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Resumo

O género Mentha possul importancia econdmica como fonte de
6leos essenciais para a indastria alimenticia, cosmética e farmacéutica.
Os principais constituintes do 6leo essencial destas espécies sdo terpenos
cuja biossintese estd localizada nos tricomas glandulares peltados das
folhas. Neste trabalho, determinou-se o rendimento e a composigio do
6leo essencial, correlacionados com a densidade de tricomas glandulares
em ambas as faces (abaxial e adaxial) e em trés regides (proximal, medi-
ana e distal) das folhas nas espécies Mentha cf. aguatica L. , Mentha x
piperita L. e Mentha arvensis L. . O experimento foi conduzido no Cen-
tro de Estagdes Experimentais do Canguiri (UFPR) com plantas propa-
gadas por estaquia. A contagem de tricomas foi realizada por meio de
microscopia 6ptica em folhas expandidas do sexto né e a extragio de
6leo essencial por hidrodestilagio. A maior densidade de tricomas foi
observada nas regides mediana e proximal da face abaxial de Mentha arvensis
e distal adaxial de Mentha x piperita. Em Mentha cf. aquatica a maior
densidade foi observada na regiio distal da face abaxial . Outros fatores,
como perdas por volatilizagio e/ou catabolismo, parecem ser mais
determinantes no actimulo de 6leo essencial que a densidade de tricomas,
pois o maior rendimento de 6leo essencial foi observado em Mentha x
piperita (32,09 uL. ¢! de MS da folha) e Mentha f. aquatica (33,23 uL. g
"'de MS da folha), comparado com Mentha arvensis (16,61 uL. g de MS
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da folha). Os constituintes linalol e acetato de linalila foram predomi-
nantes nas espécies M. aquatica e M. x piperita e Q-terpineol em M.
arvensis. Os resultados obtidos indicam para a possibilidade de explora-
¢io destes materiais genéticos para a obtengio destes constituintes com
aplicagio na inddstria cosmética, e alimenticia.

Palavras-chave: Mentha, tricomas glandulares, 6leo essencial, linalol,
acetato de linalila, a-terpineol

Summary

The genus Mentha has economic importance as a source of
essential oil for food, cosmetic and pharmacy industries. Terpenes are
the main constituents of the essential oil of these species and their
biosynthesis is located in leaf peltate trichome glands. The essential oil
yield and composition of the species Mentha cf. aquatica L., Mentha x
piperita L. e Mentha arvensis L. was compared and the density of trichome
glands on leaf zones (abaxial proximal, abaxial middle, abaxial distal,
adaxial proximal, adaxial middle and adaxial distal) determined. The
experiment was carried out at Center of Experimental Station of Canguiri,
UFPR, using plants propagated by stem cuttings. The trichome counting
was performed by optical microscopy on expanded leaves of the sixth
internode and the essential oil extraction by hydrodistillation during six
hours. The highest density of trichomes was observed on middle and
proximal zones of Mentha arvensis and distal adaxial zone of Mentha x
piperita. Mentha cf aguatica showed the highest density of trichome on
distal zone of abaxial face. Other factors beside trichome density as losses
by volatilization and catabolism seems to be more important on
determining the essential oil accumulation as higher yield was observed
in Mentha x piperita (32.09 pL.g' DW) and Mentha cf aquatica (33.23
HL.g"!' DW) than in Mentha arvensis (16.61 pL.g" DW). The constituents
linalool and linalyl acetate were predominants on M. aquatica and M. x
piperita, and O-terpineol on M. arvensis. The obtained results indicate
the possibility to use these genetic materials for linalool production by
the cosmetic and food industry.
Key words: Mentha, trichomes, essential oil, linalool, linalyl acetate, a-
terpineol

Introdugao
Os 6leos essencials, presentes em vérias espécies do género
Mentha, sio misturas de componentes volateis usados em larga escala na
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indastria alimenticia e de cosméticos devido a grande diversidade que
possuem (Ohloff, 1994). Na industria alimenticia, por exemplo, a apli-
cagio de 6leos essenciais apresenta grande potencial para substitui¢io de
antioxidantes sintéticos (Cuppert & Hall, 1998). No setor agricola, vari-
os trabalhos demonstram a aplicacio de 6leos para o controle biolégico
de pragas, doengas e nematéides (Rosenthal & Berenbaum, 1992; Simon,
1990; Turlings et al., 1995; Singh et al., 1992).

