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Resumo

Lippia thymoides é uma planta aromatica e medicinal nativa na Caatinga e Cerrado brasileiros. Pesquisas
foram realizadas nas areas de farmacologia e fitoquimica, no entanto, o conhecimento cientifico sobre a
variagdo quimica é inceptivo. Portanto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar possiveis fatores que
interferem no teor e composigéo quimica do 6leo essencial de folhas e flores. Para determinagéo do teor
de o¢leo essencial foi empregado aparelho de Clevenger. O 6leo essencial obtido foi avaliado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massas. As variaveis foram: diferentes individuos (seis)
e horarios de coleta (7, 12 e 17 horas), recuperagéo apés poda e estresse hidrico em campo. O horario de
coleta, a poda e a seca ndo influenciaram o teor de 6leo essencial. Foi detectada apenas variagédo
interindividual. A andlise da composi¢gao quimica do 6leo essencial revelou timol, metiltimol e p-cimeno
como componentes majoritarios. Algumas variagdes foram observadas na composicdo dos Oleos
essenciais, porém o perfil cromatografico permaneceu constante. Portanto, a coleta pode ser realizada a
qualquer hora do dia, e uma nova coleta pode ocorrer apds a recuperagao da planta sem comprometer o

teor de 6leo essencial e sua composi¢ao quimica.

Palavras-chave: Cromatografia gasosa. Quantificagdo. Oleo essencial. Composigéo quimica. Metabdlitos

secundarios. Terpenos.

Abstract

Lippia thymoides is an aromatic and medicinal plant native to the Brazilian Caatinga and Cerrado. Some
research on pharmacological activities and chemical composition has been carried out. However scientific
knowledge about chemical variation is inceptive. Therefore, this research is aimed to evaluate factors that
interfere in essential oil content of leaves and flowers, and its chemical composition. Essential oil was
quantified by means of hydrodistillation in a Clevenger apparatus. Essential oil obtained was evaluated by
gas chromatography coupled to mass spectrometry. The variables were: different individuals (six), hour of
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collection (7, 12 and 17 hours), recovery after pruning and water stress on field. The hour of collection,
pruning and drying, did not influence the essential oil content. It was detected only interindividual variation.
Analysis of the chemical composition of essential oil revealed thymol, methyl-thymol and p-cymene as major
components. Some variations were observed on essential oil composition, but the chromatographic
fingerprint remained constant. Therefore, the collection can be performed any hour of the day, and a new

one can take place after the recovery of plants without compromising oil content and chemical composition.

Keywords: Gas chromatography. Quantification. Essential oil. Chemical composition. Secondary

metabolites. Terpenes.

Introducgao

Lippia thymoides Mart. & Schauer, da familia Verbenaceae!2 é um arbusto que floresce em diferentes
épocas do anofll. Conhecida popularmente como alecrim-do-mato, alecrim-do-campo, alecrim-de-cheiro-
miudol®-€, faz parte da vegetagéo da Caatinga e Cerrado da Bahia, Pernambuco, Sergipe e Minas Gerais!.
O cha das folhas e flores € empregado na medicina popular no tratamento de feridas, infec¢des vaginais e

cutaneas, febre, indigestéo, bronquite e doengas reumaticasZ-48l,

As plantas desta espécie biossitetizam terpenos, os quais compdem o d6leo essencial. Foram descritos na
literatura cientifica trés quimiotipos de Lippia thymoides, em relagao as variagdes no componente majoritario do
oleo essencial, determinadas pelo gendtipot®. O componente majoritario de um deles € o monoterpeno oxigenado
timol®8 e de outro, o sesquiterpeno B-cariofileno. Além desses ja foi descrito o quimiotipo metiltimol®. Em
relagdo aos componentes fixos dos ramos com folhas, foram detectados compostos fendlicos com concentragao
equivalente ou superior aquela encontrada em hortalicas com teor considerado elevado deste grupo de

metabolitos secundarios, os quais, com o 6leo essencial contribuem para os efeitos farmacologicosl.

