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Resumo

A hortela-da-ribeira (Mentha cervina L.) pertence a familia Lamiaceae e, a
semelhanca da maioria das espécies pertencentes a esta familia, possui um elevado teor
em oOleo essencial, (OE) o que lhe confere valor para as industrias alimentar e
farmacéutica entre outras. Neste estudo, quantificou-se e caracterizou-se o OE de quinze
populacdes de M. cervina, oriundas da regido do Alentejo, na fase de floragdao. O OE de
uma das populacdes de M. cervina, foi analisado ao longo do seu ciclo.

As analises quantitativas dos OE, obtidos por hidrodestilagdo, revelaram que,
para a M. cervina, o rendimento em OE ¢ mais elevado na fase da floracdo, tendo sido
obtido um rendimento maximo de 4%.

Qualitativamente, a composi¢do quimica do OE de M. cervina, determinada por
GC e GC/MS, ¢ bastante homogénea ao longo de todo o ciclo da planta. A analise de
Cluster da composi¢do percentual dos oOleos essenciais demonstrou uma grande
homogeneidade quimica entre as varias populagdes estudadas, sendo a pulegona (62-
76%), seguida da isomentona (3-15%) e do limoneno (3-7%), os principais
componentes do OE desta espécie na fase de floragao.

Palavras-chave: Lamiaceae, hortela-da-ribeira, composi¢do quimica

Abstract

Title: Chemical characterization and quantification of the essential oil of Mentha
cervina L.

Mentha cervina L., also known as hart’s pennyroyal, is an aromatic plant that is
traditionally used in the Alentejo region of Portugal to flavour recipes and for the
medicinal properties of the essential oil that is produced in its glandular trichomes.
Although many species of mint have already been studied, little is known about the
essential oil composition of M. cervina.

The quantitative analyse of the essential oil obtained by hydrodistillation
revealed a maximum yield of 4% at flowering. The chemical composition of M. cervina
essential oils, analysed by GC and GC-MS, showed chemical homogeneity along the
life cycle of the plant. Cluster analysis of the identified essential oil components
revealed a major chemical consistency between the fifteen accessions evaluated, with
pulegone (62-80%), isomenthone (3-18%) and limonene (3-7%) forming the main
components of M. cervina essential oils, at the flowering phase.
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Introducéo

As mentas (Mentha spp.) constituem um dos géneros mais populares, em
particular na zona Mediterranea, onde se encontram largamente distribuidas. Muitos dos
membros deste género sao cultivados como plantas ornamentais, no entanto, sdo 0s seus
Oleos essenciais 0s principais responsaveis pelo seu sucesso.

Os oleos destas espécies sao bastante valorizados comercialmente como aditivos
em produtos alimentares, cosméticos e farmacéuticos (Ohloff, 1994), fazendo destas
espécies importantes culturas. A hortela-pimenta (Mentha x piperita L.) e a hortela-
comum (M. spicata L. e M. cardiaca Baker) sdo as espécies mais cultivadas, devido ao
teor em monoterpenos ciclicos, como o mentol e a mentona no caso da horteld-pimenta,
e a carvona no caso da hortela-comum (Kokkini, 1991).

A hortela-da-ribeira (Mentha cervina L.) ¢é uma planta aromatica,
tradicionalmente usada no Alentejo na confec¢do de receitas culinarias. Endémica na
Peninsula Ibérica ¢ Norte de Africa, em Portugal é uma planta representativa do habitat
prioritario Natura 3170 “Charcos temporarios Mediterraneos” (Espirito Santo et al.,
2003). Devido a colheita excessiva e indiscriminada e a destruicdo do habitat, esta
planta tem sofrido uma regressao na sua distribui¢do. (Povoa et al., 2004, 2006).