Na composigio do 6leo essencial de Mentha , destacam-se os
terpenos mentol, mentona e limoneno (Ming et al., 1998), porém, grande
variagio é observada em fung¢io do genétipo (Zeinali et al., 2004) e fatores
ambientais, tais como temperatura e fotoperiodo (Clark & Menary, 1980).

A sintese destes compostos ocorre especificamente em tricomas
glandulares (McCaskill & Croteau, 1998). Trés tipos de tricomas estio
presentes em menta: tricomas tectores, tricomas glandulares capitados e
tricomas glandulares peltados (Brun & Voirin, 1991). Os tricomas glan-
dulares capitados tém capacidade de armazenamento limitada e contém
predominantemente carboidratos, lipideos e proteinas (Ascensio et al.,
1998). Ja os tricomas glandulares peltados se diferenciam pelo nimero
superior de células apicais onde sio sintetizados e armazenados os com-
ponentes voliteis do 6leo essencial (Turner et al., 2000). Segundo estes
autores, a densidade de tricomas glandulares peltados em Mentha x piperita
aumenta até o momento em que o tecido foliar encontra-se completa-
mente expandido com distribui¢io nio uniforme nas diferentes faces e
regides da folha. Portanto, a densidade destas estruturas da epiderme
pode ser um indicativo da capacidade de produgio de 6leos essenciais
em determinada espécie aromitica.

Neste trabalho determinou-se a densidade de tricomas nas duas
faces e em trés diferentes regides (proximal, mediana e distal) das lami-
nas foliares de Mentha x piperita L., Mentha cf- aquatica L. e Mentha arvensis
L., correlacionando com o rendimento e qualidade do 6leo essencial nes-
tas espécies.

Material e métodos

O experimento foi conduzido em condi¢ées de campo no Cen-
tro de Estagdes Experimentais do Canguiri (CEEx - Universidade Federal
do Parand), municipio de Pinhais, PR. Amostras de solo foram coletadas na
camada de 0-20 cm de profundidade e submetidas 2 anélise no Laboraté6-
rio de Fertilidade do Solo da UFPR. A adubagio e calagem da 4rea expe-
rimental basearam-se nos resultados desta anilise (Tabela 1), seguindo
recomendagio de Raij et al. (1996).
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Tabela 1. Analise do solo da drea experimental na profundidade de 0-20 cm. Centro de
Estagoes Experimentais do Canguiri, UFPR, 2004

Profundidade PH AP H+Al Ca CatMg K CTC P c v
(cm)

CaCl, oo, mol dm®........ccooeiecenn. mgdm?® gdm® %

0-20 52 0 54 54 88 08 172 308 398 690

Foram incorporados ao solo 20 kg ha' de N, 40 kg ha' de P,O, e
30 kg ha de K,O, além de 30 kg ha'' de N em cobertura, aos 30 dias apés
o plantio. As espécies avaliadas foram as seguintes: Mentha cf. aquatica
(Lavender mint), Mentha x piperita (Eau de cologne) e Mentha arvensis
(Banana mint). As mudas foram obtidas mediante propagacio vegetativa,
em casa de vegetagio, utilizando-se estacas homogéneas com aproxima-
damente 5cm de comprimento da extremidade apical das plantas matri-
zes. Ap6s 30 dias, estas foram transferidas para condi¢bes de campo,
sendo plantadas 12 mudas (espagamento de 0,30 m entre fileiras, 0,25m
entre mudas e 1,00m entre canteiros).

Um total de 24 folhas por espécie (seis folhas por repetigio) foi
coletado para a analise microscépica. Folhas do sexto né das trés espéci-
es foram utilizadas para determinagio de densidade de tricomas (nime-
ro de tricomas. mm?) por meio de modelagem com esmalte de unha
incolor, extracio da epiderme foliar (Boeger & Wisniewski, 2003) e mon-
tagem de liminas para posterior avaliagio em microscépio 6ptico
(Olympus CBA, 40x), em trés regides (proximal, mediana e distal) em
ambas as faces (adaxial e abaxial) da epiderme das folhas. A extragio de
6leo essencial foi realizada mediante hidrodestilagio durante seis horas
em aparelho graduado tipo Clevenger, utilizando-se 100 gramas de teci-
do foliar fresco (quatro repeti¢des por espécie).