Quanto aos demais fatores que resultam em variagbes no teor e composigao quimica de 6leos essenciais,
podemos citar: temperatura, intensidade luminosa, radiacdo ultravioleta, sazonalidade, estresse hidrico e
salino, nutrientes e fertilizantes no solo, concentragdo de gas carbdnico, presenca de herbivoros ou patégenos
e estagio de desenvolvimento da plantall®!], Apesar de existirem todos estes fatores que causam variag&o
na biossintese foram encontrados poucos estudos para a espécie. Em plantas do quimiotipo timol foi relatado
maior teor de o6leo essencial em flores secas, 7,3%; enquanto as folhas apresentaram 1,87%l. Em plantas do
quimiotipo cariofileno o teor de 6leo essencial em folhas variou entre 2,14 e 2,93%% e em ramos com folhas,
de 0,5 a 1,1%. Silva et al.l demonstraram que n&o houve diferenca significativa entre os teores obtidos em
época de seca e chuva, e em diferentes horarios de coleta, de modo contrario ao que acontece com muitas
espécies aromaticas, porém, na analise de correlagdo encontrou-se relagdo positiva entre teor e umidade
relativa, e teor e temperatura ambiente. Por outro lado, outros pesquisadores encontraram menor teor em

periodo seco, porém, nao foi realizada analise estatistical?.

Com o objetivo de contribuir para melhor compreensao sobre a variabilidade no teor e composigao do dleo

essencial de Lippia thymoides foi desenvolvida a presente pesquisa.
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Material e Métodos

Parte experimental

Material vegetal

A espécie foi identificada pela Prof. Dr2. Andréa Karla Almeida dos Santos. A exsicata encontra-se
depositada no Herbario do Instituto Multidisciplinar em Saude, da Universidade Federal da Bahia, em Vitoria
da Conquista, Bahia, sob numero de tombo HVC 2313. O acesso foi cadastrado no Sistema Nacional de
Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob niumero AD59A19.
As coletas aconteceram em sitio localizado no municipio de Barra do Chocga, Bahia (14°51'44.1"S
40°37'02.8"W), local onde a espécie desenvolveu-se espontaneamente. Apds cada coleta, as amostras
foram transportadas imediatamente para o laboratério e secas a temperatura ambiente pelo periodo de trés

dias ao abrigo da luz. Foram separados os ramos, sendo empregadas nas analises folhas e flores.
Quantificagao de 6leo essencial

Para a quantificagdo do 6leo essencial foi empregado aparelho Clevenger, com manta de aquecimento
(QUIMIS) e banho termostatizado (TE-2005 da TECNAL). O procedimento foi realizado de acordo com o
preconizado pela Farmacopeia Brasileiral'd, considerando os resultados da determinagéo de umidade. A
Unica alteragéo realizada foi a exclusédo do uso do xilol como solvente para o 6leo essencial obtido. Antes
de cada analise o aparelho foi limpo com agua e sabao, agua destilada e acetona. Pesou-se exatamente
cerca de 12 gramas das folhas e flores secas e adicionados 150 ml de agua destilada. Este conjunto foi
submetido a destilagdo por arraste de vapor durante 4 horas em aparelho Clevenger. O volume de déleo
essencial obtido foi medido no equipamento, sendo calculado seu teor em ml/100 gramas. A fim de garantir
a exatidao dos resultados foram comparados os resultados da determinagédo de teor de 6leo essencial
obtidos pelo método farmacopeico com e sem o uso de xilol, sendo as analises realizadas em sextuplicata
e os resultados comparados através de teste t-Student. Além disso, foi realizado em triplicata, teste de
recuperagéo adicionando-se limoneno. Foram determinadas a repetibilidade, em sextuplicata, e a precisao
intermediaria, em triplicata, expressas em erro padrao relativo. Na avaliagdo da precisao intermediaria foram
comparados os resultados obtidos com analistas diferentes e em dias diferentes. Com o intuito de
determinar a robustez do método, alteragdes no nivel de aquecimento da manta e quantidade de droga
vegetal foram avaliadas (ANOVA)U3],

O dleo obtido foi armazenado em congelador para andlise posterior por cromatografia gasosa.

No processo de determinagdo de agua em drogas vegetais, através do método gravimétrico’d, foram

empregadas balanga analitica e estufa com circulagéo de ar (BIOSAN).
Analise por cromatografia em fase gasosa

As analises de composicdo do 6leo essencial foram realizadas em cromatdgrafo a gas acoplado a
espectrometro de massas (SHIMADZU-QP2010), equipado com uma coluna capilar com fase estacionaria
composta por 5% de difenilpolisiloxano e 95% de dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 mm, 0,25 ym de
espessura do filme). O espectrémetro foi operado em modo de impacto eletrénico, com faixa de varredura

de 35-500 amu, energia de ionizagdo de 70 eV e uma taxa de 0,30 s por varredura. As temperaturas da
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fonte de ionizagao e do injetor foram mantidas a 200°C e 240°C, respectivamente. O gas de arraste utilizado
foi o hélio. Diclorometano P.A. (Exodo cientifica) foi usado para diluir o 6leo essencial até a concentragéo
final de 2,5%. O volume de injecéo foi 1,0 ul. Durante a corrida cromatografica a temperatura passou de 60
a 240°C, com incremento de 3°C/min., em 60 minutos. As temperaturas do injetor e do detector

permaneceram em 250°C.

