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RESUMO. Com o objetivo de avaliar o efeito do meio de cultura no teor e composi¢io quimica
do 6leo essencial de Melissa officinalis, foi realizado o presente trabalho, que avaliaram trés
concentragdes do meio de cultura MS. O experimento foi implantado em delineamento
inteiramente casualizado, com sete repetigdes, ¢ cada repeti¢io foi representada por uma amostra
de 20 g de plantulas frescas. A extragio do dleo foi realizada em aparelho de Clevenger
modificado com duragio de 1h e 30 min. e a anilise quimica foi realizada por cromatografia
gasosa. Observou-se que o teor e a composi¢io quimica do dleo essencial de M. officinalis foram
influenciados pela concentragio de sais do meio MS. As plantulas que se desenvolveram nos
meios MS e MS/4 apresentaram maior teor de Sleo essencial, e os componentes majoritirios
foram o geranial (25,23 e 16,21%, respectivamente) e o neral (24,5 e 20,53%, respectivamente). J4
o componente majoritirio presente no 6leo de plantulas de melissa cultivadas em meio MS/2 foi
o acetato de nerila (18,69%).

Palavras-chave: Melissa officinalis, planta medicinal, éleo essencial, cultura de tecidos.

ABSTRACT. Content and chemical composition of the essential oil of Melissa officinalis
L. in vitro under the influence of the culture medium. The present work was carried out
with the objective of evaluating the effect of the culture medium in the content and chemical
composition of the essential oil of Melissa officinalis, evaluating three concentrations of the MS
culture medium. The experiment was performed in a completely randomized design, with 7
repetitions, where each repetition was represented by 20 g of fresh biomass. Oil extraction was
accomplished using a Clevenger modified device for 1 hour and 30 minutes, and the chemical
analysis was accomplished by gas chromatography. It was observed that the content and chemical
composition of the essential oil of M. officinalis was influenced by the concentration of MS
medium. The plants grown in the MS medium and MS/4 presented higher content of essential
oil, and the major components of these plants were geraniol (25.23 and 16.21%, respectively) and
nerol (24.5 and 20.53%, respectively). The major component present in the oil of melissa plants
cultivated in MS/2 was neryl acetate (18.69%).

Key words: Melissa officinalis, medicinal plant, essential oil, tissue culture.

propriedades antibacterianas, M.

officinalis

Planta originiria da regido que circunda o
Mediterrineo e também a Asia, Melissa officinalis L.,
conhecida popularmente como erva-cidreira, ¢ uma
planta da familia Lamiaceae, arbustiva, que pode atingir
de 20 a 80 cm de altura. Os caules, ramificados a partir
da base, formam touceiras. As folhas sio verde-intensas
na parte superior e verde-claras na parte inferior. As
flores, quando surgem, sio brancas ou amareladas,
podendo tornar-se rosadas com o passar do tempo
(LAUNERT, 1989). Toda a planta emana um odor
semelhante a0 do limio, que se torna mais intenso
depois que a planta seca.

Estudos recentes sugerem que além de possuir

modular vérias medidas de comportamento, como um
moderado sedativo em transtorno do sono, na
atenuagio de sintomas de desordens nervosas, inclusive
a redugio de excitabilidade, ansiedade, e tensio
(KENNEDY et al., 2003). Apresenta propriedades
antiespasmadicas, carminativas, estomagquicas,
diaforéticas, sedativas, antidepressivas, vermifugas e
aumenta o fluxo biliar (HUANG et al., 2008). Extratos
de Melissa officinalis apresentam atividade antioxidante
(TAGASHIRA; OHTAKE, 1998; TOPAL et al,
2008). Além disso, pesquisas tem indicado que M.
officinalis possui a¢io antivirética contra o virus da

herpes (HSV) (SCHNITZLER et al., 2008).
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Segundo Stefanini et al. (2006) a qualidade do
6leo essencial tem grande importincia e depende do
estidio de desenvolvimento da planta, como
também de nutriente, da qualidade do solo ou meio
de cultura, temperatura, entre outros fatores.

Os rendimentos em Oleo essencial de M.
officinalis,  obtidos  por  hidrodestilagio, sio
habitualmente muito baixos (0,02 a 0,40%) e
tornam-se, assim, pertencente a uma das classes mais
preciosas de 6leo essencial, apresentando alto preco,
comparado aos pregos do 6leo essencial de rosas e de
flor de laranjeira (SORENSEN, 2000).

Estudos da composi¢io quimica do 6leo essencial
obtido de folhas de M. officinalis in vitro indicam a
presenga dos componentes majoritirios citronelal
(2-40%) e citral (mistura de neral e geranial:
10-30%), seguidos pelo B-cariofileno, germancreno
D, ocimeno e citronelol (SILVA et al., 2005).

