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Abstract

Myrtus Communis L. (Myrtaceae family), commonly known as myrtle, possesses a set of qualities that make it
very interesting for the pharmaceutical, nutraceutical and cosmetic industries.

In this work, myrtle was studied over a period of three years (2006-2008), encompassing the main stages of the
development cycle of the plant. The influence of climatic conditions, such as temperature and rainfall, on the
chemical composition and yield of the essential oils obtained from leaves and berries was studied. The leaves and
berries essential oils were obtained by Clevenger distillation and analysed by GC and GC-MS. The results show
that the major components were limonene+1,8-cineole, myrtenyl acetate, a-pinene and linalool. Over the three
year period of study, a decrease in the composition of the most volatile compounds (a-pinene and limonene+1,8-
cineole) was observed, the reverse being found for linalool and myrtenyl acetate. The highest value for the yield
of the leaves’ essential oils was observed in the third year (0.64%, w/w), whereas that same year the lowest yield
(0.07%, w/w) of fruit was observed. These results were likely due to an atypically high record for rainfall in April
and May of that year. The highest value of the berry essential oils (0.14%, w/w) was obtained in the second year.
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Resumo

Myrtus communis L. (familia das Mirtaceas), vulgarmente conhecida como murta, possui um conjunto de
propriedades que a tornam muito interessante para as indistrias farmacéutica, nutracéutica e de cosméticos.
Neste trabalho, estudou-se a murta ao longo de um periodo de trés anos (2006-2008), de modo a abranger as
principais fases do ciclo vegetativo da planta. Estudou-se a influéncia das condi¢des climaticas, tais como a
temperatura e a precipitag@o, na composicao quimica dos 6leos essenciais e no rendimento das folhas e dos frutos.
Os o6leos essenciais das folhas e dos frutos foram obtidos por destilacdo do tipo Clevenger e analisados por GC
e GC-MS. Os resultados mostram que os principais componentes foram o limoneno + 1,8-cineol, o acetato de
mirtenilo, o a-pineno e o linalol. Ao longo do periodo de trés anos de estudo, observou-se um decréscimo na
composi¢do dos compostos mais volateis (a-pineno e limoneno+1,8-cineol), sendo o inverso encontrado para
o linalol e o acetato de mirtenilo. O valor mais elevado do rendimento dos 6leos essenciais foi obtido para as
folhas, no terceiro ano (0,64%, m/m), enquanto que nesse ano se observou o menor rendimento (0,07%, m/m) para
os frutos. Estes resultados foram, provavelmente, devido ao fato de ter sido registado um nivel de precipitagdo
atipicamente elevado no periodo entre abril e maio do mesmo ano. O valor mais elevado dos 6leos essenciais dos
frutos (0,14%, m/m) foi obtido no segundo ano.
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Introduction

Myrtle (Myrtus communis L.), is a common sight in the
woods of most Mediterranean countries. Portugal is no
exception, and this shrub can be found growing wild in
most of its continental area with the exception of the
far northern interior part of the country. Myrtle is an
evergreen shrub with very aromatic dark green leaves,
white, delicate flowers and small, round, dark blue/pur-
ple fruit, having high essential oils content in its leaf,
flower and fruit glands [1]. Its pleasant scent makes it a
valued ingredient for the perfume and cosmetic indus-
tries. Its flavour makes it an interesting spice for culi-
nary purposes, although this particular aspect has been
neglected in most countries with only a few exceptions.
In Portugal myrtle is mainly used to make regional li-
queurs. As a member of the aromatic plants and being
typical of the Mediterranean flora, myrtle has been the
object of a number of studies which have shown that
it also possesses very interesting medicinal properties,
being referred as an antiseptic, antimicrobial, disinfec-
tant and hypoglycemic agent [2-3].

Previous studies have shown that some differences
arise in the composition of the essential oils due to the
different stages of the vegetative cycle of the plant and
also due to growth in different geographical locations
[4-5]. In an earlier study, we had ascertained that the
essential oils from Portuguese myrtle are characterized
by the presence of myrtenyl acetate as its major com-
ponent [4].

The present work looks at the variation of the yield and
composition of essential oils over a three year period,
exploring the possible influence of the climatic condi-
tions on these variables. The climatic factors investi-
gated were precipitation and temperature, as shrubs
found in the wild such as myrtle are often exposed to
extreme weather conditions including drought and ex-
cess UV-B radiation in the summer months. Production
of essential oils is known to be triggered as part of a
response mechanism to stress. It has been reported that
environmental factors play a key role in the chemical
composition of myrtle oils because of their influence
on the plant biosynthetic pathways [6-7]. For example,
the low temperatures (cold and frost) occurring in win-
ter, during the plant’s dormant stage, can have profound
negative impacts on plants [8-10].
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Introducao

Murta (Myrtus communis L.), é parte integrante da
maioria das matas dos paises mediterranicos. Portugal
ndo ¢ excepgao ¢ este arbusto pode ser encontrado nas
matas de praticamente todo o territorio nacional, com
excegao da parte interior norte do pais.

A murta é um arbusto perene com folhas verdes escu-
ras, muito aromaticas, delicadas flores brancas e peque-
nos frutos, em forma de baga, de cor azul arroxeada.
Exibe um alto teor dos 6leos essenciais nas glandulas
das suas folhas, flores e frutos [1].