Utilizou-se o programa GC-MS Postrun Analysis para o tratamento dos dados cromatograficos. A
quantificagao foi realizada através da normalizagdo das areas sob a curva dos picos majoritarios. Foram
selecionados para andlise da composi¢do quimica as substancias que apresentaram porcentagem de, no
minimo, 1% e, no minimo, 95% de similaridade entre os espectros obtidos na detecgdo em espectrdmetro
de massas e aqueles das bibliotecas de espectros de massa (Mass Spectral Library - NIST 05; Flavor and
Fragrances of Natural and Synthetic Compounds - FFNSC 1.3). A identificagdo de cada substancia foi
realizada também através do calculo do indice de retengao, empregando os tempos de retengéo obtidos

através da analise cromatografica de série de alcanos e das amostras.
Variagao no teor de 6leo essencial e composi¢ao quimica

Variacéo entre individuos e um ano apoés primeira coleta: a coleta para determinagéo da variagéo entre os

individuos (primeira coleta) foi realizada no més agosto de 2017, entre 8 e 10 horas, em um dia ensolarado,
com temperatura de 18°C e umidade de 59%. Naquele periodo, no terceiro trimestre (julho a setembro), o
tempo foi chuvoso de acordo com o Instituto Nacional de Meteorologial’l. Foram coletadas as folhas e
flores de seis individuos. Todos encontravam-se floridos. Apds a coleta sinalizou-se o local de cada
amostra. Todos os individuos foram podados na base, a cerca de 10 cm do solo. Foi realizada comparagao
entre a média do teor de 6leo essencial obtida para cada individuo por ANOVA, seguido por teste de Tukey,
assim como estatistica descritiva (média, desvio padrao, erro padrao relativo) para o conjunto de dados.
Em analise por cromatografia em fase gasosa foram identificados os componentes maijoritarios e
normalizadas as areas sob a curva para obtencdo das porcentagens. Além disso, para cada componente

foi aplicada estatistica descritiva (média, desvio padréo, erro padrao relativo).

Em agosto de 2018 foi realizada uma segunda coleta dos mesmos individuos. Todos foram coletados no
mesmo dia e horario. Esta segunda coleta foi realizada um ano apds poda drastica, num periodo chuvosol’4l,

Os resultados obtidos foram comparados por teste t-Student pareado, bicaudal.

Variacdo em funcdo do horario de coleta: realizou-se nova coleta de folhas e flores de outros individuos da

mesma area, para analise da variagao do teor de 6leo essencial e composigéo quimica em diferentes horarios.
As coletas foram realizadas em um dia por semana, durante trés semanas n&o consecutivas. Em cada dia
escolheu-se uma amostra composta por cerca de 10 individuos préximos, coletados em trés horarios (7, 12 e
17 horas). Foi determinado o teor de 6leo essencial de todas as amostras, sendo os dleos resultantes

analisados individualmente por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Variacdo em periodo de seca e calor: a coleta foi realizada em periodo seco. Foram coletadas folhas de

trés amostras, cada qual composta por cerca de 5 a 10 individuos proximos, que faziam parte da mesma
touceira. Neste caso, ndo foram coletadas flores, visto que, em fungdo da seca, as mesmas encontravam-
se ausentes. Foi determinado o teor de 6leo essencial de todas as amostras, sendo os 6leos resultantes

analisados individualmente por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas.
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Foram comparadas (teste t-Student, ndo pareado, p = 0,05) as porcentagens dos componentes

identificados com aquelas que haviam sido obtidos na analise da variagéo entre os individuos.

