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APRESENTAÇÃO

O livro Avanços Científicos, Tecnológicos e de Inovação na Botânica traz ao 
leitor temas originais e abordagens diferenciadas, sendo 7 capítulos, nos quais o 
leitor poderá desfrutar de pontos da biologia vegetal aplicada relacionado a temáticas 
anatômicas, histológicas, bioquímicas, fisiológicas todas com aplicações em diversos 
setores da ciência.

A obra tem como objetivo apresentar estudos científicos recentes e inovadores 
que buscam colocar enfoque em temáticas pouco abordadas (raras), mas com grande 
aplicabilidade e informações ainda pouco dominadas da biologia vegetal nos ambientes 
acadêmicos, promovendo atualização do conhecimento e abrindo caminho para novos 
enfoques e ideias de pesquisa.

A abrangência dos temas promove uma teia de informações que levam a 
diferentes áreas do conhecimento cientifico se encontrando em torno do amplo mundo 
a botânica. Temas como tecnologia de sementes, anatomia e morfologia vegetal, 
fisiologia vegetal, bioquímica se inter-relacionando num mesmo capitulo a fim de 
demonstrar dados ainda pouco conhecidos e utilizando-se de técnicas diversas, desde 
simples como avaliações histológicas a complexas como a cromatografia, levando ao 
leitor experiências de conhecimento diferenciadas.

A aplicação dos temas estudados é constante nos capítulos presentes na 
bibliografia, sempre com alcance a diferentes áreas do conhecimento inclusive em 
um mesmo capitulo. Esta abrangência de áreas na obra amplia a utilidade desta em 
diferentes ambientes acadêmicos, além de promover a apresentação e integração de 
temáticas pouco conhecidas entre as áreas do conhecimento.

Neste sentido ressaltamos a importância desta leitura de forma a incrementar 
o conhecimento da aplicabilidade da botânica e sua inter-relação com áreas do 
conhecimento correlatas, somando-se a estes, artigos com temas pouco retratadas. 
Assim tornando sua leitura uma abertura de fronteiras para sua mente com qualidade 
e didática promovida pela estrutura da Atena Editora. Boa leitura!

André Luiz Oliveira de Francisco
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CAPÍTULO 1
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CARACTERIZAÇÃO ANATÔMICA E HISTOQUÍMICA 
DA LÂMINA FOLIAR DE SIDA rhombifolia L.

Rafaela Damasceno Sá
Universidade Federal de Pernambuco, 

Departamento de Ciências Farmacêuticas, 
Laboratório de Farmacognosia

Recife – Pernambuco
http://lattes.cnpq.br/3712738718018336

Cledson dos Santos Magalhães
Universidade Federal de Pernambuco, 

Departamento de Ciências Farmacêuticas, 
Laboratório de Farmacognosia

Recife – Pernambuco
http://lattes.cnpq.br/7106753958126149

Karina Perrelli Randau
Universidade Federal de Pernambuco, 

Departamento de Ciências Farmacêuticas, 
Laboratório de Farmacognosia

Recife – Pernambuco
http://lattes.cnpq.br/5089595850981385

RESUMO: Sida rhombifolia L. é uma espécie 
da família Malvaceae encontrada no Brasil 
e popularmente conhecida como guanxuma 
ou vassoura. Suas folhas são utilizadas na 
medicina popular para disenteria, gripe, cólica, 
febre e também como anti-inflamatório. Este 
estudo teve como objetivo a caracterização 

anatômica e histoquímica da lâmina foliar de S. 
rhombifolia. Para a caracterização anatômica, 
lâminas semipermanentes contendo secções 
transversais e paradérmicas da lâmina foliar 
foram analisadas em microscopia de luz. 
Para a histoquímica, secções transversais de 
lâminas foliares frescas foram submetidas a 
diferentes reagentes. A folha é anfiestomática, 
com estômatos anisocíticos. Possui tricomas 
estrelados e glandulares em ambas as faces. 
A nervura central é biconvexa e apresenta 
feixe vascular colateral, com drusas no 
floema. As drusas também estão presentes no 
parênquima da nervura central e no mesofilo. 
Este é dorsiventral, com células mucilaginosas. 
Através da histoquímica foram evidenciados 
compostos fenólicos, triterpenos e esteroides, 
alcaloides, compostos lipofílicos, lignina e 
cristais de oxalato de cálcio. Os caracteres 
observados contribuem para o controle de 
qualidade da espécie.
PALAVRAS-CHAVE: Farmacobotânca; 
Malvaceae; Microscopia; Padronização.

ANATOMICAL AND HISTOCHEMICAL 
CHARACTERIZATION OF THE LEAF BLADE 

OF SIDA rhombifolia L.

ABSTRACT: Sida rhombifolia L. is a species 
of the Malvaceae family found in Brazil and 
popularly known as “guanxuma” or “vassoura”. 
Its leaves are used in folk medicine for dysentery, 
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flu, colic, fever and also as anti-inflammatory. This study aimed the anatomical and 
histochemical characterization of the leaf blade of S. rhombifolia. For the anatomical 
characterization, semipermanent slides containing transverse and paradermic sections 
of the leaf blade were analyzed by light microscopy. For histochemistry, cross-
sections of fresh leaf blades were submitted to different reagents. The leaf blade is 
amphistomatic, with anomocytic stomata. The leaf is amphiestomatic, with anisocytic 
stomata. It has stellate and glandular trichomes on both sides. The midrib is biconvex 
and has a collateral vascular bundle, with druses in the phloem. Druses are also 
present in the parenchyma of the midrib and mesophyll. The mesophyll is dorsiventral, 
with mucilaginous cells. The histochemistry showed phenolic compounds, triterpenes 
and steroids, alkaloids, lipophilic compounds, lignin and calcium oxalate crystals. The 
characters found contribute to the quality control of the species.
KEYWORDS: Pharmacobotany; Malvaceae; Microscopy; Standardization.

1 |  INTRODUÇÃO

A família Malvaceae Juss. possui distribuição predominantemente pantropical, 
incluindo cerca de 250 gêneros e 4.200 espécies (JOLY, 1985; SOUZA; LORENZI, 
2005). As plantas do gênero Sida L. ocorrem amplamente como ervas daninhas em 
pastagens de regiões tropicais e subtropicais do mundo (DINDA et al., 2015). No Brasil, 
são encontradas 103 espécies, dentre elas Sida rhombifolia L. (FLORA DO BRASIL, 
2019).

Nativa do continente Americano, S. rhombifolia é uma erva que pode ser 
encontrada em todas as regiões do Brasil infestando áreas de cultivos anuais, perenes 
e pastagens (LORENZI; MATOS, 2002; SOUZA; LORENZI, 2005; LORENZI, 2008; 
BIANCO; CARVALHO; BIANCO, 2014).

Possui diversos nomes vulgares, como guanxuma (MESSIAS et al., 2015), malva 
(FERRÃO et al., 2014), vassourinha de relógio, vassoura, vassourinha (ALMEIDA et 
al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014; MESSIAS et al., 2015), relojão e relógio (SILVA; 
ANDRADE, 2006; AGUIAR; BARROS, 2012). De acordo com Lorenzi (2008), o nome 
relógio é devido à pontualidade com que as flores se abrem e fecham diariamente.

Na medicina popular, as folhas da espécie são indicadas para disenteria 
(LORENZI; MATOS, 2002; AGUIAR; BARROS, 2012), gripe, cólica, febre (TEIXEIRA 
et al., 2014) e também como anti-inflamatório (FERRÃO et al., 2014; MESSIAS et al., 
2015).

Com relação às suas atividades farmacológicas, a maioria dos estudos avaliaram 
extratos obtidos das partes aéreas de S. rhombifolia. Foram descritas na literatura 
atividades anti-inflamatória (KUMAR; MISHRA, 1997; RAHMAN et al., 2011; MAH; 
TEH; EE, 2017); anti-artrite (GUPTA et al., 2009); antimicrobiana (ISLAM; HAQUE; 
MOSADDIK, 2003; ASSAM et al., 2010); antituberculose (PAPITHA et al., 2013); 
antimalária (AKELE, 2013); vasorelaxante (CHAVES et al., 2013; CHAVES et al., 2017), 
citotóxica (ISLAM; HAQUE; MOSADDIK, 2003; PIEME et al., 2010; RAHMAN et al., 



Avanços Científicos, Tecnológicos e de Inovação na Botânica Capítulo 1 3

2011; MAH; TEH; EE, 2017), anticolinesterase (MAH; TEH; EE, 2017) e hepatoprotetora 
(KUMAR; MISHRA, 1997).

A atividade antidiabética e antioxidante foi demonstrada tanto para a planta 
(DHALWAL; DESHPANDE, PUROHIT; 2007; GHOSH; SUBUDHI; MISHRA, 2011; 
OLIVEIRA et al., 2012; CHATURVEDI; KWAPE, 2015; FERRO et al., 2019), quanto 
para o extrato aquoso da mistura de S. rhombifolia, Spilanthes africana e Portulaca 
oleracea (MOUKETTE et al., 2017).

Diante da importância medicinal da espécie, o objetivo desse trabalho foi realizar 
a caracterização anatômica e histoquímica da lâmina foliar de S. rhombifolia, para 
estabelecer os caracteres úteis na identificação correta dessa espécie.

2 |  METODOLOGIA

Para a caracterização anatômica, secções transversais e paradérmicas de 
lâminas foliares de S. rhombifolia foram obtidas à mão livre, usando lâmina comum de 
aço e medula do pecíolo de embaúba (Cecropia sp.) como material de suporte. Em 
seguida, todas as secções foram submetidas a uma solução de hipoclorito de sódio 
(50%) para processo de descoloração (KRAUS; ARDUIN, 1997). Após lavagem em 
água destilada, as secções transversais foram coradas segundo técnica descrita por 
Bukatsch (1972), com safranina e azul de Astra (2:8, v/v) e as secções paradérmicas 
foram coradas com azul de metileno (KRAUTER, 1985).

Posteriormente, todas as secções foram montadas em lâminas semipermanentes, 
seguindo procedimentos usuais em anatomia vegetal (JOHANSEN, 1940; SASS; 
1951). A análise das lâminas foi conduzida em imagens em software (Toup View 
Image), obtidas por câmera digital acoplada a um microscópio de luz (Alltion).

Para a caracterização histoquímica, secções transversais de lâminas foliares 
frescas foram obtidas pelo mesmo método utilizado na caracterização anatômica. 
Os seguintes reagentes específicos foram utilizados para indicar a presença dos 
metabólitos: dicromato de potássio (10%) para compostos fenólicos (JOHANSEN, 
1940); vanilina clorídrica para taninos (MACE; HOWELL, 1974); tricloreto de antimônio 
para triterpenos e esteroides (MACE; BELL; STIPANOVIC, 1974); Dragendorff 
para detectar alcaloides (YODER; MAHLBERG, 1976); Sudan III para substâncias 
lipofílicas (SASS, 1951); floroglucinol para lignina (JOHANSEN, 1940), Lugol para 
amido (JOHANSEN, 1940) e ácido clorídrico (10%) para estabelecer a natureza dos 
cristais (JENSEN, 1962). Controles foram realizados em paralelo aos testes e lâminas 
histológicas semipermanentes foram preparadas contendo as seções transversais 
(JOHANSEN, 1940; SASS, 1951), as quais foram analisadas sob microscópio de luz 
(Alltion).
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3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Sida rhombifolia apresenta, em vista frontal, lâmina foliar anfiestomática, com 
estômatos anisocíticos (Fig. 1A-B). Segundo Metcalfe e Chalk (1950), o tipo de 
estômato característico da família Malvaceae é o anomocítico. Alguns trabalhos com 
S. rhombifolia encontraram estômatos anomocíticos (MENDONÇA, 2004; CUNHA 
et al., 2012), o que vai de acordo com Metcalfe e Chalk (1950). Entretanto, outros 
estudos com S. rhombifolia e também com outras nove espécies de Sida reportam a 
presença de estômatos anisocíticos, o que corrobora os achados no presente estudo 
(OLATUNJI; BAKARE, 1993; MOHIDEEN; SASIKALA; GOPAL, 2002; PRAMANICK; 
MAITI; SRIVASTAVA, 2015).

As células epidérmicas apresentam paredes sinuosas em ambas as faces, porém, 
essa característica é mais acentuada na face abaxial (Fig. 1A-B). Uma característica 
notável da família Malvaceae é a presença de tricomas estrelados, mas também 
podem ocorrer tricomas simples, peltados e glandulares (METCALFE; CHALK, 1950). 
Nas duas faces da lâmina de S. rhombifolia foram visualizados tricomas estrelados 
e glandulares (Fig. 1C-D). Entretanto, eles são mais frequentes na face abaxial, fato 
também evidenciado por Albert e Victoria Filho (2002) e Hoffmann (2007). Mendonça 
(2004) encontrou os tricomas estrelados e os glandulares apenas na face abaxial 
da lâmina. De acordo com Albert (2000), essa divergência pode ser explicada pela 
diferença no estágio de desenvolvimento foliar quando da coleta das folhas.

Olatunji e Bakare (1993), estudando dez espécies de Sida coletadas na Nigéria 
e Shaheen et al. (2009), estudando seis espécies do gênero, mostraram que os tipos 
de tricomas e a sua distribuição nas faces das lâminas foliares variam nas diferentes 
espécies, o que auxilia na sua diferenciação.

Figura 1 – Secções paradérmicas da lâmina foliar de Sida rhombifolia L.

A: face adaxial; B, C e D: face abaxial. Abreviaturas: ep – epiderme; est – estômato; te – 
tricoma estrelado; tg – tricoma glandular. Barras: A-D = 50 µm.

A nervura central, em corte transversal, possui uma leve projeção côncava na 
face superior e é convexa na face inferior (Fig. 2A). Apresenta epiderme unisseriada. 
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O parênquima paliçádico invade a região superior da nervura, sendo interrompido por 
uma região de dois a três estratos de colênquima (Fig. 2A).

Na região central da nervura está inserido um feixe vascular colateral (Fig. 2A-B). 
Este tipo de feixe é comum em espécies de Sida (MOHIDEEN; SASIKALA; GOPAL, 
2002; PROCÓPIO et al., 2003; PRAMANICK; MAITI; SRIVASTAVA, 2015). Fibras de 
esclerênquima situam-se próximas ao feixe vascular (Fig. 2B).

Figura 2 – Secções transversais da lâmina foliar de Sida rhombifolia L.
A, B e D: microscopia de luz; C e E: microscopia de polarização. A, B e C: nervura central; D e E: mesofilo. 
Abreviaturas: cm – célula mucilaginosa; co – colênquima; dr – drusa; ep – epiderme; esc – esclerênquima; 

fl – floema; fv – feixe vascular; pa – parênquima; pe - parênquima esponjoso; pp – parênquima paliçádico; xi – 
xilema. Barras: A = 200 µm; B e D = 50 µm; C e E = 20 µm

Drusas são visualizadas no parênquima e no floema (Fig. 2A-C). Em S. 
cordifolia, as drusas foram evidenciadas apenas no floema (PRAMANICK; MAITI; 
SRIVASTAVA, 2015), enquanto que em S. glaziovii elas estão localizadas na bainha 
do feixe vascular (PROCÓPIO et al., 2003). Em S. acuta, as drusas estão situadas nos 
mesmos locais encontrados no presente trabalho para S. rhombifolia, porém, em S. 
acuta, além das drusas, ainda observa-se no parênquima da nervura a presença de 
células mucilaginosas (MOHIDEEN; SASIKALA; GOPAL, 2002), as quais não foram 
evidenciadas na nervura de S. rhombifolia, sendo este um caractere que auxilia na 
diferenciação das espécies.

Na espécie estudada, as células mucilaginosas são encontradas no mesofilo 
(Fig. 2D). Este é dorsiventral, assim como reportado para outras espécies do gênero 
(MOHIDEEN; SASIKALA; GOPAL, 2002; PROCÓPIO et al., 2003; CUNHA et al., 
2012; PRAMANICK; MAITI; SRIVASTAVA, 2015). É formado por cerca de três a 
cinco estratos de parênquima paliçádico e de quatro a seis estratos de parênquima 
esponjoso, contendo drusas em várias células (Fig. 2D-E).