O seu agradavel aroma torna-a num valioso ingredien-
te para as industrias de perfumes e cosméticos. O seu
sabor torna-a um tempero interessante para fins culi-
narios, embora este aspecto em particular, tenha sido
negligenciado na maioria dos paises, com apenas algu-
mas excegdes. Em Portugal a murta ¢ utilizada princi-
palmente para licores regionais. A Murta ¢ uma planta
aromatica ¢ dado ser tipica da flora do Mediterraneo,
tem sido objeto de um nimero de estudos que demons-
traram que este arbusto possui propriedades medicinais
muito interessantes ¢ tem sido referida como antissép-
tica, antimicrobiana, desinfetante e agente hipoglicé-
mico [2-3]. Estudos anteriores mostraram que algumas
diferengas surgem na composi¢do dos 6leos essenciais
devido as diferentes fases do ciclo vegetativo da plan-
ta e também devido a diferentes localizagdes geografi-
cas [4-5]. Ja tinhamos concluido, num estudo anterior
[4],que os Oleos essenciais da murta Portuguesa sdo ca-
racterizados por terem o acetato de mirtenilo como o
seu principal componente

O presente trabalho estuda a variagdo do rendimento
dos dleos essenciais e composi¢ao ao longo de um pe-
riodo de trés anos, explorando a possivel influéncia das
condi¢des climaticas sobre estas variaveis. Os fatores
climaticos investigados foram a precipitacdo ¢ a tem-
peratura, dado que os arbustos silvestres como a murta
se encontram, muitas vezes, expostos a condigoes cli-
maticas extremas, como a seca ¢ a radiagdo excessiva
de UV (ultra violeta) nos meses de verdo. Sabe-se que
a produgdo dos dleos essenciais ¢ desencadeada como
parte de um mecanismo de resposta ao stress. Scora
(1973) e Akin et al. (2010), verificaram que os fato-
res ambientais desempenham um papel fundamental
na composi¢do quimica dos oleos essenciais de mur-
ta devido a sua influéncia sobre as vias de biossintese
das plantas. Por exemplo, as baixas temperaturas (frio e
geada) que ocorrem no inverno, durante a fase de dor-
méncia da planta, t€ém profundos impactos negativos
sobre as plantas [8-10].



Material and methods

Plant Material

Samples of myrtle leaves and berries were collected
over a period of three years (2006-2008) from the Sin-
tra area of Portugal. For each year, the samples studied
were, for the leaves, collected in July (flowering stage)
and, for the fruit, in October (ripening stage) [4]. No
soil tillage, fertilization or pest treatments were provid-
ed in this area. Collection was consistently made in the
same geographic area to avoid variability. After collec-
tion, the plant material was identified and deposited in
the Herbarium of the Superior Agronomy Institute of
the Technical University of Lisbon (LISI 457/2006;
LISI 873/2006). The plant material retained for analysis
was dried for two months out of the sunlight, and then
sealed in black plastic bags and kept at -20°C.

Standards and reagents

GC-MS: o-pinene, B-pinene, myrcene, a-terpinene,
p-cymene, limonene, 1,8-Cineole, y-terpinene, lin-
alool oxide, linalool, fenchol, borneol, terpinen-
4-ol, a-terpineol , myrtenol, geraniol, borneol ac-
etate, myrtenyl acetate, neryl acetate, geranyl acetate,
B-caryophyllene, a-humulene, caryophyllene oxide,
alkane standard solutions (C,-C,) and (C,-C,) were
acquired from Aldrich (Germany, UK), Fluka (Switer-
land) and Extrasynthese (France).

Extraction Procedure

The essential oils were obtained by hydrodistillation
using a Clevenger-type apparatus, for two hours, using
100 g of ground dried plant material. The oils were re-
covered, weighed, frozen, and stored in a sealed flask at
-20°C until GC-MS analysis was performed.

GC-FID Analysis

All the samples were analysed with at least three repli-
cates. The analyses were carried out on a Hewlett-Pack-
ard 5890 Series Il gas chromatograph equipped with a
FID detector (with a supply of high purity air, P=6 bar,
and hydrogen, P=1 bar. The capillary column used was
an HP-5 cross-linked 5% (composition 5% diphenyl,
95% dimethylpolysiloxane with 50 m length, 0.32 mm
i.d. and 0.17 um film thickness). The injector and de-
tector were operated at 200 °C and 250 °C, respective-
ly. Split mode was used at a ratio of 1:20. The oven
temperature was programmed as follows: 60 °C for 10
min, increased up to 180 °C at 2°C/min and held iso-
thermally for 10 min. Nitrogen was used as the carrier
gas (P=3 bar). Samples of 0.1 pl were injected with a
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Materiais e Métodos

Material Vegetal

As amostras de folhas e frutos de murta foram recolhi-
das no concelho de Sintra (Portugal) durante um perio-
do de trés anos (2006-2008). Para cada ano, as amostras
estudadas foram recolhidas, as folhas em julho, (fase
de floragdo) e os frutos em outubro (fase de amadure-
cimento) [4]. O solo ndo foi submetido a nenhum tipo
de preparacdo quer em termos de fertilizagdo, quer em
termos de tratamento de pragas. A recolha teve sempre
lugar na mesma area geografica para evitar variabilida-
de. Apo6s a recolha, a planta foi identificada e deposita-
da no Herbario do Instituto Superior de Agronomia da
Universidade Técnica de Lisboa (LISI 457/2006; LISI
873/2006). A planta foi seca durante dois meses, pro-
tegida da luz, e em seguida foi selada e armazenada a
-20°C.