A composi¢ao do dleo essencial de mentas, tem sido o objecto de estudo de
varios trabalhos, que incluem nao sé a caracterizacdo (Lorenzo et al., 2002; Agnihotri et
al., 2005; Zainali, 2005), como a variagao da composi¢do ao longo do ciclo vegetativo
(Miiller-Riebau et al., 1997, Kofidis et al., 2004), como também o efeito de diferentes
factores no rendimento e composicao (Clark & Menary, 1980; Voirin et al., 1990; Court
et al., 1993; Farooqui et al., 1999). Sobre M. cervina, apenas um estudo reporta a
caracterizagdo do 6leo essencial de uma populagdo espanhola (Vidaurreta et al., 1992).
Aqueles autores reportam a pulegona como o componente maioritario do dleo essencial
e concluem que sdo necessarios mais estudos para avaliar a variagdo sazonal na
composicdo e no rendimento do OE, bem como identificar a existéncia de quimiotipos,
visto que a existéncia de diferentes quimiotipos constitui uma caracteristica comum a
quase todas as espécies e hibridos do género Mentha (Kokkini & Vokou, 1989).

Este estudo teve como objectivo caracterizar quimicamente o 6leo essencial de
varias populacdes portuguesas de M. cervina, de forma a identificar possiveis
quimiotipos, e avaliar a variag@o sazonal ao nivel do rendimento e composi¢ao do 6leo
essencial. Com estes resultados pretende-se delinear estratégias de preservagdo, bem
como de promogao desta espécie como cultura de interesse econémico.

Material e métodos

Material vegetal. Populagdes de M. cervina, colhidas no seu habitat natural e em
jardins, representativas da zona do Alentejo (Portugal). No total, 15 populagdes apos
colheita, foram mantidas em cultura, na Escola Superior Agraria de Elvas (Alentejo), de
onde foram retiradas amostras da parte aérea (Quadro 1). Cada amostra € constituida por
folhas e flores de, pelo menos, 15 individuos da populagdo, escolhidos aleatoriamente
durante a fase de flora¢do. De forma a acompanhar o rendimento e composi¢ao do 6leo
essencial ao longo do ciclo vegetativo, amostras de uma das populagdes foram colhidas
ao longo do ciclo com a periodicidade de 4 semanas.

Quantificagcdo e caracterizagdo dos oleos essenciais. Os 0leos essenciais foram
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isolados, de material seco ao ar, por hidrodestilagdo durante 1h, num aparelho de
Clevenger. A caracterizacdo quimica foi efectuada por GC e GC-MS, de acordo com
Faleiro et al. (2005). A identidade dos compostos foi determinada por comparagdo dos
seus indices de reten¢do, em relagdo aos dos n-alcanos Cg-Cy4 € espectros de massa,
com os de padrdes comerciais € compostos de referéncia presentes em Oleos existentes
no laboratério e por comparagdo com uma biblioteca de espectros de massa
desenvolvida no laboratorio.

Andlise estatistica. A composicdo percentual dos 6leos essenciais foi ainda
utilizada na determinagdo da relacdo entre as diferentes amostras, pela andlise de
cluster, usando o programa NTSYS (versdo 2.02, Exeter Software, Setauket, New York)
(Rohlf, 1998). A correlagdo foi seleccionada como medida de semelhanca e utilizou-se
o agrupamento segundo a associa¢do média (UPGMA) na definicdo dos clusters. A
analise de correlagdo foi realizada de acordo com o descrito por Pestana e Gageiro
(2000), considerando a existéncia de uma associagdo muito alta entre amostras, se o seu
coeficiente de correlagdo estiver entre 0,9 e 1, alta, se variar entre 0,7 ¢ 0,89, moderada
entre 0,4 ¢ 0,69, baixa, entre 0,2 e 0,3 e muito baixa se for inferior a 0,2.

Resultados

O rendimento em 0leo essencial ¢ de 2,1% no periodo vegetativo (Abril a Maio),
aumentando significativamente com a aproximac¢ao do periodo reprodutivo (floracdo),
entre Junho e Julho, com um rendimento maximo de 3,9% em plena floracdo. Com o
final do ciclo, o contetido em OE diminui drasticamente. O principal composto do 6leo
essencial de M. cervina ¢ a pulegona, que no més de Julho atinge o valor maximo de
71%, seguida da isomentona (3-13%) e do limoneno (4-6%). No periodo entre Maio ¢
Agosto, ndo se verificaram variagdes significativas dos principais componentes do OE,
com excepcao da isomentona que no fim do referido periodo duplicou a quantidade
inicial (Fig. 1).

