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Anatomia foliar com énfase nos tricomas secretores e andlise cromatografica do 6leo
essencial de Melissa officinalis L. (Lamiaceae).

Martins, M.B.G.; Pastori, A.P.
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RESUMO: Folhas adultas de Melissa officinalis L. (Lamiaceae) colhidas durante a época de
floragdo foram utilizadas no estudo da anatomia foliar e na identificagao das estruturas secretoras.
O material foi fixado em FAA 50 %, desidratado em série alcodlica (etilica), infiltrado em parafina,
seccionado, corados e posteriormente analisados através de microscopia dptica. Foi realizado,
também, um estudo em cromatografia gasosa para obtengéo do éleo essencial bruto. Andlises
de secgoes transversais da folha de Melissa officinalis, identificaram a presenga de dois tipos de
tricomas secretores: peltado e capitado, além da presenga de tricoma tector. O tricoma capitado,
identificado na literatura como (tipo 1), apresenta variagtes na sua morfologia em relagao ao
numero de células pedunculares e ao ndmero de células secretoras apicais. A analise
cromatogréfica do dleo essencial identificou a presenga de monoterpenos, em dois componentes
majoritarios, responsaveis por mais de 87,8% da composi¢ao relativa no élec bruto, além de
sesquiterpenos em menores proporgoes.

Palavras-chave: Melissa officinalis, tricomas secretores, antomia foliar, monoterpenos, dleos
volateis

ABSTRACT: Foliar anatomy with emphasis in the secretory trichomes and
chromatographic cnalysis of the essential oil of Melissa officinalis L. (Lamiaceae). Adult
leaves of Melissa officinalis L. (Lamiaceae) harvested during the time of budding had been used in
the study of the leaf anatomy in the identification of the secretory structures. The material was
fixed in FAA 50 %, dehydrated in alcoholic series (ethyl), infiltrated in paraffin, sectioned at 13
mm, staining and later analyzed through optic microscopy. Also it was carried through a study in
gaseous chromatography for attainment of the rude essential oil. Analyses of transversal sections
of the leaf of Melissa officinalis, has identified the presence of two types of trichomes secretory:
peltate and capitate, beyond the presence of trichome tector. Trichome capitate, identified in
literature as (type ), presents variations in its morphology in relation to the cells number stalk and
the head secretory cells number. The chromatographic analysis of the essential oil identified the
presence of monoterpenes, in two major components, responsible for more than 87.8% of the
relative composition in the rude oil, beyond sesquiterpenes in smaller proportions.

Key words: Melissa officinalis, secretory trichomes, foliar anatomy, monoterpenes, volatile oils.

INTRODUGCAO

Muitas espécies de Lamiaceae sao aromaticas,
e usadas frequentemente na medicina popular como
ervas, temperos, e como fonte de fragancia. Poucas
espécies da familia tém sido examinadas
anatomicamente, sendo encontrados tricomas
glandulares em suas folhas (Werker et al., 1985).
Navarro & Qualidid (2000) constataram que os
tricomas glandulares constituem uma importante
caracteristica taxondmica para Lamiaceae. A
classificagao morfologica dos tricomas torna possivel
estabelecer relagbes sistematicas com outros
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géneros de Lamiaceae ou familias relacionadas.
Segundo Uphof & Hummel apud Werker et a/.(1985)
e Fahn apud Werker (1985), esses tricomas sao
responsaveis pela secregao de dleos essenciais. Em
seus estudos, Werker (1993) observou gue os
tricomas glandulares sao encontrados sobre as partes
vegetativas e reprodutivas das Lamiaceae, sendo que
o produto do dleoc essencial secretado as protege
contra o ataque de herbivoros e patégenos.
Melissa officinalis L., originaria de Portugal e llha
da Madeira, &€ uma planta perene, herbacea com
caules ramificados cuja altura oscila entre 30 e 100
centimetros, apresenta caule quadrangular e folhas
pecicladas, opostas, ovais, carenado-serreadas no
bordo, nervuras salientes e com cheiro caracteristico
(Hertwig, 1986). O cha (infusao) obtide com a
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utilizagao de suas folhas possui propriedades
medicinais antiespasmddicas e calmantes (Ladeira,
1883). Segundo Martins et al. (1998), Melissa
officinalis atua ainda como hipotensor.

