porcentagem de tujone foi

observado no més de outubro (Sangwan et al., 2001).

Stefanini et al. (1998), em Botucatu- SP, avaliando a influencia de reguladores
de crescimento na produgdo de biomassa e teores de Oleo essencial em L. alba em
diferentes épocas do ano, obtiveram maior acimulo de biomassa em folhas ao longo
do periodo do verdao com o uso do GAs (50 ppm), em comparagdo com as outras

estagoes.
3.3.3. Teor, produtividade de dleo essencial e porcentagem de linalol

Foram observadas diferencas estatisticas entre as nove procedéncias com
relacao ao teor e produtividade de 6leo essencial. O teor do 6leo essencial variou de
5,35 a 12,94 uL.g MS™” e a produtividade do 6leo essencial de 4,74 a 10,17 L.ha
(Tabela 6).

TABELA 6 MEDIAS DO TEOR E PRODUTIVIDADE DO OLEO ESSENCIAL (OE) E

PORCENTAGENS DE LINALOL DE NOVE PROCEDENCIAS DE L. alba, AVALIADOS NA
ESTAGAO EXPERIMENTAL DO CANGUIRI, PINHAIS - PR, REGIAO METROPOLITANA DE

CURITIBA.
Procedéncia Teor do OE Produtividade Teor de linalol Produ't ividade
do OE de linalol
Cidade Estado pLgM.S.” L.ha” % L.ha”
Brasilia 1 DF 535 ¢c 474 c 7216 b 345 d
S. Gongalo do R. Abaixo MG 917 b 7,19 bc 83,70 ab 6,01 abc
Cruzeiro / Grande DF 10,81 ab 8,55 ab 75,77 b 6,46 ab
Brasilia 2 DF 7,98 bc 545 ¢ 92,10 a 5,04 bcd
Lavras MG 10,74 ab 10,17 a 81,60 ab 8,30 a
Luminarias MG 10,68 ab 8,12 ab 77,70 ab 6,33 ab
Luziania GO 8,78 b 502 c 7483 b 3,75 cd
Muzambinho MG 12,94 a 6,81 bc 76,29 b 5,22 bcd
Piracicaba SP 9,75 b 6,65 bc 78,12 ab 5,18 bcd
CV % 12,86 15,52 7,60 18,08

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey
(P<0,05%).

O maior teor de oOleo essencial de folhas foi observado nas procedéncias
“Muzambinho” (12,94 uL.g M.S.™), sem diferenga estatistica com as procedéncias

“Cruzeiro/Grande”, “Lavras” e “Luminarias”. Os menores teores por sua vez foram



44

obtidos nas procedéncias “Brasilia 1” (5,35 pL.g M.S.™") e “Brasilia 2" (7,98 pL.g
M.S.™), ndo diferindo estatisticamente entre si (Tabela 6).

A maior produtividade do 6leo essencial foi observada na procedéncia “Lavras”
(10,17 L.ha™) nao diferindo das procedéncias “Cruzeiro/Grande” e “Luminarias”. A
procedéncia “Lavras” apresentou resultado superior devido ao maior acumulo de
massa seca de folhas e teor de d6leo essencial. A menor produtividade foi obtida na
procedéncia “Brasilia 17 (4,74 L.ha™), nao diferindo das procedéncias “Sdo Goncalo

do R. Abaixo”, “Brasilia 27, “Luziania”, “Muzambinho” e “Piracicaba” (Tabela 6).

Nestas condigdes os valores de produtividade estiveram entre 4,74 a 10,17
L.ha™ (Tabela 6), comparando com Januzzi (2006) as procedéncias do quimiotipo
linalol obtiveram produtividades de 1,36 a 1,88 Kg.ha™, apontando assim, uma
tendéncia maior na produtividade nas condicbes de Pinhais pelas diferencas
edafoclimaticas e pelo espagamento menor de 1m?2.

Relacionando a massa seca de folhas com o teor pode-se observar que a
procedéncia de “Muzambinho” obteve um alto valor no teor do 6leo essencial, mas
obteve baixa producdo de massa seca de folhas. Januzzi (2006) observou nas
procedéncias uma correlagdo negativa entre a massa seca foliar e teor de dleo

essencial.

A produtividade de 6leo essencial obtida com as procedéncias de L. alba é
considerada baixa quando comparado com outras espécies aromaticas. Um fator
importante que pode ter contribuido € o periodo entre o plantio e a colheita (150
dias), onde a idade avangada das folhas levou a diminuicdo da produg¢ao do dleo
essencial. Somado a isto, Castro et al. (2002) registram diferencas nas
porcentagens do composto majoritario do 6leo essencial das folhas conforme a
localizagao das folhas nos ramos (apical, mediana e basal).

Outro fato que pode ter influenciado na produtividade do éleo obtido foi o
horario da colheita. No experimento, a colheita foi realizada no periodo da manha
(entre 9 as 11 horas). Para Santos et al. (2004), nas condi¢cdes climaticas de
Pentecoste — CE, entre os meses de maio e novembro de 2002, maiores
produtividades de oleo essencial de L. alba foram obtidas em colheitas realizadas as
15 horas.
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Houve diferenga significativa quanto a porcentagem de linalol no 6leo essencial
das procedéncias de L. alba, variando de 72,16% a 92,10%. A procedéncia “Brasilia
2” apresentou maior porcentagem, porém sem diferengas significativas entre as
procedéncias “Lavras”, “S. Gongalo do R. Abaixo”, “Luminarias” e “Piracicaba”
(Tabela 6). Elevados teores de linalol (89 = 9 % de linalol) também foram apontados

por Siani et al. (2002), em L. alba procedente de Brasilia.

Os teores de linalol no dleo essencial de L. alba avaliado por Januzzi (2006),
encontraram-se entre 69,3 a 89,4%. Estes s&o diferentes aos teores do linalol
quantificados na Estagdo Experimental do Canguiri, que estiveram entre 72,16 a
92,10% (Tabela 6).

Todas as procedéncias do quimiotipo linalol apresentaram uma porcentagem
deste constituinte acima dos 70% na primeira colheita (Tabela 6). Segundo
Hennebelle et al. (2006) e Tavares et al. (2005), as caracteristicas do solo ou do
ambiente ndo modificam o composto majoritario que constitui o dleo essencial, mas
para Castro et al. (2002), as caracteristicas do solo interfere na porcentagem de éleo

essencial.

Portanto, estabelece-se que a presenca dos diferentes teores do composto
majoritario no 6leo essencial da L. alba s&o o resultado das variagbes genéticas
intra-especificas nas populagbes da espécie (Tavares et al., 2005). Siani et al.
(2002), atribuem as diferencas nos conteudos dos constituintes majoritarios aos
fatores abidticos como luz, temperatura, agua, solo e altitude que afetam o acumulo
de biomassa e a biosintese de certos constituintes vegetais, especialmente os
terpenos.

A produtividade de linalol L.ha™ (Tabela 6), foi estatisticamente diferente entre
as procedéncias. A procedéncia “Lavras” apresentou maior média (8,30 L.ha'1), nao
diferindo estatisticamente de “S. Gongalo do R. abaixo”; “Cruzeiro-Grande” e
“Luminarias”. A menor média foi obtida na procedéncia “Brasilia 1” (3,45 L.ha™") ndo

diferindo das procedéncias “Brasilia 2”, “Luziania”, “Muzambinho” e “Piracicaba”.

O estado fenoldgico da planta, ainda que nédo foi analisado neste experimento,
pode ser um fato que interferiu nas diferentes concentra¢gdes de linalol obtidas. Para
Verdian-Rizi et al. (2008), avaliaram os diferentes estados fenoldgicos de Laurus

nobilis e concluiram que houve influencia na porcentagem dos compostos
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majoritarios presentes no 6leo essencial proveniente das folhas, e recomendam que
a melhor época de coleta do material seja na floragdo onde as porcentagens sao
maiores. Assim mesmo, Mishra et al. (2010) indica que existe diferencas nas
concentragdes de linalol no dleo essencial entre as inflorescéncias e as folhas da L.
alba, variando entre 79,3% a 67,7% , respectivamente.

