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Caracterizacao anatémica da folha de Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf (Poaceae) e perfil quimico do 6leo essencial
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RESUMO: Objetivo do trabalho foi realizar o estudo anatdémico e ultra-estrutural da folha adulta de
Cymbopogon citratus (Poaceae) e analisar o dleo essencial bruto através de Cromatografia Gasosa
(CG). Para o estudo anatémico, utilizou-se fixador FAA, seguido da desidratag&o etilica e infiltragao
do material em resina sintética. Para o estudo ultra-estrutural, o material foi fixado em solugao de
Karnovsky modificada, desidratado em acetona, seco ao ponto critico e metalizado. Para a
analise em CG, o dleo essencial foi extraido das folhas secas por arraste a vapor e analisado em
cromatdgrafo gasoso. Atraveés do estudo anatdmico observou-se que o limbo foliar € dorsiventral,
as celulas buliformes ocupam o lado adaxial da folha e na regiaoc mediana situam-se os feixes
vasculares maiores, envolvidos por bainha esclerenquimatica com extensdes alcangando ambas
epidermes. Entre as nervuras maiores observaram-se trés a cinco pequenos feixes vasculares
ligados apenas a epiderme abaxial. Foram observados tricomas aculiformes caracterizados por
serem curtos, pontiagudos e unicelulares, inseridos nas areas vasculares do mesofilo e micro-
pélos que consistem de uma célula proximal longa e uma célula distal oval, que estao presentes
entre as regites dos feixes vasculares. O cromatograma obtido mostra que o éleo essencial
analisado apresenta trés componentes majoritarios, responsaveis por 87% da composi¢ao relativa
do dleo bruto. Esses componentes s&o monoterpenos, justificando o forte odor do dleo essencial.

Palavras-chave: Cymbopogon cifratus, anatomia foliar, éleos essenciais, plantas medicinais

ABSTRACT: Anatomical characterization of leaf of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Poaceae)
and chemical profile of the essential oil. The objective of the work was to accomplish an anatomical
and ultrastructural study of mature leaf of Cymbopogon citratus (Poaceae) and analyze the essential
oil through Gas Chromatography (GC). For the anatomical study, the material was fixed in FAA,
followed bytheethyl dehydration and infiltration of the material in synthetic resin. For the ultrastructural
study, the material was fixed and Karnovsky, dehydrated in acetone, dried to the critical point and
metallized. For the analysis in GC, the essential oil it was obtained by steam distillation of leaves and
analyzed by Gas Chromatography. Through the anatomical study it was observed that the faces of
mesophyll are distinctly, the bulliform cells occupy the adaxial surface of the leaf and in the medium
region are situated the biggest vascular bundles involved by sclerenchymatous hem with extensions
reaching both epidermis. Between the biggest vascular bundles are observed three to five small
vascular bundles, linkage only in the abaxial epidermis. Shortly, pointed and unicellular structures,
called prickle-hair, had been observed inserted above the veins and micro-hair, that they consist of a
long basal cell and an oval distal cell, that are located between the regions of vascular bundles. The
chromatogram sample shows that the analyzed essential oil presented three majority components,
responsible for 87% of the relative composition of the oil. These components are monoterpenos,
justifying the strong smell of the essential oil.

Key words: Cymbopogon citratus, leaf anatomy, essential oils, Plants Medicinal

INTHODUQEO

As plantas sdo consideradas uma
importante fonte de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais se constituem modelos para
sintese de um grande numero de farmacos.

Recebido para publicagdo em 24/02/03
Aceito para publicago em 15/03/04.

Pesquisadores da area de produtos naturais
mostraram-se impressionados pelo fato desses
produtos encontrados na natureza revelarem ampla
diversidade em termos de estrutura e de propricdades
fisico-quimicas e biolégicas (Wall & Wani, 1996).
Apesar do aumento de estudos nessa area, 0s dados
disponiveis revelaram que apenas 15 a 17% das
plantas foram estudadas quanto ao seu potencial
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medicinal (Soejarto, 1996).