Oleos essenciais sao produtos obtidos de
partes de plantas através de destilagao por arraste
com vapor d'agua, formados por misturas complexas
de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas. Sua principal caracteristicaéa
volatilidade. Qutra caracteristica importante & o aroma
agradavel e intenso da maioria dos dleos volateis,
sendo, por isso, também chamados de esséncias.
Possuem sabor geralmente acido, cor ligeiramente
amarelada ou incolor, nao sdao muito estaveis na
presenga de ar, luz, calor, umidade e metais,
possuem indice de refragdo e sao opticamente ativos.
Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos,
cetonas, fendis, ésteres, dxidos, peréxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas, cumarinas, ate
compostos com enxofre. Na mistura, tais compostos
apresentam-se em diferentes concentragdes;
normalmente, um deles é o composto majoritario,
existindo outros em menores teores e alguns em
baixissimas quantidades (Simdes & Spitzer, 2000).

O presente trabalho apresenta um estudo da
anatomia foliar através de microscopia éptica em M.
officinalis, caracterizando histologicamente a lamina
foliar, localizando e descrevendo as estruturas
secretoras envolvidas na produgao do éleo essencial.
Paralelamente, realiza uma analise preliminar do 6leo
essencial bruto de M. officinalis através de
Cromatografia Gasosa (CG).

MATERIAL E METODO
1- Estudos de Microscopia Optica

Os especimes vegetais estudados foram
cultivados na Area Experimental do Departamento de
Zoologia e Botanica, IBILCE-UNESP. As populagdes
de Melissa officinalis ndo receberam nenhum
lralamento especial no seu cultivo. Com a finalidade
de se estudar a histologia da |amina foliar e realizar a
identificacao das estruturas secretoras, foram
utilizadas folhas adultas, colhidas durante a floragao
da planta. O preparo do material, para obtengédo do
laminario histolégico usado para o estudo anatémico,
constituiu-se basicamente de processos usuais, que
incluem: fixagdo em FAA 50% por 24 horas,
desidratacao em série alcodlica (etilica), infiltragao
em parafina, emblocamento. seccionamento.
coloragao e montagem das amostras (Johansen,
1940). As pecas incluidas em parafina, foram
seccionadas em micrétomo rotativo, obtendo-se
secgdes transversais da [Amina foliar com 13 mm.

FIGURA 1 - A: Secgao transversal da folha adulta de
Melissa officinalis L. pp: parénquima
paligadico; pl: parénqguima lacunoso; e:
epiderme abaxial; ts:tricoma secretor. B:
Seccao transversal da nervura central
mediana da folha adulta de Melissa
officinalis L. x: xilema; f: floema; c:
colénquima.

2 - Extracao do 6leo essencial para analise por
Cromatografia Gasosa

A extracdo do dleo essencial foi realizada
por hidrodestilagéo, com condensador tipo Clevenger
modificado para obtengao dos compostos quimicos
presentes no 6leo essencial bruto do tricoma secretor.
A andlise do ¢leo foi realizada através cromatografia
gasosa.

Os oleos voldteis possuem tensao de vapor
mais elevada que a da agua, sendo por isso,
arrastados pelo vapor d'agua. Em pequena escala,
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emprega-se o destilador tipo Clevenger modificado,
acoplado a um baldo que contém folhas secas e
moidas com agua destilada em ebulicao. O vapor de
agua juntamente com o dleo essencial passa pelo
condensador tipo Clevenger, onde é recolhido. O dleo
volatil obtido, apds separar-se da dgua, entao é
coletado (Simdes & Spitzer, 2000).

O dleo essencial de Melissa officinalis foi
analisado via Cromatografia Gasosa com detetor DIC,
no Instituto de Quimica de Araraguara, Departamento
de Quimica Organica, NuBBE - Nicleo de
Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos
Naturais, UNESP.

O equipamento utilizado foi Cromatégrafo
Gasoso: CP-3800 Varian, Injetor Automatico
Autosampler 8200. As condigdes de analise foram
coluna capilar SPB-5 Supelco 30m x 25mm x 10mm.
Gas de arraste: He; razédo split: 1/20; fluxo 1,0ml/
min; detector DIC (detetor de ionizagao de chama),
sendo a programagao de temperatura utilizada: 60°C
a 240°C, 3°C/min; temperatura do injetor de 250°C e
do detector 290°C (Adams, 1995).