Santos e Inneco (2004), no experimento nas condigbes de Pentecoste - CE,
observou que a maior produtividade do dleo essencial de L. alba foi 11,79 L.ha™' com
uma porcentagem de carvona de 5,01 L.ha™. Comparando estes valores com os
resultados encontrados neste trabalho, o maior valor de produtividade de o6leo
essencial foi 10,17 L.ha™ e o maior teor de linalol foi de 92% (Tabela 6). Estas
diferengas de produtividade pode ser resultado de tratar-se de diferentes quimiotipos
de L. alba.

3.3.4. Correlagbes entre massa seca de folhas, teores, produtividades de

6leo essencial e linalol

Para quatro das variaveis analisadas realizou-se o coeficiente de correlagao
linear, houve trés associagdes lineares positivas acima de 0,65 (Tabela 7).
TABELA 7 MATRIZ DOS COEFICIENTES DE CORRELACAO SIMPLES ENTRE QUATRO

PARAMETROS ANALISADOS DAS NOVE PROCEDENCIAS DE L. alba QUIMIOTIPO
LINALOL, CULTIVADAS NA ESTAGAO EXPERIMENTAL DO CANGUIRI, PINHAIS-PR

(MAIO-09).
MS folhas Teor de O Produtividade Prodytividade
A 4 de OE Linalol
(Kg.ha) (ul.gM.S.”) (L.ha™") (L.ha™!)
MS folhas
(Kg.ha™) !
Teor de O:E 0,29 1
(nl.g M.S.™)
Produtividade
de OE 0,46 0,70 1
(L.ha™)
Produtividade
Linalol 0,46 0,63 0,96 1
(L.ha™)

Observa-se que a massa seca de folhas em Kg.ha' nao apresentou

correlagao forte com nenhuma das outras trés variaveis.
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Ja o teor correlacionou-se positivamente com a produtividade de O6leo
essencial (0,7 —Forte), e linalol (0,63- Moderada). A produtividade se correlacionou
positivamente com os litros de linalol por hectare (0,96- Muito forte). A produtividade
do 6leo essencial por hectare apresentou uma correlagao positiva moderada com a

massa seca de folhas (0,46).

Entre os parametros menos correlacionados estiveram a massa seca de
folhas em Kg.ha” que se correlacionou negativamente com o teor (-0,29- Fraca),
indicando que as procedéncias com maior massa seca foliar ndo corresponderam

aquelas com altos teores de 6leo essencial.
3.3.5. Composicao do 6leo essencial das folhas de L. alba
Além do linalol, foram identificados os constituintes 1-8 cineol, trans-cariofileno,

oxido de cariofileno com porcentagens acima de 1% (Tabela 8).

TABELA 8 CONSTITUINTES DETERMINADOS DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS FRESCAS
DE NOVE PROCEDENCIAS DE L. alba IMPLANTADAS NA ESTAGAO EXPERIMENTAL DO
CANGUIRI, PINHAIS — PR (MAIO-09).

Procedéncia

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Constituiente %
Linalol 72,16 b 83,70 ab 75,77 b 92,10 a 81,60 ab 77,70 ab 74,83 b 76,29 b 78,12 ab
1-8 Cineol 6,08 a 537 a 6,55 a 0,40 b 6,22 a 6,08 a 6,39 a 594 a 6,32 a
Trans-cariofileno 3,70 a 1,58 bc 2,24 abc 1,02 ¢ 1,96 abc 2,16 abc 1,82 abc 3,25 ab 2,30 abc

Oxido de cariofileno 3,06 a 3,15 a 2,34 a 2,12 a 2,80 a 2,83 a 2,96 a 2,00 a 2,54 a

Identificados 84,99 93,80 86,90 95,64 92,58 88,77 86,00 87,48 89,28
Nao identificados 1,28 1,26 2,43 0,76 0,72 1,68 0,44 1,45 1,64
Outros abaixo do 1% 9,04 3,07 5,78 1,73 5,13 7,03 11,90 5,68 5,60
% Total 95,32 98,13 95,11 98,13 98,42 97,49 98,34 94,61 96,52

As procedéncias correspondem respectivamente a: 1. Brasilia 1, 2. S. Gongalo do R. Abaixo, 3.
Cruzeiro/Grande, 4. Brasilia 2, 5. Lavras, 6. Luminarias, 7. Luziania, 8. Muzambinho, 9. Piracicaba.
Médias seguidas pela mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de
Tukey (P<0,05%).

Observa-se que aquelas procedéncias com altos conteudos de linalol,
obtiveram uma menor porcentagem dos outros constituintes. Um claro exemplo € a
procedéncia “Brasilia 2" que obtendo 92% de linalol, obteve 0,40 de 1-8 cineol. E

pelo contrario a procedéncia “Brasilia 1" que obteve o menor conteudo de linalol
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72.16%, atingiu um dos maiores valores no 1-8 cineol (6,08%), trans-cariofileno
(3,70%) e oxido de cariofileno (3,06%).

Esta caracteristica de apresentar altos conteudos num constituinte e menor
porcentagem do outro, deve-se a forte ligagdo que existe na biosintese dos
constituintes (Figura 3). Observa-se que o precursor do linalol € o linalil pirofosfato, o
qual também serve para biosintetizar 1-8 cineol (Hennebelle et al. 2006).

O segundo constituinte predominante no 6leo essencial foi o 1-8 cineol. O fato
de predominar o 1-8 cineol, além do linalol, ja havia sido observado por Atti-Serafini
et al. (2002), em experimento conduzido em Caixas do Sul — RS com L. alba.

No experimento realizado por Yamamoto et al. (2008), em trés regides do
Estado de Sdo Paulo (Campinas, Monte Alegre do Sul e Pindorama) com L. alba, os
teores de linalol e 1-8 cineol foram os mais afetados pela irrigacéo e fertilizacdo do

solo em comparagao com os constituintes mirceno, limoneno e citral.

O constituinte trans-cariofileno observado no oleo essencial das nove
procedéncias, apresentou maior porcentagem na procedéncia “Brasilia 17 (3,7%),
diferindo estatisticamente unicamente de “Sao Gongalo do R. Abaixo” e “Brasilia 2.
Estudos comprovam a atividade antimicrobiana, principalmente em fungos
patogénicos e bactérias gram (+/-)desse sesquiterpeno (Almeida et al. 2005). Outro
constituinte presente no oleo essencial foi o 6xido de cariofileno (2 a 3,15%), sem
diferencas estatisticas entre as procedéncias (Tabela 8).

Segundo Hennebelle et al. (2006), os quimiotipos citral, geraniol e linalol de L.
alba sao classificados como quimiotipo |, devido a existéncia de uma estreita relacéo
com a biosintese destes compostos. Com relagcdo a analise do 6leo essencial, se
observou que o geraniol também apareceu nas analises cromatograficas, mas n&o

atingiu valores acima de 1% nas procedéncias.

3.3.6. Correlacdo simples entre constituintes no primeiro corte de L. alba

Foram analisadas as porcentagens dos constituintes determinados na analise
quimica do 6leo essencial das nove procedéncias através de correlagbes simples
(Tabela 9)
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TABELA 9. MATRIZ DOS COEFICIENTES DE CORRELACAO SIMPLES ENTRE OS QUATRO
CONSTITUINTES DETERMINADOS NA ANALISE CROMATOGRAFICA DO OLEO
ESSENCIAL DE L. alba QUIMIOTIPO LINALOL, CULTIVADAS NA ESTAGAO
EXPERIMENTAL DO CANGUIRI, PINHAIS-PR (MAIO-09).

Linalol 1-8 Cineol Transcariofileno
1-8 Cineol -0,37
Transcariofileno -0,68 0,12
Oxido de cariofileno -0,39 -0,10 0,31

Para a correlacdo simples entre os constituintes observa-se que ndo houve
uma relacado forte ou muito forte, porém a relacdo do linalol com os outros trés
constituintes foi negativa. O fato que tenha sido negativa evidencia que quando
aumentava o linalol, estes outros trés diminuiam, atuando de forma antagbnica. A
relacdo negativa moderada foi estabelecida entre o transcariofileno e o linalol (-
0,68). Ja as outras relagdes estiveram entre fraca e bem fraca (Tabela 9).