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf é uma
Poaceae originaria da india e aclimatada no Brasil. E
uma planta muito conhecida com os nomes vulgares
de erva-cidreira, capim-limao e capim-santo (Paviani,
1964).

Suas folhas sao frequentemente usadas, sob
a forma de infusao, como sedativo e calmante do
sistema nervoso (Paviani, 1964). Estudos comprovam
sua eficiéncia antiespasmddica, analgésica,
bactericida, inseticida, inibidora do crescimento de
fungos (Sargenti & Langas, 1997) e antimutagénica
(Suaeyun et al.,, 1997).

A espécie caracteriza-se por ser uma planta
herbacea, com longas folhas aromaticas, estreitas,
agudas e dsperas, com nervura central proeminente.
As flores, dificilmente vistas, se relnem em paniculas
de pequenas espigas escuras (Craveiro et al,, 1981).

O dleo extraido do capim-limao, é um dos
mais importantes 6leos essenciais conhecidos
internacionalmente como esséncia de “lemongrass”.
Grandes guantidades s3o usadas para obtengao de
Citral, seu constituinte principal. O Citral & utilizado
como matéria prima de importantes compostos
quimicos denominados iononas, utilizados na
perfumaria (Merck & CQ., 1960) e, ainda, na sintese
da vitamia A ( Craveiro et al., 1981).

O objetivo desse trabalho foi caracterizar a
estrutura da folha adulta de Cymbopogon citratus e
caracterizar os constituintes gquimicos do dlea
essencial .

MATERIAL E METODO

O espécime vegetal foi cultivado na Area
Experimental do Departamento de Botanica — IBILCE-
UNESP - Sao José do Rio Preto (SP). O exemplar
de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf nao recebeu
tratamento especial no seu cultivo. A exsicata com
amostra do material vegetal foi depositada no Herbario
da UNESP de Sao José do Rio Preto com o nimero
SJRP 26227,

1-Confecgao de laminas permanentes:
Com a finalidade de se estudar a histologia da lamina
foliar foram utilizadas doze folhas adultas, na regiao
do tergo medio da nervura central e da regido
internervural, colhidas do exemplar da espécie, no
estagio vegetativo. O preparo do material para
obtengao do laminario histolégico para microscopia
de luz, constitui-se basicamente de processos usuais
utilizados em microtomia, que incluem: fixagao em
FAA 50 por 24 horas, desidratagdo em série etilica,
infiltragdo em resina sintética, emblocamento,
seccionamento, coloragdo e montagem de l&minas
permanentes. As pegas incluidas em resina sintética
foram saccionadas em micrétomo rotativo, obtendo-
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se secgbes transversais e longitudinais da lamina
foliar e da nervura principal, com 4 mm (Gerrits, 1964).
Utilizou-se o corante Azul de Toluidina 1% com Borato
de Sédio 1%, em 100 ml de agua destilada (O'Brien
et al., 1964).

2-Microscopia Eletronica de Varredura:
Porgbes do tergo medio da folha de Cymbopogon
citratus foram fixadas em uma solugao de Karnovsky
modificada, composta por paraformoldeido 4%,
glutaraldeido 0,5%, em tampéao cacodilato de sodio,
pH 7,2, 0,1M e agua destilada, por uma noite no
vacuo. No dia seguinte foram feitas trés lavagens com
cacodilato 0,05M (com a duragao de dez minutos
cada) e uma pés fixagdo com tetréxido de dsmio
(Os0,) “overnight”. Apds, o material foi desidratado
com acetona seguindo a série de concentragdes:
30%, 50%, 70%, 90% e 100%. O material foi levado
a secagem até o ponto critico e fixado a um suporte
através de um adesivo condutor e em seguida
metalizado (Danilatos, 1998). A analise foi realizada
no Microscépio Eletrénico de Varredura, MEV LEO
435 VP.