RESULTADO E DISCUSSAO
1 - Descrigao Anatémica da Lamina Foliar

Melissa officinalis apresenta o mesofilo
dorsiventral formado por duas camadas de células
palicadicas alongadas, dispostas perpendicularmente
a superficie do limbo e por trés a quatro camadas de
celulas de parénquima lacunoso (Figura 1 A).

A nervura de M. officinalis apresenta-se
delimitada por uma espessa camada de células do
colénquima e mais centralmente pela presenca de
floema e xilema dispostos colateralmente (Figura 1B).

A epiderme foliar possui tricomas secretores
distribuidos em ambas superficies da folha. No
presente trabalho, pode-se observar que o tricoma
tector & pluricelular constituido por duas células
basais e uma célula apical pontiaguda, sendo
revestido por cuticula (Figura 2 A), o que esta de
acordo com o trabalho de Werker et al. (1985) onde
0s tricomas tectores, s@o unisseriados,
frequentemente multicelulares, variando, dependendo
da espécie, em nimero e comprimento das células e
na estrutura da parede. No presente trabalho (Figura
2).

A) foi observado que o tricoma tector é ereto
e pontiagudo, o que esta de acordo com o trabalho
de Ascensao et al. (1998) em plantas de Plectranthus
madagascariensis (Lamiaceae).

Em M. officinalis, dois tipos de tricomas
secretores foram encontrados:

- Tricoma Peltado: apresenta uma célula
basal, uma célula peduncular curta com paredes
impregnadas por substancias lipidicas e um conjunto
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de células apicais largas e achatadas formando a
cabega secretora (Figura 2 B). Segundo Werker (1993)
os tricomas peltados em Lamiaceae sao constituidos
por uma célula basal epidérmica, uma célula
peduncular curta e geralmente um conjunto de células
secretoras superiores formando a cabega.

- Tricoma Capitado: foram encontrados trés
tipos de tricomas capitados em M. officinalis:

. Tricoma capitado com uma célula basal ,
uma célula peduncular curta com parede impregnada
por substéncia lipidica e uma Unica célula formando
acabega a qual é revestida por cuticula (Figura 2 C).

. Tricoma capitado com uma célula basal ,
uma célula peduncular curta com parede impregnada
por substéncia lipidica e duas células apicais formando
a cabega, revestida por cuticula (Figura 2 D).

. Tricoma capitado com uma célula basal,
duas células pedunculares e duas células apicais
formando a cabega, revestida por cuticula (Figura 2
E).

O tricoma capitado apresenta variagbes na
sua estrutura morfolégica, mas sdo descritos na
literatura como pertencentes ao mesmo tipo (tipo I).
As variagbes morfolégicas dos tricomas capitados
do tipo |, em M. officinalis sao referentes ao nimero
de celulas pedunculares e ao numero de celulas
secretoras apicais. Todos apresentam apenas uma
célula basal (Figura 2C, D, E), uma (Figura2 C, D) a
duas células pedunculares (Figura 2 E) e uma (Figura
2 C) a duas células secretoras apicais (Figura 2 D,
E).

Segundo Werker (1993), os tricomas
capitados em Lamiaceae sao constituidos por uma
ou por duas células apicais secretoras sustentadas
por um pedunculo com uma ou mais células, além
de uma celula basal, o que esta de acordo com o
observado em Melissa officinalis.

Segundo Werker ef al. (1985) estudos
demonstraram que a secregaoc é formada no tricoma
capitado guando as folhas ainda sao jovens. No
tricoma peltado a secregéo forma-se num estagio
mais tardio do desenvolvimento da folha, quando a
secregao do tricoma capitado praticamente j& cessou.

Em seus estudos Werker ef al. (1985)
observaram dois tipos principais de tricomas, peltado
e capitado (tipo 1), encontrados em varias espécies
de Lamiaceae estudadas, dentre elas M. officinallis,
0 que estd de acordo com o0s poucos registros
existentes na literatura (Amelunxen, 1965; Schenpf,
1972; Heinrich,1973; Economou-Amilli et al. apud
Werker ef al., 1985).