Resultados e Discussao

Quantificagao de 6leo essencial: validagcdo do método modificado

Na determinacdo da exatiddo, a comparagcdo entre o teor de 6leo essencial obtido pelo método
farmacopeico, com xilol, e pelo método modificado, sem uso do xilol, demonstrou ndo haver diferenca (p >
0,05) entre os resultados obtidos. A analise dos dados foi feita através do teste t-Student, sendo o valor de
p igual a 0,083. Desta forma, foi possivel diminuir a geragédo de solvente organico a ser descartado, assim
como a exposi¢do dos analistas a este solvente toxicol'™l. Como ensaio adicional para confirmar a exatid&o
do método foi realizado teste de recuperagado em ftriplicata, através da adigdo de 0,1 ml de limoneno.
Calculou-se a média da porcentagem de recuperacdo, a qual foi igual a 95 + 7%, sendo considerada
satisfatéria, devido ao grau de precisdo do método. A repetibilidade foi avaliada através da analise de seis
replicatas, sendo obtido desvio padréo relativo de 5,7%. Para realizar a precisao intermediaria foi repetida
a mesma analise em dias diferentes e com operadores diferentes, sendo obtidos valores de desvio padrao
relativo (DPR), 5,1 e 7,2%, ndo foram detectadas diferengas entre as médias (p > 0,05). Os critérios de
aceitagdo, de acordo com a resolugdo 166, de 201713 devem considerar o objetivo do método, sua
variabilidade intrinseca e a concentragao de trabalho, assim como a concentragao do analito na amostra.
Para métodos de quantificacdo seria desejavel maior precisédo, no entanto, a escala presente no aparelho,
onde acontece a medida do volume de dleo essencial, ndo permite leitura com maior preciséo, o que € uma
caracteristica do método. Porém, este fato ndo compromete os resultados, visto que, é possivel quantificar
porcentagem de éleo de até 0,5%, considerando a massa inicial de droga vegetal de 12 g, sendo que a
concentragdo de trabalho foi de 1,64% a 2,85%. Para avaliagao da robustez foi avaliada variagao na escala
de aquecimento da manta aquecedora (poténcia 190 W) em 80%, 90% e 100% de sua capacidade total.
Ap6s tratamento dos dados (ANOVA) verificou-se que ndo ha diferenca significativa entre os teores médios
obtidos. No mesmo ensaio o fluxo de destilagao foi medido. Obteve-se fluxos de 1,05 ml/min, 1,77 ml/min
e 2,04 ml/min, para as poténcias de 80%, 90% e 100%, respectivamente. A Farmacopeia Brasileiral2l
preconiza um fluxo de 2 ml/min. De acordo os resultados a capacidade 100% da manta é a que mais atende
ao parametro estabelecido, porém, foi escolhida para a realizagdo de todas as analises a capacidade de
90%, visto que, na capacidade 100% da manta ocorreram ebuligbes tumultuosas durante o processo de
destilagdo. Avaliou-se também a pesagem de 12 e 10 gramas, ndo sendo detectadas diferengas. Como néo
foram encontradas diferengas nos resultados obtidos com diferentes temperaturas e massa de droga
vegetal, o método foi considerado robusto. Quanto ao tempo de analise, avaliou-se a variagéo no teor de
6leo essencial em 2, 3 e 4 horas de extragdo. Houve leve aumento em 4 horas em relagao a 3 horas, sendo
selecionado o tempo de extragdo de 4 horas, tempo preconizado pela Farmacopeia Brasileiral'd. Ehlert et
al.l® avaliaram o tempo de extragdo com a técnica de hidrodestilagido para sete espécies de plantas
arométicas, considerando que o mesmo é caracteristico para cada espécie. O tempo maximo necessério
foi 4 horas, e 0 minimo 3 horas. Em testes realizados com o alecrim, Rosmarinus officinalis, foi possivel
detectar que o tempo de extragéo prolongado pode alterar a composigéo do 6leold, Os dados reforgam a
importancia de avaliagdo prévia do tempo de extracdo para a espécie que se deseja estudar, visando

obtencdo do dleo essencial com bom padrédo de qualidade e a modificagdo do processo, a fim de evitar
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desperdicio de energial’®l. De acordo com os ensaios realizados foi possivel demonstrar a confiabilidade

dos seus resultados.
Variagao no teor de 6leo essencial e composigao quimica

Variacao entre individuos e um ano apds primeira coleta: foram detectadas variacdes significativas (p > 0,05)

no teor de 6leo essencial obtido da mistura de flores e folhas de seis individuos coletados na mesma area, dia
e horario, em 2017. Foram obtidos os seguintes teores médios: 1,64% (individuo 3); 1,80% (individuo 2);
1,99% (individuo 1); 2,30% (individuo 4); 2,47% (individuo 2) e 2,85% (individuo 6), com erro padréao relativo
igual a 19%, valor que demonstra certa homogeneidade nos resultados. Outros pesquisadores verificaram
que o teor de oleo essencial foi significativamente maior para as floresl. Portanto, pode-se atribuir parte da
variagdo encontrada as diferengas na proporgao entre flores e folhas em cada amostra, além das variagdes
genéticas!'?, Valores semelhantes de porcentagem de dleo foram encontrados em folhas coletadas na cidade
de Feira de Santana, Bahia, com variagéo de 2,14 a 2,93%, em diferentes épocas do anol®. O erro padréo
relativo foi de 14%], menor que os 19% encontrados neste estudo, possivelmente pelo fato de terem sido

coletadas apenas folhas, e a variagdo sazonal n&o ter sido expressiva.