A Figura 3A-C mostra cortes transversais da lâmina foliar previamente aos 
testes histoquímicos. Compostos fenólicos foram encontrados na epiderme (Fig. 3D). 
Triterpenos e esteroides foram visualizados na epiderme e no parênquima paliçádico 
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(Fig. 3E). Alcaloides (Fig. 3F) e compostos lipofílicos (Fig. 3G) foram encontrados nos 
tricomas glandulares. Lignina foi evidenciada no xilema e esclerênquima (Fig. 3H). 
Através da dissolução das drusas com ácido clorídrico (10%) (Fig. 3I-J), demonstrou-
se que as mesmas são de oxalato de cálcio. Os testes para taninos e amido foram 
negativos.

Não foram encontrados na literatura estudos de histoquímica com a planta. A 
maior parte das investigações fitoquímicas com S. rhombifolia e outras espécies de Sida 
encontradas na literatura foram realizadas com as partes aéreas da planta (CHAVES 
et al., 2013; DINDA et al., 2015). De acordo com alguns trabalhos de revisão sobre o 
gênero, os grupos químicos predominantes em Sida são os alcaloides, flavonoides e 
ecdisteroides (HALDE; WAKE; PATIL, 2011; DINDA et al., 2015). O principal alcaloide 
isolado no gênero é a efedrina (PRAKASH; VARMA; GHOSAL, 1981; CHATTERJEE; 
KUMAR; CHATTOPADHYAY, 2013). Dentre os compostos fenólicos, ácido ferúlico, 
isoquercetina, quempferol e coniferaldeído foram os componentes majoritários de 
extratos das folhas de S. rhombifolia (FERRO et al., 2019).
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Figura 3 – Histoquímica da lâmina foliar de Sida rhombifolia L.
A, B e C: controle; D: dicromato de potássio (10%); E: tricloreto de antimônio; F: Dragendorff; G: Sudan III; H: 
Floroglucinol; I e J: ácido clorídrico (10%). Abreviaturas: dr – drusa; ep – epiderme; esc – esclerênquima; id – 
idioblasto; pp – parênquima paliçádico; tg – tricoma glandular; xi – xilema. Barras: A = 200 µm; B-J = 50 µm.

4 |  CONCLUSÃO

Os resultados encontrados determinam características importantes para 
diferenciar Sida rhombifolia de outras espécies do gênero, o que contribui no seu 
controle de qualidade. Além disso, através da histoquímica, foi possível determinar os 
locais de síntese ou acúmulo dos metabólitos da espécie.
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RESUMO: As sementes de Orchidaceae 
geralmente possuem baixa taxa de germinação 
em condições naturais. Desta forma, o cultivo 
in vitro constitui uma eficiente técnica para 
a sua propagação clonal e o uso de testes 
rápidos para a avaliação da viabilidade das 

sementes uma ferramenta importante para 
isso. Diferentes explantes podem ser utilizados 
na micropropagação de orquídeas, dentre eles 
os protocormos, os quais apresentam grande 
capacidade regenerativa e quando seccionados 
desenvolvem “protocorm-like-bodies” (PLBs) 
que originam plantas completas. Este trabalho 
teve como objetivo estudar a viabilidade das 
sementes e a germinação in vitro de Cyrtopodium 
flavum, bem como a sua propagação a partir 
de segmentos de protocormos seccionados e 
cultivados na presença de Benzilaminopurina 
(BAP). A viabilidade das sementes foi avaliada 
após a coleta dos frutos e após 120 dias 
de armazenamento através da imersão em 
tetrazólio (1%) por até 6 horas. A semeadura 
in vitro foi realizada em meio de cultura MS½. 
Transcorridos 200 dias após a semeadura, 
os protocormos foram seccionados 
transversalmente em dois segmentos (caulinar 
e radicular) e inoculados em meio de cultura 
MS½ suplementado com BAP (0; 1; 2 mg.L-1), 
resultando em seis tratamentos. As culturas 
foram acondicionadas em B.O.D. a 24ºC ± 2ºC e 
fotoperíodo de 16 horas. Avaliou-se a formação 
de PLBs e/ou calos por 60 dias. A análise da 
viabilidade das sementes mostrou que com 4 
horas de exposição à solução de tetrazólio 
as sementes desenvolveram coloração 
avermelhada. Valores elevados de viabilidade 
foram verificados após a coleta das cápsulas, 
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bem como após 120 dias de armazenamento. Maiores percentuais de regeneração de 
PLBs foram obtidos a partir dos explantes caulinares em meio de cultura suplementado 
com 2 mg.L-1 de BAP. As plantas regeneradas a partir dos PBLs foram aclimatizadas e 
aos 30 dias de cultivo apresentaram 100% de sobrevivência. 
PALAVRAS-CHAVE: Regeneração in vitro; Orquídeas, Benzilaminopurina.

IN VITRO GERMINATION AND PROPAGATION OF CYRTOPODIUM FLAVUM 
(ORCHIDACEAE) USING PROTOCORMS SECTIONS

ABSTRACT: Orchidaceae seeds usually have low germination rates under natural 
conditions. Thus, in vitro cultivation is an efficient technique for its clonal propagation 
and the use of rapid tests to evaluate seed viability is an important tool for that. Different 
explants can be used in micropropagation of orchids, among them the protocorms, 
which have great regenerative capacity and when sectioned develop “protocorm-like-
bodies” (PLBs) that originate complete plants. The objective of this research was to 
study the seed viability and in vitro germination of Cyrtopodium flavum, as well as 
the propagation from sectioned protocorm segments cultivated in the presence of 
Benzylaminopurine (BAP). Seed viability was evaluated after collection and also after 
120 days of storage by tetrazolium immersion (1%) for up to 6 hours. In vitro sowing 
was performed in MS½ culture media. 200 days after sowing, the protocorms were 
cross-sectioned into two segments (stem and root) and inoculated in MS½ culture 
media supplemented with BAP (0; 1; 2 mg.L-1), resulting in six treatments. The cultures 
were packaged in B.O.D. at 24ºC ± 2ºC and photoperiod of 16 hours. After 60 days 
the formation of PLBs and/or callus was evaluated. Seed viability analysis showed that 
after 4 hours of exposure to tetrazolium solution, the seeds developed reddish color. 
High viability values   were verified after capsule collection as well as after 120 days of 
storage. Higher percentages of PLBs regeneration were obtained from stem explants 
in culture medium supplemented with 2 mg.L-1 BAP. Plants regenerated from PBLs 
were acclimatized and at 30 days of cultivation had 100% survival.
KEYWORDS: In vitro regeneration; Orchids, Benzylaminopurine.

1 |  INTRODUÇÃO

Cyrtopodium flavum Link & Otto ex Rchb.f. (sinônimos: Cyrtopodium paranaense; 
Cyrtopodium polyphyllum; Epidendrum polyphyllum; Tylochilus flavus) é uma orquídea 
terrícola nativa do Brasil e que também cresce sobre afloramentos rochosos (BARROS et 
al., 2015). Possui pseudobulbos fusiformes com 6 a 8 folhas, inflorescência paniculada 
que produz até 130 flores amarelas e ressupinadas, fruto do tipo cápsula com alta 
taxa de sementes potencialmente viáveis (PANSARIN et al., 2008). É endêmica do 
Brasil e ocorre em tipologias vegetais do bioma Cerrado e Mata Atlântica (BARROS 
et al., 2015). A espécie possui elevado potencial como planta ornamental e também 
indicação para fins terapêuticos, havendo registros da utilização do sumo dos seus 
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pseudobulbos para a cicatrização de ferimentos e para estancar a perda de sangue 
em cortes e lesões (VIEIRA et al., 2000).  Estudos exploratórios realizados por Silva 
et al. (2013) revelaram grande diversidade de componentes fitoquímicos nos extratos 
obtidos a partir das raízes.

As espécies de Orchidaceae, de uma maneira geral, são ornamentais e, devido a 
isso, possuem grande importância econômica e isso vem favorecendo a realização de 
coletas indiscriminadas das espécies dos seus ambientes naturais, os quais também 
vem sofrendo fortemente com a degradação por meio da ação antrópica. Sendo assim, 
as técnicas de propagação vegetativa, que permitem a produção de mudas em larga 
escala,   podem ser uma excelente opção para atender as demandas comerciais e 
para programas de conservação que visem à reintrodução destas plantas na natureza 
(DUTRA et al., 2009; SUZUKI et al., 2012; FERREIRA et al., 2017). 

Quanto às sementes de orquídeas, são produzidas em cápsulas e há a formação 
de uma grande quantidade. Possuem potenciais de viabilidade distintos, variando de 
acordo com o tipo de polinização e o armazenamento utilizado (BLOSSFELD, 1999). 
Não são utilizadas para semeadura direta pois não possuem endosperma e necessitam 
da associação com fungos micorrízicos que forneçam compostos glicídicos para 
que possam germinar. Ainda assim, apenas um pequeno percentual delas alcança 
esta etapa  (DRESSLER, 1981). Em laboratório, observa-se que com a germinação 
assimbiótica in vitro, onde o meio de cultura é suplementado com uma fonte de 
carboidratos, elevados percentuais de germinação têm sido obtidos (RODRIGUES 
et al., 2015; MERCADO; CONTRERAS, 2017), caracterizando-se, portanto, como 
outra forma alternativa de produção de mudas que não causa danos às populações de 
orquídeas nos ambientes naturais.  

A técnica de cultivo in vitro é uma ferramenta importante para a produção de 
mudas de muitas espécies de plantas, incluindo as orquídeas, no entanto ainda 
depende do estabelecimento de protocolos eficientes (CARDOSO et al., 2018). Um 
aspecto importante para assegurar a eficácia da germinação in vitro e a obtenção 
de novas plantas, é a avaliação da qualidade das sementes. Uma alternativa rápida, 
eficaz e de baixo custo para isso é o teste do tetrazólio, que avalia a viabilidade das 
sementes para fins de semeadura e reflete a atividade das desidrogenases envolvidas 
no processo de respiração celular (HOSOMI, 2009). Para as orquídeas este teste ainda 
necessita de mais estudos que possam otimizar os resultados, como a necessidade 
de pré-condicionamento e adequação do tempo de exposição ao tetrazólio (SOARES 
et al., 2014). 

Na micropropagação de orquídeas diferentes tipos de explantes podem ser 
utilizados como, por exemplo, os protocormos (GOMES et al., 2015) os quais podem ser 
seccionados e induzir a formação de “protocorm-like-bodies” (PBLs) sob a influência de 
reguladores de crescimento, principalmente das auxinas e citocininas (FRANCESCHI, 
2013). A técnica é conhecida como “thin cell layer” (TCL) e consiste na excisão de 
diferentes órgãos da planta que são seccionados transversal ou longitudinalmente 
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(NHUT et al., 2006). A importância da utilização dos protocormos como explantes 
reside na alta capacidade regenerativa dos mesmos, que é devida a sua elevada 
atividade meristemática (KRAUS et al., 2006). A lâmina de tecido seccionada é exposta 
a uma maior superfície de contato com o meio de cultura indutor propiciando maior 
taxa proliferativa (TEIXEIRA DA SILVA; DOBRANSZKI, 2013). 

Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo estudar a viabilidade 
e a germinação in vitro de sementes de Cyrtopodium flavum e avaliar o efeito da 
utilização de concentrações de Benzilaminopurina sobre segmentos de protocormos 
seccionados transversalmente, visando estabelecer um protocolo de micropropagação 
para a produção de mudas.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Material vegetal, viabilidade das sementes e germinação in vitro  

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Anatomia e Morfologia Vegetal 
da Universidade Federal do Paraná (UFPR), Setor Palotina, Palotina. PR. Para os 
experimentos foram utilizadas cápsulas maduras antes da deiscência e oriundas de 
polinização natural de Cyrtopodium flavum coletadas na restinga herbáceo-arbustiva 
da Praia de Pontal do Sul, Pontal do Paraná, PR. As cápsulas coletadas foram 
utilizadas para testes de viabilidade das sementes e para semeadura in vitro. Uma 
parte das cápsulas foi utilizada após a coleta e outra foi mantida em temperatura 
ambiente por 120 dias.  

As cápsulas foram lavadas externamente com detergente neutro e água corrente 
e, em câmara de fluxo laminar, foram submetidas a assepsia com etanol 70% durante 
três minutos e hipoclorito de sódio com 1% de cloro ativo durante 20 minutos. Em 
seguida, foram realizadas três lavagens consecutivas em água destilada esterilizada 
em autoclave.

A análise da viabilidade das sementes foi efetuada através do teste do tetrazólio. 
As sementes foram separadas em porções de 10 mg e utilizadas para avaliar o efeito 
do pré-condicionamento em sacarose 10% antes da exposição à solução aquosa 
de cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazólio (1%). Para fins de comparação, o controle foi 
realizado utilizando amostras de sementes sem o pré-acondicionamento com 
sacarose. Alíquotas de 10 mg de sementes foram colocadas em tubos de ensaio 
e acrescidas de 1,5 mL da solução de sacarose 10% por 12 horas a temperatura 
ambiente. Em seguida, a solução de sacarose foi retirada, as sementes lavadas 
duas vezes com água destilada e foi adicionado 1,5 mL do tetrazólio. Os tubos 
foram colocados em banho-maria a 40°C, no escuro, sendo coletadas amostras das 
sementes a cada hora, por um período de 6 horas. 

A percentagem de viabilidade foi determinada montando-se uma lâmina com 
100 µL da solução de tetrazólio. Realizou-se a contagem de 50 sementes com 5 
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repetições, totalizando 250 sementes. As lâminas foram analisadas em microscópio 
sendo consideradas viáveis aquelas sementes que apresentaram o embrião 
totalmente corado de vermelho. A captura das imagens foi realizada com câmera 
ToupView 3.0 (Toup Tek Photonics, China) acoplada ao microscópio. 

A semeadura in vitro foi realizada utilizando-se 500 mg de sementes, as quais 
foram imersas em 100 mL de água destilada. Coletou-se uma alíquota de 500 uL desta 
solução que foi disposta sobre o meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 
com metade da concentração de macronutrientes (MS½), sacarose (30 g.L-1), ágar 
(6,5 g.L-1) e distribuída em frascos de vidro previamente esterilizados em autoclave 
a 121 oC durante 15 minutos. Foram utilizados cinco frascos para a semeadura. 

Os cultivos foram acondicionados em B.O.D. com temperatura de 24oC ± 
2°C e fotoperíodo de 16 horas. O acompanhamento da germinação foi realizado 
semanalmente buscando identificar a germinação e o crescimento inicial dos 
protocormos.

O mesmo procedimento descrito acima foi adotado para a análise da 
viabilidade de sementes e germinação in vitro de sementes mantidas no Laboratório 
em temperatura ambiente durante 120 dias (em frascos de vidro sem tampa), que 
compreendeu os meses de inverno (maio a agosto de 2015), contudo não foi realizado 
o acompanhamento da variação de temperatura durante o período.

2.2 Indução da regeneração a partir do seccionamento de protocormos

Protocormos obtidos através da germinação com 200 dias após a semeadura 
foram utilizados como explantes para avaliar a regeneração de plantas. Eles foram 
seccionados transversalmente em dois segmentos (caulinar e radicular) e colocados 
em placas de Petri com o lado interno do corte em contato com o meio de cultura MS½ 
acrescido de sacarose (30 g.L-1), ágar (6,5 g.L-1) e suplementado com BAP (0; 1 e 2 
mg.L-1). O seccionamento foi realizado sobre uma solução estéril de ácido ascórbico 
(100 mg.L-1) visando evitar a oxidação fenólica. 

O delineamento foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial (duas regiões 
e três concentrações de BAP). A unidade experimental consistiu de uma placa de 
Petri com quatro segmentos de cada região, com quatro repetições por tratamento. A 
avaliação visual das respostas morfogenéticas foi realizada semanalmente e aos 60 
dias de cultivo, foi avaliado o percentual de explantes que regeneraram PLBs. O material 
foi então transferido para meio de cultura MS½ isento de substâncias reguladoras para 
acompanhamento do crescimento e da formação de plantas completas. Os cultivos 
foram acondicionados em B.O.D. sob condições controladas, com temperatura de 
24oC ± 2°C e fotoperíodo de 16 horas. 

