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CHARACTERIZATION OF TEAS FROM Lippia gracilis Schauer GENOTYPES BY HPLC-DAD CHROMATOGRAPHIC 
PROFILE COMBINED WITH CHEMOMETRIC ANALYSES. In order to evaluate the effects of environmental factors on the content 
of secondary metabolites, the chemical profiles of infusions from leaves of seven genotypes of Lippia gracilis Schauer, sourced from 
two locations (Sergipe and Bahia state) and collected during different seasons: summer (with and without irrigation) and winter, were 
determined by HPLC-DAD. The fingerprint chromatograms were analyzed by PCA to evaluate similarities and differences among 
the samples. Results revealed differences among genotypes collected and cultivated under the same conditions, suggesting that three 
genotypes have greater resistance to drought conditions. 
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INTRODUÇÃO

A família Verbenaceae J. St.-Hil. ocorre em praticamente todos 
os ecossistemas terrestres, compreendendo cerca de 100 gêneros 
e 2000 espécies, distribuídas em regiões tropicais e subtropicais, 
principalmente nas zonas temperadas do hemisfério sul.1 

O gênero Lippia inclui cerca de 200 espécies de ervas, arbustos e 
pequenas árvores distribuídas por todos os países da América do Sul e 
Central e pela África tropical, com cerca de 120 espécies ocorrendo no 
Brasil. Algumas espécies de Lippia são caracterizadas pela presença 
de óleos essenciais,2 geralmente possuindo uma fragrância forte e 
agradável, apresentando altos efeitos antimicrobianos sobre vários 
micro-organismos, devido à presença dos monoterpenos fenólicos, 
timol e carvacrol.3

Lippia gracilis Schauer é uma planta nativa do nordeste brasileiro 
encontrada, principalmente, nos estados da Bahia, Sergipe e Piauí. No 
sertão nordestino encontra-se a altitudes de cerca de 450 m, sendo, 
popularmente conhecida como cidreira da serra; enquanto que no 
Agreste encontra-se a altitudes em torno de 960 m, sendo conhecida 
popularmente como alecrim-da-chapada ou alecrim-de-tabuleiro.4 As 
comunidades tradicionais da Caatinga, região semiárida do nordeste 
brasileiro, utilizam suas folhas para o tratamento de infecções de 
garganta, doenças cutâneas, úlceras, afecções na vagina, acne, caspa, 
queimaduras, feridas, sinusite, bronquite, congestão nasal, dor de 
cabeça, icterícia e paralisia.5,6

Ao nosso conhecimento, há apenas um único relato sobre os 
constituintes fixos desta espécie,7 sendo que os demais trabalhos se 
concentram nos estudos sobre a composição química do óleo essencial 
e sua atividade biológica.2,8 No entanto, há diversos estudos fitoquí-
micos sobre outras espécies deste gênero, os quais descrevem o iso-
lamento de várias substâncias, destacando-se iridoides glicosilados, 
feniletanoides glicosilados, saponinas triterpênicas, naftoquinonas, 

flavonoides, flavonoides glicosilados, lignana, sesquiterpenos e 
triterpenos.2,9

De forma geral, o perfil cromatográfico de um extrato vegetal 
pode ser considerado representativo da complexidade química des-
sa amostra, guardadas as devidas ressalvas em relação ao método 
específico escolhido, bem como as limitações do detector utilizado. 
Diversos trabalhos na literatura mencionam o uso deste perfil croma-
tográfico como um método analítico que pode avaliar a relação entre a 
informação química e as características de cada amostra vegetal, tais 
como a diferenciação entre espécies botanicamente semelhantes, a 
variabilidade entre plantas coletadas em diferentes locais geográficos, 
sob diferentes condições climáticas e de cultivo.10-13 

Para identificar semelhanças e diferenças entre as amostras ana-
lisadas usando a informação química dada pelo perfil cromatográfico 
foi realizada a análise de componentes principais (ACP), que consiste 
numa transformação da matriz de dados com o objetivo de representar 
as variações presentes em muitas variáveis, através de um número 
menor de “fatores” sem desconsiderar informações relevantes.14,15

Assim, este trabalho teve como objetivo a discriminação de chás 
de sete genótipos de Lippia gracilis Schauer oriundos de diferentes 
localidades (Estados de Sergipe e Bahia), coletados em diferentes 
épocas do ano (inverno e verão) e condições de cultivo (com e sem 
irrigação) utilizando o perfil cromatográfico obtido por CLAE-DAD 
combinado com análises quimiométricas. 