3-Extragao do oleo essencial : Os oleos
volateis possuem tenséo de vapor mais elevada que
a da agua, sendo por isso, arrastados pelo vapor
d'agua. Em pequena escala, emprega-se o aparelho
de Clevenger, que fica acoplado em um balao que
contém a planta moida e agua destilada em ebuligéo.
O vapor de dgua juntamente com o 6lec passa pelo
Clevenger, onde € condensado e segue para um
reservatério. O dleo volatil obtido, apds separar-se da
agua, é entédo coletado (Simbes & Spitzer,1999). A
extragdo do 6leo essencial de Cymbopogon citratus
foi realizada no Laboratério de Farmacognosia, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP -
Araraquara-SP.

4- Andlise por cromatografia gasosa: O
oleo essencial foi analisado no Cromatdgraio Gasoso
CG 3800 Varian, Injetor Automatico B200
Autosampler. Condigdes: Coluna: capilar DB5 30m
% 0,25mm x 0,25 mm. Injetor: 250°C; Detector: 290°C.
Detetor FID. Gas de arraste: He. Fluxo: 1,0mL/min.
, 60°C a 240°C; 3°C/min., 1,0mL/min., split: 1/20.
Volume de injegdo: 1mL. Concentragao da amostra:
dleo essencial (5,0mg/mL). Solvente: eter terc-
butiimetilico (Adams, 1995).

RESULTADO E DISCUSSAQ

Através do estude anatémico observou-se
que o mesofilo € homogéneo, as células buliformes
ocupam o lado adaxial da folha e na regiao mediana
situam-se os feixes vasculares maiores, ligados por
extensdes de bainha esclerenguimatica a ambas as
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faces da epiderme. Entre os feixes vasculares maiores
observam-se trés a cinco pequenos feixes vasculares
ligados apenas a epiderme abaxial (Figura 1 A-C). O
mesofilo apresenta-se com clorénquima composto por
celulas pequenas e isodiametricas. A bainha gue
envolve o feixe vascular € dupla, esclerenquimatica e
cercada por células com parede espessada
uniformemente (Figura 1 B).

As epidermes sao formadas por células
pequenas de parede cutinizada e consistemn de células
retangulares longas e curtas, com o eixo paralelo ao
comprimento da folha. Ocorre a presenca de
abundantes estdmatos. As células podem ter paredes
retas, (Figura 1 D e 3 B), 0 que estd de acordo com
Metcalfe (1960).

Lewinsohn et al. (1998) utilizaram o reagente
de Schiff em secgbes transversais da lamina e da
bainha foliar de Cymbopogon citratus, para localizar
0 6leo essencial, e observaram que 0 mesmo esta
presente nas células parenquimaticas do lado adaxial
da folha, adjacentes aos tecidos nao fotossintéticos
entre os feixes vasculares.

Foram encontrados nas epidermes tricomas
aculiformes, caracterizados por serem pontiagudos
e unicelulares inseridos na regido das nervuras da
folha (Figura 2 A-B e 3 A). Segundo Metcalfe (1960),
essas estruturas sdo denominadas “prickle—hairs”,
com a base alongada e dilatada, frequentemente sobre
o feixe vascular, e apontando para o apice da folha.

Paviani (1964), em seu trabalho com
Cymbopogon citratus, observa que nas duas faces
da epiderme ha estdmatos, formagdes de silica e
pélos unicelulares curtos, terminados em ponta.

Esses pélos, geralmente, estdo inseridos em
pequenas depressdes que coincidem com as dreas
vasculares do mesofilo.

Liberali et al. (1946) descrevem em plantas
de Cymbopogon citratus que o bordo foliar apresenta
longas cerdas unicelulares.