2.3 Aclimatização

As plantas regeneradas (com aproximadamente 3 a 4 cm de altura) foram utilizadas 
para avaliar a aclimatização, sendo dispostas em bandeja plástica transparente (10 x 
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20 cm), com furos na parte superior, contendo substrato a base de casca de pinus, 
carvão e isopor. Nos primeiros 30 dias de cultivo, os frascos permaneceram a sombra, 
com a tampa fechada buscando manter a umidade. 

As plantas foram irrigadas manualmente, uma vez por dia, utilizando um borrifador. 
A taxa de sobrevivência e altura média foi avaliada aos 30 dias. Após este período as 
plantas foram transferidas para vasos individuais sem tampa com o mesmo substrato, 
sendo irrigadas  uma vez por dia. 

2.4 Análise Estatística

Os dados coletados foram submetidos à análise de variância e as médias foram 
comparadas pelo teste Scott Knott a 5%, com a utilização do aplicativo computacional 
SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2014).

3 |  . RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Viabilidade das sementes e germinação in vitro

A análise da viabilidade das sementes de Cyrtopodium flavum revelou que somente 
a partir de 3 horas de exposição à solução de tetrazólio as sementes começaram 
evidenciar coloração avermelhada, intensificando a cor vermelha no período de 4 
horas e mantendo desempenho similar com 5 e 6 horas de exposição (Figura 1A, 1B 
e 1C). O tempo necessário para a coloração das sementes varia entre as espécies. 
Hosomi (2009) também relatou que o período de 3 horas de exposição ao tetrazólio 1% 
não foi eficiente e dificultou a identificação das sementes viáveis de Cattleya leopoldii 
e Cattleya walkeriana por conta da fraca coloração adquirida e recomendou o uso da 
solução de tetrazólio por 6 horas ou mais, com pré-condicionamento das sementes 
por 24 horas em solução de sacarose, a qual foi importante para ativar o metabolismo 
dos embriões.    
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Figura 1. Sementes de Cyrtopodium flavum submetidas ao teste do tetrazólio. A) Pré-
condicionadas com água e 2 horas em tetrazólio; B) pré-condicionadas com sacarose e 4 

horas em tetrazólio; C) pré-condicionadas com água e 6 horas em tetrazólio. Sementes com 2 
embriões (seta). Barra=10 µm.

As sementes apresentaram percentuais similares de viabilidade (superiores 
a 80%) após a coleta e também com a permanência por 120 dias em temperatura 
ambiente, sem o pré-condicionamento com sacarose (Tabela 1). Diferenças 
significativas na viabilidade entre os dois períodos ocorreram quando houve o pré-
condicionamento das sementes com sacarose, com valores superiores após a coleta. 
A viabilidade das sementes com 120 dias de armazenamento e pré-condicionadas em 
solução com sacarose foi significativamente inferior aquelas sem a permanência com 
sacarose. A interação entre os dois fatores foi significativa. Segundo Homosi (2009) o 
pré-condicionamento com sacarose permitiu a coloração mais homogênea e facilitou a 
visualização das sementes de Catlleya utilizadas em seu estudo, além de permitir um 
maior equilíbrio osmótico entre a semente e o meio externo.

Algumas sementes apresentaram dois embriões (Figura 1 a) o que também foi 
relatado por Pasarin et al. (2008) que observaram poliembrionia em 5% das sementes, 
bem como elevada taxa de sementes potencialmente viáveis (superior a 90%) em 
frutos desenvolvidos em condições naturais. 
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Tabela 1. Percentual médio de viabilidade das sementes de Cyrtopodium flavum após a coleta 
e mantidas por 120 dias em temperatura ambiente, pré-condicionadas ou não em solução de 

sacarose (10%), com 6 horas de exposição a solução de tetrazólio.   

*Médias seguidas de letras minúsculas distintas nas colunas e letras maiúsculas nas linhas, 
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. CV=Coeficiente de Variação.

O processo de germinação iniciou com a ruptura da testa, que foi observada 
duas semanas após a semeadura in vitro. Dutra et al. (2009), de modo similar, também 
evidenciaram a ruptura da testa de sementes de Cyrtopodium punctatum após duas 
semanas de cultivo, porém com sementes mantidas na ausência de luz. Com 30 
dias já se observaram os primeiros protocormos no estádio 1 de desenvolvimento 
que corresponde ao embrião intumescido e clorofilado de acordo as descrições de 
Arditti (1992) e Suzuki et al. (2010). As sementes de orquídea apresentam modelos 
de desenvolvimento únicos e que são divididos em fases ou estádios (ARDITTI, 1992; 
SUZUKI et al., 2010). O protocormo alonga e forma a primeira folha (estádio 2), forma 
duas ou mais folhas (estádio 3) e finalmente desenvolve raízes originando uma planta 
completa (estádio 4). 

Decorridos 75 dias após a semeadura, a maior parte dos protocormos 
apresentavam-se esféricos no estádio 1. Alguns protocormos em estádio 2 com 
formação da primeira folha já puderam ser observados aos 120 dias e próximo aos 
200 dias de cultivo alguns dos protocormos apresentavam mais de uma folha (estádio 
3). De modo similar, os resultados de Jorge et al. (2015) apontaram que 90 dias após a 
semeadura grande parte das sementes de Cattleya warneri (90,8 e 41,9%) presentes 
em meios de cultura MS e MS½, respectivamente, encontravam-se no estádio 1. 
Porém, as respostas germinativas podem apresentar variações entre as espécies de 
orquídea (SUZUKI et al., 2010).   

3.2 . Indução da regeneração a partir do seccionamento de protocormos/PLBs

A regeneração de PLBs ocorreu em todas as concentrações de BAP testadas, 
com ambos os explantes testados (caulinares e radiculares) e diferiu significativamente 
(Tabela 2). Não houve interação entre os dois fatores, indicando que as duas variáveis 
são independentes. A melhor resposta em relação às concentrações de BAP na 
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indução de PBLs foi observada quando os explantes caulinares foram cultivados em 
meio de cultura suplementado com 2 mg.L-1 de BAP (75%), diferindo significativamente 
daquelas obtidas com 1 mg.L-1 de BAP (41,7%)  e  na ausência de BAP (37,5%). 

Tabela 2. Percentagem média de regeneração de PLBs formados em explantes caulinares e 
radiculares retirados de protocormos de Cyrtopodium flavum cultivados em meio de cultura 

suplementado com BAP (0; 1 e 2 mg.L-1 de BAP).
*Médias seguidas de letras minúsculas distintas nas colunas e letras maiúsculas nas linhas, diferem entre si pelo 

teste de Scott-Knott a 5% de significância. CV=Coeficiente de Variação.

Os explantes caulinares foram significativamente superiores (75%) aos 
radiculares (37,5%) proporcionando os maiores percentuais médios de PBLs quando 
o meio de cultura foi suplementado com 2 mg.L-1 de BAP. Inicialmente, os segmentos 
cultivados em meio de cultura com BAP formaram um aglomerado de PLBs (Figura 
2A e 2B), lembrando a estrutura de um calo e posteriormente originaram plantas 
completas (Figura 2C e 2D). A adição de N6-Benziladenina (sinonímia de BAP) 
também foi eficiente na regeneração de PBLs a partir de protocormos de Brasilidium 
praetextum (FRANCESCHI, 2013) e de Brasilidium forbesii (GOMES et al., 2015), 
ambas orquídeas epífitas endêmicas da Floresta Atlântica. 
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Figura 2. Respostas morfológicas dos explantes seccionados dos protocormos de Cyrtopodium 
flavum e cultivados em meio de cultura MS½2. Caulinares sem BAP (A) e com 2 mg.L-1 de BAP 
(B) aos 30 dias; radiculares com 2 mg.L-1 de BAP aos 60 dias (C) e caulinares sem BAP aos 75 

dias. Barra=0,5 cm. 

3.3 Aclimatização 

As plantas regeneradas foram aclimatizadas em substrato e apresentaram 
100% de sobrevivência aos 30 dias após a retirada das condições in vitro (Figura 3A). 
Ocorreu a formação de novas folhas e raízes indicando que as plantas responderam 
bem as condições ex vitro. Quando as plantas foram aclimatizadas apresentavam em 
média 4 cm e após 180 dias, as maiores apresentavam tamanho próximo a 20 cm 
(Figura 3B).

A umidade mantida dentro das embalagens com tampa deve ter favorecido o 
sucesso na sobrevivência neste período inicial. Contudo, novos estudos devem ser 
realizados buscando quantificar a aclimatização em períodos de tempo maiores. 
Franceschi (2013) também relatou eficiência nas percentagens de sobrevivência 
(94%) de Brasilidium praetextum, porém em um período de 90 dias de cultivo ex vitro, 
com irrigação manual duas vezes ao dia e uma vez ao dia após esse período. 
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Figura 3. Plantas de Cyrtopodium flavum aclimatizadas: a) 30 dias após o transplante em 
substrato; b) 180 dias após a aclimatização. Barra: 2 cm.    

4 |  CONCLUSÕES

A análise da viabilidade das sementes mostrou que com 4 horas de exposição 
à solução de tetrazólio as sementes desenvolveram coloração avermelhada. Valores 
elevados de viabilidade foram obtidos após a coleta das cápsulas, bem como após 
120 dias após o armazenamento dos frutos. A germinação in vitro iniciou com ruptura 
da testa e aos 30 dias foram observados os primeiros protocormos entumescidos e 
clorofilados.

Recomenda-se o uso de explantes caulinares seccionados transversalmente de 
protocormos e cultivados em meio de cultura suplementado com 2 mg.L-1 de BAP para 
a formação de aglomerados que originarão plantas completas. 

A técnica utilizada neste estudo é eficaz para a micropropagação de Cyrtopodium 
flavum a partir de sementes germinadas in vitro. 
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RESUMO: O estudo fitoquímico da fração 
hexânica das folhas de Machaerium acutifolium 
Vogel (Fabaceae-Papilionoideae) resultou 
no isolamento de uma mistura composta por 
quatro esteroides: colesterol (1), campesterol 

(2) sitosterol (3) e estigmasterol (4) e um 
triterpenoide: lupeol (5). As estruturas destes 
compostos foram identificadas por CG-EM, 
considerando o tempo de retenção, padrão 
de fragmentação e por comparação com 
dados da literatura. Este é o primeiro relato de 
identificação dos compostos 1, 2 e 4 no gênero 
Machaerium.
PALAVRAS-CHAVE: triterpenoide, esteroides, 
estudo fitoquímico, Machaerium acutifolium, 
Fabaceae

IDENTIFICATION OF ISOPRENOIDS FROM 
HEXANIC FRACTION OF LEAVES OF 

MACHAERIUM ACUTIFOLIUM BY CG-EM

ABSTRACT: The phytochemical study of the 
hexane fraction of the leaves of Machaerium 
acutifolium Vogel (Fabaceae-Papilionoideae) 
resulted in the isolation of the M1 mixture and 
identification of four steroids: cholesterol (1), 
campesterol (2) sitosterol (3) and stigmasterol (4) 
and one triterpenoid: lupeol (5). The structures 
of these compounds were identified by GC-MS, 
considering retention time, fragmentation pattern 
and by comparison with literature data. This is 
the first report of identification of compounds 1, 
2 and 4 in the genus Machaerium.
KEYWORDS: triterpenoid, steroids, 
phytochemical study, Machaerium acutifolium, 
Fabaceae
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1 |  INTRODUÇÃO

O gênero Machaerium é constituído por aproximadamente 262 espécie, pertence 
à família Fabaceae-Papilionoideae, tem origem tropical (LEWIS et al., 2005), sendo 
conhecido do sul do México a América do Sul. Espécies deste gênero contém 
flavonoides, isoflavonoides, alcaloides, triterpenoides, esteroides, derivados de ácidos 
graxos, dentre outros e apresentam diversas atividades biológicas tais como citotóxica, 
antimicrobiana, antiparasitária, anti-inflamatória e antioxidante (AMEN et al., 2015). 
Entre as espécies conhecidas, somente 15 foram estudadas fitoquimicamente (AMEN 
et al., 2015).

Machaerium acutifolium Vogel (sinonímia M. muticum Benth) apresenta ocorrência 
comum da Amazônia até São Paulo e Mato Grosso do Sul, principalmente na área de 
cerrado (LORENZI, 1998), porém é encontrada também na Bahia, Piauí e Maranhão 
(POLIDO; SARTORI, 2007). Esta espécie é conhecida popularmente por jacarandá 
do campo, jacarandá caroba e jacarandá bico de pato, sendo utilizada na medicina 
tradicional, pela população indígena do sudeste do Pará, como anticoncepcional, para 
tratar menstruação dolorosa e dor de estômago (BARBOSA; PINTO, 2003; POVH et 
al., 2007; ROSA et al., 2014). O estudo realizado por Ollis et al. (1978) com a madeira 
do tronco de M. acutifolium resultou no isolamento e identificação de (+)-medicarpina 
(pterocarpano) e dos fenólicos pinosilvina monometil éter e petroestireno.

Isoprenoides é uma classe de produtos naturais constituída por terpenoides 
e esteroides os quais têm em comum blocos de construção de 5 carbonos com 
esqueleto equivalente ao isopreno, denominados de difosfato de dimetilalila (DMAPP) 
e difosfato de isopentenila (IPP). Esta classe de metabólitos é amplamente distribuída 
em espécies vegetais, inclusive da família Fabaceae (DEWICK, 2009). Os esteroides 
atuam como constituintes da membrana celular vegetal, reforçando suas estruturas, e 
também como intermediários na biossíntese de outros metabólitos (EBRAHIMZADEH; 
NIKNAM; MAASSOUMI, 2001).

Os esteroides contêm um sistema de anel tetracíclico 
peridrociclpentanofenantreno e possuem de 27 a 29 carbonos em suas estruturas. 
São considerados triterpenoides modificados pela perda das metilas em C-4 e C-14, 
sendo biossintetizados por meio da rota do mevalonato (DEWICK, 2009). A biossíntese 
de esteroides em animais e fungos, bem como, em plantas e algas está ligada a um 
precursor comum, o óxido de esqualeno. Em animais e fungos, a ciclização do óxido de 
esqualeno gera o lanosterol que por sua vez conduz ao colesterol. Em plantas e fungos, 
a ciclização do óxido de esqualeno gera o cicloartenol com formação dos fitoesterois, 
inclusive o colesterol (DIENER et al. 2000; SILVA et al., 2007; DEWICK, 2009). A 
Figura 1 mostra a sequência simplificada da rota de biossíntese dos esteroides.
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Figura 1. Rota biossintética dos esteroides. Adaptado de DEWICK, 2009.

Com o intuito de explorar o potencial químico de plantas do cerrado do Piauí e 
contribuir com o conhecimento quimiotaxonômico do gênero Machaerium, este estudo 
teve como objetivo realizar o isolamento por cromatografia e a identificação por CG-
EM de constituintes químicos da fração hexânica das folhas de M. acutifolium.

2 |  METODOLOGIA

As folhas de M. acutifolium foram coletadas em março de 2017, no município de 
Jatobá do Piauí, estado do Piauí, nas coordenadas S 04o 51’ 006’’ e W 42o 05’ 057’’, 
altitude 90 m. A espécie foi identificada pela bióloga Dra. Ruth Raquel Soares de Farias 
e uma exsicata encontra-se depositada no Herbário Graziela Barroso da Universidade 
Federal do Piauí – UFPI, com o número de registro TEPB 31568 e cadastro de acesso 
SisGen nº AAB530D.

O material vegetal foi seco, moído (1400 g) e submetido a extração por maceração 
exaustiva com etanol (95%). A solução extrativa foi concentrada em evaporador rotativo 
e liofilizada, obtendo-se 74,7 g (5,3%) de extrato etanólico das folhas. Uma alíquota 
de 64 g do extrato foi suspensa em 1200 mL de MeOH/H2O (1:2, v/v) e submetida a 
partição, resultando nas frações hexânica (FHFMa, 33,5 g, 52,3%), acetato de etila 
(FAEFMa, 5 g, 7,8%) e aquosa (FAFMa, 25,5 g, 39,8%).

FHFMa (10 g) foi submetida à cromatografia em coluna de gel de sílica, eluída 



Avanços Científicos, Tecnológicos e de Inovação na Botânica Capítulo 3 27

com hexano/AcOEt em ordem crescente de polaridade, fornecendo 102 frações, 
que foram analisadas por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e 
reunidas em 20 grupos.