Nas populagdes estudadas, em plena floragdo, o rendimento em 6leo essencial
varia entre 2.6% e 3.9% (p/p). Vinte e nove compostos foram identificados,
correspondendo a 87-99% dos compostos presentes (Quadro 2). Os OE apresentam
como constituintes maioritarios, monoterpenos oxigenados (78-86%). A pulegona ¢ o
componente em maior quantidade em todas as amostras, variando entre 62 ¢ 77%. A
isomentona € o segundo componente maioritario (entre 3 e 15%), seguido do limoneno
(3 e 7%). Apenas foram encontrados 2 sesquiterpenos, sendo o 6xido de B-cariofileno o
mais representativo (2%). Uma terceira fraccdo de compostos ndo terpénicos, designada
por “outros” no Quadro 2, apresentou um valor de aproximadamente 2% em todas as
amostras estudadas.

O dendograma obtido por analise de cluster das percentagens de cada
componente no 6leo essencial (Fig. 2), demonstra uma grande homogeneidade quimica,
suportada pelo elevado coeficiente de correlagdo entre todos os OE (S¢q=>0.98), apesar

de terem diferentes proveniéncias.

Discusséo

Na fase da floragdo o rendimento em 6leo essencial varia entre 2,6 ¢ 3,9% (p/p),
praticamente o dobro do rendimento reportado por Vazquez Vicente (1981). Estes
valores sdo relativamente elevados, quando comparados com outros resultados obtidos
em mentas (Lorenzo et al, 2002; Agnihotri et al., 2005), e em outras Lamiaceae
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(Miiller-Riebau et al., 1997). Os OE estudados sao caracterizados por um teor elevado
em pulegona, indicando que todas as populagdes pertencem ao quimiotipo pulegona,
unico até agora reportado (Vazquez Vicente, 1981). Estes resultados mostram a
inexisténcia de polimorfismo nos 6leos essenciais isolados de diferentes populagdes,
colhidas no mesmo estado de desenvolvimento e cultivadas sob as mesmas condigdes
edaficas e climaticas. Estes resultados indicam pouca variagdo quimica entre as
populagdes analisadas e que se distribuem por uma 4area superior a 27000km?”. Esta
uniformidade €, no entanto, contraditéoria com a maioria dos estudos que incluem
mentas, dado que a existéncia de diferentes quimiotipos ¢ uma caracteristica do género
Mentha e dos seus hibridos (Kokkini & Vokou, 1989).

A Dbaixa variagdo quimica encontrada, importante para um possivel
aproveitamento industrial, pode ser explicada por uma falta de variabilidade genética,
decorrente do processo reprodutivo, tendo em conta que esta espécie ¢ geralmente
propagada vegetativamente. Estudos para avaliar a variabilidade genética existente nesta
espécie sdo necessarios, de forma a compreender a uniformidade quimica numa espécie
pertencente a um género caracterizado por um elevado polimorfismo quimico.
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Quadros e figuras

Quadro 1. Origem e cddigo de Herbario das populagdes de Mentha cervina estudadas

Cadigo Origem Geo-referéncia Cadigo de Herbario
MC2 Mértola W7.4996 N37.6773 104/2007-MC
MC7 Santiago do Cacém W8.6813 N37.8072 106/2007-MC
MCI10 Campo Maior W7.0007 N39.0819 107/2007-MC
MCI12 Nisa W7.6811 N39.6017 108/2007-MC
MCI13 Ponte de Sor W7.9813 N39.3361 109/2007-MC
MC14 Montargil W7.9901 N39.3329 110/2007-MC
MCI15 Redondo W7.9680 N38.7928 111/2007-MC
MC16 Reguengos de Monsaraz W7.4973 N38.4602 112/2007-MC
MC17 Amareleja W7.2128 N38.1058 113/2007-MC
MC18 Serpa W7.6001 N37.9466 114/2007-MC
MC19 Portel W7.7986 N38.2683 115/2007-MC
MC21 Evora W7.8919 N38.5766 116/2007-MC
MC22 Monforte W7.4354 N39.0543 117/2007-MC
MC24 Gréandola W8.4880 N38.1336 118/2007-MC
MC29 Elvas W7.1715 N38.7767 119/2007-MC
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Figura 1. Evolucao dos principais componentes do 6leo essencial de M. cervina (%) ao
longo do ciclo vegetativo
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Quadro 2. Composigao percentual do 6leo essencial isolado, na fase de floracao (Julho),
das vérias populagdes de M. cervina em cultura (ver Quadro 1). v: vestigial (<0,05%)