Considerando o tamanho diminuto das folhas e flores seria inviavel rotineiramente coletar apenas folhas
ou flores. Por este motivo as analises foram realizadas sem tal separagdo, de modo a avaliar situagao

real de coleta.

Os componentes do 6leo essencial foram identificados através dos espectros de massas e indice de
retencao (TABELA 1). Os individuos foram caracterizados como pertencentes ao quimiotipo timol (TABELA
2). Os espécimes coletados na regido norte do pais, por outros pesquisadores, pertenciam também ao
quimiotipo timol, sendo os demais componentes semelhantes aos resultados aqui relatados (TABELA 3)©:8l,
Para este quimiotipo o cariofileno esta presente, porém, como componente minoritariol, resultado também
encontrado durante a realizagao de nossa pesquisa. Por outro lado, individuos também coletados no estado

da Bahia eram do quimiotipo B-cariofileno, apresentando o timol como um dos componentes minoritariosts.

TABELA 1: Composigéo do 6leo essencial de folhas e flores de Lippia thymoides com os valores de indices de retengédo
e tempos de retengdo, em minutos.

Componente RI? RI TR min.
a-tujona 9221 913 5,8
B-mirceno 99318l 991 7.6
a-terpineno 101418 1018 8,5
p-cimeno 102308 1026 8,8
limoneno 102818 1029 8,9
y-terpineno 105918 1057 10,0
metiltimol 123718 1242 17,3
timol 129619 1308 20,1
acetiltimol 135718 1360 22,3
a-copaeno 137708 1381 23,2
a-cedreno 14118 1420 24,8
B-cariofileno 14198 1428 25,1
a-humuleno 145418 1463 25,6

Legenda: RI? = Indice de retengéo da literatura; Rl = Indice de reteng&o calculado; TR = Tempo de retengéo.
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TABELA 2: Composicéo do 6leo essencial de folhas e flores de Lippia thymoides de seis individuos coletados em 2017,
denominados primeira coleta (12 C), e 2018, segunda coleta (22 C), com os valores de normalizagéo das areas (%) e de p.

Normalizagao das areas (%)

Componente Ind. 1 Ind. 2 Ind. 3 Ind. 4 Ind. 5 Ind. 6 ‘(’fg‘;’
1°C | 2°C | 1°C | 22C | 1°C | 22C | 1°C | 1°C | 2°C | 1°C | 2°¢C
a-tujona 117 | 1,04 | 119 | 140 | 0.8 | 12 | 138 | 1,38 | 0,50 | 0,96 | 1,58 | 0,02

B-mirceno 1,34 1,47 1,45 | 1,89 | 0,91 1,6 1,52 1,21 | 0,75 | 1,556 | 1,75 0,42
a-terpineno 1,31 1,04 166 | 1,96 | 0,77 1,4 1,68 1,37 | 0,73 | 1,90 | 2,06 0,97
p-cimeno 12,2 11,1 9,37 | 9,26 | 7,62 | 9,08 13,0 9,85 | 3,77 | 151 | 16,9 0,59
limoneno 0,30 0,32 0,31 | 0,39 | 39,0 | 0,34 0,38 029 | 00 | 0,38 | 0,45 0,37
y-terpineno 4,72 3,85 85 | 931 | 2,83 | 3,87 7,85 7,23 | 3,77 | 9,28 | 9,02 0,53
metiltimol 14,2 14,7 9,77 | 95 | 584 | 9,62 10,1 9,98 | 10,7 | 10,8 | 11,3 0,20
timol 18,6 16,5 31,4 | 30,3 | 20,0 | 33,8 21,3 17,7 | 16,5 | 20,2 | 19,5 0,55
acetiltimol 14,0 13,5 344 | 29 | 0,19 | 2,54 1,25 0,77 | 09 | 0,95 | 0,82 0,87
a-copaeno 1,96 1,84 084 | 0,79 | 0,73 | 1,16 0,88 1,41 1,4 1,67 | 1,58 0,77
a-cedreno 0,73 0,99 1,10 | 1,17 | 0,77 | 1,05 1,73 162 | 1,96 | 1,21 | 1,21 | 0,044
B-cariofileno 6,04 6,29 3,66 | 3,24 | 3,82 | 6,19 5,48 7,04 | 7,27 | 466 | 3,74 0,62

a-humuleno 1,62 1,91 0,27 | 0,57 | 0,72 | 1,38 0,33 049 | 0,54 | 0,41 | 0,58 0,05

Legenda: C: coleta; Ind.: individuo.
* Néo foi realizada segunda coleta da amostra 4 pois este individuo desenvolveu-se menos que os demais individuos.