O grupo FHF-32 (476,9 mg) foi submetido a cromatografia em Sephadex LH-
20 com eluição em hexano/CH2Cl2 (1:4) fornecendo M1 (122,4 mg) constituída pelos 
compostos 1-5. A cromatoplaca de M1, eluída com hexano/AcOEt (8:2) e revelada a 
solução de sulfato cérico, apresentou uma mancha azul que mudava para roxo com 
a continuação do aquecimento. Este perfil em CCD é característico de compostos de 
natureza esteroidal (CHAVES, 1997).

M1 foi derivatizada com N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) de acordo 
com Prytzyk et al. (2003). A uma alíquota de 1,0 mg da amostra foi adicionado 250 µL 
de piridina tratada e 50 µL de BSTFA. A mistura reacional foi aquecida por 1 hora a 55 
ºC. Após o término da reação, adicionou-se 1,0 mL de AcOEt e a fase orgânica com os 
derivados sililados foi analisada em cromatógrafo GCMS-QP2010 SE, AOC-5000 auto 
injetor da Shimadzu, coluna SLB-5MS (30 m×0,25 mmx 0,10 µm), fase estacionária 
difenildimetilpolissiloxano (5% de difenil e 95% de dimetilpolissiloxano) e hélio como 
gás de arraste (1 mL min-1). O detector de massas operou com ionização por elétrons 
(EI) 70 eV, modo scan no intervalo de m/z 50 a 600 Da (Daltons). Para análise foi 
usada a seguinte programação: temperatura inicial de 71 ºC por 2 min, com taxa de 
aquecimento de 6 ºC min-1 até 315 ºC, mantido por 30 min. As temperaturas do injetor 
e interface foram 290 ºC e 310 ºC, respectivamente. A identificação dos constituintes 
foi realizada por comparação com dados da literatura (DIEKMAN; DJERASSI, 1967).

M1 foi ainda analisada sem derivatização em um sistema GC-MS 7890/MSD 
(Agilent Technologies) equipado com coluna capilar DB5 (J&W, 30 m x 320 μm x 0.25 
μm) e amostrador automático. Injeção de 1 µL de amostra (5 mg/mL em CH2Cl2) no 
modo split 1:40 e temperatura do injetor a 250 oC. O gás de arraste foi hélio com fluxo 
constate de 1 mL min-1. A programação de temperatura da coluna foi temperatura 
inicial de 200 oC permanecendo por 4 min, taxa de aquecimento de 6 oC min-1 até 290 
oC permanecendo por 15 min. O tempo total de corrida foi de 34 min. A temperatura 
da interface foi de 280 oC. O espectrômetro de massas no modo varredura (Scan) com 
energia de 70 eV e faixa de massas de 50 a 500 Da. A identificação dos constituintes 
químicos foi realizada por comparação do tempo de retenção e espectros de massas da 
literatura e biblioteca computacional (NIST08) (ASSIMOPOULOU; PAPAGEOORGIOU, 
2005; WYLLE, 1977).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

O fracionamento cromatográfico da fração hexânica obtida da partição do extrato 
etanólico das folhas de M. acutifolium resultou isolamento de uma mistura (M1) 
constituída pelos compostos 1-5, sendo 1-4 esteroides e 5 um triterpenoide pentacíclico 
de esqueleto lupano (Figura 2). A identificação estrutural destes compostos foi realizada 
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por meio da análise em CG-EM de M1 com e sem derivatização.

Figura 2. Fórmulas estruturais dos compostos identificados na fração hexânica das folhas de M. 
acutifolium.

M1 foi submetida a uma reação com o reagente sililante BSTFA fornecendo os 
derivados sililados pela substituição do hidrogênio da hidroxila por TMS. Nesta reação 
os sítios próticos dos compostos a serem derivatizados são bloqueados, havendo 
uma redução de interações dipolo-dipolo, elevando a volatilidade dos compostos, 
permitindo assim a análise por CG-EM (PESSOA et al., 2012) (Figura 3).

Figura 3. Representação genérica da reação de sililação com TMS.

O cromatograma de íons totais de M1 derivatizada (M1-d) apresentou quatro 
bandas (Figura 4). A comparação dos espectros de massas correspondentes com os 
relatados na literatura, permitiu identificar quatro esteroides: colesterol (1), campesterol 
(2), sitosterol (3) e estigmasterol (4). O constituinte com maior abundância relativa é o 
estigmasterol com 90,13% (Tabela 1).
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Figura 4. Cromatograma de íons totais dos derivados sililados de M1-d.

Tabela 1. Compostos identificados como derivados sililados em M1-d por CG-EM. G: CH3, 
TMSOH, TMSO-C3H4, cadeia lateral (R)

Os espectros de massas dos compostos identificados em M1-d apresentam 
picos de íons moleculares acrescidos de 73 Da, referente a massa do TMS. Os 
picos m/z [M-15]•+, [M-90]•+, [M-129]•+ e 345 são característicos de esteroides sililados 
com TMS e correspondem a perda de grupos metila (CH3), trimetilsilanol (TMSOH), 
propeniltrimetilsilil (TMS-C3H4) e da cadeia lateral  respectivamente, enquanto o 
fragmento m/z 129 é característico da fragmentação no anel A, conforme Figura 5 
(DIEKMAN; DJERASSI, 1967).
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Figura 5. Proposta de fragmentação de esteroides sililados sitosterolTMS (3) e estigmasterol 
(4). Adaptado de Diekman; Djerassi, 1967.

M1 também foi analisada por CG-EM sem derivativação. O cromatograma de íons 
totais apresentou quatro bandas (Figura 6), sendo possível identificar, por comparação 
dos espectros de massas correspondentes com os relatados na literatura e com os 
da biblioteca do aparelho (NIST08), os esteroides 2-4, previamente identificadas na 
amostra derivatizada e o triterpenoide lupeol (5) que ainda não havia sido identificado na 
análise anterior. Os tempos de retenção e área percentual das bandas cromatográficas 
de M1, sem derivatização, são apresentadas na Tabela 2.
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Figura 6. Cromatograma de íons totais de M1 sem derivatização.

Tabela 2. Compostos identificados em M1 sem derivatização por CG-EM.

Os esteroides possuem padrão de fragmentação semelhante, caracterizado 
pelas perdas consecutivas de água e metila, bem como da cadeia lateral seguida da 
perda de água e clivagem do anel C por Retro Diel-Alder, conforme Figura 7 (WYLLE, 
1977). A presença do lupeol (5) é sugerida pelos fragmentos m/z 207, 203 e 189, 
característicos de triterpenoides de esqueleto lupano, conforme mostrada na Figura 8 
(ASSIMOPOULOU; PAPAGEOORGIOU, 2005).
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Figura 7. Proposta de fragmentação de esteroides sitosterol (3) e estigmasterol (4). Adaptado 
de Wylle, 1977.

Figura 8. Proposta de fragmentação para o lupeol (5). Adaptado de Assimopoulou; 
Papageoorgiou, 2005.

A análise por CG-EM de M1 antes e depois da reação de sililação com BSTFA 
mostrou-se complementar, permitindo identificar um número maior de compostos.

O esteroide sitosterol e o triterpenoide lupeol já haviam sido identificados no 
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gênero Machaerium, enquanto colesterol, campesterol e estigmasterol estão sendo 
relatados pela primeira vez neste gênero (AMEN et al., 2015).

4 |  CONCLUSÃO

O estudo da fração hexânica das folhas de M. acutifolium por cromatografia 
gasosa hifenada com espectrometria de massas permitiu a identificação de quatro 
esteroides: colesterol (1), campesterol (2), sitosterol (3) e estigmasterol (4) e um 
triterpenoide: lupeol (5). Este é o primeiro relato dos compostos colesterol, campesterol, 
e estigmasterol no gênero Machaerium.
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RESUMO: Fitólitos são biomineralizações 
da sílica amorfa, formadas pela absorção 

radicular do ácido silícico da solução do solo. 
Essas partículas aumentam a proteção das 
plantas contra estresses bióticos e abióticos. 
A morfologia dos fitólitos e sua posição em 
Brachiaria decumbens foi caracterizada e 
descrita. Amostras de raiz, caule, folhas de várias 
idades e sementes foram coletadas em Montes 
Claros, Minas Gerais, e técnicas específicas 
foram aplicadas para extração de fitólitos e 
observação microscópica. Feixes vasculares 
de diferentes tamanhos dispostos ao longo do 
mesófilo da planta foram verificados. Apêndices 
como tricomas, que são possivelmente 
estruturas de proteção, e sinuosidade das 
células epidérmicas foram identificados como 
fornecendo adaptação mecânica adicional à 
entrada e saída de água. A planta apresentou 
fitólitos típicos de gramíneas, tanto de células 
curtas (bilobate, polylobate e rondel) quanto 
de células longas (elongate echinate), bem 
como estômatos silicificados. Não foram 
observadas células bulliformes e tricomas 
silicificados. Cada parte da planta possui o 
mesmo padrão de produção de fitólitos, sem 
variação significativa nos morfotipos e em suas 
proporções, diferindo apenas na quantidade, 
que é maior nas folhas mais velhas. As formas 
dos fitólitos apresentaram diferenças sutis, 
provavelmente devido ao tempo de deposição 
de sílica nas células.
PALAVRAS-CHAVE: Brachiaria decumbens; 
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Panicoideae; morfologia da planta; fitólitos; folhas senescentes.

CHANGES IN MORPHOLOGY OF PHYTHOLITS ACCORDING TO LEAF SENESCENCE 
IN THE LEAVES OF BRACHIARIA DECUMBENS WILD

ABSTRACT: Phytoliths are biomineralizations of amorphous silica, formed through 
root absorption of silicic acid from the soil solution. These particles increase plant 
protection against biotic and abiotic stresses. The morphology of the phytoliths and 
their position in Brachiaria decumbens was characterized and described. Samples of 
root, stem, leaves of various ages and seeds were collected in Montes Claros, Minas 
Gerais and specific techniques were applied for phytolith extraction and microscope 
observation. Vascular bundles of different sizes arranged throughout the mesophyll of 
the plant were verified. Appendices such as trichomes, which are possibly protective 
structures, and sinuosity of the epidermal cells were identified as providing additional 
mechanical adaptation to water input and output. The plant presented typical grass 
phytoliths, both short-cell (bilobate, polylobate and rondel) and long-cell elongate 
echinate morphotypes, as well as silicified stomatal complex cells. Silicified bulliform 
cells and silicified trichomes were not observed. Each part of the plant has the same 
pattern of phytolith production, without significant variation in morphotypes and their 
proportions, differing only in quantity, which is higher in older leaves. Phytolith shapes 
presented subtle differences, probably due to silica deposition time in the cells.

KEYWORDS: Brachiaria decumbens; Panicoideae; plant morphology; phytoliths; 
senescent leaves.

1 |  INTRODUÇÃO

Fitólitos são partículas microscópicas (<60-100 μm), de opala biogênica (SiO2.
nH2O) formadas através da polimerização do ácido silícico e subsequente precipitação 
da sílica amorfa dentro ou entre as células das plantas vivas (Piperno, 1988). Essas 
partículas são resultado de um processo de biomineralização, pelo qual as células 
dos tecidos vegetais servem como uma estrutura ou molde, no qual se precipitam 
íons e moléculas (Coe et al., 2014). Os fitólitos são bons proxies para a análise de 
ambientes passados, pois são bem preservados em condições oxidantes e permitem 
inferir condições ambientais como densidade arbórea, estresse hídrico e aridez (Coe 
et al., 2014).

As plantas absorvem ácido monossilícico [Si(OH)4] pelas raízes, passando pelo 
xilema, preferencialmente em ambientes onde o pH do solo está entre 2 e 9. De acordo 
com Coe et al. (2014), à medida que a planta realiza evapotranspiração, sua pressão 
interna se torna cada vez mais negativa em relação ao meio ambiente, aumentando a 
absorção de água do solo (ativa ou passiva) pelas raízes.

A produção de fitólitos é influenciada por características genéticas e fenológicas, 
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estando o grau de produção e desenvolvimento de fitólitos relacionado às condições 
climáticas, natureza e teor de água do solo, idade e parte da planta e, mais 
significativamente, disponibilidade de silica para a planta. (Coe et al., 2014); membros 
da família Poaceae, por exemplo, têm uma produção muito alta de fitólitos.

A senescência também desempenha um papel importante na deposição de 
sílica, especialmente nas folhas, pois as partes mais antigas da planta têm um teor 
significativamente maior do que as mais jovens (Blackman, 1968, 1969; Lanning e 
Eleuterius, 1985; Wyttenbach et al., 1991; Hodson et al., 1996; Hodson e Sangster, 
1998). Por exemplo, o teor de sílica nas folhas de Bambusoideae (Poaceae) senescente 
pode atingir cinco vezes o das folhas jovens (Motomura et al., 2004). Quanto mais 
velha a folha, mais água é consumida, mais Si(OH)4 é absorvido e mais fitólitos são 
formados. Essas células silicificadas aumentam a proteção da folha contra herbívoros, 
tornando as folhas mais velhas menos palatáveis do que as mais jovens, como é 
comumente observado em pastagens.

O gênero Brachiaria, cujo nome faz uma alusão aos seus racemos armados, 
é uma gramínea perene ou anual; ereta ou decumbente; entouceirada, rizomatosa, 
com enraizamento nos nós inferiores em contato com o solo, denso pubescente, de 
coloração geralmente verde-escura, de 30 a 90 centímetros de altura. Suas espiguetas 
são solitárias, raramente aos pares, subsésseis, organizadas em duas linhas; as lemas 
férteis possuem arestas reduzidas e tombadas (Hitchcock, 1935; Lorenzi, 2000). 

Brachiaria decumbens Stapf. é uma gramínea forrageira utilizada na alimentação 
de animais em várias regiões brasileiras, possuindo adaptação em solos ácidos com 
baixa fertilidade (Santos e Monteiro, 1999). A morfologia de B. decumbens é bem 
variável, mesmo entre as suas variedades cultivadas. Em geral, os colmos de B. 
decumbens são geniculados, ramificados, hirtusos ou glabros, sendo os nós sempre 
glabros e de coloração mais escura. Entrenós inferiores curtos e entrenós superiores 
mais longos. No sistema basal ocorrem dois tipos de rizomas (1) curtos, duros e 
nodosos e (2) alongados, também duros, de tipo estolonífero (Nicolau et. al., 2010). 

As folhas são em bainhas estriadas, mais compridas que os entrenós, envolvendo 
completamente o colmo. Possui lígulas em forma de densa cortina de cílios com 
cerca de 1 mm de altura. As lâminas são lanceoladas ou linear-lanceoladas, de base 
arredondada e ápice acuminado, com até 18 cm de comprimento por 1,5 cm de 
largura; hirtusas em ambas as faces; margens espessas, finamente crenuladas em 
certos trechos (Nicolau et al., 2010). 

Este estudo tem como objetivo caracterizar e descrever os fitólitos presentes na 
Brachiaria decumbens Stapf (subfamília Panicoideae), sua morfologia e posição nas 
diferentes partes da planta, contribuindo para a compreensão do desenvolvimento 
morfológico dos fitólitos de acordo com a idade da planta. A espécie foi selecionada 
devido a sua importância econômica e ecológica, seu rápido crescimento e alta 
produção de fitólitos.
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2 |  MATERIAIS E MÉTODOS 

Amostras de folhas, sementes, raízes e caules de Brachiaria decumbens foram 
coletadas para análise na fazenda experimental do Instituto de Ciências Agrícolas da 
Universidade Federal de Minas Gerais (Montes Claros, MG) no mês de setembro de 
2014. As folhas foram classificadas de acordo com faixa etária relativa, desde a mais 
recente, recém-formada (F-0), até a mais adulta, já senescente (F-9), na base das 
hastes (Figura 1), a fim de observar variações no processo de silicificação foliar. Os 
demais órgãos coletados foram analisados para investigar se a produção de fitólitos 
difere da das folhas ou segue o mesmo padrão de silicificação.