PARTE EXPERIMENTAL

Material botânico e reagentes

Folhas de sete genótipos (106 a 110, 201 e 202) de Lippia 
gracilis Schauer do Banco Ativo de Germoplasma da Universidade 
Federal de Sergipe (UFS), localizado na Fazenda Experimental 
“Campus Rural da UFS”, foram colhidas em julho de 2009 (inverno) 
e janeiro de 2010 (verão com e sem irrigação). Os genótipos com 
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código de 106 a 110 são oriundos do estado de Sergipe, enquanto 
os genótipos com códigos de 201 e 202 são provenientes do estado 
da Bahia. Exsicatas dos espécimens foram depositadas no Herbário 
da Universidade Federal de Sergipe, sob os números 14733, 14737, 
14734, 14735, 14732, 14736 e 14731, para os genótipos 106 a 110, 
201 e 202, respectivamente.

Para compor a fase móvel foram utilizados acetonitrila (Tedia, 
Fairfield, OH, EUA) e metanol (Tedia) de pureza analítica e grau 
CLAE, ácido fórmico (88%) (JT Baker, Philipsburg, PA, EUA) de 
grau analítico e água purificada em sistema Milli-Q (Millipore, São 
Paulo, SP, Brasil). Os solventes foram filtrados através de membranas 
de nylon 0,45 μm (MFS) e desgaseificados utilizando banho ultras-
sônico da marca Unique (Indaiatuba, SP, Brasil) modelo 1600A.

Preparação das amostras

O chá de cada um dos sete genótipos (106 a 110, 201 e 202) dos 
três cultivos [inverno (inv), verão com irrigação (vc) e verão sem 
irrigação (vs)] de Lippia gracilis foi obtido pelo método de infusão, 
adicionando-se 2 g de folhas secas a 200 mL de água destilada a 
uma temperatura de 94 °C, aquecida em um forno de micro-ondas da 
marca Eletrolux (Manaus, AM, Brasil) modelo ME28S, deixado em 
repouso por 10 min sem agitação à temperatura ambiente. A solução 
foi, posteriormente, filtrada, congelada e liofilizada sob as seguintes 
condições: temperatura -54 °C e pressão 79 μm Hg em um liofilizador, 
marca Liotop (São Carlos, SP, Brasil) modelo L101. 

Equipamento e condições cromatográficas 

Foi utilizado um cromatógrafo líquido, marca Shimadzu (Quioto, 
Japão), modelo Prominence, para eluição gradiente, composto de duas 
bombas LC-6A, desgaseificador DGU-20A3, autoinjetor SIL-10A, 
detector UV com arranjo de diodos SPD-M20Avp conectado a uma 
interface CBM 20A. O equipamento foi gerenciado pelo programa 
LC Solution.

As análises por CLAE foram feitas utilizando solução aquosa ácida 
(0,5% de ácido fórmico) a 15 mg mL-1 de cada um dos chás liofilizados. 
Foi utilizada uma coluna com fase estacionária C18 Luna® (5 μm, 25,0 
x 0,46 cm, Phenomenex) acoplada a uma coluna guarda com a mesma 
fase. A eluição no modo gradiente empregou MeOH (B) e solução de 
ácido fórmico 0,5% (v/v) (A), utilizando as seguintes condições: 5 a 
28% (B) em 14 min, 28 a 35% (B) em 28 min, 35 a 46% (B) em 33 min, 
46 a 80% (B) em 20 min, 80 a 100% (B) em 15 min e 100% (B) por mais 
15 min. Ao término da corrida cromatográfica foi feito um gradiente 
inverso de 100 a 5% em 35 min e o tempo de recondicionamento da 
coluna foi de 75 min. A vazão utilizada foi de 1,0 mL min-1 e em cada 
análise foram injetados 25 μL da solução (15 mg mL-1), sendo cada 
amostra, 21 no total, analisada em quadruplicata. Os cromatogramas 
foram registrados em 254 nm, enquanto que os espectros UV foram 
registrados entre 200 e 400 nm (Figura 1).

Análise quimiométrica

Para avaliar as semelhanças e diferenças entre os perfis cromato-
gráficos, foram aplicadas ferramentas quimiométricas exploratórias, 
através do programa computacional Pirouette (v.4.0, Infometrix, 
EUA). Antes, porém, foi necessário o pré-tratamento dos dados (ali-
nhamento dos picos) utilizando o algoritmo Correlation Optimised 
Warping (COW)16 e posterior pré-processamento (centrado na média) 
dos dados originais. O pré-tratamento dos dados foi realizado com 
o programa computacional Matlab (versão 2009a, The MathWorks, 
Natick, MA, EUA) e as rotinas para o alinhamento estão disponíveis 
no site do Prof. Rasmus Bro (http://www.models.kvl.dk/algorithms).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Otimizações das condições cromatográficas 

Sabendo que o conteúdo de metabólitos secundários em uma plan-
ta pode ser afetado por sua carga genética, ciclo biológico, saúde e sua 
relação com o meio ambiente (temperatura, disponibilidade hídrica, 