Padroes e reagentes

GC-MS: o-pineno, B-pineno, mirceno, o-terpineno,
p-cimeno, limoneno, 1,8-Cineol, y-terpineno, o6xido
de linalol, linalol, fenchol, borneol, terpineno-4-ol,
o-terpineol , mirtenol, geraniol, acetato de borneol,
acetato de mirtenilo, acetato de nerilo, acetato de ge-
ranilo, B-cariofileno, a-humuleno, oxido de cariofileno,
solugdes padrdo de alcanos (C,-C,) € (C,-C, ) foram
adquiridas na Aldrich (Alemanha, Reino Unido), Fluka
(Suica) e Extrasynthese (Francga).

Meétodo de Extracdo

Os dleos essenciais foram obtidos por hidrodestilagdo
de 100g de planta, utilizando o destilador de Clevenger,
durante duas horas. Os 0leos essenciais obtidos foram
pesados, congelados e armazenados em frascos selados
a -20°C até a realizagdo da analise por GC-MS.

Analise por GC-FID

As amostras foram analisadas em trés réplicas. As ana-
lises foram realizadas num cromatografo gasoso 5890
Series Il da Hewlett-Packard equipado com um detetor
por ionizagdo em chama (FID) (abastecido com ar, P=6
bar, e hidrogénio, P=1 bar, de elevado grau de pureza).
A coluna capilar utilizada foi uma HP-5 reticulada 5%
(composicao 5% difenil, 95% de dimetilpolissiloxano
com 50 m de comprimento, 0,32 mm d. € 0,17 um de
espessura do filme). O injetor e detetor funcionaram a
200 °C e 250 °C, respetivamente. Utilizou-se um modo
Split com uma propor¢do de 1:20. A temperatura do
forno foi programada do seguinte modo: 60 °C durante
10 minutos, aumentou-se para 180 °C a 2 °C min™' e foi
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1 pl micro-syringe (Hamilton). The essential oils sam-
ples were injected without dilution. The linear retention
indices were determined using a homologous series of
n-alkanes (C;to C,,). The components were identified
by comparison with the linear retention index (LRI) of
standard components and by comparison with the LRI
published in the literature [11-15].

GC-MS Analysis

The results of GC were confirmed by GC-MS. The
analyses were carried out on a trace GC ultra and Trace
DSQ (Thermo). The capillary column was a TR-5MS
(30 m length, 0.5 mm i.d. and 0.5 pm film thickness).
The injector and the interface were operated at 200°C
and 250°C respectively. Helium was the carrier gas
with a flow rate of 1 ml/min. Split mode was used at
a ratio of 1:30. MS conditions were as follows: ioniza-
tion voltage, 70 eV; full rate; mass range 50-420 amu;
ion source temperature 260°C. The oven temperature
program was as follows: 60°C for 10 min, increased
at 2°C/min to 180°C, increased at 10°C/min to 200°C,
held isothermally for 30 min and increased at 10 °C/
min to 240 °C. The compounds were identified through
library search using Wiley GC/MS Library, Mistdemo
and MainLib.

Statistical analysis

All data were expressed as the mean = SD (standard
deviation) of triplicate experiments, and both one-way,
and two-way analyses of variance were applied.

Results and Discussion

Extraction yield

The essential oils obtained, both from the leaves and
from the fruits, had a fresh and pleasant odour and a
light yellow colour. The average yield obtained on the
basis of three successive extractions is presented in Ta-
ble 1. This table shows that the highest essential oils
yield was obtained from the leaves in the year 2008. In
contrast, this was the year in which the lowest yield was
obtained for the fruit essential oils. Climatic conditions
are known to exert a strong influence on fruit growth.
Figure 1 shows the climatic data for the three years
under study. Some differences can be observed within
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mantida isotermicamente durante 10 min. Utilizou-se
azoto como gas de arraste (P (N,)=3 bar).

As amostras dos oleos essenciais, 0,1 pL, foram injeta-
das sem diluicdo com uma micro-seringa Hamilton de
1 uL. Os indices de retengao linear foram determinados
utilizando uma série homologa de n-alcanos (C, to C,,).
Os compostos foram identificados por comparacéo com
os indices de retengdo linear (LRI) dos padrdes e por
comparagdo com os LRI publicados na literatura [11-
15].

Analise por GC-MS

Os resultados de GC foram confirmados por GC-MS.
As analises foram realizadas num cromatégrafo gasoso
Trace GC Ultra eTrace DSQ - Thermo. A coluna capilar
foi uma TR-5MS (30m de comprimento, 0,25 mm d,
e espessura de filme de 0,25 um). O injetor e a inter-
face funcionaram a 200°C e 250°C, respetivamente. O
hélio foi o gas de arraste com um caudal de 1 mL min-
I, Utilizou-se um modo ,,split“ com uma propor¢do de
1:30. As condigdes de MS foram as seguintes: tensao
de ionizagdo, 70 eV; débito maximo; alcance massico
50 a 420 amu; temperatura da fonte idnica 260°C. O
programa de temperatura do forno foi o seguinte: 60°C
durante10 min, subida de temperatura para 180°C a 2°C
min’!, subida de temperatura para 200°C a 10°C min’'; a
temperatura manteve-se constante a 200°C durante 30
min apods o que foi aumentada para 240°C al0°C min™'.
Os compostos foram identificados por pesquisa biblio-
grafica utilizando a Biblioteca Wiley GC MS, Mistde-
mo e MainLib.