Primeiramente, foram coletadas 20 folhas para cada idade, de acordo com a 
posição, para medição e cálculo do comprimento médio. Posteriormente, folhas, raízes, 
sementes e caules foram lavados com solução de hexametafosfato de sódio e água 
destilada e seca em estufa a 65°C, para limpar as amostras, removendo vestígios de 
solo, poeira e outros contaminantes para impedir a proliferação de fungos e bactérias.

Extração de fitólitos por via seca: As amostras foram tratadas no laboratório 
do Instituto de Ciências Agrícolas da Universidade Federal de Minas Gerais (Montes 
Claros, MG). A extração dos fitólitos foi realizada por calcinação, conforme metodologia 
de Parr (2001). Três gramas de material vegetal seco foram pesados, lavados com 
água destilada, transferidos para cadinhos de porcelana e aquecidos em um forno a 
550°C por 12 h. Após o resfriamento, o conteúdo foi transferido para os tubos Falcon, 
foram adicionados 10 mL de HCl a 10% e aquecidos em banho-maria a 70°C por 
20 minutos, ou até a reação parar (após centrifugação, este passo foi repetido duas 
vezes). Posteriormente, 10 mL de H2O2 a 15% foram adicionados e aquecidos em 
banho-maria a 70°C por 20 minutos, ou até a reação parar (após centrifugação, este 
passo foi repetido duas vezes). Em seguida, 1 mL de álcool a 70% foi adicionado e as 
amostras secas em uma câmara de aquecimento a 65ºC. O material seco foi pesado 
e transferido para microtubos rotulados.
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Figura 1: Esquema representado as principais partes da gramínea estudada (destaque para 
exemplo da posição das folhas de acordo com a idade). Fonte: adaptado de Dias et al., 2019.

Extração de fitólitos por via úmida: As amostras foram tratadas no laboratório 
de Geografia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (São Gonçalo, RJ). 
Porções do tecido vegetal foram separadas das amostras de folhas (F-0 a F-5), raízes, 
sementes e caules (3g de cada). O tratamento químico seguiu Medeanic et al. (2008), 
utilizando 20 mL de uma solução de ácido nítrico a 65% (HNO3) e ácido sulfúrico 
(H2SO4), na proporção de 1 parte de ácido nítrico para 4 partes de ácido sulfúrico. 
O material foi aquecido por três horas a 250 ºC em frascos de Erlenmeyer e, após o 
resfriamento, foram adicionados 10 ml de peróxido de hidrogênio (H2O2). As amostras 
foram transferidas para tubos Falcon e lavadas com água destilada até atingir o pH 
neutro.

Clarificação do tecido vegetal: As amostras de folhas (F-0 a F-9) foram 
clarificadas com hipoclorito de sódio. Uma ou duas folhas foram colocadas em 
uma placa de Petri e hipoclorito de sódio foi adicionado até cobrir as folhas. Após o 
clareamento, as folhas foram lavadas em água destilada e colocadas em lâmina com 
auxílio de pinça, mantendo a estrutura o mais intacta possível. As superfícies abaxial 
e adaxial de cada folha foram analisadas.

Microscopia: Todo o material obtido nas etapas descritas acima foi colocado em 
lâminas para microscópio óptico. Foi utilizado óleo de cravo para lâminas temporárias 
e Entellan® para as permanentes. As lâminas foram observadas, usando ampliação de 
630x, sob um microscópio óptico de polarização Zeiss Axio Scope A1 do Laboratório de 
Microscopia Ótica e Morfoscopia UERJ/FFP (LAMOM). A quantificação e classificação 
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dos fitólitos foram realizadas registrando todos os morfotipos encontrados, até atingir 
pelo menos 200 fitólitos classificáveis. As fotografias foram tiradas usando o software 
Axiovision. Todas as lâminas estão depositadas no LAMOM. Os fitólitos foram 
classificados de acordo com Twiss (1969, 1992), Mulholland (1989), Fredlund e Tieszen 
(1994), Kondo et al. (1994), Alexandre et al. (1997); Strömberg (2004), Mercader et 
al. (2009) e nomeados de acordo com o Código Internacional de Nomenclatura dos 
Fitólitos 1.0 (Madella et al., 2005).

Análises estatísticas: Foi realizada uma análise de regressão linear para a 
porcentagem de fitólitos em relação à idade das folhas da Brachiaria decumbens, a fim 
de verificar a presença de uma relação linear positiva entre as variáveis de acúmulo 
de fitólitos e a idade da folha. Para testar se existe uma relação entre as dimensões 
do fitólito e a idade das folhas, foi escolhida a morfologia predominante do fitólito 
(bilobate) para as folhas (ocorrência> 35%). A haste e o comprimento das morfologias 
foram medidos (n = 15). Essa medida resultou em um teste Anova One-Way calculado 
no software Bioestat® para determinar se a variabilidade desses fitólitos em relação à 
idade das folhas seria estatisticamente significativa. A hipótese nula foi de que não há 
diferença significativa na faixa de tamanho dos fitólitos bilobate, tanto na haste quanto 
no comprimento, para as idades das folhas.

3 |  RESULTADOS 

Quantificação dos fitólitos 

As folhas mais velhas apresentam maior quantidade de fitólitos que as folhas 
mais jovens. As sementes têm menos conteúdo de fitólitos do que outros órgãos (Tabela 
1). O acúmulo de Si (Tabela 1) começa quando a folha ainda está enrolada no estágio 
mais jovem (F0), com a massa de fitólitos aumentando rápida e progressivamente à 
medida que a folha se expande (até F6). O conteúdo de fitólitos continua a aumentar 
mesmo após o estágio de senescência (F7 a F9).



Avanços Científicos, Tecnológicos e de Inovação na Botânica Capítulo 4 41

Parte da 
planta

Comprimento médio

da folha (cm)

Desvio padrão Fitólitos por via seca 
(%)

Raíz - - 3,3
Colmo - - 2,7

Semente - - 1,7
Folha 0 10,2 0,26 0,48
Folha 1 12,5 0,33 0,66
Folha 2 15,0 0,24 0,91
Folha 3 17,8 0,31 1,25
Folha 4 24,0 0,27 1,95
Folha 5 27,3 0,22 2,71
Folha 6 32,0 0,35 3,03
Folha 7 27,2 0,29 3,18
Folha 8 13,1 0,25 3,45
Folha 9 9,0 0,28 3,57

Tabela 1: Valores médios de comprimento das folhas e concentração de fitólitos em Brachiaria 
decumbens

A análise de regressão linear (Figura 2) mostra uma alta correlação (r²> 0,95) 
entre a idade relativa das folhas e a quantidade de fitólitos.

Fig. 2: Análise de regressão linear da porcentagem de fitólitos em relação à idade foliar em 
Brachiaria decumbens. Fonte: adaptado de Dias et al., 2019

Tipos de fitólitos

Folhas

Os seguintes tipos de silicificação foram encontrados em todas as folhas: bilobate, 
polylobate, cross, elongate echinate both sides, elongate echinate one side, elongate 
psilate e estômatos silicificados”. Bilobate foi o morfotipo de fitólito predominante 
nas folhas, com mais de 39% de ocorrência em todas as diferentes idades foliares, 
especialmente em F0, onde corresponde a mais de 63% entre todos os morfotipos. Os 
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fitólitos de células curtas (bilobate e cross) são os mais predominantes em todas as 
idades foliares, com mais de 55% de ocorrência. Entretanto, a assembleia fitolítica foi 
composta pelos mesmos morfotipos em todas as folhas e as proporções relativas de 
cada uma delas foram bastante semelhantes (Tabela 2, Figuras 3 e 4).

Bilobate Cross Polylobate E. echinate E. psilate Estômato
Folha 0 63,0 27,0 4,4 3,5 1,5 0,6
Folha 1 50,0 27,2 3,3 12,1 6,7 0,8
Folha 2 38,9 33,8 5,0 15,9 5,0 1,5
Folha 3 47,4 16,5 3,0 16,5 15,3 1,2
Folha 4 44,6 10,8 4,6 28,2 11,3 0,5
Folha 5 47,5 13,7 4,7 24,0 7,8 2,2
Folha 6 53,7 10,6 0,4 30,4 2,8 2,1
Folha 7 48,7 13,3 0,9 28,6 7,0 1,5
Folha 8 43,4 13,7 0,8 33,6 7,4 1,1
Folha 9 45,9 8,7 1,4 35,6 3,1 5,3
Raízes 28,3 2,4 0,0 30,1 39,2 0,0
Semen-
tes 25,4 27,0 0,0 22,8 12,7 12,2

Colmo 28,3 2,4 0,0 30,1 39,2 0,0

Tabela 2: Porcentagem dos morfotipos de fitólitos encontrados em folhas, raízes, colmo e 
sementes de Brachiaria decumbens

Fig. 3: Porcentagem de morfotipos de fitólitos encontrados nas folhas de diferentes idades, 
raízes, sementes e colmos de Brachiaria decumbens. Fonte: adaptado de Dias et al., 2019

Os complexos estomáticos são intercalados com os bilobates. O restante da 
epiderme foliar é preenchido por células longas silicificadas (Figura 4). Nas imagens 
de folhas clarificadas, foi possível observar as bordas, a organização dos fitólitos e os 
tricomas. Existem também numerosos tricomas na epiderme foliar e no colmo, embora 
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não sejam silicificados e estejam localizados nas aréolas entre as veias.

Fig. 4: Microfotografias dos morfotipos de fitólitos observados em Brachiaria decumbens: A-J) 
bilobate short-cell; K-L) cross short-cell; M-N) polylobate; O-P) elongate long-cell; Q) elongate 

echinate; R) estômato silicificado. Fonte: Dias et al., 2019

Os fitólitos bilobate estão localizados em toda a epiderme foliar, paralelos às veias. 
A idade das folhas parece afetar a morfologia dos fitólitos, com algumas silicificações 
incompletas e formas distorcidas nas folhas mais jovens, enquanto nas folhas 
senescentes os fitólitos já concluíram o processo de silicificação celular. No entanto, 
os resultados da análise de variância não foram significativos (F = 0,888834534 para 
comprimento e F = 0,666279 para haste), em um intervalo de confiança de p> 0,05 (p 
= 0,536125 ep = 0,738217 para comprimento e haste, respectivamente). Isso indica 
que a hipótese nula que não previu diferença estatística significativa entre o tamanho 
dos fitólitos bilobate e a idade das folhas pode ser aceita (Tabelas 3, 4 e Figura 5).
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Tabela 3: Estatística descritiva das medidas de comprimento e haste dos fitólitos bilobate de 
acordo com a idade da folha em Brachiaria decumbens
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Tabela 4: Resultados do One-Way ANOVA. SQ. Soma dos quadrados; GL. Graus de liberdade; 
MQ. Média quadrada (variância).

Fig. 5: Variações das dimensões dos bilobate encontradas nas folhas, separadas por idade em Brachiaria 
decumbens: A) Comprimento; B) Haste. Fonte: adaptado de Dias et al., 2019

Raízes

Nas raízes (Tabela 2 e Figura 3), fitólitos de células longas, como o elongate 
echinate e psilate, predominaram (quase 70% do total), embora também tenham sido 
observados os tipos cross e bilobate.

Sementes

Nas sementes (Tabela 2 e Figura 3), predominam os fitólitos de células curtas, 
como os tipos cross e bilobate (cerca de 52% do total), embora também tenham 
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sido observados tipos elongate echinate e psilate. Os fitólitos elongate echinate 
têm sinuosidade mais pronunciada e menor comprimento em comparação com os 
encontrados em outras partes da planta. Os fitólitos bilobate apresentaram formato 
arredondado e tamanho reduzido nas sementes. Muitos estômatos silicificados 
também foram encontrados, sendo estes também de tamanho reduzido.

Colmo

O colmo de Brachiaria decumbens é um alto produtor de fitólitos, semelhantes 
aos encontrados nas folhas (Tabela 2 e Figura 3), com predominância de fitólitos 
de células longas (quase 70%) e bilobate de células curtas (cerca de 28 %) Não há 
tricomas no colmo, pois eles são restritos à bainha das folhas.

4 |  DISCUSSÃO

O acúmulo de Si aumenta progressivamente à medida que a idade das folhas 
avança e tem sido destacado como uma possível causa de menor palatabilidade, 
indicando possivelmente que a silicificação é uma defesa induzível contra herbívoros 
(McNaughton e Tarrants, 1983). Nas folhas de bambu chinês, o acúmulo de sílica 
continua mesmo após a expansão total das células da lâmina foliar (Motomura et al., 
2008), o que é corroborado pelos resultados do presente estudo.

Embora exista uma relação positiva entre o aumento da acumulação de sílica com 
a idade das folhas (r²> 0,95) (Figura 2), não houve diferenças estatísticas significativas 
(análise de variância, p> 0,05) (Tabela 4) em relação ao tamanho dos fitólitos bilobate 
entre diferentes idades foliares. Isso sugere que, embora a planta acumule mais sílica, 
as dimensões do fitólito são fixas. O peso total do fitólito aumenta progressivamente 
com a idade das folhas.

Nossos resultados indicam que não há variação na frequência de um morfotipo 
fitólito específico entre as folhas; independentemente da idade das folhas, Brachiaria 
decumbens produz os mesmos morfotipos em todas as folhas em proporção semelhante 
(Tabela 2 e Figura 3). Resultados similares foram encontrados por Ponzi e Pizzolongo 
(2003) em Triticum aestivum cv. Ofanto.

A silicificação em Poaceae ocorre principalmente na epiderme. Nas folhas das 
gramíneas, esse fenômeno varia de uma espécie para outra, bem como dentro do 
mesmo indivíduo, de acordo com a idade e posição na folha. Essa variação também 
foi observada fora de Poaceae. Por exemplo, Wyttenbach et al. (1991), investigando 
quatro classes sucessivas de idade de folhas do abeto da Noruega (Picea abies), 
encontraram um aumento linear das concentrações de Si de acordo com a idade das 
mesmas.

De acordo com Wilding et al. (1977) e Prychid et al. (2003), a composição da 
sílica amorfa muda para uma forma cristalina à medida que envelhece. Vários fatores 
ecológicos, incluindo clima, variabilidade do solo, condições de umidade e idade da 
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planta, afetam o desenvolvimento do corpo silicoso, regulando as concentrações de 
sílica dissolvida disponíveis para as plantas (Piperno, 1988). Em muitas espécies, as 
folhas de plantas mais antigas contêm maiores quantidades de sílica do que suas 
contrapartes mais jovens, possivelmente devido a alterações celulares necessárias 
para obter sílica e a uma maior disponibilidade dos locais de deposição (Bezeau et al., 
1966; Blackman, 1968, 1969; Lanning e Eleuterius, 1985). O conteúdo de sílica das 
plantas aumenta com o envelhecimento dos tecidos, onde pode atingir concentrações 
cinco vezes maiores do que nos tecidos jovens (Wyttenbach et al., 1991; Hodson et 
al., 1996; Hodson e Sangster, 1998; Carnelli et al., 2001).

