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RESUMO - Produtos de origem vegetal utilizados como matéria-prima na producao de medicamentos neces-
sitam do rigoroso controle da qualidade, face a variagbes ligadas, principalmente, a fatores edaficos. O
presente trabalho tem por objetivo avaliar a atividade antifingica e constituicdo quimica do dleo volatil de
Cymbopogon citratus, proveniente de trés coletas, em diferentes anos. Para a avaliagao da atividade antifun-
gica empregou-se 0 método de difusdo em agar com discos de papel frente a Candida albicans; a identifica-
¢ao e quantificagdo dos constituintes do dleo volatil foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espec-
trometria de massas. Os resultados obtidos demonstraram a acentuada atividade antifingica do 6leo volatil
frente a levedura de C. albicans; o principal componente do ¢leo obtido foi o citral, em concentragoes
superiores a 70%. Nao se observou diferencas significativas nas amostras ensaiadas.
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showed difference for both volatile oil samples.

—

ABSTRACT - The quality control of natural substances and products, specialy plants, is more important to
assure its efficacy. This paper evaluate the antifungal activity against Candida albicans and identify the main
components of volatile oil from Cymbopogon citratus obtained by hydrodistillation from fresh leaves, collected
on january 1998, 1999 and 2000. The antifungal activity survey was tested using the plate agar gel diffusion
method and chromatografic analysis by gas chromatography method. All samples from the volatile oil exhibi-
ted strong antifungal activity; the main component was the citral, with 70% in concentration. This results not
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INTRODUGAO

busca de alternativas terapéuticas a partir de

matérias-primas de origem vegetal € um ponto
relevante na area farmacéutica. O desenvolvimento
de tais produtos deve estar cercado de fatores que
permitam a qualidade, seguranga, eficacia e repro-
dutibilidade do produto.

A introdugao de um vegetal como fitoterapico exi-
ge um trabalho multidisciplinar, pois abrange conheci-
mentos relativos a identificagdo botanica, ao cultivo, a
avaliagao farmacolégica e as técnicas de produgdo e
controle de qualidade. Assim, para assegurar a quali-
dade e agao farmacoldgica constante de um determi-
nado produto de origem vegetal, € necessario que 0s
componentes ativos presentes no mesmo permane-
gam estaveis e em concentragdes adequadas para o
seu emprego. Fatores como condigdes climaticas, adu-
bacao, plantio, época e local de coleta, entre outras,
poderdo influenciar na composicéo quimica de seus
constituintes (Garcia et al., 2000).

0 dleo volatil de Cymbopogon citratus, conheci-
do popularmente como capim-cidrd, apresentou, em
estudos preliminares, potente atividade antifungica
frente a Candida albicans (Schuck et al., 1999),
Com isso, estudos relacionados com sua caracteri-
zacao quimica e estabilidade tornam-se necessa-
rios, visando a sua utilizagdo no desenvolvimento
de uma forma farmacéutica.

0 dleo volatil de C. citratus é constituido princi-
palmente por terpenos, apresentando como com-

ponente majoritario o citral (neral e geranial) (Carli-
ni et al., 1985; Ferreira e Fonteles, 1989), respon-
savel pela atividade antibacteriana (Onawunmi et al.,
1984).

O estudo da atividade antimicrobiana do dleo
volatil de C. citratus é citado em literatura frente a
diferentes espécies de bactérias e fungos (Mah-
moud, 1994; Menendé, 1993; Onawunmi et al.,
1984). A atividade antifingica do dleo volatil frente
a diferentes espécies de dermatofitos, dos géneros
Trichophyton e Microsporum, foi avaliada e verifi-
cou-se agao contra tais fungos (Kishore et al., 1993;
Lima et al., 1993). Chaumount e Léger (1992) ava-
liaram a atividade antifingica de alguns compos-
tos, dentre eles citral, e verificaram sua atividade,
em especial contra Aspergillus fumigatus.