E importante enfatizar que a sintese de linalol e dos demais constituintes
volateis obtidos no 6leo essencial é regulada geneticamente. Conforme Dudareva et
al. (2004), as mudangas temporais nas atividades das enzimas responsaveis pela
formacado de compostos volateis, € regulada no nivel de expressdo genética, com
alteracdes sequenciais do nivel de RNA mensageiro e atividades enzimaticas. E
assim como, a L. alba quimiotipo linalol escolhe a via de sintese do linalol como
produto final, diminui a inversdo de carbono em outros constituintes tais como 1-8

cineol e transcariofileno.
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3.4. CONCLUSOES

As nove procedéncias selecionadas apresentam o mesmo crescimento nas

condigdes de Pinhas, Regido Metropolitana de Curitiba.

As nove procedéncias avaliadas em Pinhais apresentam diferencas
significativas quando ao acumulo na massa seca de folhas e ramos, teor,
produtividade e teores de linalol. A procedéncia que se destaca nestas condi¢des foi
“Lavras” e “Brasilia 1” por apresentar os maiores acumulo de massa seca em folhas

€ ramos.

O teor e a produtividade de 6leo essencial ndo apresentam correlagdo com a
massa seca de folhas nas procedéncias, e sim a produtividade de linalol com a
produtividade de d6leo essencial. Portanto, ndo se pode estabelecer que a maior
producao de massa seca se produz maior quantidade de 6leo essencial.

Altos teores de linalol sédo identificados na procedéncia “Brasilia 2" com 92,1%.
Entre maiores porcentagens de linalol no dleo essencial de L. alba, diminui a

porcentagem dos outros constituintes que compdéem o 6leo essencial e vice-versa.

L. alba deve ser cultiva em adensamentos cada vez menores para evitar a
producao excessiva de ramos e impedir a perda das folhas pela caida dos ramos no
solo.
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4. CAPITULO II - ACUMULO DE BIOMASSA DE Lippia _alba,
QUIMIOTIPO LINALOL, E PRODUTIVIDADE DE OLEO
ESSENCIAL DA REBROTA

RESUMO

A Lippia alba pertencente a familia Verbenaceae, € uma espécie usada
comumente na medicina popular. Este trabalho teve como principal objetivo
comparar a rebrota de nove procedéncias de L. alba quimiotipo linalol, em relagao a
massa seca de folhas e ramos, teor, produtividade de 6leo essencial e linalol. O
experimento foi conduzido na Estagcdo Experimental do Canguiri, Pinhais - PR
(Brasil). As plantas foram coletadas 150 dias apos a primeira colheita. A extragcdo do
O0leo essencial das folhas foi realizada por hidrodestilacdo com aparelho tipo
Clevenger durante duas horas. A procedéncia “Luziénia” apresentou a maior massa
seca (MS) de folhas (41,81 g.planta™). “Piracicaba” apresentou a maior relagdo MS
de folhas:MS Total™ (0,50). O maior teor e a maior produtividade foi obtida pela
“Brasilia 2” 8,85 uL.g.MS™" e 3,24 L.ha”, respectivamente. As correlacdes entre
massa seca, teor e produtividade foram de forte a bem fracas. O maior teor de linalol
foi obtido pela procedéncia “Brasilia 2", 76,56%. A procedéncia “Piracicaba” teve a
menor massa seca de folhas e o maior valor na relagdo de MS de folhas sobre a MS
total. Se identificou 1-8 cineol (9,98-0,07%), alfa-terpineol (0,92-1,49%), neral (0,39-
5,12%), geranial (0,61-7,08%), acetato de geranila (0,15-1,45%), beta-cariofileno
(0,91-1,33%), oxido de cariofileno (2,14-3,04%). A medida que aumentou o linalol, os
outros constituintes diminuiram suas porcentagens entre as procedéncias.

Palavras chaves: planta medicinal, aroma, substancia volatil, terpeno,

biomassa, rebrota.
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ABSTRACT

Lippia alba is a species used in folk medicine, belonging to the Verbenaceae
family. The essential oils in L. alba have been proven to be influenced by different
harvest times. This experiment has the principal aim of comparing the regrowth of
nine materials of L. alba chemotype linalool, evaluating the dry leaf and stem matter,
yield, productivity and linalol contents. An experiment was conducted at the
Experimental Station of Canguiri Centre, Pinhais — PR, Brazil in which plants were
collected 150 days after the first harvest date; the essential oil extraction was
obtained from the leaves through hydrodistillation in a Clevenger apparatus during
two hours. The results concluded that Luziania® had the highest dry leaf mass (DM)
(41,81 g.plant ™"). “Piracicaba” had the highest ratio of DM leaf/ DM Total (0.50). The
highest yield and the highest productivity were obtained by “Brasilia 2" 8.85 yL.g MS’
"and 3.24 L.ha™. The highest content of linalool was obtained by “Brasilia 2” 76.56%
and it maintained the trend of having the highest content of linalool at two different
harvest times. “Piracicaba” maintained the same provision to provide the lowest leaf
dry mass and the highest value in leaf DM over the total DM. Among the other
essential oil constituents were identified 1-8 cineol (9,98-0,07%), alfa-terpineol (0,92-
1,49%), neral (0,39-5,12%), geranial (0,61-7,08%), geranila acetate (0,15-1,45%),
beta-cariofilene (0,91-1,33%), cariofileno oxide (2,14-3,04%). While linalool contents
increased, others percentage compounds decreased between the materials.

Key words: Medicinal plant, aroma, volatile substance, terpene, biomass,
regrowth
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4.1. INTRODUCAO

Lippia alba é uma espécie aromatica distribuida na América do Sul e Central. E
usada na medicina tradicional como sedativa, digestiva e relaxante muscular (Aguiar
e Costa 2005). Testes farmacolégicos tém demonstrado que o Oleo essencial
apresenta efeitos sedativos em ratos (Vale et al., 1999; Gazola et al., 2004). Estas

propriedades podem ser atribuidas ao 6leo essencial presente nas folhas.

Existem varios fatores que afetam o teor do 6leo essencial e a concentracao
dos constituintes majoritarios, entre eles estdo as condigbes de localizagao
geografica, caracteristicas fisico-quimicas do solo, forma de cultivo, época de
colheita, adubacéo, idade da planta, estado fenologico, armazenamento do material
e o0 método de extragdo do oleo essencial, entre outros (Mejia et al., 2007,
Hernandéz et al., 2004).

A L. alba é uma espécie que tém a capacidade de rebrotar (Atti-Serafini et al.,
2002). Santos e Inneco (2004) avaliaram os niveis de adubacé&o organica e altura do
corte na produgdo de matéria seca foliar de L. alba, no nordeste brasileiro
(Pentecoste - CE) aos 60 e 120 dias apds o transplante das mudas. Os autores
observaram que a produgao de matéria seca foliar na segunda colheita foi superior a
obtida na primeira colheita. No estudo realizado por Mejia et al. (2007), em Palmira
(Colébmbia), foram analisadas trés épocas de colheita (2, 3 e 4 meses) e trés alturas
de corte da planta (0, 15 e 25 cm). Maior teor do 6leo essencial de L. alba quimiotipo
carvona foi obtido na colheita realizada a cada trés meses na altura de corte de 15

cm.

Com relagéo a época de colheita Hernandéz et al. (2004) avaliaram o efeito na
produgdo de massa seca total e foliar de L. alba em Palmira (Colédmbia). Os autores
observaram que coletando a cada dois meses as plantas apresentaram maior
propor¢cdo de folhas em relacdo a ramos, em comparagao aos quatro meses.
Sugerindo que para obter maiores teores de O6leo essencial ndo é somente
importante a adubac&o, como também fatores como a frequéncia do corte das
plantas.
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O objetivo deste trabalho foi comparar a rebrota de nove procedéncias de L.
alba, quimiotipo linalol, em relagdo a massa seca de folhas e ramos, teor,
produtividade do 6leo essencial e linalol.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Area de estudo

O experimento foi realizado entre maio e outubro de 2009 na Estacdo
Experimental do Canguiri (EEC), da Universidade Federal do Parana— UFPR,
Pinhais - PR, Regido Metropolitana de Curitiba. A area localiza-se a 25°23'13" Sul e
no meridiano 49°07°43" Oeste de Greenwich, a 900 m de altitude, inserida dentro da
APA do Irai.