5 |  CONCLUSÃO

A produção de fitólitos em Brachiaria decumbens é abundante e há alta 
deposição de sílica em toda a planta. O teor de fitólitos aumenta proporcionalmente 
à idade das folhas. Outros órgãos vegetais (raiz, colmo e sementes) também exibem 
produção de fitólitos, variando pouco os morfotipos encontrados. Apesar do aumento 
da massa total de fitólitos ao longo do tempo, nenhuma diferença substancial foi 
encontrada na proporção de morfotipos produzidos ou no tamanho dos fitólitos.
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RESUMO: Os óleos essenciais podem ser 
empregados na indústria de alimentos, 

bebidas e cosméticos para evitar ou reduzir 
a deterioração lipídica e a contaminação por 
micro-organismos. O objetivo deste estudo foi 
avaliar a composição físico-química, atividades 
antioxidante e antibacteriana de óleos 
essenciais de citronela (Cymbopogon nardus L.). 
Os ensaios foram realizados no laboratório de 
microbiologia do Instituto Federal de Educação, 
Ciência e Tecnologia do Triângulo Mineiro, no 
campus de Uberaba, MG, em parceria com 
os laboratórios de controle de qualidade das 
empresas Laborphys Análises Físico-químicas 
e Microbiológicas e Luvik do Brasil. Foram 
coletadas amostras de quatro fabricantes no 
Brasil. Os parâmetros das análises físico-
químicas e cromatográficas, cor, densidade, 
índice de refração, índice de acidez e cinzas 
sulfatadas, foram conduzidos de acordo com 
a metodologia do Instituto Adolfo Lutz, 2008. A 
atividade antioxidante foi realizada, utilizando 
os métodos de redução do radical livre DPPH● 
de acordo com as metodologias de Sousa et al. 
(2007) e Lopes-Lutz et al. (2008) com algumas 
modificações e o ensaio de oxidação do 
sistema β-caroteno/ácido linoleico foi realizado 
de acordo com as metodologias de Kulisic et al. 
(2004) e Lopes-Lutz et al. (2008). A atividade 
antibacteriana foi segundo metodologia da 
Clinical and Laboratory Standards Institute, 
2012, document M07-A9. As cepas padronizadas 
foram Enterobacter aerogenes ATCC 13.048, 
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Escherichia coli ATCC 25.922, Salmonella enteritidis ATCC 13.076, Staphylococcus 
aureus ATCC 25.923, Bacillus cereus ATCC 11.778, Pectobacterium spp. (UFU-C8), 
Pantoea ananatis (UFU-D14), Xanthomonas campestris pv. campestris (UFU-B7) e 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9.027). Os constituintes majoritários encontrados 
nos óleos essenciais de C. nardus, foram o citronelal (22,161% a 77,806%) e geraniol 
(0,061% a 28,506%). Os parâmetros como cor e índice de refração estavam de acordo 
com a Farmacopéia Britânica. Densidade relativa, índice de acidez e cinzas sulfatadas 
encontraram-se dentro das especificações dos fabricantes. As amostras apresentaram 
atividades antioxidante e antibacteriana contra às Bactérias Gram positiva e Gram 
negativas que foram testadas.

PALAVRAS-CHAVE: Concentração inibitória mínima; Compostos secundários; 
Compostos bioativos.

ESSENTIAL OILS OF CITRONELLA (CYMBOPOGON NARDUS L.) RENDLE - 
(POACEAE): COMPOSITION, ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL ACTIVITIES

ABSTRACT: Essential oils can be used in the food industry, drinks and cosmetics to 
prevent or reduce lipid deterioration and contamination by microorganisms. The aims 
of this study were to evaluate the physical-chemical composition, the antioxidant and 
antibacterial activities of the citronella (Cymbopogon nardus). The tests were performed 
in the microbiology laboratory of the Federal Institute of Education, Science and 
Technology of the Triângulo Mineiro, on the campus of Uberaba-MG, in partnership with 
the laboratories of quality control of Laborphys Physical-chemical and microbiological 
analysis and Luvik of Brazil. Samples were collected from four manufacturers in Brazil.
The parameters of the physical-chemical analyzes and chromatography, color, density, 
refraction index, acidity index and sulphated ash were conducted according to the 
methodology of the Adolfo Lutz Institute, 2008. The antioxidant activity was performed 
by using the methods of reducing free radical DPPH● according to the methodologies 
of Sousa et al. (2007) and Lopes-Lutz et al. (2008) with some modifications and the 
test of oxidation of the system β-carotene/linoleic acid was performed according to the 
methodologies of Kulisic et al. (2004) and Lopes-Lutz et al. (2008). The antibacterial 
activity was according to the methodology of Clinical and Laboratory Standards 
Institute, 2012, document M07-A9. The standard strains were Enterobacter aerogenes 
ATCC 13,048, Escherichia coli ATCC 25,922, Salmonella enteritidis ATCC 13,076, 
Staphylococcus aureus ATCC 25,923, Bacillus cereus ATCC 11,778, Pectobacterium 
spp. (UFU-C8), Pantoea ananatis (UFU-D14), Xanthomonas campestris PV. campestris 
and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9,027). In the chromatographic analyzes, the 
majority constituents found in essential oils of C. nardus, were the citronellal (22.161% 
to 77.806%) and geraniol (0.061% to 28.506%). The parameters such as color and 
refraction index were in accordance with the the British Pharmacopoeia. Relative 
density, acidity index and sulfated ash were found within manufacturers’ specifications. 
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The samples presented antioxidant and antibacterial activities against Gram positive 
and Gram negatives bacteria that were tested.

KEYWORDS: Minimum Inhibitory Concentration; secondary compounds; bioactive 
compounds.

1 |  INTRODUÇÃO

A humanidade é impulsionada por necessidades de uso. A dor fez com que o 
homem buscasse o analgésico, a doença, o remédio. Portanto, é fácil inferir que o uso 
de partes de plantas e animais no combate às doenças seja tão antigo quanto a própria 
humanidade (OLIVEIRA; AKISUE, 2009). O uso de produtos naturais como matéria-
prima para a síntese de substâncias bioativas, especialmente fármacos, tem sido 
amplamente relatado ao longo do tempo (SIMÕES et al., 2010). Segundo Guimarães 
(2010) devido a ampla biodiversidade existente no mundo, as plantas podem contribuir 
para a descoberta de novos antibióticos por apresentam um amplo espectro de 
atividade e inibição comprovada contra algumas bactérias e fungos (SILVA, 2010). 
Partes da planta como raiz, caule, folha podem fornecer substâncias ativas que serão 
empregadas na obtenção de um medicamento (ROSA, BARCELOS E BAMPI, 2012). 
Para Kelsey, Ronald e Rodrigues (1984), os óleos essenciais são fontes em potencial 
de substâncias biologicamente ativas contra micro-organismos, sendo comprovada 
em diversos estudos realizados em países com flora diversificada (SILVA et al., 2010; 
CARVALHO et al., 2013) APUD GREATTI et al, 2014).  

O aparecimento de micro-organismos resistentes aos agentes antimicrobianos 
existentes tem incentivado a busca por novas substâncias com atividades 
antimicrobianas (MENDES et al., 2011). Nos últimos anos ocorreu um aumento na 
busca por medicamentos alternativos, o que propiciou um avanço nas pesquisas 
relacionadas aos efeitos farmacológicos de plantas medicinais (OLIVEIRA, 2010). 

Segundo Castro et al. (2007) o Cymbopogon nardus L. Rendle (capim citronela), 
é uma planta originada do Ceilão e da Índia, pertence à família Poaceae, subfamília 
Panicoideae. De acordo com Andrade et al. (2012), seu óleo essencial é extraído das 
folhas recém cortadas e seus componentes majoritários os monoterpenos acíclicos, 
citronelal (47,12%), geraniol (18,56%), e citronelol (11,07%). 

Diante do exposto o objetivo desse trabalho foi avaliar a composição físico-
química, antioxidante e a atividade antibacteriana de óleos essenciais de citronela 
(Cymbopogon nardus L.), demonstrando que o óleo de citronela é uma alternativa 
de utilização nas indústrias de alimentos, bebidas, produtos de higiene pessoal e 
cosméticos para evitar ou reduzir a deterioração lipídica e a contaminação por micro-
organismos.
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2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Material

A matéria-prima foi adquirida por meio de doação proveniente de quatro 
empresas diferentes, e os componentes químicos principais foram informados 
através de literatura e laudos técnicos disponibilizados pelos fabricantes. A fabricação 
das amostras variou de dezembro de 2015 a agosto de 2016. As mesmas foram 
armazenadas em embalagens de plástico adequadas, protegidas da luz e umidade. 
Foram transportadas em condições adequadas em temperatura entre 15 – 30°C. O 
volume mínimo de amostra foi 500 mL.

2.2 Caracterização química e quantificação dos principais constituintes do óleo 

essencial

2.2.1 Cromatograma

As análises foram realizadas em um cromatógrafo gasoso acoplado a 
espectrômetro de massa (Shimadzu GCMS-QP2010) utilizando-se uma coluna capilar 
de sílica fundida Rtx-5MS (Restek, Bellefonte, IL, USA) com 30 m × 0,25 mm, 0,25 μm 
de espessura de filme e fase estacionária composta por poli (5% difenil 95% dimetil) 
siloxano. O programa de temperatura foi o mesmo descrito na seção anterior, e o gás 
de arraste utilizado foi o Hélio (He), a um fluxo de 1,2 mL/min. Parâmetros de operação 
do EM: temperatura da interface: 220,0 °C; modo de ionização por impacto eletrônico 
a 70 eV; faixa de massa: 35-350 m/z (0,5 scan/s). As amostras foram previamente 
dissolvidas em Diclorometano (CH2Cl2) (1:100 v/v) e 1 μL da solução resultante 
foi injetado no modo split (1:10). Os componentes individuais foram identificados 
inicialmente por comparação dos respectivos espectros de massas com aqueles 
disponíveis na base de dados NIST 05 e por comparação dos índices de retenção 
(IR) relativos uma série homóloga de hidrocarbonetos alifáticos C7-C30 com valores 
descritos na literatura (ADAMS, 2001).

2.2.2 Cor

Avaliação instrumental da cor foi determinada pelo método instrumental de leitura 
em ponto único, superfície horizontal e sua região equatorial, em triplicata, utilizando-se 
o colorímetro digital portátil Konica Minolta®Chroma Meter CR400 após calibração com 
placa de porcelana branca (CR-A43). O equipamento foi programado para executar 
leituras considerando o observador-padrão 2º e o iluminante D65 (correspondente à 
luz do dia) padronizados pela Commission Internationale de L’Éclairage em 1931. Os 
valores de L* (Luminosidade) a*, b*, C* (Croma ou Saturação da Cor) e ºh (Ângulo 
Hue, ou seja, Tonalidade ou Matiz) foram mensurados e o espaço de cor adotado para 
a interpretação dos resultados foi o CIELAB Minolta (1994).
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2.2.3 Densidade, índices de refração e acidez e cinzas sulfatadas

Os parâmetros de densidade, índice de refração, acidez e cinzas sulfatadas 
foram realizados de acordo com as metodologias descritas no Instituto Adolfo Lutz 
(IAL, 2008).

2.2.4 Avaliação in vitro de atividade antioxidante

O potencial antioxidante dos óleos essenciais foi avaliado pelas metodologias 
do consumo do radical DPPH● e da inibição da oxidação do sistema β-caroteno/ácido 
linoleico. Para fins de comparação foram empregados os padrões timol e ácido 
ascórbico, por possuírem atividade antioxidante reconhecida e o antioxidante sintético 
BHT. Todas as análises foram realizadas em triplicata, sendo calculada a média dos 
resultados.

2.2.5 Capacidade de sequestrar o radical livre DPPH●

A avaliação da atividade antioxidante diante do consumo de DPPH● foi realizada 
de acordo com as metodologias de Sousa et al. (2007) e Lopes-Lutz et al. (2008) com 
algumas modificações.

Foi preparada uma solução metanólica de DPPH● na concentração de 40 µg mL-

1. Os óleos essenciais foram diluídos em metanol nas concentrações (500; 300; 100; 
50; 25; 10; 5 µg mL-1). Para a avaliação, foram adicionados em um tubo de ensaio 2,7 
mL da solução estoque de DPPH●, seguido da adição de 0,3 mL da solução de óleo 
essencial. Paralelamente, foi preparado o branco, sendo este uma mistura de 2,7 mL 
de metanol e a solução metanólica dos compostos avaliados. Após 60 minutos foram 
realizadas leituras em espectrofotômetro (Shimadzu UV-160 1 PC) no comprimento de 
onda de 515 nm (TEPE et al., 2005). A atividade antioxidante foi calculada de acordo 
com Sousa et al. (2007).

Para a obtenção da CI50, foram plotados gráficos com os valores de %I do 
DPPH● versus as concentrações analisadas. Para fins de comparação foram testados 
os padrões timol e ácido ascórbico, por possuírem atividade antioxidante reconhecida. 
A curva analítica foi construída utilizando as concentrações 50; 25; 10; 5; 2,5; 1 µg mL-1 
para o ácido ascórbico e para o timol utilizou-se as mesmas concentrações dos óleos.

2.2.6 Sistema β-caroteno/ácido linoleico

A avaliação da atividade antioxidante utilizando o ensaio do β-caroteno/ácido 
linoléico foi realizada de acordo com as metodologias apresentadas por Kulisic et al. 
(2004) e Lopes-Lutz et al. (2008) com algumas modificações.

Preparou-se solução de β-caroteno em clorofórmio (0,3 µg mL-1), após adicionou-
se 60 µL de ácido linoléico, 600 mg de Tween 20 e 1,5 mL de clorofórmio, sendo o 
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clorofórmio evaporado em rotaevaporador. Posteriormente, 150 mL de água destilada 
saturada com oxigênio foram acrescidos na mistura sob agitação constante (emulsão 
A). Em seguida 2,8 mL da emulsão A foram colocados em tubos de ensaio e sob estas 
foram acrescidos 200 µL das soluções metanólicas dos compostos na concentração de 
500 mg L-1. Paralelamente, foram preparadas duas soluções, uma sem o antioxidante 
(testemunha absoluta), e outra com os mesmos reagentes de A, sem o β-caroteno 
(emulsão B - branco).

As leituras das amostras foram realizadas no tempo 0, em seguida os tubos 
foram incubados a 50 ºC para a reação de oxidação e a leitura da absorbância foi 
medida após um intervalo de 60 minutos.

A atividade antioxidante foi expressa como porcentagem de inibição após 60 
minutos de incubação de acordo com Kulisic et al. (2004).

Para a obtenção da CI50, foram plotados gráficos como os valores de %I 
da degradação do β-caroteno versus as concentrações analisadas. Para fins de 
comparação foram testados, os padrões, timol e ácido ascórbico, por possuírem 
atividade antioxidante reconhecida. As curvas analíticas dos padrões foram construídas 
utilizando-se as mesmas concentrações utilizadas para os óleos essenciais.

2.3 Micro-organismos utilizados e protocolo experimental

No presente estudo foi avaliada a atividade antibacteriana das amostras de 
óleos essenciais de citronela frente cepas de Enterobacter aerogenes ATCC 13.048, 
Escherichia coli ATCC 25.922, Salmonella enteritidis ATCC 13.076, Staphylococcus 
aureus ATCC 25.923, Bacillus cereus ATCC 11.778, Pectobacterium spp. (UFU-C8), 
Pantoea ananatis (UFU-D14), Xanthomonas campestris pv. campestris (UFU-B7) e 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9.027, para avaliar possível atividade antibacteriana 
do óleo essencial comercial. 

A CIM (Concentração Inibitória Mínima) foi avaliada por meio da inoculação, pela 
técnica de macrodiluição em tubos (Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility 
Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard – Ninth Edition. CLSI 
document M07-A9) (CLSI, 2012). Das amostras dos óleos foram feitas diluições 
seriadas obtendo-se dez concentrações (1.000,0 μgmL-1 a 1,9 μg mL-1). As bactérias 
foram cultivadas em ágar BHI (Brain Heart Infusion Agar) (DIFCO®), a 37ºC, durante 
um período de 24 a 48 horas, dependendo do gênero bacteriano. Os cultivos foram 
suspensos em solução salina estéril a 0,85% (m/v) até ajuste da turvação à escala 0,5 
de Mc Farland ajustando-se assim a uma densidade da suspensão cerca de 1,5 x 108 
UFC mL-1 (Unidades Formadoras de Colônias/mL), sendo ativadas especificamente 
para este estudo. Cada linhagem bacteriana foi ajustada na escala padronizada 0,5 
de Mc Farland (1,5 x 108 UFC mL-1 – Unidades Formadoras de Colônias por mililitro), e 
diluídas a 2,0% em Tween 80 (2,0%), desta foi transferido 1,0 mL a cada concentração. 
Em paralelo, foram adicionados controle negativo e controle positivo, integralizando 
dez tratamentos realizados em duplicata.
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2.4 Análise estatística

Os resultados dos parâmetros das análises físico-químicas dos óleos essenciais 
de citronela foram expressos em médias e seus desvios-padrões. 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Cromatograma

Os dois principais constituintes majoritários dos óleos essenciais (Citronelal e 
Geraniol) foram identificados e quantificados por comparação dos resultados obtidos 
(índices de retenção e espectros de massa) com os dados da literatura.

Pelos dados descritos na Tabela 1, observa-se que os valores de Citronelal variam 
entre 22,158% a 77,797%. Já os valores de Geraniol variaram entre 0,061 a 28,503%. 