Foram também encontrados micro-pélos
(“micro-hairs”) que consistem de uma célula proximal
longa e uma célula distal oval, que est@o presentes
entre as regides das nervuras (Figura2C e 3 A), 0
que esta de acordo com descrigao de Metcalfe (1960).

Iruthayathas & Herath (1975) descreveram
os diferentes tipos de micro-pélos presentes em onze
linhagens de citronela (Cymbopogon nardus L.). Eles
também mostraram que esses micro-pélos
contribuem para a produgéo e estocagem do dleo
essencial, com variagdes de composicao quimica de
linhagem para linhagem (lruthayathas et al., 1977).
O micro-pélo encontrado no presente trabalho, na folna
de Cymbopogon citratus, se assemelha ao descrito
por Iruthayathas & Herath (1982), sendo denominado
como tipo IV ou “forma especifica®, no qual a célula
basal & muito dilatada apresentando constrigao na
base. A célula basal € muito maior do que a célula
distal que possui a forma de um sino e uma ponta
longa e fina (Figura 4 A-B e 3 A-B).

O cromatograma obtido para Cymbopogon
cifratus mostra que o dlec essencial analisado
apresentou trés componentes majoritarios (Figura 5),
responsaveis por 87% da composigao relativa do dleo
bruto (Tabela 1). Esses componentes séo
monoterpenos (Figura 5), justificando o forte odor do
6leo essencial.
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FIGURA 1 - Seccdes transversais do limho foliar (A-B), secgéo transversal da nervura central (C), scogio
paradérmica da epiderme adaxial (D) de Cymbopogon cilratus. (cb) células buliformes, (fvM) feixe
vascular Maior, (fvm) feixe vascular menor, (e) estémato, (cc) célula curta, (cl) célula longa, (be)
bainha esclerenquimatica. A seta mostra os pequenos feixes vasculares entre os feixes vasculares
maiores que podem variar em numero de 3 a 5, como mostram as figuras A, Be C.
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FIGURA 2 - Secgoes longitudinais da folha de Cymbopagon citratus (A-C). (ta) tricoma aculiforme (“prickle-hair”),
(mp) micro-pélo bicelular.
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FIGURA 3 - Micrografia eletronica de varredura da folha de Cymbopogon cifratus na superficie abaxial (A-B). (1a)
tricoma aculiforme (unicelular) disposto ac longo dos feixes vasculares, (mp) micro-pélo disposto nas
depressOes entre 0s feixes vasculares, (ns) nervura secundaria, (e) estémato.
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FIGURA 4 - Micrografia eletrnica de varredura da folha de Cymbopogon citratus na superficie abaxial (A-B). (ta)
tricoma aculiforme; (mp) micro-pélo, formado por uma célula proximal (cp) e por uma célula distal (cd).
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FIGURA 5 - Cromatograma tipico do 6leo bruto de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, mostrando a presenca de trés
compostos majoritarios, sendo os trés (tempos de retengéo: 4,604, 11,425 e 12,5638) componentes

monoterpenos.

TABELA 1 - Tempos de reteng@o e porcentagens relativas obtidas do 6leo bruto de Cymbopogon citratus (DC.)

Stapf.
Tempo de Retencao (Tr) % Relativa
4,60 8,49
11,42 34,17
12,53 44,44
Total: 87,10

Segundo Costa (1994), esse dleo essencial
& caracterizado por apresentar citral como um compo-
nente majoritario na forma de seus dois isébmeros:
geranial e neral. Em pequenas quantidades, podem
ser encontrados citronelal, isovaleraldeido, metil-hep-
tenol, e ainda geraniol e nerol. Um outro componente
encontrado & o mirceno, um hidrocarboneto aciclico,
que se polimeriza e resinifica-se quando exposto a
luz.