FIGURA 1: Perfil cromatografico por CG-MS para 6leo essencial de folhas e flores de Lippia thymoides contendo (1) a-
tujona, (2) B-mirceno, (3) a-terpineno, (4) p-cimeno, (5) limoneno, (6) y-terpineno, (7) metiltimol, (8) timol, (9) acetiltimol,
(10) a-copaeno, (11) a-cedreno, (12) B-cariofileno, (13) a-humuleno.
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Os valores de p apresentados (TABELA 2) mostram que s6 houve diferenga significativa na composigao
quimica entre as coletas para a-humuleno e a-cedreno, componentes minoritarios. Portanto, um ano apos
a poda as plantas apresentavam mesmo perfil em relagédo & composicdo do 6leo essencial (FIGURA 1).
Considera-se que a composi¢ao se manteve relativamente constante, com excegéo do individuo 3 que
apresentou aumento muito expressivo na porcentagem relativa de limoneno apenas na primeira coleta,
passando a ser o componente majoritario. Para este individuo, outros monoterpenos tiveram sua
concentragéo diminuida, especialmente y-terpineno, p-cimeno, timol, metiltimol e acetiltimol. Como todos
fazem parte da mesma rota biossintética, tendo como precursor do y-terpineno'¥, possivelmente houve um

desvio da biossintese de y-terpineno para limoneno. Importante considerar que n&do se trata de outro
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quimiotipo, visto que, apds um ano, o mesmo individuo teve seu nivel de limoneno alterado de 39,0 para

0,34%, concentracao equivalente as demais amostras.

Esses resultados indicam que é possivel realizar nova coleta apés poda drastica. No momento da coleta
foram mantidos apenas cerca de 10 centimetros dos caules, ou seja, todas as folhas e flores foram
coletadas, e apés um ano as plantas recuperaram-se completamente. Durante este periodo, de um ano, foi
observado o crescimento da planta em campo, o qual foi considerado lento, provavelmente em fungéo da
baixa pluviosidade em 2017 e 2018. Ao contrario do que foi observado na regido norte do pais, por Silva et
al.lel, local onde as plantas cresceram cerca de um metro em seis mesesl®, altura em que encontram-se
adultast. Possivelmente, o desenvolvimento foi mais rapido em fungdo da maior pluviosidade naquela
regido. Considera-se a hipétese de que seria possivel realizar mais de uma coleta ao ano em regime de

chuvas mais abundantes ou com o apoio de irrigagéao.

E importante considerar o desenvolvimento da planta no momento da coleta, visto que a concentragdo de
metabdlitos secundarios geralmente cresce em fungéo do estagio de desenvolvimento da planta, atingindo
um maximo e decrescendoll. Tal processo natural pode ser reiniciado aplicando-se a pratica de poda. Ou

seja, a poda tem como objetivo tanto a coleta quanto a renovagéo das plantas coletadas.

TABELA 3: Composigao do 6leo essencial de folhas e flores de Lippia thymoides de seis individuos coletados em 2017,
com as respectivas porcentagens, em comparagao com valores da literatura cientifica.

Componentes Presente pesquisa Silva et al.l¥ Silva et al.l!
a-tujona 0,8a 1,58 0,1a0,6 0,81
B-mirceno 0,75a1,89 0,1a1,0 1,34
a-terpineno 0,73 a 2,06 0,17a1,0 1,48
p-cimeno 3,77 a 16,87 0,5a6,4 8,36
limoneno 0a0,45* 0,1a0,2 0,23
y-terpineno 2,83 29,31 0,5a6,4 9,36
metiltimol 5,84 a 14,7 0,17a1,8 1,27
timol 16,5 a 33,8 70,1 a 80,0 58,9
acetiltimol 0,77 a 13,5 51a13,7 8,10
a-copaeno 0,73 a 1,96 0,1a04 0,03
a-cedreno 3,24 a7,27 - -
B-cariofileno 3,24 a7,27 - 4,53
a-humuleno 0,27 a 1,91 0,4a0,8 0,61

Legenda: * Foi excluido o valor discrepante.