Os 6leos essenciais obtidos foram analisados por cromatografia
gasosa em equipamento Agilent 6890N, equipado com detector de
ionizagio por chama, operado a 280°C, e uma coluna capilar HP5 (30m
X 0,32mm X 0,25mm), utilizando-se hidrogénio como gis carreador
(1,5mL min™). Foi injetado 1,0 pL de uma solugdo a 1% do 6leo em
diclorometano, em injetor aquecido a 250°C operando no modo com
divisio de fluxo (1:100). A programacio de temperatura do forno foi de
60° a2 240°C, a uma taxa de aquecimento de 3°C min™.. Para a quantificacio
foram utilizados os valores de drea normalizada, expressos em percenta-
gem. Os espectros de massas foram obtidos em sistema Agilent 5973N,
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equipado com uma coluna capilar HP5MS (30m X 0,25mm X 0,25mm),
utilizando hélio como gis carreador (1,0mL min™), nas mesmas condi-
¢oes utilizadas acima. O detector foi operado no modo impacto de elé-
trons, com energia de ionizagio de 70eV. Os indices de retengio foram
calculados ap6s a injegio de uma série de n-alcanos nas mesmas condi-
¢oes utilizadas para amostras. A identificagio dos constituintes do 6leo
foi realizada por comparagio dos indices de retencgio calculados com
valores da literatura (Adams, 2001) e pela comparagio dos espectros de
massas obtidos com aqueles da biblioteca Wiley 6th edition.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
parcelas sub-divididas. A anélise da varidncia e o Teste de Tukey (P<0.05)
para comparacio de médias foram realizados com o auxilio do programa
ESTAT (Sistema para Aniélises Estatisticas), versio 2.0.

Resultados e discussio

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que os
tricomas glandulares peltados e capitados ocorrem em ambas as faces da
epiderme, em folhas completamente expandidas das espécies Mentha cf.
aquatica, Mentha x piperita e Mentha arvensis (Figura 1). Além de tricomas
glandulares, a espécie Mentha arvensis apresenta uma alta densidade de
tricomas tectores, caracteristica que a distingue das demais.

Com relagio 2 densidade de tricomas glandulares, observou-se
maior concentragio na face abaxial de M. arvensis e M. f. aquatica, sendo
que em M. x piperita nio houve diferenca significativa em ambas as faces.
Estes resultados estio de acordo com os obtidos por Martins (1998) em
Mentha spicata e Mentha spicata x M. suaveolens que também observou a
presenga de tricomas glandulares em ambas as faces, com maior predo-
minincia na face abaxial. Turner et al. (2000) avaliando a densidade de
tricomas peltados em M. x piperita encontraram maior concentra¢do na
face abaxial proximal e mediana de folhas em desenvolvimento. Neste
trabalho, nio se observou diferenca estatistica entre as faces abaxial e
adaxial desta espécie, provavelmente pelo fato da avaliagio ter sido reali-
zada em tecido completamente expandido cuja densidade de tricomas j4
estava definida. De acordo com Werker et al. (1993), o aparecimento e
desenvolvimento de tricomas glandulares dependem consideravelmente
da maturidade do tecido foliar. A avaliagio em folhas completamente
expandidas de M. spicata e M. spicata x M. suaveolens também nio de-
monstrou diferencgas na densidade de tricomas glandulares entre ambas
as faces foliares (Martins, 1998).
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Figura 1. Microscopia eletronica de varredura (150 x) das regides adaxial (1, 3, 5) e abaxial (2,
4, 6) de folhas de Mentha x piperita (1,2), Mentha aquatica (3,4) e Mentha arvensis (5,6)
mostrando a presenga de tricomas glandulares peltados (TGP), tricomas glandulares capitados

(TGC) e tricomas tectores (TT)