Analise Estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e fo-
ram expressos como média = desvio padrdo. Realizou-
-se a analise estatistica, ANOVA, dois fatores e um fator

Resultados e Discussao

Rendimento de Extracdo

Os o6leos essenciais obtidos, tanto para as folhas como
para o fruto, apresentavam um cheiro fresco e agrada-
vel e uma coloragcdo amarelo palido. Os rendimentos
médios obtidos com base em trés extragdes sucessivas
sdo apresentados na Tabela 1. Esta mostra que o valor
mais elevado de rendimento dos oleos essenciais foi
obtido para as folhas, no ano de 2008, obervando-se,
nesse mesmo ano, o menor rendimento dos 6leos es-
senciais para os frutos. Sabe-se que as condicdes cli-
maticas exercem uma forte influéncia no crescimento
dos frutos.
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Table 1/ Tabela 1 - Essential oils yield for the three years studied.
Rendimento dos 6leos essenciais para os trés anos de colheita.

Yield / Rendimento
Plant Part / Parte da Planta (g/100g dried plant / planta seca)
2006 2007 2008
Leaves/Folhas (July/julho) 0.48 + 0,01 0.48 + 0,01 0,64 + 0,01
Berries/Frutos(October/outubro) 0.1 £ 0,06 0.14 + 0,02 0,07+ 0,01
350 + —~ 35
300 1 - +30
250 1 +25
E 200 | \\ 1 20 g
(% 150 4 \ 115 %
8 100 T \ - 10 %
. =
1 o e I
I =|-|1"'="'= by H A, .|-|1"'="'="'= A L L L T B ey ,|-|,|_|; Hl o %
JFMAMJJASONDUJFMAMUJJASONDUJIFMAMUJUJASOND e

C—Rainfall/Precipitagdo(mm) =T _max(*C) T min(*C)

Figure 1/ Figura 1 - Climatic data obtained from the Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera
for the years 2006, 2007, and 2008. The values represent monthly averages.
Dados climaticos obtidos do Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera para os anos 2006, 2007
e 2008. Os valores traduzem médias mensais.
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the study period. As regards temperature, the year 2006
emerges as the year with the lowest minimum tempera-
ture and the highest maximum temperature. In terms
of rainfall, the year 2006 was the wettest of the three,
but the year 2008 presents a distinguishing particular-
ity; during this year it rained consistently and evenly
throughout the winter and spring months until May,
with atypically high rainfall in April and May. The re-
sults obtained in the year 2008 seem to indicate that the
rainfall was the climatic factor that had the most effect
on the essential oils content, both for the fruit and for
the leaf, though with opposite outcomes. The essential
oils content in the fruit was the lowest observed, like-
ly through inhibition of their aromatic precursors trig-
gered by draught stress which did not occur in 2008,
thus resulting in low oils content in the fruit. Surpris-
ingly, quite the opposite effect was observed on the oils
content of the leaf, which clearly shows a rise in its val-
ue. This may indicatethat, the aromatic precursors for
the leaf and for the fruit are not formed, within the plant
at the same time.

Essential Oils Composition

Tables 2, and 3, and Figures 2, and 3 show the composi-
tion of the essential oils extracted from leaves and fruits
of Myrtus communis L. collected during the three years
in study. These results show that the principal compo-
nents of Portuguese myrtle essential oils are a-pinene,
limonene + 1,8 cineole, linalool and myrtenyl acetate.
The results were statistically analysed applying one-
way and two-way ANOVA to major components. The
result revealed that for the major components the com-
positions are significantly different (p<0.001) for the
three years in study for both leaves and fruits.
Thirty-five compounds were identified in the leaves,
representing 94.4% — 96.8% of the total essential oils.
The results show that the leaves composition wasdomi-
nated by hydrocarbon monoterpene compounds in the
first two years of study. It can be observed that the con-
tent in monoterpenes decreased slightly from the first to
the second year and then markedly in the third year, ac-
companying the changes that can be seen in the content
of a-pinene, which is the major monoterpene present
in the oils. The results for alcohols composition show
a slight decrease from 2006 to 2007 followed by an in-
crease on alcohol content in 2008, this behaviour being
closely followed by linalool, the main alcohol present
in myrtle essential oils. As to the esters, their content
increased steadily over the three years period, mainly
due to the increase in myrtenyl acetate content.