0 dleo volatil apresenta propriedades desodo-
rante e antioxidante (Baratta et al., 1998; Ferreira
e Fonteles, 1989). Devido a seu forte odor, é usado
como fragrancia em sabéo e detergente (Ferreira e
Fonteles, 1989). Também é empregado como re-
pelente de insetos, devido, principalmente, a pre-
senga de citral (Vartak et al., 1994).

0 6leo de capim-cidro6 é produzido em larga es-
cala, principalmente para a obtengao de citral. Sua
qualidade esta relacionada com o conteldo de al-
deidos, em especial de citral, que pode variar de 65
a 85% (Ferreira e Fonteles, 1989).

O presente trabalho tem por objetivo avaliar e
comparar a composigdo quimica e atividade anti-
fungica do dleo volatil de C. citratus, obtido da ma-
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téria-prima coletada no mesmo local, mas em perio-
dos anuais diferentes.

MATERIAL E METODOS

Material vagetal

TABELA |
Principais componentes do éleo volatil
de C. citratus, coletado nos periodos
de janeiro de 1998, 1999 e 2000

W

As folhas de Cymbopogon citratus foram coleta-
das em Viamao/RS (FEPAGRO), nos periodos de ja-
neiro de 1998, 1999 e 2000. A espécie é cultivada
com adubagao de NPK.

Obtencao do é6leo volatil J

0 dleo volatil foi obtido a partir das folhas fres-
cas, através da destilagao por arraste de vapor, em
processo continuo com aparetho Clevenger modifi-
cado, durante 4 horas. A quantificagao foi realizada
por leitura do volume coletado no frasco florentino
do aparelho (F. Bras. IV, 1988; OMS, 1992). A quan-
tidade de amostra empregada por extragéo foi sem-
pre em torno de 100 g. Com o material coletado
em janeiro de 2000, a extragao foi realizada em
aparelho semi-industrial de ago inoxidavel, utilizan-
do-se 18 Kg de planta.

L Atividade antifingica

A atividade antifingica foi avaliada em placas
de Petri, pelo método microbiolégico de difusédo em
agar com discos de papel estéreis de 6,25 mm de
diametro (Schapoval et al., 1988; F. Bras. |V, 1988).
Empregou-se a cepa de Candida albicans ATCC
10231, desenvolvida em agar Sabouraud (tubo in-
clinado), por 48 horas, a 25°C. Apds este periodo,
preparou-se a suspensao do microrganismo para o
inéculo, em caldo Sabouraud, lendo-se a transmi-
tancia da mesma em fotocolorimetro, a 580 nm
(concentragdo da suspensao igual a 25% de trans-
mitancia). O indculo utilizado foi a 1%. Como subs-
téncia quimica de referéncia utilizou-se nistatina,
na concentragao de 1,5 mg/mL, preparada em agua
estéril. As quantidades de dleo testadas foram:1,0;
2,0; 4,0; 8,0; 10,0 e 20,0 mL. Utilizou-se grupos
de cinco placas de Petri para cada quantidade de
6leo testada, as quais continham 20 mL de meio
Sabouraud como camada base e 5 mL de inéculo.
Os discos foram previamente impregnados com as
amostras de dleo volatil, solugdo padrdo e agua
estéril como branco (20 mL em cada disco), manti-
dos em dessecador, por 24 horas. Apds solidifica-
¢ao do meio nas placas, distribuiu-se os discos de
papel em cada uma, sendo incubadas a 37°C, por
24 horas €, apds este periodo, procedeu-se a leitu-
ra do didmetro dos halos de inibigdo com auxilio de
paquimetro digital.