Comparativamente a outras espécies, M. arvensis foi a que apre-
sentou maior densidade de tricomas glandulares peltados na face abaxial
(Tabela 2), sendo esta maior ocorréncia resultante, provavelmente, da
grande concentragio de tricomas glandulares na regiio proximal (Tabela
3). Nas regioes mediana e distal da espécie M. arvensis, a densidade embora
tenha sido maior que em M. ¢f. aquatica, nio diferiu estatisticamente de
M. x piperita.
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Tabela 2. Densidade de tricomas das faces abaxial e adaxial de folhas de Mentha x piperita ,
Mentha cf. aguatica e Mentha arvensis

Espécies Abaxial Adaxial
Mentha x. piperita 1,42 Ba 1,63 Aa
Mentha cf aquatica 1,09 Ba 0,77 Bb
Mentha arvensis 2,29 Aa 1,24 ABb

* Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mindscula na linha nio diferem
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Com relagdo as diferentes regides de folhas de Mentha, foi ob-
servado que a distribuigio de tricomas glandulares peltados também nio
¢ uniforme (Turner ez al., 2000). Neste trabalho, a anilise estatistica dos
resultados mostrou interagio significativa entre as espécies e as regides
da epiderme. A espécie M. arvensis, embora tenha apresentado maior
média de densidade na regido proximal, nio diferiu de M. x piperita nas
regides mediana e distal. A menor média de densidade nas regides proximal
e mediana foi observada em M. of. aguatica (Tabela 3).

Tabela 3. Densidade de tricomas nas regides proximal, mediana e distal de folhas de
Mentha x piperita , Mentha cf. aquatica e Mentha arvensis

Espécies Proximal Mediana Distal
Mentha x. piperita 1,25 Bb 1,48 Aab 1,86 Aa
Mentha of aquatica 0,69 Bb 0,84 Bab 1,26 Ba
Mentha arvensis 2,01 Aa 2,01Aa 1,28 ABb

* Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mindscula na linha nio diferem
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Também nio houve um padrio de distribuigio de glindulas nas
espécies. Em M. x piperita e M. ¢f aguatica as maiores médias de densi-
dade foram observadas na regiio distal em relacio a proximal, sem dife-
rencas destas com a regido mediana. Diferentemente, 0 maior niimero de
tricomas peltados em M. arvensis foi observado nas regides proximal e
mediana em relacio a distal. Embora trabalhos anteriores tenham avalia-
do a distribui¢io em diferentes faces de folhas em espécies de Mentha
(Martins, 1998) e outras espécies da familia Lamiaceae (Croteau et al.,
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1981; Werker et al., 1993), apenas Turner et al. (2000) compararam a den-
sidade em diferentes regides foliares de M. x piperita, porém, sem compa-
rar com o padrio de outras espécies. No presente trabalho, observou-se
diferentes padrdes de distribui¢io nas regides do tecido foliar e em dife-
rentes espécies de Mentha demonstrando haver um comportamento dife-
renciado conforme o material genético.

As espécies de Mentha demonstraram diferentes rendimentos
de 6leo essencial (Tabela 4), sendo as maiores médias observadas nas
espécies M. x piperita e M. ¢f. aquatica. A espécie M. arvensis, embora
tenha apresentado uma maior densidade de tricomas glandulares peltados
na face abaxial e na regido proximal dos tecidos foliares, apresentou me-
nor rendimento de 6leo essencial.