With regard to the fruit, thirty-seven compounds were
identified, representing 86.8% — 93.9% of the total es-
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A figura 1 mostra os dados climaticos para os trés anos
em analise. Algumas diferengas podem ser observadas
entre os trés anos. No que diz respeito a temperatura, o
ano de 2006 surge como o ano com a mais baixa tem-
peratura minima e a temperatura maxima mais elevada.
Em termos de precipitagdo, o ano de 2006 foi o mais
chuvoso dos trés, mas o ano de 2008 apresentou uma
particularidade: durante este ano choveu de forma con-
sistente e uniforme ao longo dos meses de inverno e pri-
mavera até maio, com chuvas atipicamente elevadas em
abril e maio. Os resultados obtidos para o ano de 2008
parecem indicar que a precipitag@o tenha sido o fator
climatico que mais afetou o teor dos 6leos essenciais
nos frutos e nas folhas embora com resultados opostos.
O teor dos 6leos essenciais obtido para os frutos, nesse
ano, foi o menor valor observado, provavelmente de-
vido a inibi¢@o dos seus precursores do aroma que sao
desencadeados pelo stress da seca, que em 2008 nao
ocorreu, resultando num baixo teor dos 6leos essenciais
nos frutos. Surpreendentemente, observou-se o efeito
contrario no teor dos oleos essenciais das folhas, em
2008, cujo valor registou uma clara subida. Isto, pro-
vavelmente, mostra que, na planta, os precursores de
aroma para a folha e para o fruto, ndo sdo formados ao
mesmo tempo

Composicio do Oleo Essencial

Nas tabelas 2 e 3, e nas figuras 2 e 3 apresentam-se as
composigoes dos oleos essenciais obtidos das folhas e
frutos da murta colhida durante os trés anos em estudo.
Estes resultados mostram que os componentes princi-
pais dos 0leos essenciais de murta colhida em Portugal
sdo0 a-pineno, limoneno+1,8 cineol, linalol e acetato de
mirtenilo. Os resultados foram analisados estatistica-
mente, aplicando a ANOVA simples e de dois fatores
aos componentes principais. O resultado revelou que,
para os componentes principais, tanto para as folhas
como para os frutos, as composigdes sao significativa-
mente diferentes (p<0,001) para os trés anos em estudo.
Trinta e cinco compostos foram identificados nas folhas,
o que representa 94,4% a 96,8% dos componentes iden-
tificados nos 6leos essenciais. Os resultados mostram
que os monoterpenos predominam na composi¢ao das
folhas durante os dois primeiros anos. Pode observar-se
que o teor de monoterpenos diminuiu ligeiramente do
primeiro para o segundo ano e, em seguida, acentuada-
mente para o terceiro ano, acompanhando a variacao
que se observa no teor de a-pineno, que € o principal
monoterpeno presente nos 6leos. Os resultados mos-
tram ainda que a composi¢do em alcoois apresenta uma
ligeira diminui¢cdo de 2006 para 2007 seguida por um
aumento no teor de alcool em 2008, sendo este compor-
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Table 2 / Tabela 2 - Myrtle leaves essential oils composition for the three years studied.
Composicao dos dleos essenciais das folhas de murta para os trés anos de colheita.