Oliveira et al. (2011), avaliando os compostos químicos do Cymbopogon nardus, 
encontraram valores de Citronelal (34,61%) e Geraniol (23,18%), corroborando com os 
valores encontrados nesse trabalho para três das amostras testadas. Posteriormente 
Andrade et al. (2012), avaliando a composição do óleo essencial de citronela encontram 
resultados de Citronelal (47,12%) e Geraniol (18,56%). Segundo Bandeira et al. (2011), 
os constituintes e as concentrações dos óleos essenciais não somente dependem da 
planta, como também da época e sistemas de cultivo e adubações (LUZ et al., 2014). 
Pesquisas de Marco et al. (2007) revelaram que o teor de geraniol pode ser afetado 
pela época do corte, sendo que o melhor resultado é obtido quando as plantas são 
colhidas de quatro a seis meses após o plantio.

Amostras % Citronelal % Geraniol
1 77,797 0,061
2 22,158 28,503
3 29,561 21,334
4 37,274 21,669

Tabela 1. Resultados obtidos das análises cromatográficas da amostra 1, amostra 2, amostra 3 
e amostra 4 do óleo de citronela (Cymbopogon nardus)

Fonte: Elaborado pelo autor

3.2 Características físico-químicas

Os ensaios de qualidade dos óleos essenciais objetivam a verificação da pureza 
do material e a caracterização dos componentes químicos da espécie em estudo 
(SIMÕES et al., 2010).

3.2.1 Cor

A amostra 1 apresentou valores médios de L* 42,04 ; a* -1,57  b* 5,35, próximo 
de uma cor levemente amarelada.
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Já as amostras 2 e 3 apresentaram valores médios respectivamente de L* 40,07 
; a* -3,12  b* 15,05, L* 35,45 ; a* -1,98  b* 17,59,  próximo da cor amarelada.

A amostra 4 apresentou valores médios de L* 35,75; a* 0,76  b* 12,08, o que 
indica uma coloração mais próxima do laranja.

3.2.2 Densidade Relativa

Os valores médios obtidos variaram de 0,8644 à 0,8668 para o parâmetro 
densidade, demonstrando que estavam dentro das especificações dos fabricantes, 
mas apresentaram valores abaixo do especificado na Farmacopéia Britânica (0,881 a 
0,895 g/mL) (BRITISH PHARMACOPEIA, 2008).

3.2.3   Índice de Refração

O índice de refração é característico para cada tipo de óleo, dentro de certos 
limites. O índice de refração dos óleos essenciais de citronela testados está de acordo 
com a Farmacopéia Britânica que determina variação de 1,463 a 1,475 (BRITISH 
PHARMACOPEIA, 2008). 

3.2.4  Índice de Acidez

A determinação da acidez pode fornecer um dado importante na avaliação do 
estado de conservação do óleo. Índices elevados de acidez são sugestivos de hidrólise 
acentuada dos ésteres constituintes da matéria graxa. As causas da degradação 
incluem tratamentos químicos integrantes dos processos industriais de extração e 
purificação, atividade bacteriana, ação catalítica (calor, luz), estocagem inadequada e 
presença de impurezas como a umidade, entre outros. (ANVISA, 2010).  Os resultados 
mostraram valores 1,29 a 3,05 mg KOH g-1 para o índice de acidez, o que indicam que 
os valores estão dentro das especificações dos fabricantes desses óleos.

3.2.5 Cinzas sulfatadas

A determinação do teor de cinzas pode indicar a presença de possíveis 
adulterações, já que permite a verificação de impurezas inorgânicas não-voláteis que 
podem estar presentes como contaminantes (SIMÕES et al., 2010). Os resultados 
mostraram valores 0,057 a 0,199 % para cinzas. 

Considerando que na literatura pesquisada não foram encontrados valores 
de cinzas sulfatadas para óleo essencial de citronela, esses dados podem fornecer 
subsídios para o controle de qualidade dessa matéria-prima vegetal por trazer 
informações importantes como a presença de impurezas inorgânicas e metálicas (DE 
PAULA et al, 2013).

3.2.6 Atividade Antioxidante
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Os valores de CI50 para a atividade antioxidante dos padrões e óleos essenciais 
em estudo pelo método de sequestro de radicais DPPH● (1,1-difenil-2-picrilidrazila) e 
pelo teste β-caroteno/ácido linoleico, 34,3 estão expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Atividade antioxidante dos óleos essenciais da amostra 1, amostra 2, amostra 3, 
amostra 4 e dos padrões timol, ácido ascórbico pelo método de sequestro de radicais DPPH● 

(1,1-difenil-2-picrilidrazila) e pelo teste β-caroteno/ácido linoleico

Todos estes estudos corroboram com os resultados encontrados nesse 
trabalho, pela atividade antioxidante do óleo essencial das amostras de capim-
citronela que possui como composto majoritário o citronelal e o geraniol frente aos 
padrões timol e ácido ascórbico.

Pelos dados apresentados na Tabela 2, observa-se que dentre os óleos essenciais 
em estudo, o que apresentou maior atividade antioxidante pelo teste do DPPH● foi a 
amostra 1 (CI50 50,34 µg mL-1), seguida das amostras 2 (CI50 70,23 µg mL-1), 4 (CI50 
115,26 µg mL-1) e 3 (CI50 120,30 µg mL-1). Entre os padrões avaliados o ácido ascórbico 
(CI50 4,56 µg mL-1) mostrou-se mais eficiente que o timol (CI50 42,38 µg mL-1).

Embora o maior efeito do óleo essencial do capim-citronela é devido ao sinergismo 
existente entre os seus compostos que atuam de forma conjunta (SEIXAS et al., 
2011) o citronelal presente na amostra 1 (77,797%), foi o componente responsável 
pela atividade antioxidante, enquanto que a amostra 2 apresentou eficiência pela 
ação antioxidante do Geraniol (28,503%). As amostras 3 e 4 apresentaram menores 
percentuais de citronelal (29,561%) e (37,274%) quando comparados com a amostra 
1 respectivamente. O teor de geraniol encontrado também foi menor (21,334) e 
(21,669%) quando comparado com amostra 2. Os valores encontrados na Tabela 2 
demonstram que houve uma menor eficiência antioxidante, tanto pelo teste do DPPH● 
como pelo sistema β-caroteno/ácido linoleico nas amostras 3 e 4. Esses valores 
podem ter sido afetados pela diferença na concentração dos componentes químicos 
majoritários (citronelal e geraniol) encontrados nas amostras, influenciando na redução 
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da atividade antioxidante das mesmas. 
Pelo método β-caroteno/ácido linoléico os óleos essenciais em estudo 

apresentaram atividade antioxidante, sendo que o óleo essencial da amostra 1 (CI50 
21,35 µg mL-1) apresentou-se mais eficiente seguida das amostras 2 (CI50 30,56 µg 
mL-1), 4 (CI50 72,62 µg mL-1) e 3 (CI50 90,32 µg mL-1). Entre os padrões avaliados 
o timol (CI50 22,30 µg mL-1) mostrou-se mais eficiente que o ácido ascórbico (CI50 
57,22 µg mL-1). Os valores de CI50 dos padrões pelo método β-caroteno/ácido linoléico 
foram influenciados pela polaridade de suas moléculas sendo o mais apropriado para 
esta análise, o timol. Se compostos polares, como o ácido ascórbico, fossem testados 
apenas por ele seriam considerados como antioxidantes fracos (KULISIC et al., 2004). 
Este fato explica a menor eficiência do ácido ascórbico quando comparado com o 
timol.’

Andrade et al. (2012) estudando o óleo essencial de C. nardus, encontraram 
atividade antioxidante atribuída aos constituintes citronelal, geraniol e citronelol pelo 
método de seqüestro de radicais DPPH● com valores de atividade antioxidante 
menor do que aqueles encontrados neste estudo (CI50 517,40 µg mL-1) e pelo teste 
β-caroteno/ácido linoleico de (CI50 20,65 µg mL-1), próximo dos valores encontrados 
nesta pesquisa.

3.2.7 Concentração Inibitória Mínima

Os valores das concentrações inibitórias mínimas CIM das amostras para as 
bactérias em estudo estão expressas na Tabela 3. Os resultados apresentados 
demonstram que os óleos essenciais analisados sugerem ação antimicrobiana.

Bactérias
CIM (µg mL-1)
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

Staphylococcus aureus 125 125 - -
Enterobacter aerogenes 250 125 125 125
Salmonella enteritidis 250 250 125 125

Escherichia coli 250 125 125 250
Bacillus cereus 3,9 1,9 3,9 62,5
Pseudomonas aeruginosa 500 500 - -
Pantoea ananatis 1,9 1,9 125 15,6
Xanthomonas campestris 125 125 500 500
Pectobacterium spp. 125 125 500 -

(-) não avaliado.

Tabela 3. Concentração inibitória mínima (CIM) pelo método da macrodiluição da amostra 
1, amostra 2, amostra 3 e amostra 4 do óleo de citronela (Cymbopogon nardus) usando-se 

concentrações de 1,9 a 1000 µg mL-1

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os resultados demonstraram efeito inibitório satisfatório tanto para bactérias Gram 
positivas quanto Gram negativas. Os óleos mais efetivos conforme a Tabela 3 foram 
as amostras 1 e 2, onde todas as bactérias testadas foram sensíveis. Já a amostra 
3, não apresentou eficácia frente a dois micro-organismos, Staphylococcus aureus, 
uma bactéria Gram positiva e Pseudomonas aeruginosa (bactéria Gram negativa). 
Para Madigan et al (2016) a suscetibilidade de micro-organismos individuais a agentes 
antimicrobianos pode variar significativamente. A amostra 4 demonstrou que três 
micro-organismos testados apresentaram resistência. Andrade et al., 2012, avaliando 
a atividade antibacteriana do óleo essencial de citronela encontraram valores de CIM 
diferentes daqueles encontrados nesse estudo, onde não foi encontrado efeito inibitório 
do óleo. Esses valores podem ter sido afetados pela diferença na concentração dos 
principais componentes majoritários (citronelal e geraniol) presente nas amostras. A 
CIM das bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus e Bacillus cereus 
apresentaram valores variando entre 1,9 µg mL-1 a 125 µg mL-1. Sendo que as 
amostras 3 e 4 não apresentaram inibição frente a cepa de Staphylococcus aureus. Já 
as bactérias Gram negativas variaram entre 1,9 a 500 µg mL-1. Podemos observar que 
dentre as bactérias Gram-negativas, a espécie Pseudomonas aeruginosa apresentou-
se mais resistente, encontrando-se valores de CIM de 500 µg mL-1 e não apresentou 
efeito inibitório em duas das amostras testadas, encontrando-se valores de CIM maior 
do que os valores encontrados por Andrade et. al, 2012. Bactérias gram-positivas e 
gram-negativas diferem quanto à suscetibilidade a um antibiótico individual, tal como 
a penicilina; bactérias gram-positivas geralmente são afetadas, enquanto a maioria 
das bactérias gram-negativas é naturalmente resistente (MADIGAN et al., 2016). 
Outro fato que pode explicar variações de eficácia das diferentes amostras testadas, 
pode ser por diferenças na composição química de cada óleo, que pode ser afetado 
por fatores ambientais que podem produzir variações nos componentes secundários 
das plantas como solo, clima, flora, local e método de cultivo (ROBBERS, SPPEDIE, 
TYLER, 1997), altura do corte e tempo de colheita (MARCO et al., 2007).

 A espécie Escherichia coli apresentou valores de CIM que variam entre 125 a 
250 µg. mL-1

, o que difere dos resultados encontrado por Andrade et. al, 2012, onde 
não houve inibição do micro-organismo frente a amostra do óleo essencial de citronela. 
Dentre as amostras testadas, a 3 e 4 apresentaram-se menos eficiente, ou seja não 
conseguiram inibir o crescimento de três espécies, sendo elas Staphylococcus aureus 
(Gram positiva) e Pseudomonas aeruginosa, Pectobacterium spp. (Gram negativas). 
As amostras 1, 2 e 3 apresentaram mesmo valor de CIM para as espécies Enterobacter 
aerogenes e Escherichia coli.

4 |  CONCLUSÃO

Com base no que foi demonstrado neste estudo, verificamos que os constituintes 
majoritários encontrados nos óleos essenciais de Cymbopogon nardus, foram o 
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citronelal e geraniol. Os parâmetros como cor e índice de refração estavam de acordo 
com as informações especificados na Farmacopéia Britânica.

A densidade relativa, índice de acidez e cinzas sulfatadas encontraram-se dentro 
das especificações dos fabricantes.

A atividade antioxidante foi evidenciada pelo método de sequestro de radicais 
DPPH● e pelo teste β-caroteno/ácido linoleico em todas as amostras comerciais 
testadas de óleo essencial de C. nardus.

Os óleos essenciais de C. nardus apresentaram atividade antibacteriana frente 
às Bactérias Gram positivas e Gram negativas testadas.

Os menores valores de CIM e de IC50 foram encontrados nas amostras 1 e 2, 
onde apresentaram maiores concentrações de seus compostos majoritários.
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RESUMO: A classificação sucessional tem 
utilizado critérios qualitativos e por isso, 
imprecisos. Os polímeros de parede celular de 
arbóreas pioneiras e não pioneiras geralmente 
são fundamentados apenas em hipóteses 
sobre a densidade da madeira destas espécies, 
faltando informações sobre a proporção da 
composição destes constituintes entre as 
classes sucessionais. O presente estudo foi 
realizado com o objetivo de caracterizar as 
proporções de carboidratos não estruturais 
(CNE) e polímeros de parede celular (PPC) de 
espécies arbóreas pioneiras e não pioneiras da 
Floresta Atlântica do Espírito Santo, Brasil. Este 
trabalho foi conduzido na floresta de tabuleiro 
da Reserva Natural Vale, município de Linhares. 
Foram quantificados os teores de carboidratos 

não estruturais (açúcares solúveis e amido) 
e polímeros de parede celular (celulose, 
hemiceluloses e lignina) de folhas e caule de 
árvores adultas das espécies pioneiras Senna 
multijuga var. verrucosa (Vogel) H.S. Irwin & 
Barneby, Miconia cinnamomifolia (DC.) Naudin 
e Bixa arborea Huber; e das não pioneiras  
Melanoxylon brauna Schott, Carpotroche 
brasiliensis (Raddi) Endl. e Neoraputia alba 
(Nees & Mart.) Emmerich. As espécies pioneiras 
mostraram maiores teores de açúcares 
solúveis no caule. As espécies não pioneiras 
se destacaram pelo maior teor de amido e PPC 
nas folhas. No caule, o teor desses polímeros 
em não pioneiras foram superiores em relação 
às pioneiras. Considerando que os CNE são 
moléculas instáveis sujeitas às variações 
ambientais, concluímos que os PPC sejam 
os mais seguros para caracterizar as classes 
sucessionais. Contudo, a lignina foi o composto 
que mais diferenciou entre as duas classes 
sucessionais (> 100%), indicando que o teor 
desse polímero seja o atributo quantitativo mais 
confiável para identificar espécies arbóreas 
pioneiras e não pioneiras da Floresta Atlântica.
PALAVRAS-CHAVE: Sucessão florestal, 
Açúcares solúveis, Lignina.
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CELL WALL POLYMERS AND NON-STRUCTURAL CARBOHYDRATES OF PIONEER 
AND NON- PIONEER TREE SPECIES OF ATLANTIC FOREST OF ESPÍRITO SANTO, 

BRAZIL

ABSTRACT: Classification of successional stages has used qualitative and therefore 
inaccurate criteria. Cell wall polymers of pioneer and non-pioneer trees species are 
generally based only on assumptions about the wood density of these species, lacking 
information on the proportion and composition of these constituents among successional 
classes. The aim of present study was to characterize the proportions of non-structural 
carbohydrates (NSC) and cell wall polymers (CWP) of pioneer and non-pioneer tree 
species from the Atlantic Forest of Espírito Santo, Brazil. This study was conducted in 
lowland forest of Vale Nature Reserve, city of Linhares. Non-structural carbohydrates 
(soluble sugars and starch) and cell wall polymers (cellulose, hemicelluloses, and 
lignin) were analysed in leaf and wood of mature trees of pioneer trees Senna multijuga 
var. verrucosa (Vogel) H.S. Irwin & Barneby, Miconia cinnamomifolia (DC.) Naudin, and 
Bixa arborea Huber; and non-pioneers trees Melanoxylon brauna Schott, Carpotroche 
brasiliensis (Raddi) Endl., and Neoraputia alba (Nees & Mart.) Emmerich. Pioneer 
species showed higher contents of soluble sugars in the wood. Non-pioneer species 
showed higher starch and CWP contents in the leaf. The content of these polymers 
in the wood of non-pioneer was higher than pioneer tree species. Whereas NSC are 
unstable molecules subject to environmental variations, we conclude that CWP are the 
safest to characterize successional classes. However, lignin was the compound that 
most differentiated between the two successional classes (> 100%) indicating that the 
content of this polymer is the most reliable quantitative criteria for identifying pioneer 
and non-pioneer tree species of Atlantic Forest.
KEYWORDS: Forest succession, Soluble sugars, Lignin.