Figura 1. Perfis cromatográficos dos chás dos genótipos de Lippia gracilis, 
registrados em 254 nm
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exposição à radiação ultravioleta, altitude, composição atmosférica, 
solo, entre outras) e que esta variação pode alterar seus efeitos tera-
pêuticos, torna-se viável, para uma caracterização completa da planta 
estudada, uma análise total dos seus constituintes químicos.12,13,17-22

Assim, para obtenção de um perfil cromatográfico representativo, 
que apresente uma boa separação dos picos, tanto quanto possível, 
dentro de um tempo de análise razoável, a composição da fase móvel 
(tipo de solvente e a sua concentração inicial), forma de gradiente de 
eluição, vazão, fases estacionárias e volume de injeção foram avalia-
dos e otimizados, permitindo alcançar a melhor condição de análise 
mencionada no item Equipamento e condições cromatográficas.23-25 
O comprimento de onda selecionado para detecção foi 254 nm, onde 
se observa o maior número de picos detectáveis. 

Análise de componentes principais

Observando a Figura 1, vê-se significativa semelhança entre os 
cromatogramas de todas as amostras analisadas. Assim, identificar 
eventuais diferenças entre elas, apenas com análise visual, torna-se 
difícil. Neste caso, a aplicação de técnicas quimiométricas fornece a 
interpretação dos dados com mais qualidade, possibilitando a clas-
sificação e a discriminação entre as amostras.26,27

Os perfis cromatográficos obtidos foram organizados em uma 
matriz de dados, contendo 84 linhas (amostras) e 10.314 variáveis 
(tempos de leitura, 110 min), sendo submetidos à análise de compo-
nentes principais (ACP), após pré-tratamento (alinhamento dos picos 
pela técnica do algoritmo Correlation Optimised Warping -COW)16 
e pré-processamento (centrados na média) dos dados originais. O 
alinhamento é necessário devido a desvios mínimos de tempos de 
retenção, originados de pequenas oscilações no sistema cromato-
gráfico, que precisam ser removidos para que a análise multivariada 
se sustente apenas nos tempos de retenção e intensidade relativa 
das bandas cromatográficas (propriedades inerentes das amostras). 
A utilização dos dados não alinhados implicaria, por exemplo, na 
utilização de mais componentes principais do que aquelas realmente 
necessárias, podendo levar a interpretações equivocadas dos resul-
tados. Outro fator a ser levado em conta é que este desalinhamento 
não é regular em toda a faixa de tempo analisada e foram observados 
oscilações de 0,10 a 0,30 min em sinais cromatográficos com uma 
largura de pico de 2 min.

Analisando o gráfico de escores (Figura 2), observa-se que as 
componentes principais CP1 e CP2 descrevem 83,6% da variância 
total dos dados (CP1= 79,3% e CP2= 4,3%). Convencionando que 
as amostras projetadas entre -0,5 e +0,5, tanto em CP1 quanto em 
CP2, foram consideradas próximas de zero, a Figura 2 mostra que 
em CP1 há agrupamento das amostras 109inv, 202inv, 201vc, 109vs, 
110vs, 201vs e 202vs em valores de escores positivos; das amostras 
106inv, 107inv, 108inv, 110inv, 108vc, 202vc em valores de escores 
negativos; das amostras 201inv, 106vc, 107vc, 109vc, 110vc, 106vs, 
107vs, 108vs em valores próximos de zero. 

Analisando as amostras em CP2, é possível observar a separação 
das amostras 108inv, 108vc, 201vc, 202vc, 108vs e 202vs em valores 
de escores positivos; das amostras 106inv, 107inv, 201inv, 109vc, 
110vc, 109vs, 110vs e 201vs em valores de escores negativos e, das 
amostras 109inv, 110inv, 202inv, 106vc, 107vc, 106vs e 107vs em 
valores próximos de zero. Vale mencionar que as amostras 106vc, 
107vc, 106vs e 107vs apresentaram valores próximos de zero tanto 
no eixo da CP1 como na CP2.

Através da Figura 2 pode-se observar a separação das amostras 
e formação de alguns grupos. Um grupo foi formado pelas amostras 
108inv, 108vc, 108vs e 202vc; outro grupo é formado por 106vc e 
109vc; um terceiro grupo apresenta as amostras 109inv, 202inv e 
201vc; um quarto grupo apresenta 107vc, 110vc, 106vs, 107vs, 109vs, 

110vs e 201vs; além de um quinto grupo contendo 106inv e 107inv. 
Vale a pena mencionar que os genótipos 108 e 202 coletados no 

verão e cultivados sem irrigação mostraram ser significativamente 
diferentes dos demais genótipos da mesma coleta, pois formaram 
grupos separados (com valores mais positivos em CP2).