Variacdo em funcdo do horario de coleta: a partir do valor de p (0,58) calculado na analise de variancia

(ANOVA), foi constatado que ndo houve diferenga significativa no teor de 6leo essencial em fungao do
horario de coleta (7, 12 e 17 horas). O valor de f de 0,56 indica que mais repeticdes ndo influenciariam no
resultado. Semelhante resultado foi obtido por Silva et al.l9, investigando para a mesma espécie as
variagdes nos teores de 6leo essencial em diferentes horarios (6, 9, 12, 15, 18 e 21 horas), visto que os
autores n&o observaram diferenga significativa nos teores de éleo. Na pesquisa de Ehlert et al.2% com a
Lippia alba, fenétipo limoneno-carvona, foi constatado que o teor de 6leo essencial também nao apresentou
diferenga significativa entre os horarios avaliados (8, 10, 12, 14 e 16 horas). Diferencgas significativas eram
esperadas, considerando que geralmente a biossintese de 6leo essencial é estimulada pelo aumento na
temperatura, inclusive tais compostos participam na termorregulagéo de espécies vegetaist'l. Silva et al.lf
encontraram correlagdo positiva entre temperatura e teor de dleo, porém, as diferengas ndo foram

suficientes para serem detectadas estatisticamente. Talvez nos individuos analisados na presente pesquisa
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houve equilibrio entre 0 aumento da biossintese e a volatilizagdo dos compostos formados resultando em

constancia quanto ao teor.

Quanto a composi¢cdo dos 6leos essenciais obtidos (TABELA 4), a porcentagem de 12 compostos
analisados foi comparada. Nao foram observadas alteracdes significativas (p > 0,05) nas porcentagens dos
compostos identificados em fungdo dos horarios de coletas avaliados. No trabalho de Ehlert et al.2% foram
observadas diferengas na composigdo do 6leo essencial de L. alba. Portanto, ao contrario do que seria

esperado, a coleta para fins comerciais ou emprego caseiro pode ser realizado em diferentes horarios

durante o dia, o que representa uma grande vantagem em relacao a logistica para coleta.

TABELA 4: Composigao do 6leo essencial de Lippia thymoides nos respectivos horarios de coleta.

7 horas 12 horas 17 horas

Compostos % Area + DP (EPR) % Area + DP (EPR) % Area + DP (EPR)

a-tujona 1,58 + 0,15 (9,24) 1,54 + 0,14 (8,80) 1,39 + 0,13 (8,97)
a-pineno 0,65 + 0,48 (73,94) 0,63 £ 0,51 (80,22) 0,53 £ 0,38 (72,86)
B-mirceno 1,82 + 0,17 (9,33) 1,61 + 0,40 (24,67) 1,69 + 0,19 (11,13)

a-terpineno 1,20 + 0,17 (14.6) 1,23 + 0,18 (14,62) 1,12 + 0,09 (8,04)
p-cimeno 13,71 + 1,97 (14,35) 12,56 + 2,03 (16,18) 10,70 + 1,47 (13,71)

y-terpineno 4,63 + 1,43 (30,83) 5,38 + 0,83 (15,45) 4,81+0,13 (2,72)
metiltimol 13,07 £ 1,03 (7,88) 11,69 £ 0,80 (6,82) 11,94 £ 0,40 (3,34)
timol 25,42 £ 1,20 (4,73) 24,69 £ 3,44 (13,94) 25,99 + 1,81 (6,96)
acetiltimol 1,25 + 1,10 (87,89) 1,77 + 1,40 (78,84) 1,61 + 0,39 (24,26)
a-copaeno 0,98 £ 3,31 (32,12) 1,02 + 0,41 (40,13) 1,30 + 0,58 (44,64)
a-cedreno 1,06 0,15 (13,90) 1,17 + 0,31 (26,66) 1,06 + 0,11 (10,06)
cariofileno 5,19 + 1,68 (32,44) 5,65 + 2,02 (35,74) 5,82 + 1,83 (31,38)

Legenda: DP = desvio padrdo, EPR = erro padréo relativo.

Variacdo em periodo de seca e calor: ndo houve diferencga significativa no teor de 6leo essencial (teste t-

Student, p = 0,40) entre aqueles obtidos no ensaio para avaliar a variagdo entre individuos, que aconteceu
em periodo de temperaturas e chuvas amenas, e os teores resultantes de coleta em época de seca e calor.
Considerando o conhecimento cientifico atual sobre estresse hidrico, o teor de dleo essencial poderia
aumentar ou diminuir. Em revisdo elaborada por Selmar e Kleinwachter2l, foi apontado que plantas
expostas ao estresse hidrico podem apresentar aumento na biossintese de metabdlitos secundarios
reduzidos, como terpenos, cujos carbonos apresentam numero de oxidagdo menor que aqueles de
carboidratos. Provavelmente tal fato seria resultado do aumento do potencial redutor do metabolismo
vegetal em fungédo do aumento da razdo NADPH/NADP causado pelo aumento do gas carbdnico em fungéo
do fechamento dos estdbmatos. Por outro lado, outros pesquisadores observaram que a seca foi
correlacionada negativamente com o teor de 6leo essencial de Lippia thymoides!®, assim como aconteceu

com Lippia origanoides, cujo 0leo essencial também é composto por sesquiterpenos e monoterpenos!22,