O clima regional é classificado como Cfb, segundo a classificagdo de Koeppen,
com temperatura média anual de 18°C, sendo que a temperatura média do més
mais quente é superior a 24°C e a do més mais frio € de 13°C, com veréaos frescos,
geadas frequentes, sem estacdo seca definida e com precipitagdo média anual de
1.451 mm (Maack, 2002).

As condic¢des climaticas (temperatura, umidade relativa e precipitagdo) durante
o periodo de condugdo do experimento foram fornecidas pela estagdo meteorologica
de Pinhais do SIMEPAR (Figura 11 e Figura 12).
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FIGURA 11. PRECIPITACAO E UMIDADE RELATIVA REGISTRADAS DURANTE O EXPERIMENTO
COM NOVE PROCEDENCIAS DE L. alba QUMIOTIPO LINALOL, PINHAIS- PR, 2009.



59

30,0
O 25,0
S 200m._ I o
£ 15,0 \_\_“'Ni-—.‘.__i./-/'___‘____ _______ e
S 10,0 4 e @ DLl
§ 50 Tmme-—---TTKTTTTTT ol
8 5
0,0 - | | | | |
mai-09 jun-09 jul-09 ago-09 set-09 out-09
Meses

---¢-- Média —-® - — Maxima média — —a— — Minima média

FIGURA 12. MEDIAS DE TEMPERATURA MEDIA, MAXIMA E MINIMA MESAL DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DO EXPERIMENTO COM NOVE PROCEDENCIAS DE L. alba
QUIMIOTIPO LINALOL, PINHAIS — PR, 2009.

4.2.2. Adubacéao

Apos o primeiro corte das plantas foram aplicados 136 Kg.ha'1 de nitrogénio na
forma da uréia, segundo a recomendagéo da Comissao de Quimica e Fertilidade do
Solo de RS e SC (2004) para a cultura do capim-limao.

4.2.3. Colheita

A colheita das brotacbes foi realizada apds 150 dias da primeira colheita
(Outubro -2009). O corte da parte aérea das plantas foi realizado a 15 cm de altura,
segundo recomendagédo para L. alba (Mejia et al., 2007), e posteriormente foi
quantificada a massa fresca de folhas e ramos.

Para a determinacdo dos teores de Oleo essencial, e a massa de ramos e
folhnas em base seca, as amostras foram mantidas em estufa (marca Nova Etica

Serie 400ND) a 45°C com ventilagédo forgada até atingir massa seca constante.

Para a extracdo do 6leo essencial foram usadas amostras de 100 g de folhas
frescas das seis plantas por repeticdo, submetidas a hidrodestilacdo em aparelho
graduado tipo Clevenger durante duas horas. A quantificacdo do 6leo essencial foi
realizada com a utilizagdo de micropipetas de precisdo (100-1000 pL). O odleo
essencial obtido foi armazenado em tubos eppendorf a -20°C onde permaneceram

até o momento da analise cromatografica.



60

4.2.4. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso com nove
tratamentos (procedéncias) em quatro repeticdes com seis plantas por parcela, com

espagcamentode 1 mx 1 m.

A distribuicdo em campo das procedéncias foi realizada com o uso da tabela

de numeros aleatérios (Amostragem Aleatéria Simples AAS).
4.2.5. Analise quimica do oleo essencial

A caracterizagdo quimica do 6leo essencial das folhas de L. alba foi realizada
pela EMBRAPA, Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro. A quantificagdo dos
constituintes foi feita por meio de cromatografia em fase gasosa, utilizando-se
equipamento Agilent 6890N, com detector de ionizagdo por chama (FID), operando a
250°C e uma coluna HP5 (30 m de comprimento, 0,32 mm de diametro interno e
0,25 pm de filme liquido), com hidrogénio como gas de arraste (1,0 mL min. ™"). Foi
injetado 1,0 yL de amostra em injetor aquecido a 250°C operando no modo com
divisdo de fluxo (1:20). A programacao de temperatura do forno foi de 60°C a 240°C,
a uma taxa de aquecimento de 3°C min.”" por 50 min de tempo total da corrida. Para
a quantificacdo foram utilizados os valores de area normalizada, expressos em

porcentagens.

Os espectros de massas foram obtidos em cromatografo Agilent 6890N
acoplado ao detector seletivo de massas Agilent 5973N, equipado com uma coluna
capilar HP5MS (30 m de comprimento, 0,25mm de didmetro interno e 0,25 ym de
filme liquido) utilizando hélio como gas carregador (1,0 ml.min™"), nas mesmas
condicdes utilizadas acima. O detector foi operado no modo impacto de elétrons,
com energia de ionizagdo de 70eV. Os indices de retengdo para o 6leo essencial
das folhas foram calculados apds a injegdo de uma série homologa de n-alcanos,
nas mesmas condi¢des utilizadas para as amostras. A identificagdo dos constituintes
do dleo foi realizada por comparacdo dos indices de retengao calculados com os
valores da literatura (Adams, 2001) e pela comparagdo dos espectros de massas
obtidos com o uso da biblioteca Wiley 6™ edition.
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4.2.6. Analises estatisticas

As analises dos dados foram feitas pela analise de varidancia (ANOVA),
utilizando o programa ASSISTAT versédo 7.4 beta (Silva e Azevedo, 2006). As
variancias foram testadas quanto a homogeneidade pelo teste de Bartlett e as
meédias dos tratamentos (Procedéncias) comparadas pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade.

Realizou-se uma analise de correlagdo linear simples entre os parametros
analisados. Os critérios estabelecidos por Shimakura e Ribeiro Junior (2006), foram
0s usados para a interpretagéo dos resultados obtidos (Tabela 10).

TABELA 10. INDICE DE CORRELAGCAO UTILIZADO NO EXPERIMENTO DE ACORDO COM
INTERPRETACAO DE SHIMAKURA E RIBEIRO JUNIOR (2006).

Valor de correlagao Interpretacao de
(+ou-) correlagao
0,00 a 0,19 Bem Fraca
0,20 a 0,39 Fraca
0,40 a 0,69 Moderada
0,70a 0,89 Forte

0,90 a 1,00 Muito Forte
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Massa seca de folhas e ramos

Houve diferenca estatistica entre as procedéncias para o acumulo de massa
seca de folhas e ramos (Tabela 11). A massa seca de folhas em g.planta™ variou de
41,81 a 27,36. Para a massa seca de ramos em g.planta™ variou de 37,64 a 70,41.
TABELA 11 MEDIA DA MASSA SECA (MS) DE FOLHAS E RAMOS DE NOVE PROCEDENCIAS DE

L. alba QUIMIOTIPO LINALOL, CULTIVADAS NA ESTACAO EXPERIMENTAL DO
CANGUIRI, PINHAIS - PR, (OUTA9)

Procedencia MSfolhas MSRamos  MS folhas Relagao
1 P 1 MS Folhas /
Cidade Estado (g.planta™) (g.planta”) (Kg-ha™) MS Total
Brasilia 1 DF 3551 b 7041 a 355,14 b 0,34 e
S. Gongalo do R. Abaixo MG 32,36 bc 47,96 cde 323,58 bc 0,40 cd
Cruzeiro / Grande DF 3333 b 52,24 bcd 333,26 b 0,39 cde
Brasilia 2 DF 36,67 ab 47,64 de 366,71 ab 0,44 bc
Lavras MG 34,84 b 59,78 b 34845 b 0,37 de
Luminarias MG 35,60 b 57,73 bc 356,00 b 0,38 cde
Luziania GO 41,81 a 45,35 def 418,08 a 0,48 ab
Muzambinho MG 27,36 c 40,78 ef 273,56 ¢ 0,40 cd
Piracicaba SP 36,96 ab 37,64 f 369,65 ab 0,50 a
CV % 6,31 8,10 6,31 5,85

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Tukey (P<0,05%).