Ident.Method/  Composition (%)£SD* / Composi¢io (%)+ DP*

a a b
Components’/Componentes LRI Método Tdent.c 2006 2007 2008
Tricyclene /Tricicleno® 908 MS, LRI 0,08+0,00 0,17+0,01 0,12+0,01
ot-Thujene/ot—Tujenod 917 MS, LRI 0,10+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00
a-Pinene/o-Pineno 921 MS, LRI, std 21,50+0,10 15,52+0,11 5,324+0,07
Camphene/ Canfeno® 937 MS, LRI 0,04+0,00 0,04+0,00 0,02+0,00
B-Pinene/B-Pineno 963 MS, LRI, std 0,26+0,00 0,14+0,00 0,08+0,01
Myrcene /Mirceno 986 MS, LRI, std 0,14+0,00 0,06+0,00 0,07+0,00
8-3-Carene/3-3-Careno* 998 MS, LRI 0,05+0,00 0,32+0,01 0,28+0,01
a-Terpinene/a-Terpineno 1003 MS, LRI, std 0,11+0,01 0,01+0,00 0,02+0,00
p-Cymene /p-Cimeno 1015 MS, LRI, std 0,03+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00
Lﬁﬁ;ﬁ:ﬁ:jlggccl?ggg/ 1022 MS, LRI, std 39.45£0,10  36,50+021 25+1
o—Cymene/o—Cimeno“I 1036 MS, LRI 0,02+0,00 0,05+0,01 0,06+0,01
y-Terpinene /y-Terpineno 1043 MS, LRI, std 0,11+0,00 0,17+0,00 0,10+0,00
Linalool oxide/Oxido de Linalol 1051 MS, LRI, std 0,30+0,00 0,04+0,00 0,05+0,02
ot-Terpinolene/ot-Terpinolenod 1081 MS, LRI, std 0,25+0,01 0,16+0,00 0,09+0,00
Linalool /Linalol 1097 MS, LRI, std 6,19+0,03 6,55+0,04 16,33+0,14
Fenchol /Fenchol 1100 MS, LRI, std 0,52+0,02 0,65+0,06 0,80+0,07
Trans pinocarveol/Trans pinocarveold 1129 MS, LRI 0,04+0,00 0,05+0,00 0,04+0,01
Borneol /Borneol 1160 MS, LRI, std 0,14+0,00 0,07+0,00 0,05+0,02
Terpinen-4-ol /Terpineno-4-ol 1169 MS, LRI, std 0,29+0,00 0,21+0,01 0,17+0,01
a-Terpineol/a-Terpineol 1184 MS, LRI, std 5,15+0,02 3,44+0,12 2,9+0,3
Myrtenol /Mirtenol 1189 MS, LRI, std 0,32+0,00 1,10+0,01 1,24+0,18
Geraniol /Geraniol 1255 MS, LRI, std 0,89+0,00 0,81+0,01 0,94+0,06
Borneol acetate/Acetato de Borneol 1282 MS, LRI, std 0,02+0,00 0,02+0,00 0,05+0,02
Trans-pinocarvyl acetate/Acetato de g, MS, LRI 0,16+0,01 0,39:0,03 0,54+0,01
transpinocarvilo
Myrtenyl acetate /Acetato de mirtenilo 1322 MS, LRI, std 7,40+0,02 22,4+0.4 36+1
o-Terpenyl acetae/Acetato de a- 33, MS, LRI, std 0,22:0,00 0.2120,01 0,050,02
terpenilo
Eugenol/Eugenol® 1343 MS, LRI, std 1,54+0,01 0,54+0,01 0,16+0,02
Neryl acetate/Acetato de nerilo 1364 MS, LRI, std 0,12+0,02 0,060,00 0,04+0,01
Geranyl acetate/Acetato de geranilo 1377 MS, LRI, std 0,11+0,00 0,18+0,01 0,33+0,00
Methyleugenol/l\/[etileugenold 1383 MS, LRI, std 4,26+0,02 2,68+0,01 1,76+0,07
B-Caryophyllene/B-Cariofileno 1404 MS, LRI, std 2,18+0,01 2,42+0,06 2,11+0,17
a-Humulene/a-Humuleno 1442 MS, LRI, std 0,84+0,01 0,22+0,03 0,29+0,14
Geranyl isobutyrate/Isobutirato de 5 5 MS, LRI, std 0,98+0,01 0,67£0.09 0.54+0,09
geranilo )
Caryophyllene oxide/Oxido de 1573 MS, LRI, std 0,2740,02 0.24+0,02 0.2140,02
cariofileno
Humulene oxide/Oxido de humuleno® 1599 MS, LRI, std 0,31+0,01 0,36+0,03 0,23+0,02
Monoterpenes / Monoterpenos 62,1 53,2 31,3
Alcohols / Alcoois 15,1 13,4 22,6
Esters / Esteres 9,0 23,9 37,5
Ethers / Eteres 43 2,7 1,8
Sesquiterpenes / Sesquiterpenos 33 2,9 2,6
Oxides / Oxidos 0,9 0,6 0,5
Identified Compounds / Compostos 944 96.8 963

identificados

a- Compounds are listed in order of their elution from a DB-5MS column: b- Linear retention indices as determined on a DB-5MS column
using a homologous series of n-alkanes; c- Methods of identification: MS, by comparison of the mass spectrum with those of the computer
mass libraries; LRI, by comparison of LRI with those from the literature; std, by injection of the authentic sample;d- Tentatively identified:
according with mass spectrum and through comparison of LRI with the linear retention time; e- Standard deviation.

a- Compostos sio listados pela ordem da sua elui¢do a partir de uma coluna DB-5MS; b- Indices de retengdo linear determinados numa
coluna DB-5MS utilizando uma série homodloga de n-alcanos; c- Métodos de identificagdo: MS, por comparagdo do espetro de massa
com os existentes nas bibliotecas informaticas; LRI- por compara¢do dos LRI com os da literatura; std - por injecdo de padrdes; d-
Tentativamente identificados de acordo com o espetro de massa e por comparag@o dos LRI com os tempos de retengao linear; e - Desvio-
padréo.
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Table 3/ Tabela 3 - Myrtle berries essential oils composition for the three years studied.
Composicao dos 6leos essenciais das bagas de murta para os trés anos de colheita.