L Andlise cromatografica J

O 6leo volatil foi quantificado em um cromaté-
grafo gasoso (Shimadzu GC 17A), equipado com
coluna capilar de silica fundida DB, (25 m de com-
primento e 0,25 mm de di&metro interno, preen-
chida com polidimetildifenilsiloxano, contendo 5%
de grupamentos fenila com um filme de 0,25 mm
de espessura) para a separagao dos constituintes.
O injetor e o detector foram programados a 220°C
e 250°C, respectivamente e a programagao de tem-
peratura foi de 60 a 240°C (3°C/min, tempo total
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B-mirceno 979 13,1
neral 1234 323 353 35,6
geraniol 1244 3,7 33 1,7
geranial 1265 43,0 39,4 453

IK: Indice de Kovats em coluna DBS5.

TABELA 11
Valores dos didmetros dos halos de inibigao (mm)
obtidos na avaliagao da atividade antifingica do
dleo volatil de C. citratus: amostras coletadas
nos periodos de janeiro de 1998, 1999 e 2000

Quantidade de -
Gieo testada (ul)

1,0
2,0
40
8,0 P P P
10,0 P P P

20,0 I m T
Padréo (20 pl) 14,29 13,51 13,256

Cada valor representa a média de 5 determinagées para as a mostras
e solugao padréo. IP: inibicdo parcial do microrganismo; IT: inibigdo
total do microrganismo.

de analise 60 min), utilizando-se gas hélio como
gas de arraste, a uma pressao de 80 Kpa e veloci-
dade linear de 1 mL por minuto. A composi¢ao per-
centual foi obtida por integragdo eletronica utilizan-
do software CR10 (Shimadzu) e detector por ioniza-
¢éo de chama (DIC, 250°C).

As amostras também foram analisadas por cro-
matografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC/MS), utilizando aparelho Shimadzu
QP5000 com quadrupolo cilindrico, nas mesmas
condicbes descritas acima.

A identificagdo dos componentes do dleo foi ba-
seada na comparagao entre o indice de retengao e
0 espectro de massas, com amostras auténticas e
dados retirados da literatura (Adams, 1995) ou ain-
da por comparagao com espectros de massas re-
gistrados em banco de dados como NIST 62 e NIST
12 (National Institute of Standars and Technology).

RESULTADOS

0 rendimento percentual em dleo volatil obtido
para amostras de vegetal coletadas em janeiro de
1998 e 1999, variaram entre 0,5 - 0,6% (v/p). A
extragao utilizando 18 Kg de planta, referente a
amostra coletada em janeiro de 2000, produziu um
rendimento de 0,26%.

Os resultados obtidos na andlise da constitui-
¢ao quimica do 6leo volatil encontram-se na Tabela I.

As amostras de oOleo obtidas foram analisadas
guanto a sua atividade inibitéria do crescimento da
levedura e os didmetros dos halos de inibigao for-
mados foram medidos com o auxilio de paquimetro
digital. Os resultados encontram-se na Tabela Il.
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DISCUSSAO

A coleta de plantas cultivadas em um mesmo
local, permite o controle de qualidade, principalmen-
te, no que diz respeito a uniformidade da sua com-
posicao quimica.

O rendimento percentual em 6leo volatil obtido para
amostras de vegetal coletadas em janeiro de 1998 e
1999, corresponderam entre 0,5 - 0,6% (v/p). Estes
resultados sdo superiores aos valores mencionados
na literatura, os quais variam de 0,2 a 0,5% (Carlini et
al., 1985). Para a extragdo realizada com 18 kg de
planta obteve-se um rendimento de 0,26%. Este per-
centual inferior deve-se ao equipamento utilizado (cle-
venger semi-industrial), necessério para o procedimen-
to de maior quantidade de material vegetal.

A andlise por cromatografia gasosa demonstrou
gue ha uma estabilidade quali e quantitativa da cons-
tituicdo quimica das diferentes amostras de 6leo
analisadas. O 6leo volatil é constituido basicamen-
te por terpenos, sendo o citral (neral e geranial) o
constituinte majoritario. A concentragéo de citral
obtida encontra-se na faixa de 70 a 80%, para as
amostras coletadas nos periodos indicados.