Com relacao a producdo de massa seca de folhas, a média superior foi obtida
pela procedéncia “Luziania”, sem diferenca significativa entre “Brasilia 2" e
“Piracicaba”. A maior produgdo de massa seca de ramos foi observada na
procedéncia de “Brasilia 1” diferindo estatisticamente das outras procedéncias.

Na conversdo de massa seca de folhas em Kg.ha™, a procedéncia “Luziania”
obteve o maior valor, ndo diferindo estatisticamente de “Brasilia 2” e “Piracicaba”.

Na relacdo massa seca folha/massa seca total esta variou de 0,34 a 0,50. A
procedéncia que obteve o valor absoluto maior na variavel de relacdo MS Folha/MS
total foi “Piracicaba”, nao diferindo estatisticamente de “Luziania”.

As diferencas encontradas na produgao de massa seca em folhas e ramos, em
relacdo a primeira colheita, podem ser possivelmente explicadas pelas condi¢cdes
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ambientais na qual se desenvolveu L. alba. Para a primeira colheita (Capitulo 1) a
temperatura média do periodo de crescimento (dezembro a maio 2009) foi entre 13
a 19°C, ja para os meses entre (maio a outubro de 2009) a temperatura média foi
entre 10 a 15,9 °C. Estas diferencas climaticas afetaram o acumulo de biomassa das
plantas, assim como mencionam Rajeswara et al. (1996) que as condi¢des
climaticas promovem ou inibem o crescimento das plantas pelo aumento ou

diminui¢cao na producgao de folhas e ramos.
4.3.2. Teor, produtividade e teor de linalol do éleo essencial

Houve diferengas significativas com relagao aos valores de teor e produtividade
do 6leo essencial obtidos nas nove procedéncias avaliadas, (Tabela 12). O teor
variou de 6,54 a 8,85 uL M.S.™ e a produtividade de 2,39 a 3,24 L.ha™.

TABELA 12 MEDIAS DO TEOR, PRODUTIVIDADE DO OLEO ESSENCIAL (OE) E LINALOL DE

NOVE PROCEDENCIAS DE L. alba, AVALIADAS NA ESTAGAO EXPERIMENTAL DO
CANGUIRI, PINHAIS - PR, COLHIDAS APOS 150 DIAS DO PRIMEIRO CORTE (OUT/09).

Procedéncia Teor do OE Produtividade Teor de Produtividade

do OE linalol linalol

Cidade Estado pl.gM.S." L.ha" % L.ha"
Brasilia 1 DF 7,49 ab 2,67 ab 59,30 b 1,59 b

S. Gongalo do R. Abaixo MG 7,81 ab 2,52 ab 62,82 b 1,58 b
Cruzeiro / Grande DF 7,50 ab 2,50 ab 60,88 b 1,52 b
Brasilia 2 DF 8,85 a 3,24 a 76,56 a 2,48 a
Lavras MG 7,53 ab 2,61 ab 58,91 b 1,55 b
Luminarias MG 7,22 ab 2,58 ab 58,25 b 1,51 Db
Luziania GO 6,54 b 2,72 ab 46,38 ¢ 1,26 b
Muzambinho MG 8,73 a 2,39 b 60,34 b 1,44 b
Piracicaba SP 8,15 b 3,01 ab 58,36 b 1,76 b
CV % 11,13 12,74 4,58 14,08

Médias das colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Tukey (P<0,05%).

Os maiores teores de 6leos essenciais ocorreram nas procedéncias “Brasilia 2”
e “Muzambinho”, diferindo estatisticamente de “Luziania® e “Piracicaba”. A
produtividade do Oleo essencial da procedéncia “Brasilia 2” foi superior
estatisticamente em relacdo a procedéncia “Muzambinho” devido a sua menor

producédo de massa seca de folhas (Tabela 12).
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O teor de linalol variou entre 46,38 a 76,56%. Destacando-se a procedéncia
“Brasilia 2” com o maior teor de linalol (76,56%) e inferior na procedéncia “Luziania”
46,38%. As demais procedéncias apresentaram teores intermediarios.

A procedéncia “Brasilia 2” apresenta produtividade de 6leo essencial superior
(3,24 L.ha™"), quando comparada com todas as demais procedéncias (Tabela 12).

Santos e Inneco (2004) trabalhando com L. alba quimiotipo limoneno-carvona,
obtiveram produtividades entre 3,47 a 11,79 L.ha™" apés 120 dias do cultivo, valores
superiores comparados ao quimiotipo linalol avaliado neste experimento cuja
produtividade variou de 2,39 a 3,24 L.ha™" (Tabela 12). Ainda existindo a limitagdo no
acumulo de massa seca em folhas, deve-se ressaltar o potencial que teve o

quimiotipo pelos elevados teores de linalol nas folhas.

Resultados apresentados por Hernandéz et al. (2004) no experimento realizado
com L. alba em Palmira, Valle del Cauca- COL, determinou que quanto mais jovens
as plantas, elas apresentam maior propor¢cao de folhas em comparagdo com os
ramos, concluindo que colher plantas jovens com folhas novas € uma caracteristica
desejavel, quando se tém como objetivo obter maiores produtividades de 6leo

essencial.



65

4.3.3. Correlagdes entre parametros

Para as quatro variaveis analisadas determinou-se o coeficiente de correlagao
linear simples (Tabela 13). Foram estabelecidas dois correlagbes positivas
superiores a 0,7.

TABELA 13 MATRIZ DE COEFICIENTES DE CORRELACAO DE QUATRO VARIAVEIS

ANALISADAS DAS NOVE PROCEDENCIAS DE L. alba CULTIVADAS NA ESTAGAO
EXPERIMENTAL DO CANGUIRI, PINHAIS-PR (OUT-09).

Produtividade Produtividade
de OE Linalol

(L.ha™) (L.ha™)

MS folhas Teor de OE
(Kg.ha')  (ul.gM.S.™")

MS folhas
(Kg.ha™)
Teor de OE
(ul.g M.S.")
Produtividade

de OE 0,34 0,67 1
(L.ha™)
Produtividade
Linalol 0,08 0,74 0,89 1
(L.ha™)

-0,46 1

A produtividade de linalol (L.ha™) correlacionou-se positivamente com o teor
(forte 0,74) e com a produtividade de 6leo essencial (L.ha™) (0,89 forte). As
correlagdes mais fracas ocorreram entre a massa seca de folhas e produtividade de
oleo essencial e de linalol. Observa-se a correlagdo negativa moderada entre
acumulo de massa seca de folhas e teor de Oleo essencial, situagdo similar

determinada nas correlagdes simples do capitulo anterior.

Nao se observou correlagao forte entre 0 acumulo de massa seca e os teores
das procedéncias avaliadas. Portanto, entre mais massa seca, os teores diminuem.
Com isto deve ser apontado o equilibrio aonde se obtenham moderadas produgdes
de massa seca de folhas e que a sua vez teores e produtividades altas. Esta
caracteristica de escolher materiais vegetativos com produ¢cdo de massa seca de
folnas moderadas e altos teores pode ser uma caracteristica desejada a nivel

industrial. Ja que, ter materiais que ocupem espacos menores na retorta usada para
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extragdo com vapor de agua, mas que sejam produtivos em litros por hectare pode
ser uma propriedade muito importante, a qual pode néo estar sendo analisada na
avaliacédo dos diversos materiais vegetativos.

4.3.4. Composicao do dleo essencial da rebrota das folhas de L. alba
Os constituintes identificados no oleo essencial de L. alba com porcentagens

acima de 1% encontram-se na Tabela 14.

TABELA 14. CONSTITUINTES IDENTIFICADOS DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS FRESCAS
DE NOVE PROCEDENCIAS DE L. alba CULTIVADAS NA ESTACAO EXPERIMENTAL DO
CANGUIRI, PINHAIS - PR, (OUT-2009).