Além disso, os genótipos 107, 108 e 110 não se diferenciaram 
quanto ao tipo de cultivo (verão com e sem irrigação), sendo que o 
genótipo 108 não foi possível diferenciar pela época da coleta (verão 
e inverno). 

A diferenciação entre as amostras pode ser explicada observando 
o gráfico de loadings (Figura 3) que demonstra a importância (peso) 
que cada variável teve na construção das duas componentes princi-
pais (CP1 e CP2) e, consequentemente, na projeção das amostras no 
gráfico de escores.

No gráfico de loadings (Figura 3) é possível perceber que na CP1 
e CP2 algumas bandas cromatográficas se destacam com valores 
de loadings positivos e outras com valores de loadings negativos. 
Somente a CP2 apresenta valores de loadings positivos e negativos, 
enquanto a CP1 só tem valores positivos.

A projeção das amostras 109inv, 202inv, 201vc, 109vs, 110vs, 
201vs e 202vs, que apresentaram valores positivos em CP1, está 

Figura 2. Gráfico de escores (CP1 versus CP2)

Figura 3. Gráfico de loadings (CP1 versus CP2) das amostras de Lippia 
gracilis
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relacionada com variáveis que apresentam valores positivos na CP1 
no gráfico de loadings (Figura 3), mais especificamente aos picos 
com tempos de retenção em 44,5 e 46,6 min. 

Os loadings da CP2 contêm variáveis com valores positivos e ne-
gativos. Sendo assim, para as amostras 106inv, 107inv, 201inv, 109vc, 
110vc, 109vs, 110vs e 201vs, que apresentaram valores negativos para 
CP2, os picos cromatográficos que correspondem às variáveis com 
valores negativos em CP2 no gráfico de loadings apresentam maior 
intensidade (Figura 3), sendo representadas, principalmente, pelos 
picos em 20,5 e 44,5 min. Da mesma forma, a projeção das amostras 
108inv, 108vc, 201vc, 202vc, 108vs e 202vs em valores de escores 
positivos para CP2 pode ser relacionada com os tempos de retenção 
característicos em 18,1; 29,2 e 35,4 min. 

No gráfico de escores (Figura 2) percebe-se que, excetuando 
os genótipos 109 e 202, as demais amostras de inverno apresentam 
valores em CP1 negativos, tendendo a valores positivos para as 
amostras coletadas no verão. Estes dados, combinados com aqueles 
do gráfico de loadings (Figura 3), permite-nos propor que os meta-
bólitos que eluem nos tempos de retenção 44,5 e 46,6 min são mais 
característicos das amostras coletadas no verão (amostras 106 a 108; 
110 e 201). Comparando os respectivos espectros UV destas bandas 
(Figura 4) com os da literatura28 e o relato da presença de flavonoides 
em extrato polar de folhas desta espécie,7 sugere-se que estes sejam 
flavonoides glicosilados, o que corrobora a função destes metabólitos 
como protetores de radiação UV.29 Além disso, observou-se também 
que a irrigação influencia significativamente o perfil cromatográfico 

nas amostras 109 e 202, pois reduz as bandas cromatográficas que 
definem a CP1 (Figura 3). 

Sabendo-se do interesse farmacológico nesta planta30 e das inúme-
ras atividades biológicas que os flavonoides apresentam,31 a partir de 
nossos resultados, deve-se considerar as condições de cultivo, época 
de coleta e seleção do melhor genótipo para sua utilização. 

CONCLUSÕES

 Neste trabalho relata-se a obtenção de perfis cromatográficos 
por CLAE-DAD juntamente com análises quimiométricas, para 
demonstrar a variação dos componentes químicos entre os chás de 
folhas de genótipos de L. gracilis oriundos de diferentes localidades 
(Estados de Sergipe e Bahia) e coletados em diferentes épocas do 
ano (verão e inverno) e sob diferentes formas de cultivo (verão com 
e sem irrigação). 

A metodologia proposta mostrou ser adequada e eficiente para 
determinar as diferenças e semelhanças entre as amostras. 

Sabendo que esta espécie possui grande resistência à seca e a 
altas temperaturas, pode-se propor, pelos resultados obtidos, que os 
genótipos 107, 108 e 110 apresentam maior resistência ao estresse 
hídrico, pois não se observou diferenciação entre suas amostras 
coletadas no verão e cultivadas com e sem irrigação. Além disso, o 
genótipo 108 apresenta pouca diferenciação entre a amostra coletada 
no inverno e suas correspondentes coletadas no verão, sob as duas 
formas de cultivo. 

Acreditamos que, com este trabalho, se tornou evidente que é 
preciso considerar as condições de cultivo, época de coleta e se-
leção do melhor genótipo para utilização de L. gracilis, podendo, 
portanto, auxiliar na busca racional de metabólitos de interesse para 
esta espécie. 
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