A composi¢io do meio de cultura pode afetar
varios fatores no cultivo in vitro de determinada
espécie de planta. Além de facilitar a propagacio das
plantas, as técnicas de cultivo in vitro podem auxiliar
vantajosamente no estudo da produgio, acimulo e
metabolismo de importantes metabdlitos secundirios
(HIPOLYTE, 2000; PANAGIOTOPOULOS et al.,
2000).

Virios
diferentes espécies medicinais, com a finalidade de
determinar a produgio e a composi¢io quimica do
6leo essencial de plantas cultivadas in vitro.

Guedes et al. (2003) estudaram a producio de
6leo essencial de plantas de Hypericum androsaemum

trabalhos tém sido realizados com

L. cultivadas em meio que continha os
macronutrientes de Margara N30K (MARGARA,
1989) e os micronutrientes e constituintes orginicos
do meio de Murashige e Skoog (1962), com excecio
da tiamina, da qual foi usado 0,8 mg L.

Estudando a produgio de dleo essencial de brotos
de silvia (Salvia officinalis) in vitro, Gomes e Ferreira
(2003) utilizaram como meio de cultura bisico o MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com
diferentes combinagoes de citocininas, e observaram
que o tipo e a concentragio da citocinina influenciaram
o actimulo de éleo essencial.

De acordo com as pesquisas levantadas para este
trabalho,
capacidade de produgio e acimulo de 6leo essencial

infere-se que o conhecimento da
de brotos de M. officinalis in vitro, nio foi ainda
suficientemente estudado. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi estudar a produgio e a
essencial de

composigio quimica do dleo

M. officinalis L. a partir de brotos cultivados in vitro.

Reis et al.

Material e métodos

Material vegetal e condigoes de cultivo

Inicialmente, sementes de M. officinalis foram
imersas em solugio de hipoclorito de sédio 0,8% por
20 min. e, posteriormente, foram levadas para a
cAmara de fluxo laminar e lavadas trés vezes em dgua
destilada e autoclavada.

Apds a realizagio do processo de assepsia, as
sementes foram colocadas em tubos de ensaio de
25 x 150 mm, contendo 12 mL de meio de cultura
com um quarto da concentrac¢io dos sais do MS. As
plantulas, inicialmente, foram multiplicadas em
meio MS, a partir de segmentos nodais e apicais, a
fim de obter o estande ideal para a extragio de dleo
essencial. A partir da obtengio do nitimero de
plantulas ideal (obtido com seis subcultivos, em um
periodo de aproximadamente seis meses), estas
foram multiplicadas em segmentos nodais e apicais
os quais foram inoculados nos respectivos meios de
cultura que representaram os tratamentos.

Foram estudadas diferentes concentragdes de sais
do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), tais
como: MS com a concentragio completa dos sais, MS
com a metade da concentra¢io dos sais (MS/2) e MS
com um quarto da concentragio dos sais (MS/4).

Extragao, teor e composicao quimica do 6leo essencial

Cada amostra foi composta por 20 g de plantulas
frescas (aproximadamente 180 plintulas com cerca
de 6 cm de comprimento cada).

Depois de pesada, a amostra foi imediatamente
vertida em baldo de 1 L, contendo 300 mL de dgua
destilada, e levada ao aparclho de Clevenger
Modificado para a hidrodestilagio, durante 1h e
30 min. de duragio. O hidrolato coletado foi
particionado com diclorometano, na proporc¢io de
Y4 do total obtido, dividido em trés vezes. Como
dessecante, foi adicionado sulfato de magnésio
anidro, deixando-o agir por 24h; apds esse periodo, a
solucio foi filtrada. Em seguida, o sal foi removido
por filtragdo simples utilizando papel de filtro, ¢ o
solvente foi evaporado i temperatura ambiente, em

capela de exaustio de gases; posteriormente,
determinou-se sua massa residual.
As anilises quimicas foram realizadas em

aparelho de cromatografia gasosa acoplado a
espectrometro quadrupolar de massas (CG-EM),
Shimadzu QP5050A (Kyoto, Japio), nas seguintes
condigdes operacionais: coluna capilar de silica
fundida, modelo CBP-5 (30 mm de comprimento X
0,25 mm de didmetro interno X 0,25 um de
espessura do filme em 5% de fenilmetilpolisiloxano)
(Shimadzu, Japdo), com fluxo de 1 mL min.”" de
Hélio como gis de arraste; aquecimento com

Acta Scientiarum. Agronomy

Maringi, v. 31, n. 2, p. 331-335, 2009



Teor e composicao quimica do Sleo essencial de Melissa officinalis L. 333

temperatura programada (60°C com gradiente de
3°C min.! até 240°C e, em seguida, com um
gradiente de 10°C min.” até 270°C, mantendo-se
constante por 7 min., com tempo total de corrida de
70 min.). A energia de ionizagio do detector foi de
70 eV, o volume de injecio da amostra de 0,5 pl foi
diluido em diclorometano (grau ultrarresiduo,
Baker, EUA) e uma razio de injegio de 1:20. As
temperaturas do injetor e do detector foram
mantidas em 220 e 240°C, respectivamente.