Comp ts"/Comp tes” LRI” Ident.Method*/ Composition (%)+£SD° / Composigio (%)+ DP*
Método Ident.” 2006 2007 2008
Tricyclene /Tricicleno® 911 MS, LRI 0.05+0.00 0.03+0.01 0.02+0.00
a—Thujcnc/o.—Tujcnod 919 MS, LRI 0.04+0.00 0.07+0.01 0.03+0.00
a-Pinene/a-Pineno 923 MS, LRI, std 9.65+0.02 7.31+£0.43 3.54+0.12
Camphene/ Canfeno? 943 MS, LRI 0.01£0.00 0.01+0.00 0.02+0.00
B-Pinene/B-Pineno 965 MS, LRI, std 0.17+0.00 0.14+0.04 0.09+0.00
Myrcene /Mirceno 992 MS, LRI, std 0.07+0.01 0.12+0.04 0.06+0.001
§-3-Carene/3-3-Careno? 1003 MS, LRI 0.02+0.01 0.05+0.02 0.02+0.01
o-Terpinene/a-Terpineno 1010 MS, LRI, std 0.13+0.01 0.32+0.03 0.13+0.03
p-Cymene /p-Cimeno 1020 MS, LRI, std 0.11+0.00 0.03+0.01 0.05+0.00
Limonene+1,8-Cineole/ 1025 MS, LRI, std 25.28+0.09 21.65+0.68 12.830.27
Limoneno+1,8-Cineol
0-Cymene/o-Cimeno® 1040 MS, LRI 0.02+0.01 0.04+0.01
y-Terpinene /y-Terpineno 1053 MS, LRI, std 0.16+0.01 0.33+0.03 0.09+0.00
Linalool oxide/Oxido de Linalol 1071 MS, LRI, std 0.02+0.00 0.07+0.04 0.03+0.02
(Z-Terpinolene/a—Terpinolenod 1083 MS, LRI 0.07+0.01 0.23+0.03 0.05+0.00
Linalool /Linalol 1098 MS, LRI, std 6.56+0.07 3.39+0.19 12.52+0.24
Fenchol /Fenchol 1102 MS, LRI, std 0.65+0.03 0.47+0.02 0.63+0.00
Trans pinocarveol/Trans pinocarveold 1130 MS, LRI 0.17+0.04 0.16+0.03 0.09+0.01
Borneol /Borneol 1162 MS, LRI, std 0.10+0.01 0.15+0.02 0.07+0.01
Terpinen-4-ol /Terpineno-4-ol 1171 MS, LRI, std 0.26+0.00 0.50+0.01 0.23+0.01
a-Terpineol/a-Terpineol 1186 MS, LRI, std 4.01+0.01 3.60+0.22 2.89+0.17
Myrtenol /Mirtenol 1191 MS, LRI, std 3.24+0.02 3.42+0.19 3.51+£0.20
Geraniol /Geraniol 1255 MS, LRI, std 0.93+0.00 0.87+0.03 0.75+0.04
Borneol acetate/Acetato de Borneol 1280 MS, LRI, std 0.06+0.07 0.04+0.01 0.04+0.00
Trans-pinocarvyl acetate/Acetato de 1294 MS, LRI 0.64+0.00 0.65+0.06 0.75+0.02
transpinocarvilo
Myrtenyl acetate /Acetato de mirtenilo 1327 MS, LRI, std 32.86+0.21 30.87+0.35 39.90+1.37
o-Terpenyl acetate/Acetato de a- 1338 MS, LRI 0.540.004 0.70£0.02 0.61£0.02
terpenilo
Eugenol/Eugenol’ 1346 MS, LRI 0.26+0.00 1.81+0.02 0.11£0.02
Neryl acetate/Acetato de nerilo 1369 MS, LRI, std 0.07+0.00 0.20+0.01 0.0620.01
Geranyl acetate/Acetato de geranilo 1379 MS, LRI, std 0.19+0.00 0.24+0.02 0.32+0.00
MEthyleugenol/Metileugenold 1384 MS, LRI 3.50+0.03 4.18+0.06 2.7'+0.01
B-Caryophyllene/p-Cariofileno 1404 MS, LRI, std 1.79+0.04 3.59+0.20 2.3040.20
a-Humulene/a-Humuleno 1445 MS, LRI, std 0.34+0.00 0.33+0.01 0.48+0.04
p-Selinene* /B-Selineno 1478 MS, LRI 0.13£0.00 0.30£0.18 0.1120.01
o-Selinene / a-Selineno’ 1487 MS, LRI 0.12+0.01 0.200.05 0.11£0.01
Geranyl isobutyrate/Isobutirato de 1513 MS, LRI 0.32+0.01 0.55+0.16 0.32+0.07
geranilo® )
Caryophyllene oxide/Oxido de 1574 MS, LRI, std 0.67+0.01 0.62+0.05 0.83+0.03
cariofileno
Humulene oxide/Oxido de humuleno® 1601 MS, LRI, std 0.61+0.03 0.74+0.19 0.65+0.05
Monoterpenes / Monoterpenos 358 30.3 17.0
Alcohols / Alcoois 16.2 14.37 20.7
Esters / Esteres 34.7 33.25 42.0
Ethers / Eteres 3.5 4.18 2.7
Sesquiterpenes / Sesquiterpenos 3.0 5.03 3.8
Oxides / Oxidos 1.3 1.43 1.5
Identified Compounds / Compostos 93.9 88.0 86.8
identificados

a- Compounds are listed in order of their elution from a DB-5MS column: b- Linear retention indices as determined on a DB-5MS column using a homologous
series of n-alkanes; c- Methods of identification: MS, by comparison of the mass spectrum with those of the computer mass libraries; LRI, by comparison of
LRI with those from the literature; std, by injection of the authentic sample;d- Tentatively identified: according with mass spectrum and through comparison
of LRI with the linear retention time; e- Standard deviation.

a- Compostos sdo listados pela ordem da sua eluigdo a partir de uma coluna DB-5MS; b- indices de retengdo linear determinados numa coluna DB-5MS
utilizando uma série homologa de n-alcanos; c- Métodos de identificagdo: MS, por comparagdo do espetro de massa com os existentes nas bibliotecas
informaticas; LRI- por comparagao dos LRI com os da literatura; std - por injegao de padrdes; d- Tentativamente identificados de acordo com o espetro de
massa e por comparagao dos LRI com os tempos de retencao linear; e - Desvio-padrao.
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- Composition of leaves essentia

Figure 2/ Figura 2

the years in study.
Composicao dos oleos essenciais das folhas de murta recolhidas no més de julho dos anos em estudo.
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collected in October for the years in study
Composicao dos 6leos essenciais das bagas de murta recolhidas no més de outubro