Populagdes
Componentes MC MC MC MC MC MC MC MC MC MC MC MC MC MC MC
2 7 10 12 13 14 15 16 17 18 19 21 22 24 29
3-Metil-ciclo-hexanona vV vV VvV VvV VvV VvV Vv VvV VvV VvV VvV V VvV VvV vV
a-Tujeno v v Vv Vv Vv Vv VvV Vv Vv v v v v 0l v
a-Pineno L3 1,0 06 1,0 0,7 0,8 09 08 0,7 0,7 0,8 1,1 08 09 09
Canfeno \% \% v \% \% \% v \% \% \% v v 0,1 0,1 0,1
Sabineno v 01 v 01 v v v v v v v 01 02 02 0,1
B-Pineno 1,1 1,0 06 09 0,7 07 08 0,7 07 06 0,7 10 07 0,7 0,7
2,5-Dimetil-1-hexeno 01 01 02 v 01 03 v v 02 01 07 01 03 03 03
3-Octanol 01 1,7 06 2,1 21 12 18 18 1,2 1,1 0,8 1,8 02 0,7 1,2
Mirceno v 02 04 02 v 01 01 v v 01 v 03 04 10 02
p-Cimeno \ v 01 0,1 v \% v A\ % % \% v 02 v \%
1,8-Cineole v \% A \% \% \ A\ v \ \ A\ v 0,1 v \
Limoneno 6,7 51 52 46 34 52 52 41 59 50 57 62 74 6,77 6,6
cis-B-Ocimeno v v 01 v v v v v v v v 02 04 v v
trans-B-Ocimeno vV Vv VvV VvV VvV VvV VvV VvV Vv Vv v v v 01 v
y-Terpineno A v \% A A v v v A v v 01 v 0,1 0,1
n - Octanol vV Vv Vv VvV VvV VvV VvV VvV Vv Vv VvV VvV V V V¥
Oxido de cis-linalol 001 v v v Vv Vv Vv v v v v v v v 01
Oxido de trans-limoneno v 03 02 03 v v v 02 02 02 03 0,1 0,1 02 0,2
Mentona L3 1,1 32 1,2 1,5 1,7 08 14 1,7 1,8 1,5 1,1 12 1,7 1,7
Isomentona 6,1 3,1150 53 83 73 43 78 85 57 50 32 40 9,1 89
Isopulegona 20 14 14 15 1,5 14 15 14 1,5 1,5 1,5 15 14 15 14
Verbenona v 01 01 01 01 02 02 0,1 03 02 02 02 0,1 02 0,2
Mirtenol v 01 01 01 01 02 02 01 03 02 02 02 0,1 02 0,2
Pulegona 76,4 76,5 61,5 73,4 71,8 71,9 72,9 69,9 65,4 71,1 70,3 74,1 71,8 67,0 67,8
Piperitona v 01 04 01 01 02 01 01 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1
Carvotanacetona 08 07 1,1 07 0,7 03 04 07 03 04 04 06 03 03 03
Piperitenona v 07 v v 08 v v 07 v v v v v v 0l
Oxido de p-Cariofileno L1 05 05 05 0,7 06 07 07 04 04 04 05 06 08 1,2
Epoxido de humuleno v v Vv VvV Vv Vv Vv v v v v v 01 v v

Grupos quimicos

Hidrocarb. monoterpénicos 9,1 74 7,0 6,9 48 6,8 70 56 73 64 7,2 90102 99 8,7
Monoterpenos oxigenados 86,7 84,1 83,0 82,7 84,9 83,2 80,4 82,4 78,3 81,2 79,5 81,1 79,2 80,3 81,0
Sesquiterpenos oxigenados 1,1 0,5 0,5 0,5 0,7 06 0,7 0,7 04 04 04 05 0,7 08 12
Outros 02 1,8 08 2,1 22 1,5 18 1,8 14 12 1,5 19 05 1,0 15

% ldentificacio 97,1 93,8 91,3 92,2 92,6 92,1 89,9 90,5 87,4 89,2 88,6 92,5 90,6 92,0 92,4
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Figura 2. Dendograma representativo do agrupamento da percentagem relativa dos

componentes no 6leo essencial, calculado o coeficiente de correlagdo e aplicado o

método UPGMA.
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