A anilise foi conduzida no modo varredura, i
velocidade de 1,0 varredura s, com um intervalo de
massas de 40-400 m z™'. A anilise quantitativa foi obtida
pela integragio do cromatograma total de fons (TIC). A
identificacio dos constituintes foi realizada por
comparagio automitica e manual dos espectros de
massas com os das bibliotecas NIST/EPA/NHI (NIST,
1998), por comparacio dos espectros de massas ¢
Indices de Retencio (IR) com os da literatura
(ADAMS, 2001) e co-injegio com padroes auténticos.
Os Indices de Retencio foram calculados por meio da
co-inje¢io com uma mistura de hidrocarbonetos, Cy—
Cs, (Sigma, EUA), e com aplicagio da equacio de Van
Den Dool e Kratz (1963).

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com trés tratamentos compostos de
variagdes da concentragio dos sais do meio MS, cada
um com sete repeticdes, e¢ cada repeticio foi
representada por uma amostra de 20 g de plantulas
frescas.

Os dados obtidos foram submetidos 2 anilise de
variincia utilizando-se o software SISVAR.

Resultados e discussao

Verificou-se que houve diferenga significativa no
teor de Sleo essencial (p = 0,05) para as diferentes
concentragdes do meio MS (Figura 1).

Pode-se observar que as plantulas presentes nos
meios MS e MS/4 apresentaram maior teor de 6leo
essencial. Este resultado mostra que, possivelmente,
plantulas presentes no meio MS produziram maior
teor de O6leo essencial, pela presenga de uma
concentracio ideal
metabolismo, e o teor de 6leo diminuiu no meio

de nutrientes para o seu
MS/2 pela reducio da concentragio de nutrientes
neste meio. J4 para o meio MS/4, provavelmente
pela deficiéncia de nutrientes, para promover a sua
defesa em uma situagio de estresse, a plintula
produziu maior teor de dleo essencial, visto que o
seu comprimento foi diminuindo com a reducio da
concentrag¢io do meio MS (dados nio-publicados).

0,05 A
0,042 a*
0,045 -

T

0,04 A - 0,036 a

3 0,035 1 £3
o 0,031
<L

S 0,025 | 0,02b
L

° T
2 0,02 Y

8 0,015
=
0,01 -
0,005 -

0

MS MS/2 MS/4
Concentragio do meio MS

Figura 1. Teor de 6leo essencial de Melissa officinalis L. em fungio

das diferentes concentragoes do meio MS.
* As médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo Teste Scott-Knott em
nivel de 5% de probabilidade. As barras em evidéncia indicam o erro-padrao da média.

Mann (1987) atirma que as rotas dos metabdlitos
secunddrios das plantas sé sio ativadas durante
alguns estigios particulares de crescimento e
desenvolvimento ou em periodos de estresse
causados por limitagdes nutricionais.

A adaptabilidade das plantas, em condigdes de
estresse, ¢ influenciada pela duragio e magnitude do
estresse, além da variabilidade genética. A
concentragio de principios ativos nas plantas
depende do controle genético e¢ também das
interagdes gendtipo e ambiente, que podem ser
desencadeadas em condigdes de estresse, ou seja,
excesso ou deficiéncia de algum fator do meio
ambiente, como 4gua, luz, temperatura, nutrientes,
dentre outros (ANDRADE; CASALI, 1999).

Andrade e Casali (1999) ainda afirmam que o
efeito do estresse sobre os produtos do metabolismo
secunddrio das plantas medicinais parece variar
bastante com o tipo, a intensidade e a duragio do
estresse, podendo aumentar ou diminuir o teor de
6leos essenciais.

Os componentes majoritirios do Sleo essencial de
M. officinalis, obtido de plantulas presentes no meio MS

e MS/4, foram o geranial (2523 e 16,21%,
respectivamente) e o neral (245 e 20,53%,
respectivamente). Ji o componente majoritirio

presente no 6leo de plantulas de melissa cultivadas em
meio MS/2 foi o acetato de nerila (18,69%), indicando
que também o meio influenciou a composicio quimica
do 6leo essencial de M. officinalis L. (Tabela 1), e é
importante salientar que o melhor meio para o
crescimento de M. officinalis é o meio MS sem a adi¢io
de reguladores de crescimento.