Procedéncia

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Constituiente (%)
Linalol 59,30 b 62,82 b 60,88 b 76,56 a 58,91 b 58,25 b 46,38 ¢ 60,34 b 58,36 b
1-8 Cineol 9,47 a 8,94 a 9,98 a 0,07 b 9,49 a 8,65 a 7,72 a 9,57 a 8,67 a
Alfa-terpineol 1,20 a 1,12 a 1,40 a 0,93 a 1,03 a 1,15 a 0,92 a 1,49 a 1,21 a
Neral 1,63 be 1,11 cd 1,29 bed 0,39 d 1,48 bc 2,18 b 512 a 1,46 bc 1,84 bc
Geranial 2,38 bc 1,56 cd 1,70 cd 0,61d 2,49 bc 294 b 7,08 a 1,88 bc 2,72 bc
Acetato de geranila 1,04 ab 0,85 ab 1,21 ab 0,15 b 0,80 ab 1,14 ab 1,45 a 0,68 ab 1,28 a
Beta- cariofileno 0,99 a 1,06 a 093 a 1,00 a 1,07 a 1,28 a 1,33 a 0,91 a 1,09 a
Oxido de cariofileno 2,14 a 2,52 a 243 a 2,96 a 3,04 a 2,60 a 2,53 a 2,62 a 2,45 a
Identificados 78,15 79,97 79,83 82,66 78,32 78,19 72,53 78,96 77,62
Nao identificados 7,45 7,32 7,11 6,72 6,83 7,28 8,72 7,59 7,80
Outros abaixo do 1% 5,29 4,01 4,01 1,73 5,82 4,61 6,64 4,94 5,52
Total 90,89 91,31 90,94 91,11 90,97 90,08 87,90 91,49 90,94

As procedéncias correspondem respectivamente a: ' Brasilia 1, > S. Gongalo do R. Abaixo, 3
Cruzeiro/Grande, * Brasilia 2, * Lavras, ® Luminarias, " Luziania, ® Muzambinho, * Piracicaba. Médias
seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P<
0,05%).

Além do linalol como constituinte majoritario do dleo essencial de L. alba, foram
identificados 1-8 Cineol (0,07 até 9,98%); alfa-terpineol (0,92 a 1,49%); oxido
cariofileno (2,14 a 3,04%); geranial (0,61 a 7,08%); neral (0,39 a 5,12%); acetato de
geranila (0,15 e 1,45%) e beta- cariofileno (0,91 e 1,33%).

Nos constituintes do 6leo essencial nas procedéncias observa-se que quando
se reduz o linalol, aumentam geranial e neral. Na procedéncia “Luziania” obteve os
menores conteudos de linalol (46,38%), e a sua vez as maiores porcentagens em
neral (5,12%) e geranial (7,08%). Esta caracteristica foi observada também no

primeiro corte. Para Barros et al. (2009) estas diferengas nas porcentagens dos
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diversos constituintes pode ser atribuido a versatilidade catalitica das enzimas
terpeno-sintetases, que frequentemente produzem multiplos produtos a partir de um

unico substrato.

Tavares et al. (2005) comparou trés quimiotipos (citral, carvona e linalol) nas
condigdes do municipio do Rio de Janeiro. O quimiotipo linalol apresentou como
constituintes majoritarios o linalol 60,05%, além de sabineno (1,23%); 6- metil — 5-
hepten — 2- ona (1,18%); 1-8 cineol (5,96%); trans-diidro carvona (1,94%); trans-
carveol (3,10%); B- elemeno (1,33%); E-cariofileno (3,15%); Germacreno D e B
(5,20 e 2,61% respectivamente). Por tanto, neste experimento foram observado
apenas o 1-8 cineol e linalol.

Siani et al. (2002) identificaram no Oleo essencial de L. alba além do linalol
como constituinte majoritario (46,5 a 90,7%), o B - elemeno (1,6 a 3,3%), B-
cariofileno (1,9 a 6,0%), Germacreno D e B com (2,0 a 3,2% e 2,4 a 3,2%,
respectivamente). Ja o composto Beta-cariofileno e o linalol foram observados nas
procedéncias, sendo que o beta-cariofileno esteve presente apenas na segunda
colheita sem diferenga significativa entre as procedéncias e numa porcentagem de
0,91 a 1,33%.

A porcentagem de 1-8 cineol variou entre 0,07 a 9,98 %, sendo a procedéncia
“Brasilia 2” que apresentou menor porcentagem deste constituinte na colheita.

Yamamoto et al. (2008) avaliaram a estabilidade e adaptabilidade fenotipica de
varios quimiotipos de L. alba, um entre eles foi o quimiotipo linalol. Observou-se que
entre os compostos majoritarios estavam o linalol e o 1-8 cineol, variando entre 75,7
a 76,0% de linalol e 10,6 a 11,2% de 1-8 cineol. Porcentagens as quais se
encontram acima da faixa dos conteudos identificados das nove procedéncias

cultivadas em Pinhais - PR.
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4.3.5. Correlagéo simples entre constituintes na rebrota de L. alba

TABELA 15. MATRIZ DOS COEFICIENTES DE CORRELACAO SIMPLES ENTRE OS SETE
CONSTITUINTES DETERMINADOS DA ANALISE QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE L.
alba QUIMIOTIPO LINALOL, CULTIVADAS NA ESTACAO EXPERIMENTAL DO CANGUIRI,
PINHAIS-PR (OUT-09).

. . . . acetato de beta-
linalol 1-8 cineol  alfa-terpineol neral geranial . o
geranila cariofileno
1-8 cineol -0,57
alfa-terpineol 0,14 0,37
neral -0,85 0,16 -0,27
geranial -0,85 0,17 -0,23 0,98
acetato de 0,61 0,47 0,06 0,47 0,50
geranila
beta- -0,34 -0,14 -0,50 0,38 0,36 0,04
cariofileno
oxido de 0,05 -0,37 0,13 -0,09 -0,03 -0,24 0,18
cariofileno

Para as correlagbes simples entre os 8 constituintes determinados do dleo
essencial de L. alba acimo do 1%, observa-se que entre o linalol e alguns
constituintes as correlagbes foram negativas, exceto com o alfa-terpineol e o oxido
de cariofileno. Uma correlagdo negativa forte se estabeleceu entre o linalol e o neral
e geranial (-0.85 muito forte), deduzindo com isto que quando algum destes
constituintes aumenta, os outros diminuem. Uma correlagdo positiva muito forte foi
estabelecida entre o neral e o geranial, predizendo que se aumenta neral, o geranial

também.

Entre as correlagdes moderadas positivas estdo as estabelecidas entre o alfa-
terpineol e beta-cariofileno (0,5); geranial e acetato de geranila (0,5); 1-8 cineol e
acetato de geranila (0,47), neral e acetato de geranila (0,47).

Observou-se que as procedéncias com altos teores de linalol apresentaram
baixos conteudos dos demais constituintes do 6leo essencial. Fato que pode estar
ligado ao nivel da transcrigdo ou sintese de RNA de determinados genes na sintese
deste constituinte. lijima et al. (2004 ) ressalta que para Ocimum basilicum, os fatores
que determinam a produgdo do constituinte majoritario esta fortemente ligada a
transcricdo dos genes que codificam para a linalol sintetase ou para geraniol

sintetase.
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Para Sangwan et al. (2001) um fator determinante é a presenga do composto
majoritario do 6leo essencial, o qual estabelece caracteristicas unicas ao 6leo e é

quem contribui significativamente para o volume total do éleo a ser comercializado.

No entanto, enfatiza-se que a presenga dos constituintes em baixas
porcentagens presentes no o6leo essencial, sdo os que desempenham papéis
organolépticos importantes. Sendo assim, os constituintes que estiveram abaixo do
1% podem ter fungdes importantes nas caracteristicas sensoriais do 6leo essencial
de L. alba.

Por outro lado, as espécies do género Lippia caracterizam-se pela adaptagao
as condicbes ambientais xerofiticas (Arambarri et al., 2006) e a presenga de
tricomas tanto na parte abaxial e adaxial das folhas (Santos et al., 2004) variam
dependendo das condigbes ambientais (Arambarri et al., 2006; Combrinck et al.,
2007).

As diferengas nos resultados das procedéncias avaliadas em Pinhais - PR,
como em outros trabalhos, podem ser o resultado das modificagdes na densidade de
tricomas devido as condigdes que foram submetidas as plantas. Santos et al.(2004)
no municipio de Pentecoste (CE), determinaram que na época seca (aumento de
temperatura e maior intensidade luminosa) a obtengdo de 6leo essencial aumentou

em comparagao com a eépoca chuvosa.