Figure 3/ Figura 3

dos anos em estudo

254



sential oils. In the first two years of study, the results
show that the composition was dominated by monoter-
penes and esters compounds, with only small varia-
tions from one year to the other. However, in the third
year, 2008, the trend changed. While the esters show a
moderate increase, due to the increase in myrtenyl ac-
etate, the monoterpenes decreased sharply, mainly ow-
ing to the accentuated decrease in both a-pinene and
limonene+1,8-cineole contents. The results for alcohols
composition show a very slight decrease from 2006 to
2007, followed by an increase in alcohol content in 2008.
This behaviour closely followed that of the linalool, the
main alcohol present in myrtle essential oils, which un-
derwent a sharp increase in 2008. The content of esters
increased steadily over the three years period, mainly
owing to the increase in myrtenyl acetate content.

The results seem to indicate that the long (January to
May) and persistent rainfall period in 2008 caused a
decrease in the content of a-pinene and limonene+1,8-
cineole and an increase in the myrtenyl acetate content
in the both leaves and the berries.

The temperature also affected the essential oils com-
position. During the ripening period, the year when
the maximum temperature recorded was higher (2008)
was also the year when the contents in a-pinene and
limonene+1,8-cineole was higher, both from the leaves
and the fruit. Nevertheless, a direct relationship with the
temperature cannot be observed regarding the myrtenyl
acetate content, unlike that for precipitation.

Conclusion

In conclusion, it is possible to say that climatic condi-
tions affect the composition of the essential oils in both
the leaves and berries of Portuguese myrtle. The essen-
tial oils are substances produced by the plant as part of
a response mechanism to stress, which can are most of-
ten water or temperature dependent. Customarily, these
are the main factors that affect the vegetative cycle of
plants. The results of this work indicate that the yield
and composition of the essential oils show a stronger
dependence on precipitation, which may indicate that
the production of essential oils by the plant is triggered
by water-related stress when the precipitation occurs at

Climate influences Myrtus communis composition
O clima influencia a composi¢ao do Myrtus communis

tamento seguido pelo linalol, o principal alcool presen-
te nos oleos essenciais da murta. Quanto aos ésteres, o
seu teor sofreu um aumento constante durante o perio-
do de 3 anos, principalmente devido ao aumento do teor
de acetato de mirtenilo.

Em relagdo aos frutos, trinta sete compostos foram
identificados, o que representa 86,8% a 93,9% dos
componentes identificados nos 6leos essenciais. Nos
primeiros dois anos, os resultados mostram que na
composi¢do predominam os monoterpenos e ésteres,
com apenas pequenas varia¢cdes de um ano para o outro,
mas, no terceiro ano, 2008, a tendéncia mudou. Embora
os ésteres apresentem um aumento moderado, devido
ao aumento de acetato de mirtenilo, os monoterpenos
diminuiram acentuadamente, principalmente devi-
do ao decréscimo acentuado no teor de a-pineno e de
limoneno+1,8-cineol. Os resultados para a composi¢ao
em alcoois mostram uma diminui¢do muito ligeira do
ano 2006 para o de 2007, seguida por um aumento do
teor de alcool em 2008, sendo este comportamento se-
guido pelo linalol, o principal dlcool presente nos 6leos
essenciais de murta, que sofreu um forte aumento em
2008. O teor de ésteres aumentou regularmente durante
o periodo de 3 anos, principalmente devido ao aumento
do teor de acetato de mirtenilo. Os resultados parecem
apontar para que o longo (janeiro a maio) e persisten-
te periodo de precipitagdo em 2008 tenha causado um
decréscimo no conteudo de a-pineno e limoneno+1,8-
-cineol e um aumento do teor de acetato de mirtenilo
tanto nas folhas como nas bagas.

A temperatura também parece afetar a composi¢ao dos
oleos essenciais. Durante o periodo de amadurecimen-
to, 0 ano em que se registou a temperatura maxima mais
elevada (2008), foi também o ano em que o teor em
a-pineno e limoneno+1,8-cineol foi mais elevado, tanto
na folha como no fruto. No entanto, no teor de acetato
de mirtenilo ndo se observa uma relagdo direta com a
temperatura, ao contrario do que acontece relativamen-
te a precipitacao.

Conclusao

Em conclusdo, ¢ possivel afirmar que as condi¢des cli-
maticas afetam a composi¢ao dos 6leos essenciais nas
folhas e nos frutos da murta portuguesa. Os 6leos essen-
ciais sdo substancias produzidas pela planta como parte
de um mecanismo de resposta ao stress, que pode ser
dependente da precipitagdo ou da temperatura. Geral-
mente, estes sao os principais fatores que afetam o ciclo
vegetativo das plantas. Os resultados deste trabalho in-
dicam que a producdo e composi¢do dos 6leos essen-
ciais mostram uma forte dependéncia da precipitagao,
o que pode indicar que a producao de o6leos essenciais,
pela planta, ¢ desencadeada pelo stress relacionado com
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the time of the vegetative cycle that the aromatic pre-
cursors are being formed.

Conflict of interests
The authors declare that there are no financial and/or

personal relationships that could be viewed as present-
ing a potential conflict of interests.

256

a precipitacdo quando esta acontece na fase do ciclo ve-
getativo em que se formam os percursores do aroma.
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