Os tricomas, peltado e capitado, estao
presentes em ambas as faces da folha de M.
officinalis, 0 que esta de acordo com o trabalho de
Ascenséo et al. (1995) observando folhas de Leonolis
leonurus (Lamiaceae).
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FIGURA 2 - A: Tricoma tector , formado por 3 a 4 células revestidas por cuticula, ereto e pontiagudo. B: Tricoma
peltado com uma célula basal , uma célula peduncular curta e um conjunto de células apicais largas
e achatadas formando a cabega secretora. C: Tricoma capitado com uma célula basal , uma célula
peduncular curta e uma Unica célula apical formando a cabega revestida por cuticula. D: Tricoma
capitado com uma célula basal , uma célula peduncular curta e duas células apicais formando a
cabeca revestida por cuticula. E: Tricoma capitado com uma célula basal, duas células pedunculares
e duas células apicais formando a cabega, sendo revestidas por cuticula. cb: célula basal ; cp: célula
peduncular; ca: célula apical; ¢: cuticula.

7 um
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FIGURA 3 - Cromatograma DIC ( detector de ionizagéo de chama) do 6leo essencial de Melissa officinalis
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2 - Cromatografia Gasosa

O rendimento do dleo obtido através da
extracao em Melissa officinalis foi de 0,21%. Segundo
Sarer et al. (1991), o rendimento esperado para M.
officinalis fica entre 0,06% a 0,375%.

O dleo essencial de M. officinalis analisado
atraves de cromatografia gasosa DIC (detector de
ionizagao de chama, onde os compostos da amostra
sdo queimados por uma chama e os ions produzidos
sao registrados como sinais, ou seja, como picos do
cromatograma), mostra que 87,8% do dleo essencial
obtide por arraste a vapor € constituido por
monoterpenos responséveis pelo odor caracteristico
do oleo essencial, sendo representados por dois
componentes majoritarios referentes aos picos em
15,19 e 16,30 minutos. Os demais picos observados
de 20 a 30 minutos sio sesquiterpenos (peso
molecular 204) com intensidades relativas menores
no dleo essencial abtido (Figura 3).

Segundo Werker et al. (1985), foi observado
que todos os 6leos essenciais de todas as oito
especies analisadas em seu estudo, dentre elas
Melissa officinalis, os monoterpenos (oxigenados e
hidrocarbonetos) sao os componentes majoritarios,
0 que se encaixa com os dados observados
experimentalmente, ja que esses compostos tém
tempo de retencéo até aproximadamente 20 minutos
nas condigdes analisadas (Adams, 1995). Os picos
observados entre 40 e 50 minutos podem ser picos
referentes a sesquiterpenos oxigenados ou a
diterpenos (terpenos com 20 carbonos na sua
estrutura) segundo Adams (1995).

Em muitas espécies de Lamiaceae, um ou
poucos componentes majoritarios de seu dleo
essencial sdo responsaveis pela caracteristica do
sabor e aroma (Furia & Bellanca apud Werker et al,
1985). Os dleos essenciais de algumas plantas de
Lamiaceae produzem e acumulam monoterpenos nos
tricomas glandulares anatomicamente especializados
(Fahn,1979; Turner et al.,1999).

Do ponto de vista quimico, os 6leos
essenciais das plantas sao constituidos
principalmente de uma mistura de lipideos chamados
terpenos (McMurry, 1997). Os compostos terpénicos
mais freqlentes nos dleos volateis sao monoterpenos,
que possuem 10 carbonos (cerca de 90% dos dleos
volateis) e os sesquiterpenos, que possuem 15
carbonos (Simdes & Sptizer, 2000).

Adzet et al. (1992), estudando M. officinalis,
observaram uma porcentagem de 81% citral (neral e
geranial) que foi calculado a partir de folhas
provenientes de varias regides. Carnat efal. ( 1998)
em seu trabalho observaram que a infuséo das folhas
de melissa (chd) e a andlise do 6leo essencial
apresentou um rendimento rico em aldeidos com 74%
de citral ( neral e geranial) e 16% de citronelal.
Segundo Lawrence (1979), essas substancias sao
responsaveis pelo aroma de limao de Melissa
officinalis.
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