Siani et al. (2002) observou a variagao (46,5 a 90,7%) dos teores de linalol em
seis regides diferentes no Brasil. Esta faixa de variagdo pode ser comparada com a
obtida em Pinhais — PR, onde na primeira colheita (maio-09) foi entre 72,16 a
92,10% (Tabela 8) e na segunda colheita (outubro- 09) de 46,38 a 76,56% (Tabela
14). Apontando a pensar que mesmo estando em lugares diferentes ou em lugares
similares a variagdo do O6leo essencial envolve muitos fatores especificos,
interferindo no acumulo de biomassa da planta como a idade do tecido foliar, partes
da planta usada, caracteristicas fisico-quimicas do solo, clima, fotoperiodo e a
competicdo intra e inter especifica (Aguiar e Costa, 2004; Castro et al., 2002;
Oliveiro - Verdel, 2009).
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4.4. CONCLUSOES

A procedéncia “Brasilia 2" apresenta produtividade e teor na rebrota
satisfatérios para as condi¢des de Pinhais.

A produtividade de éleo essencial apresenta correlagdo maior com o teor de
Oleo essencial do que com massa seca de folhas. O teor e produtividade n&do tém
correlagdo com a producdo de massa seca de folhas, sendo assim, variaveis que

vao a sentidos contrarios.

A procedéncia “Muzambinho” embora se destaque no teor de dleo essencial,
apresenta baixa produtividade devido a produ¢cado de massa seca foliar inferior.

Entre maior o teor de linalol do 6leo essencial das folhas de L. alba quimiotipo

linalol, observa-se menor porcentagem dos outros constituintes.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A procedéncia “Brasilia 2" apresentou teores de linalol destacados nas duas
colheitas realizadas.

Nas duas colheitas realizadas os resultados entre as procedéncias variam. As
condicbes de temperatura e condigdes edafoclimaticas locais influenciam no
acumulo de biomassa, produgédo de 6leo e conteudos do constituinte majoritario da
L. alba.

Nas correlagdes simples destaca-se que nido se estabelece uma correlacao
forte ou muito forte entre a massa seca de folhas e teores e produtividades do dleo
essencial nas duas colheitas.

As procedéncias selecionadas de L. alba continuam sendo quimiotipo linalol,
mas os teores de linalol no éleo essencial variam conforme as condigbes ambientais

do local onde se desenvolve a planta.

A espécie apresenta limitagdes no acumulo de massa em folhas nas condi¢des
de Pinhais — PR, comparando os dados obtidos com os resultados em trabalhos

prévios em regides aonde as temperaturas médias sdo mais elevadas.



6. CONSIDERAGOES FINAIS

O quimiotipo de L. alba registrado neste estudo faz desta planta uma espécie
aromatica promissora para seu cultivo, pelos altos teores de linalol (43 - 92 %), ja
que este composto é utilizado na industria cosmeética. Além disto € uma espécie

nativa das Américas.

A forma de crescimento deste quimiotipo dificulta as praticas de capina e
colheita. Por tanto, pesquisas onde se avalie épocas de colheita com intervalos
menores poderdo resultar em menor crescimento das plantas, facilitando o manejo.
Estas épocas de colheita poderiam estar direcionadas em maximizar a relacéo

massa secas de folhas/massa seca total da planta no ano.

Estas diferencas nos resultados de cada uma das procedéncias devem ser
levadas em consideragdo para aumentar a producgao, principalmente visando unir
em uma espécie as caracteristicas de producao de massa foliar, teor e produtividade
de dleo essencial.

Praticas que resultem em maior acumulo de massa, a partir da definicdo de
densidade de plantio adequado, por exemplo, poderao viabilizar economicamente a
producédo de L. alba na regiao.

Novas pesquisas também serdo necessarias para conhecer qual das estruturas
isoméricas (3R-(-)- Linalol ou 3S- (+)-Linalol) esta presente no 6leo essencial das
procedéncias de L. alba cultivadas em Pinhais- PR, devido a suas diferentes

caracteristicas olfativas que cada uma destas estruturas possui.

Apesar do teor e produtividade nas duas colheitas ndao terem sido comparados
estatisticamente, observou-se uma tendéncia da procedéncia “Muzambinho” em

apresentar menores valores de massa seca de folhas nas duas colheitas.

Apesar do aumento da relagdo MS folha/MS total na segunda colheita a MS
ramos teve uma grande redugdo, assim como a MS em folhas. A relagdo MS
folhas/MS total passou de 0,25 - 0,29 na primeira colheita para 0,34 — 0,50 na
segunda colheita (Tabela 5 e Tabela 11). Destacou-se a procedéncia “Piracicaba”
por ter o maior valor nas duas colheitas, maio (0,29) e outubro (0,50). Assim mesmo
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se ressalta que esta procedéncia ndo se destacou nem no maior teor e nem na

maior produtividade.

A procedéncia “Brasilia 2" apresentou maiores teores de linalol nas duas
colheitas, maio (92,19%) (Tabela 8) e outubro (76,56%) (Tabela 14) e por tanto,
novos estudos com esta procedéncia poderao ser direcionados para a produgao de

linalol.

Em Pinhais- PR as plantas tiveram épocas diferentes de acumulo de biomassa,
onde a primeira colheita foi realizada no outono (Maio-09) e a segunda na primavera
(Outubro-09). Nos primeiros cinco meses dez-08 a mai -09 houve temperaturas
entre 17,6 °C = 10,5 e entre os meses de mai-09 a out-09 as temperaturas atingiram
valores de 13°C * 11,5. Fato importante que pode ter influenciado nos resultados
diferentes de teor e produtividade obtidos. Fatores ambientais como temperatura,
intensidade luminosa influenciam indiretamente ou diretamente na produgao do 6leo

essencial.

Outro fato que pode ter influenciado nas diferengas observadas no teor do 6leo
essencial de L. alba é o estado fenologico da planta. Neste estudo n&o foram
realizados analises sobre esta variavel, nas duas avaliagcbes foram omitidas as

inflorescéncias e se teve a precaucao de ndo usa-las na hidrodestilagao.
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1. ANOVA para comprimento do ramo principal na primeira colheita durante cinco

periodos consecutivos em intervalos de 15 dias (maio -2009).

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Fator1(F1) 8 30156.89453 3769.61182 4.9506 **
Fator2(F2) 4 429565.982 107391.495 141.0371 **
Int. F1xF2 32 3718.77855  116.21183 0.1526 ns
Tratamentos 44 463441.655 10532.76491  13.8327 **
Blocos 3 3763.87858 1254.62619 1.6477 ns
Residuo 132 100510.26023 761.44137

Total 179 567715.7946

CV% = 14.692

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)
2. ANOVA para numero de folhas do ramo principal na primeira colheita durante

cinco periodos consecutivos em intervalos de 15 dias (maio -2009)

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Fator1(F1) 8 1173.65826  146.70728 47233 **
Fator2(F2) 4 9726.39008 2431.59752  78.2862 **
Int. F1xF2 32 108.36618 3.38644 0.1090 ns
Tratamentos 44 11008.41452  250.19124 8.0550 **
Blocos 3 382.93984 127.64661 4.1096 **
Residuo 132 4099.96999 31.06038

Total 179 15491.32435

CV% = 15.94828

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >= .05)

3. ANOVA para numero de ramos na primeira colheita durante cinco periodos

consecutivos em intervalos de 15 dias (maio- 2009)

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Fator1(F1) 8 127.27901 15.90988 4.6098 **
Fator2(F2) 4 1170.34198 292.58549 84.7744 **
Int. F1xF2 32 71.32746 2.22898 0.6458 ns
Tratamentos 44 1368.94845 31.11246 9.0146 **
Blocos 3 45.12392 15.04131 4.3581 **
Residuo 132 455 57747 3.45134

Total 179 1869.64984

CV% = 33.87476

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)
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Anexo 4. ANOVA para Massa Seca de folhas g.planta™ na primeira colheita aos 150 dias

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

Blocos 3 24.05005 8.01668 0.3291 ns
Tratamentos 8 5991.00363 748.87545  30.7456 **
Residuo 24 584 57111 24 35713