O estudo da composigdo quimica do dleo
essencial de Cymbopogon citratus, com base em da-
dos obtidos por espectrometria de massas, calculos
dos indices de retencéo para os picos cromatografi-
cos e comparagdes com Adams (1995), foi realizado
no Centro de P&D de Recursos Genéticos Vegetais
no Instituto Agronémico de Campinas — IAC, e permi-
tiu identificar a composigéo quimica do dleo essencial
de Cymbopogon citratus, como mostra a TABELA 2,
que apresenta as substancias identificadas, ordena-
das segundo os tempos de retencao.

Ferrua et al.(1994), verificando o 6leo de ca-
pim-limao (Cymbopogon citratus) obtido através de
cxtragiio com didxido de carbono liguido, encontra-
ram alto contetido de citral (constituidos por isdmeros
neral e geranial), 0 qual e usado na producaoc de iono-
na, vitamina A e betacaroteno.

Carlson et al. (2001), observando a extracao

do 6leo essencial do Cymbopogon citratus atraves de
diéxido de carbono liguido, obtiveram grandes quanti-
dades de neral, geranial e mirceno.

Cicogna Junior et al. (1986/1987) apontam que
entre os componentes do Cymbopogon citratus, 12
foram identificados em suas analises: mirceno, limo-
neno, aldeido C-9, metil-heptenona, citronelal, aldeido
C-10, linalol, citral b, citral a, acetato de geranila, ci-
tronelol e geraniol. Do ponto de vista de ndmero de
componentes extraidos do dleo, as amostras obtidas
com tempos de extragdo de 4 a 6 horas sao mais
ricas. Quanto ao teor de citral, o principal componente
da esséncia, foi verificado que a maior quantidade en-
contrada de citral a e b foi de 43,6%, muito abaixo dos
valores registrados na literatura especializada (75-
85%,), porém dentro dos padrbes da Farmacopéia dos
Estados Unidos do Brasil (1959), a qual indica teor de
49% de aldeidos, calculados em citral.

Ekundayo (1984) descreve a ocorréncia de
57% de citral no dleo essencial de Cymbopogon cilra-
tus nigeriano, mas esta porcentagem esta abaixo do
esperado para as espécies africanas, ou seja, 70%.
Ele ainda explica que essa variagao na quantidade de
citral é devida a fatores genéticos e nao ambientais, ja
gue a porcentagem de citral em Cymbopogon citratus
nigeriano € a mesma durante as diferentes estagbes
doano.
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TABELA 2 - Identificagao proposta para os constituintes majoritarios do 6leo essencial de Cymbopogon citratus

(DC.) Stapf.

Composigdo Quimica do édleo essencial de Capim-limao

Tempo de Retengao (min.) Substancias
4,496 6-metil-5-hepten-2-ona
4,604 p-mirceno
11,425 neral
12,002 geraniol
12,538 geranial
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

Onawunmi et al. (1984), estudando o dleo
essencial de Cymbopogon citratus, encontraram trés
componentes majoritarios atravées do estudo de
cromatografia gasosa, e identificaram as fragdes como
sendo mirceno, geranial (citral a) e neral (citral b),
respectivamente. Os mesmos autores testaram o
citral a e o citral b e comprovaram sua atividade
antibacteriana. O mirceno também foi testado, porém
nao apresentou atividade antimicrobiana.

CONCLUSAO

O estudo anatdmico foliar revelou que o
mesofilo de Cymbopogon citratus é homogéneo, com
clorénquima composto por células pequenas e
isodiamétricas, células buliformes ocupando o lado
adaxial da folha. Na regido mediana situam-se os
feixes vasculares maiores ligados por extensdes de
bainha esclerenguimatica a ambas as epidermes.
Entre os feixes vasculares maiores observam-se trés
acinco pequenos feixes vasculares, ligados apenas
a epederme da face abaxial. Foram encontrados na
epiderme tricomas aculiformes e micro-pélos.

O perfil quimico do 6leo essencial é
constituido pelas seguintes substancias: 6-metil-5-
hepten-2-ona, b-mirceno, neral, geraniol e geranial.
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