A utilizagio do cultivo de brotos in vitro para
estudos de 6leo essencial nio tem sido
suficientemente explorada. Nao foram encontrados
trabalhos relacionando a produg¢io e composigio de
6leo essencial com a concentragio do meio MS para
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M. officinalis. Porém, Silva et al. (2005) estudaram a
composi¢gio quimica do dleo essencial de Melissa
officinalis L. in vitro, cultivada em meio MS, em
pesquisa voltada para a influéncia dos reguladores de
crescimento AIA (dcido indol acético) ¢ BAP
(benzilaminopurina). Os autores observaram que
tratamentos com 11,42 uM L' de AIA ¢ 8,87 uM L™!
de BAP resultaram em aumentos de 1,7 e 2,2 vezes
na proporgio de neral e geranial, respectivamente.

Tabela 1. Composigao quimica do dleo essencial de plantulas Melissa
officinalis cultivadas em diferentes concentracoes do meio MS.

Componente IR Componente no dleo essencial (%)
MS MS/2 MS/4
Desconhecido 1141 2,24 0 1,45
Citronelal 1152 3,35 0,1 2,00
Angelato de prenila 1193 2,37 21 3,72
Neral 1240 24,5 43 20,53
Geranial 1270 25,23 5,44 16,21
Desconhecido 1296 0,10 0,8 0,10
Acetato de nerila 1363 6,48 18,69 2,60
Trans-6-hidroxi-a-terpineol 1374 0,10 10,19 8,77
Desconhecido 1404 2,24 24 3,73
Desconhecido 1426 3,45 22 2,90
Desconhecido 1529 11,92 3,68 11,55
Oxido de cariofileno 1585 5,04 3,61 6,59
Estudos de Gomes e Ferreira (2003), na

produgio de 6leo essencial de brotos in vitro de Salvia
officinalis, testaram o efeito de oito combinagdoes de
reguladores de crescimento adicionados ao meio
MS. Houve alto acimulo de 6leo essencial no
tratamento que continha a combinagio de 2,0 mg L™
de cinetina e 0,05 mg L' de 2,4-D e os resultados
indicaram que o tipo e a concentragio do regulador
de crescimento nio influenciaram a composi¢io
quimica do éleo essencial de brotos in vitro de silvia.

Sudrii et al. (1999), estudando também a influéncia
de reguladores de crescimento no contetido de Sleo
essencial de plantulas de Lavandula dentada, concluiram
que o meio que continha 0,1 mg L' de BA
(benziladenina) proporcionou maior contetido de Sleo.
Este resultado foi relacionado com a maior ocorréncia
de tricomas glandulares nas plintulas presentes nesse
meio de cultura.

Pesquisas de Guedes et al. (2003), com 6leo
essencial de plantas in vivo ¢ in vitro de Hypericum
androsaemum L., indicaram que o contetido de 6leo
essencial obtido a partir de brotos cultivados in vitro
foi seis vezes menor quando comparado com plantas
cultivadas in wvivo. Os autores atribuiram este
resultado 2 imaturidade dos brotos cultivados in vitro
e também s condig¢des de crescimento das plantulas.

Ja Arikat et al. (2004), que também compararam
o rendimento de 6leo essencial de plantas in vivo e in
vitro de Salvia fruticosa, observaram que as plantulas in
vitro apresentaram maior rendimento em relagio as
plantas in vivo e que os constituintes majoritirios

Reis et al.

detectados no 6leo das plantas in vivo ¢ in vitro foram
similares, sendo eles: a-pireno, 1,8-cineol, camphor
e borneol.

Assim, hd a necessidade de maior estudo do
rendimento de 6leo essencial de plantulas in vitro
para as diferentes espécies e deve-se, igualmente,
fazer o estudo comparativo com o rendimento de
6leo essencial obtido de plantas in vivo.

Conclusao

Os diferentes meios de cultura influenciaram a
produgio de Oleo essencial de Melissa officinalis. Os
meios MS e MS/4 promoveram a formagio de
plantulas com maior teor de O6leo essencial. A
composicio quimica do Sleo essencial foi influenciada
pela concentragio do meio MS. O neral e o geranial
formam os componentes majoritirios do 6leo obtido
de plantulas presentes no meio MS e MS/4; o acetato
de nerila, de plantulas presentes no meio MS/2.
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