Vérin (1996) analisou amostra de éleo volatil,
coletada, em 1995, no mesmo local de coleta (FE-
PAGRO - Viaméo/RS), que apresentou composicao
quimica similar as obtidas neste estudo, no que re-
fere-se ao conteldo de citral e mirceno (78% de
citral e 14% de mirceno). Este resultado vem de
encontro aos obtidos com o dleo analisado neste
trabalho, assegurando-se, assim, a estabilidade.de
sua constituigdo quimica.

Andlises quimicas indicam variagdes nos teores
de citral conforme a origem do 6leo, além da pre-
senga eventual de mirceno. O éleo analisado € se-
melhante ao da Turquia (concentragdoes superiores
a 70% em citral) e seu teor superior a 75% em ci-
tral, indicando ser adequado para comercializagao,
de acordo com as normas internacionais (Vérin,
1996). Além disso, verificou-se nestas amostras a
presenga de mirceno, o qual, apesar de diminuir o
valor comercial do dleo, € importante sob o ponto
de vista farmacéutico, pois é empregado na indUs-
tria de perfumes e esséncias. A qualidade do dleo
volatil é determinada pelo contetlido em aldeidos,
principaimente citral, que deve encontrar-se na fai-
xa de 70 a 85% (Ferreira e Fonteles, 1989).

No ensaio microbioldgico, observa-se a potente
atividade antifungica apresentada pelo 6leo volatil,
superando os valores de inibigdo do antiflngico pa-
drdo, sugerindo que a inibicdo do microrganismo
seria devido a volatilizagdo do 6leo na placa. Em-
pregando-se 4,0 mL das amostras de éleo nao foi
possivel determinar a zona de inibigéo formada, uma
vez que o halo formado foi assimétrico; utilizando-
se 8,0 e 10,0 mL observou-se um crescimento muito
reduzido do microrganismo na placa, somente nas
extremidades da mesma, o que nao ocorreu com a
solugédo padrdo; empregando-se quantidades aci-
ma de 10,0 mL ndo houve crescimento microbiano,
ocorrendo uma inibigao total da levedura.

Através da andlise dos dados apresentados na
Tabela Il, observou-se, também, que a poténcia da
substéncia ativa, frente a levedura de C. albicans,
manteve-se de forma satisfatéria, confirmando a sua
ja comprovada atividade e que nao houve variagao
desta propriedade nas amostras de 6leo testadas,
coletadas no mesmo periodo, porém, em diferen-
tes anos.
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De acordo com a literatura, a atividade antibac-
teriana do 6leo volatil reside, principalmente, na pre-
senga de citral. Por outro lado, 0 mirceno nao de-
monstra atividade microbiana, porém pode contri-
buir para aumentar a a¢ao de citral, quando empre-
gado em combinag&o com o mesmo, exercendo efei-
to sinérgico (Onawunmi et al., 1984). Outro traba-
Iho, conduzido por Adegoke e Odesola (1996), cor-
robora estes resultados. Estes autores avaliaram a
atividade antifungica do capim-cidré e seus consti-
tuintes e verificaram, também, que tal atividade resi-
de principalmente na presenga de citral; entretan-
to, outros compostos presentes na planta podem
estar associados com esta propriedade. A amostra
referente ao ano de 1999 apresentou menor quan-
tidade de b-mirceno em comparagao com as de-
mais; entretanto, ndo foram observadas alteragdes
na sua atividade antifungica. Além da atividade an-
tifungica, Schuck e colaboradores (1999) avaliaram
a atividade antibacteriana do 6leo volatil e solugdes
extrativas de capim-cidré, verificando que 0 mesmo
apresenta atividade antibacteriana frente a E. coli e
S. aureus.

Com base nos resultados obtidos na analise da
composigao quimica do éleo por cromatografia ga-
sosa € na atividade antifingica abre-se a possibili-
dade de empregar amostras de 6leo volatil de C.
citratus no preparo de formulagoes farmacéuticas.
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