Total 35 6599.62478

CV% 6.69793

** significativo ao nivelde 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivelde 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Anexo 5. ANOVA para Massa Seca de ramos g.planta™ na primeira colheita aos 150 dias

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

Blocos 3 467.64635 155.88212 1.0711 ns
Tratamentos 8 59277.76704 7409.72088 50.9145**
Residuo 24 3492 78437 145 .53268

Total 35 63238.19776

CV% 6.05232

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivelde 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Anexo 6. ANOVA para Massa Seca de folhas Kg.ha™' na primeira colheita aos 150 dias

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

Blocos 3  2405.00657 801.66886 0.3291 ns
Tratamentos 8 599100.35519 74887.54440  30.7457 **
Residuo 24 58457 .08446 2435 .71185

Total 35 659962.44622

CV% 6.69793

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivelde 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Anexo 7. ANOVA para Relagdo Massa Seca Folhas / Massa Seca Total na primeira colheita

aos 150 dias

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 0.00028 0.00009 0.4573 ns
Tratamentos 8 0.00752 0.00094 4.6802 **
Residuo 24 0.00482 0.00020

Total 35 0.01261

CV% = 5.22442

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)
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Anexo 8. ANOVA para Teor pL.g M.S.” na primeira colheita aos 150 dias

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

Blocos 3 5.06270 1.68757 1.1123 ns
Tratamentos 8 146.63354 18.32919  12.0810 **
Residuo 24 36.41274 1.51720

Total 35 188.10898

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

Anexo 9. ANOVA para Produtividade de 6leo essencial L.ha™ na primeira colheita aos 150

dias

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

Blocos 3 2.07388 0.69129 0.5911 ns
Tratamentos 8 101.19123 12.64890 10.8164 **
Residuo 24 28 .06594 1 .16941

Total 35 131.33105

CV% 15.52004

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Anexo 10. ANOVA para porcentagem de Linalol na primeira colheita aos 150 dias

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 112.82208 37.60736 1.0398 ns
Tratamentos 8 1138.62147 142.32768 3.9351 **
Residuo 24 868.03990 36.16833

Total 35 2119.48345

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

Anexo 11. ANOVA para produtividade de linalol (L.ha™) na primeira colheita aos 150 dias

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

Blocos 3 0.76517 0.25506 0.2554 ns
Tratamentos 8 69.40167 8.67521 8.6865 **
Residuo 24 23 .96881 0 .99870

Total 35 94.13566

CV% 18.07955

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivelde 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)
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Anexo 12. ANOVA para Massa Seca de folhas g.planta™ da rebrota aos 150 dias

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

Blocos 3 4.89474 1.63158 0.3354 ns
Tratamentos 8 487.32831 60.91604 12.5233 **
Residuo 24 116 .74147 4 .86423

Total 35 608.96452

CV% 6.31258

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivelde 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Anexo 13. ANOVA para Massa Seca de ramos grama/planta da rebrota aos 150 dias

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

Blocos 3 11.51682 3.83894 0.2247 ns
Tratamentos 8 3344.61087 418.07636  24.4697 **
Residuo 24 410 .05085 17 .08545

Total 35 3766.17854

CV% 8.09549

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Anexo 14. ANOVA para Massa Seca de folhas Kg.ha™' da rebrota aos 150 dias

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

Blocos 3 489.47598 163.15866 0.3354 ns
Tratamentos 8 48732.81063 6091.60133 12.5233 **
Residuo 24 11674 13526 486 .42230

Total 35 60896.42187

CV% 6.31258

** significativo ao nivelde 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Anexo 15. ANOVA para Massa Seca de Folhas / Massa Seca total da rebrota aos 150 dias

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 0.00008 0.00003 0.0452 *
Tratamentos 8 0.08584 0.01073 18.6530 *
Residuo 24 0.01381 0.00058

Total 35 0.09973

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)



Anexo 16. ANOVA para Teor uL.g M.S.” da rebrota aos 150 dias

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 4.18050 1.39350 1.8690 ns
Tratamentos 8 17.06420 2.13303 2.8609 *
Residuo 24 17 .89389 0 .74558

Total 35 39.13860

CV% 11.12966

** significativo ao nivelde 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivelde 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Anexo 17. ANOVA para Produtividade L.ha™ da rebrota aos 150 dias

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

Blocos 3 0.44999 0.15000 1.2727 ns
Tratamentos 8 2.32750 0.29094 2.4685 *
Residuo 24 2 .82867 0 .11786

Total 35 5.60616

CV% 12.74450

** significativo ao nivelde 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

Anexo 18. ANOVA para porcentagens de linalol na rebrota aos 150 dias

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 78.64838 26.21613 3.4534 *
Tratamentos 8 1903.39551 237.92444 31.3412°
Residuo 24 182.19405 7.59142

Total 35 2164.23795

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)

Anexo 19. ANOVA para litros de linalol por hectare da rebrota aos 150 dias

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

Blocos 3 0.28831 0.09610 1.8172ns
Tratamentos 8 3.82743 0.47843 9.0465 **
Residuo 24 1 .26924 0 .05289

Total 35 5.38498

CV% 14.08287

** significativo ao nivelde 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivelde 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)
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Anexo 20. ANOVA do constituinte 1-8 cineol do OE de L. alba na primeira avaliacao

(maio/09)

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 4.56768 1.52256 1.0072 ns
Tratamentos 8 119.74519 14.96815 9.9014 **
Residuo 24 36.28144 1.51173

Total 35 160.59431

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)

Anexo 21. ANOVA do constituinte trans-cariofileno do OE de L. alba na primeira avaliacao

(maio/09)

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 2.62215 0.87405 1.2393 ns
Tratamentos 8 22.03409 2.75426 3.9051 **
Residuo 24 16.92713 0.70530

Total 35 41.58337

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)
Anexo 22. ANOVA do constituinte Oxido de cariofileno do OE de L. alba na primeira

avaliagado (maio/09)

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 6.62837 2.20946 1.5467 ns
Tratamentos 8 7.62830 0.95354 0.6675 ns
Residuo 24 34.28306 1.42846

Total 35 48.53973

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)

Anexo 23. ANOVA do constituinte 1-8 cineol do OE de L. alba na rebrota (out/09).

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 3.64915 1.21638 0.8397 ns
Tratamentos 8 301.88806 37.73601 26.0514 **
Residuo 24 34.76454 1.44852

Total 35 340.30175

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)
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Anexo 24. ANOVA do constituinte alfa-terpineol do OE de L. alba na rebrota (out/09).

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 0.73657 0.24552 1.2277 ns
Tratamentos 8 1.20328 0.15041 0.7521 ns
Residuo 24 4.79979 0.19999

Total 35 6.73964

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)

Anexo 25. ANOVA do constituinte neral do OE de L. alba na rebrota (out/09).

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 1.59177 0.53059 2.7291 ns
Tratamentos 8 56.59665 7.07458 36.3880 *
Residuo 24 4.66609 0.19442

Total 35 62.85451

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)

Anexo 26. ANOVA do constituinte geranial do OE de L. alba na rebrota (out/09).

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 0.89904 0.29968 1.2398 ns
Tratamentos 8 106.34630 13.29329 54.9959 **
Residuo 24 5.80114 0.24171

Total 35 113.04648

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)

Anexo 27. ANOVA do constituinte acetato de geranila do OE de L. alba na rebrota (out/09).

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 0.14642 0.04881 0.2452 ns
Tratamentos 8 4.88801 0.61100 3.0694 *
Residuo 24 477743 0.19906

Total 35 9.81185

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)
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Anexo 28. ANOVA do constituinte beta-cariofileno do OE de L. alba na rebrota (out/09).

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 0.20580 0.06860 0.3835ns
Tratamentos 8 0.66233 0.08279 0.4628 ns
Residuo 24 4.29349 0.17890

Total 35 5.16163

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)

Anexo 29. ANOVA do constituinte oxido de cariofileno do OE de L. alba na rebrota (out/09).

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 3 1.02856 0.34285 1.9103 ns
Tratamentos 8 2.36059 0.29507 1.6441 ns
Residuo 24 4.30735 0.17947

Total 35 7.69650

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)
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