Estes resultados demonstraram que outras caracteristicas fisio-
l6gicas destas espécies podem ser mais determinantes no rendimento de
6leo essencial do que a densidade de tricomas glandulares peltados. Um
dos fatores que pode ser considerado é tanto a capacidade de
armazenamento de 6leos essenciais nas diferentes espécies do género
quanto as perdas por volatilizagio e/ou catabolismo destes compostos.
Além da capacidade em armazenar estes compostos, os tricomas glandu-
lares também correspondem ao local de sintese, principalmente de
monoterpenos em Mentha x piperita, (McCaskill & Croteau., 1998). Por-
tanto, o metabolismo especifico de cada material genético pode resultar
em teores diferenciados de 6leos essenciais nas espécies aromdticas in-
cluidas neste trabalho. Neste sentido, Gershenzon et al. (2000), avalian-
do a regulagio do actimulo de monoterpenos em M. x piperita, observa-
ram que o principal fator no rendimento de 6leos essenciais da espécie
estd relacionado com a capacidade biossintética dos tricomas glandulares
e que perdas por volatilizagio e catabolismo nio sio significativas. Em
trabalho complementar, McConkey et al. (2000) demonstraram que a
regulagio da biossintese de monoterpenos em tricomas glandulares ocorre
em nivel de expressdo génica com o desenvolvimento foliar. O aumento
da expressio de enzimas importantes na biossintese de monoterpenos,
como 4S-limoneno sintase (Diemer er al.,1999) ou na supressio de ou-
tras, como limoneno-3-hidroxilase (Mahmoud ez al., 2004) resultaram
na alteraio do rendimento e qualidade de 6leo essencial nesta espécie. E
provavel que este mecanismo ocorra em outras espécies do género, tais
como M. arvensis e M. ¢f. aguatica, cuja relacio entre densidade de tricomas
glandulares e rendimento de 6leo também nio foi observada.

A anilise do 6leo essencial das espécies de Mentha demonstrou
que os constituintes linalol e o acetato de linalila foram predominantes
nas espécies M. ¢f aquatica (51,85 e 28,43 %, respectivamente) e M. x
piperita (36,07 e 27,05 %, respectivamente). Na composi¢io do 6leo de
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M. arvensis a maior percentagem foi do constituinte O-terpineol (9,6%),
sendo os demais constituintes presentes em menores concentragdes. Estes
resultados demonstram grande diversidade na constituicio do 6leo es-
sencial de espécies do género (Tabela 5).

Tabela 4. Oleo essencial (ul g-1 de massa seca da folha) extraido das espécies de Mentha x
piperita, Mentha of aquatica e Mentha arvensis

Espécie Oleo Essencial (ul g-1 de MS)
Mentha x piperita 32,09 a*
Mentha cf aquatica 33,23 a
Mentha arvensis 16,61 b

* Médias na mesma coluna, seguidas da mesma letra mindscula, nio diferem
significativamente pelo Teste Tukey (P<0,05)

Tabela 5. Composicio (%) de 6leos essenciais extraidos das espécies de Mentha x piperita ,
Mentha cf. aquatica e Mentha arvensis

Mentha  Mentha cf.  Mentha x
Composto . . .
arvensis aquatica piperita

O-pineno 1,1 - 0,3
Sabineno 0,9 - 0,7
B-pineno 1,6 - 0,5
Mirceno 1,9 - -
Limoneno 0,9 0,8 0,3
1,8-cineol 3,3 22 9,7
Linalol - 51,8 36,1
Acetato de octila - 1,0 0,4
O-tetpineol 9,6 3,7 5,7
Nerol - 0,9 0,7
Neral - 1,0 -
Acetato de linalila - 28 4 27,0
Geranial - - 0,7
Acetato de citronelila 1,7 - 0,4
Acetato de nerila - 0,8 1,4
Acetato de geranila 2,2 1,8 3,0
Germactreno D - 0,8 -
Germactreno-D-4-ol 43 - 0,87
Hinesol - 1,0 1,6
Viridiflorol 4.1 1,7 -
Outros 58,9 2,2 7,2
TOTAL 90,5 98,1 96,6
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Embora comumente se observe a presenga do constituinte mentol
nas espécies M. arvensis e M. x piperita, por exemplo, este nio foi detec-
tado nos quimiotipos destas espécies no presente trabalho. A presenca
expressiva dos constituintes linalol e acetato de linalila, por sua vez indi-
cam a possibilidade de aplicacio do 6leo essencial destas espécies na
inddstria de perfumaria. No caso especifico do linalol, pesquisas tém
sido desenvolvidas com sucesso para a produgio deste constituinte em
manjericio (Ocimum basilicum 1.) em substitui¢io ao linalol produzido
pelo pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) - espécie amazodnica ameagada
de extingio. Estes materiais genéticos de Mentha poderio se tornar, por-
tanto, uma nova fonte deste constituinte ji que este potencial genético
foi expresso nas condigdes climdticas onde se desenvolveu o trabalho.
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