Além o estresse hidrico outra variavel envolvida neste caso é a temperatura, cujo aumento foi
correlacionado com aumento na biossintese de terpenos em Lippia thymoidest. A temperatura é um dos
fatores que mais estimula enzimas ligadas a biossintese de terpenos, os quais refletem a luz solar atuando

na termorregulagdo das plantas, aumentando a sua tolerancia a altas temperaturast'®. No caso dos
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resultados aqui apresentados, possivelmente houve aumento no teor de 6leo essencial proporcionado pelo
estimulo da biossintese de terpenos em funcdo da temperatura e concentragdo dos 6leos pela diminuigao
no teor de agua das plantas, sendo que estes fatos compensaram a diminuigdo na biossintese causada

pela seca e pela auséncia das flores.

Quanto a composicdo dos Oleos essenciais, ndo foram detectadas diferencas significativas nas
porcentagens das substancias identificadas (TABELA 5). Apesar da auséncia de diferengas, tanto no teor
de 6leo essencial quanto no perfil cromatografico, entre os dois periodos, considera-se mais adequada
coleta fora do periodo de seca excessiva, visto que durante a seca a biomassa foi muito diminuida, e houve

maior dificuldade para separar folhas e flores dos caules.

TABELA 5: Comparacgéo entre as porcentagens, obtidas por normalizagéo das areas, de componentes identificados dos
6leos essenciais obtidos na analise da variagéo entre os individuos (basal) e aqueles obtidos em periodo de seca.

Componente Normalizacao das areas (%) £ DP* (EPR** %) Valor de p
Porcentagem basal Porcentagem durante seca
a-tujona 1,14 £ 0,21 (18,9) 1,20 + 0,089 (7,49) 0,75
B-mirceno 1,33 10,22 (16,5) 1,15+ 0,115 (10,07) 0,29
a-terpineno 1,44 + 0,36 (25,0) 0,45 + 0,32 (72,6) hx
p-cimeno 11,17 £ 2,48 (22,2) 14,89 + 5,55 (37,29) 0,26
y-terpineno 6,73 + 2,25 (33,4) 2,31+ 0,452 (19,6) 0,15
metiltimol 10,8 +2,43 (24,1) 16,47 + 1,39 (8,47) 0,077
timol 21,52 + 4,57 (21,2) 25,37 + 6,76 (26,65) 0,14
acetiltimol 3,44 + 4,85 (140,9) 0,83 + 0,38 (46,0) hx
a-copaeno 1,24 + 0,46 (37,0) 0,69 + 0,066 (9,63) 0,11
a-cedreno 1,25 + 0,46 (26,7) 1,24 + 0,065 (9,39) 0,082
cariofileno 5,11 + 1,20 (23,5) 6,12 + 0,27 (4,41) hx

Legenda: * DP = desvio padrao; ** EPR = erro padréo relativo *** Nao foi possivel realizar a analise estatistica em fungéo
das diferencgas nas variancias.

Conclusao

As variagbes no teor de dleo essencial (1,64% a 2,85%) entre individuos foram aceitaveis no sentido de
possibilitar a obtengéo de lotes de matéria-prima vegetal com adequado teor de 6leo essencial. Nao foram
observadas diferencas em fungdo do horario de coleta, seca e apds recuperacdo de poda drastica,
facilitando o planejamento da logistica de coleta. Os componentes majoritarios do 6leo essencial foram
timol, metiltimol, p-cimeno, com porcentagem relativa de, respectivamente, 16,5 a 33,8%; 5,84 a 14,7%;
0,77 a 14,0%, os quais, com os componentes minoritarios, resultaram em perfil cromatografico constante
frente as variaveis analisadas. Conclui-se que, coletas para fins comerciais ou utilizagdo caseira das folhas
e flores de Lippia thymoides podem ser realizadas em qualquer horario do dia, sendo possivel nova coleta
apo6s desenvolvimento completo das plantas. Apesar de ndo terem sido detectadas diferengas no teor e
composigdo em periodo de intensa seca nao seria indicada coleta neste periodo, visto que a massa total
de folhas por individuo diminui extensivamente neste periodo. Estudos sobre variabilidade quimica de
espécies de Caatinga e Cerrado geram conhecimento cientifico que pode ser aplicado em planos de manejo
para esses biomas, desvalorizados tanto do ponto de vista de conservagdo quanto de pesquisa cientifica,
especialmente a Caatinga, quando se compara a regides de Floresta Atlantica e Amazonica. Planos de

manejo podem resultar em renda as populacgées locais, assim como valorizagdo e conservagéo dos biomas.
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