1 |  INTRODUÇÃO

A divisão das espécies em classes sucessionais é um artifício utilizado para 
facilitar a compreensão da dinâmica das florestas e é baseada em observações 
empíricas (KITAJIMA, 1996). Isso é feito relacionando a posição dos indivíduos na 
floresta com o perfil do espectro luminoso incidente no local ocupado pela espécie 
(REICH et al., 2003).

Existem várias propostas para definir as classes sucessionais. BUDOWSKI (1965) 
propôs uma divisão das arbóreas em quatro classes: pioneiras, secundárias iniciais, 
secundárias tardias e clímax. Dada a dificuldade em diferenciar as três últimas classes, 
SWAINE e WHITMORE (1988) reconheceram apenas duas classes: pioneiras e não 
pioneiras. Esses autores definiram espécies pioneiras como aquelas que germinam, 
sobrevivem e crescem somente em clareiras e são, portanto, mais tolerantes à intensa 
irradiância. Já as espécies da categoria final ou tardia de sucessão (não pioneiras), são 
aquelas que exigem ambientes sombreados do sub-bosque para se estabelecerem.

O critério de classificação das espécies em suas classes sucessionais é 
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baseado nos seus hábitos ecofisiológicos seguindo padrões estritamente qualitativos 
e imprecisos. Por muito tempo tem sido afirmado que as pioneiras são fotoblásticas 
(FINEGAN, 1984; SWAINE e WHITMORE, 1988). Todavia, as arbóreas pioneiras e 
não pioneiras de florestais tropicais não tem mostrado exigência ao fator luminosidade 
(LIMA et al., 2008). Além da germinabilidade, outros critérios qualitativos têm sido 
adotados para categorizar espécies pioneiras e não pioneiras. As pioneiras têm sido 
diferenciadas das não pioneiras por possuírem maior velocidade de crescimento e taxa 
de fotossíntese, bem como menor longevidade e densidade da madeira (BUDOWSKI, 
1965; FINEGAN, 1984; WHITMORE, 1990), não ficando claros os limites inferiores e 
superiores dos valores de cada um desses caracteres.

Buscando relacionar as classes sucessionais com as taxas de crescimento em 
espécies tropicais do Brasil, SOUZA e VÁLIO (2003) constataram que as pioneiras, 
em comparação as não pioneiras, apresentaram maior taxa de crescimento tanto em 
pleno sol como na sombra. Já FRIGERI (2007) relatou que espécies pioneiras e não 
pioneiras apresentaram maiores taxas de crescimento em 50% da irradiância do sol. 
Esses resultados denotam a falta de um padrão das taxas de crescimento das classes 
sucessionais (ELLIS et al., 2000), mesmo sendo uma variável quantitativa.

Considerando que espécies de crescimento rápido requerem maior demanda 
de fotoassimilados para sua atividade metabólica (POORTER e BONGERS, 2006; 
POORTER et al., 2010; LI et al., 2016; MARTÍNEZ-VILALTA et al., 2016), espécies 
pioneiras tem mostrado maiores taxas fotossintéticas em relação as não pioneiras 
na fase juvenil (PORTES et al., 2010). No entanto, em outros estudos com espécies 
pioneiras e não pioneiras, as taxas fotossintéticas não mostraram diferenças entre 
as classes sucessionais em pleno sol ou em sombreamento (NOGUEIRA et al., 
2004; RIBEIRO et al., 2009), demonstrando que essa variável não segue um padrão 
bem definido de valores, pelo menos na fase juvenil. Na fase adulta há uma falta de 
informações sobre os limites inferiores e superiores das taxas de fotossíntese em 
espécies arbóreas pioneiras e não pioneiras.

De todos os critérios utilizados para categorizar espécies pioneiras e não 
pioneiras, o que parece ser menos vulnerável as variações ambientais e das fases da 
ontogenia seja a densidade da madeira (NOVAES et al., 2010; POORTER et al., 2010). 
As espécies não pioneiras são reconhecidas pela maior densidade da sua madeira 
associada ao seu crescimento lento (KING et al., 2005; POORTER et al., 2010). Isso 
sugere que as espécies não pioneiras devam possuir maior teor de polímeros de 
parede celular como a celulose, as hemiceluloses e a lignina.

A partir destas informações, foi possível hipotetizar que espécies arbóreas 
não pioneiras de florestas tropicais devam apresentar maiores teores de celulose, 
hemiceluloses e lignina em órgãos fonte (folhas) e dreno (caule) em relação às pioneiras. 
Em contrapartida, as espécies arbóreas pioneiras devam apresentar maiores teores 
de açúcares solúveis em relação às não pioneiras, como demanda de fotoassimilados 
para o acelerado estabelecimento e rápido crescimento dessa classe. O trabalho 
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foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar as proporções de carboidratos não 
estruturais (CNE) e de polímeros de parede celular (PPC) de espécies arbóreas 
tropicais pioneiras e não pioneiras, visando propor critérios quantitativos que possam 
ser utilizados na classificação sucessional de espécies arbóreas da Floresta Atlântica.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Área de estudo

Este trabalho foi realizado em um fragmento da Floresta Atlântica na vegetação 
de tabuleiro da Reserva Natural Vale (RNV), localizado no município de Linhares, 
estado do Espírito Santo, Brasil (19°11’30’’ S e 40°05’46’’ W, 58 m de altitude). Para 
o objetivo proposto foram coletadas amostras de folhas e caule de sete árvores das 
espécies pioneiras Senna multijuga var. verrucosa (Vogel) H.S. Irwin & Barneby 
(Caesalpiniaceae), Miconia cinnamomifolia (DC.) Naudin (Melastomataceae) e 
Bixa arborea Huber (Bixaceae) e das não pioneiras Melanoxylon brauna Schott 
(Caesalpiniaceae), Carpotroche brasiliensis (Raddi) Endl. (Achariaceae) e Neoraputia 
alba (Nees & Mart.) Emmerich (Rutaceae) bem representadas na floresta da RNV 
(LORENZI, 2002; 2008). A altura média e diâmetro à altura do peito (DAP) das 
espécies pioneiras e não pioneiras foi de 16 m e 24 cm, respectivamente. Amostras 
de folhas completamente expandidas do terceiro ao quarto nó apical dos ramos e 
segmentos caulinares retirados com auxílio de trado de incremento no nível do DAP 
foram coletadas e armazenadas em nitrogênio líquido.

2.2 Carboidratos não estruturais

Amostras de folhas e segmentos caulinares foram congeladas em ultrafreezer 
-80°C, liofilizadas e, em seguida, pulverizadas em moinho de bola (Modelo TE-350, 
TECNAL, São Paulo, Brasil) e armazenadas em temperatura ambiente. Para a extração 
de açúcares solúveis (POLLOCK, 1986), 10 mg do pó foi pesado e submetidos a quatro 
extrações subsequentes com 1,5 mL de etanol 80% em banho-maria a 80°C durante 
20 minutos. O precipitado foi seco em estufa 50°C durante 24 horas e armazenado 
em temperatura ambiente para posterior análise de amido. O volume total da extração 
etanólica foi evaporado em concentrador de amostras (Thermo Scientific Express 
SC250EXP SpeedVac®, Massachusetts, EUA), ressuspendido em 1 mL com água 
ultrapura Milli-Q e analisados os teores de açúcares solúveis (glicose, frutose e 
sacarose) por cromatografia líquida de troca aniônica de alta performance (HPAEC/
PAD – High Performance Anion Exchange Chromatography With Pulsed Amperometric 
Detection) em sistema Dionex-DX500 (Texas, EUA).

A dosagem de amido seguiu o método de AMARAL et al. (2007). Após remoção 
dos açúcares solúveis da etapa anterior, foram adicionados ao precipitado 0.5 mL (120 
U mL-1) de α-amilase termoestável (EC 3.2.1.1) de Bacillus licheniformis (Megazime® 
Inc., Austrália), diluída em tampão MOPS 10 mM em pH 6,5 seguido de incubação a 



Avanços Científicos, Tecnológicos e de Inovação na Botânica Capítulo 6 68

75°C por 30 minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez, totalizando 120 
unidades de enzima. As amostras foram resfriadas até 50°C, e então foi adicionado 
0,5 mL de uma solução contendo 30 U mL-1 de amiloglucosidase (EC 3.2.1.3) de 
Aspergillus niger (Megazime® Inc., Austrália) em tampão acetato de sódio 100 mM em 
pH 4,5 seguido de incubação a 50°C por 30 minutos. Este procedimento foi repetido 
mais uma vez. Após as incubações, foram acrescentados 50 µL de ácido perclórico 0,8 
M para interromper a reação enzimática. A dosagem de amido prosseguiu através da 
quantificação de glicose liberada no processo de hidrólise do amido. Foram utilizados 
50 µL do extrato com 250 µL do reagente Glicose PAP Liquiform (CenterLab, Brasil), 
contendo as enzimas glicose-oxidase (11000 U mL-1) e peroxidase (700 U mL-1), 
290 µmol L-1 de 4-aminoantipirina e 50 mM de fenol pH 7,5. Após incubação por 15 
minutos a 37°C, o teor de glicose foi determinado em espectrofotômetro acoplado 
a leitor de ELISA (Thermo Scientific Express Multiskan FC Microplate Photometer, 
Massachusetts, EUA) em comprimento de onda de 490 nm.

2.3  Polímeros de parede celular

A extração e determinação de celulose seguiu o protocolo de BRENDEL et 
al. (2000), utilizando-se 100 mg de amostras pulverizadas. Para determinação das 
hemiceluloses foi utilizado 50 mg das amostras seguindo o método de SCHÄDEL et 
al. (2010) modificado em que a extração enzimática do amido foi substituída pela 
extração em DMSO 90% (CARPITA e KANABUS, 1987). A extração e determinação de 
lignina seguiram a metodologia de DOS SANTOS et al. (2008). Foram utilizadas 150 
mg das amostras pulverizadas e a determinação do conteúdo de lignina foi realizada 
através da leitura em espectrofotômetro (Thermo Scientific GENESYS 10S UV-Vis 
Spectrophotometer, Massachusetts, EUA) em 280 nm.

2.4 Análise estatística

Os dados foram testados utilizando o software estatístico InfoStat (Versão 2018, 
Grupo InfoStat, FCA, Universidade Nacional de Córdoba, Argentina) para análise de 
distribuição de normalidade com o teste de Shapiro–Wilk e para análise de variância 
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,01).

3 |  RESULTADOS

3.1 Carboidratos não estruturais

Nas folhas, os teores de glicose, frutose e sacarose não diferiram entre as 
duas classes sucessionais (Figura 1). A pioneira B. arborea se destacou pelos 
maiores teores de glicose (1,5 mg.g-1 Massa Seca = MS) e frutose (1,8 mg.g-1 MS). 
S. multijuga apresentou maior teor de sacarose representando menos que 0,3 mg.g-1 
MS. Curiosamente, M. cinnamomifolia não apresentou teores de sacarose nas folhas 
mesmo utilizando sete repetições. Nas não pioneiras, C. brasiliensis mostrou maiores 



Avanços Científicos, Tecnológicos e de Inovação na Botânica Capítulo 6 69

teores de glicose (1,8 mg.g-1 MS), frutose (1,5 mg.g-1 MS) e sacarose (0,33 mg.g-1 
MS). Para o xilema secundário do caule, as concentrações dos açúcares solúveis 
variaram entre as classes sucessionais (Figura 1). As pioneiras mostraram maiores 
teores de glicose (6 mg.g-1 MS), frutose (2,3 mg.g-1 MS) e sacarose (7,9 mg.g-1 MS), 
enquanto as espécies não pioneiras apresentaram valores de 1,5 mg.g-1 MS, 0,8 mg.g-1 
MS e 4,3 mg.g-1 MS, respectivamente. Esses critérios quantitativos nas pioneiras se 
caracterizaram por teores de glicose ≥ 5 mg.g-1 MS, frutose ≥ 2 mg.g-1 MS e sacarose 
≥ 7 mg.g-1 MS e nas não pioneiras os valores foram de glicose ≤ 2 mg.g-1 MS, frutose 
≤ 1,5 mg.g-1 MS e sacarose ≤ 4 mg.g-1 MS. Comparando os órgãos fonte e dreno, 
verificou-se que nas folhas a sacarose foi a menor fração dos açúcares solúveis, 
enquanto no caule, foi a maior fração.

As espécies não pioneiras se destacaram pelos maiores teores de amido foliar 
(Figura 1), com valores ≥ 1,8 mg.g-1 MS, enquanto nas pioneiras esses valores foram ≤ 
1,2 mg.g-1 MS (Tabela 4). A espécie não pioneira N. alba mostrou maior teor de amido 
representando 6,1 mg.g-1 MS. O teor de amido caulinar não diferenciou entre as duas 
classes sucessionais (Figura 1). Diferente do observado nas folhas, a espécie não 
pioneira N. alba apresentou o menor valor de amido representando apenas 0,8 mg.g-1 
MS, enquanto a espécie C. brasiliensis, da mesma classe sucessional, se destacou 
pelo maior teor de amido chegando a representar 5,7 mg.g-1 MS.
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Figura 1. Teores de carboidratos não estruturais (glicose, frutose, sacarose e amido) nas 
folhas e no caule de espécies arbóreas pioneiras e não pioneiras da Floresta Atlântica do 

Espírito Santo, Brasil. Os gráficos menores e sobrescritos representam as médias dos teores 
de carboidratos não estruturais de cada classe sucessional (n = 21). As barras verticais 
representam o desvio padrão da média (n = 7). Dois asteriscos representam diferenças 

significativas entre as classes (P < 0,01).

3.2 Polímeros de parede celular

Os teores de polímeros de parede celular (celulose, hemiceluloses e lignina) 
foram maiores nas folhas e no caule das espécies não pioneiras (Figura 2). O teor 
da celulose nas folhas nas espécies não pioneiras foi ≥ 8 mg.g-1 MS e no caule ≥ 31 
mg.g-1 MS, enquanto nas pioneiras esses valores nas folhas foram ≤ 6,5 mg.g-1 MS 
e no caule ≤ 28 mg.g-1 MS (Figura 2). Os teores de celulose nas folhas e no caule 
das espécies não pioneiras foi 83% e 57% maior, respectivamente, em relação as 
espécies pioneiras.

Os valores da concentração de hemiceluloses das espécies não pioneiras foram 
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≥ 14 mg.g-1 MS nas folhas e ≥ 21 mg.g-1 MS no caule. As pioneiras exibiram teores 
de hemiceluloses ≤ 10 mg.g-1 MS nas folhas e ≤ 17 mg.g-1 MS no caule (Figura 2). 
Comparando as duas classes sucessionais, o teor de hemiceluloses nas folhas das 
não pioneiras foi 83% maior em relação as pioneiras enquanto no caule esse valor foi 
de 65%.

A lignina demonstrou ser um critério quantitativo bem representativo para as 
duas classes sucessionais (Figura 2). As espécies não pioneiras apresentaram teores 
de lignina ≥ 3 mg.g-1 MS nas folhas e ≥ 15 mg.g-1 MS no caule, enquanto nas pioneiras 
os teores de lignina foram ≤ 1,8 mg.g-1 MS nas folhas e ≤ 10 mg.g-1 MS no caule. O teor 
de lignina nas folhas e no caule das espécies não pioneiras foi cerca de 120% maior 
em relação as pioneiras.

Figura 2. Teores de polímeros de parede celular (celulose, hemiceluloses e lignina) nas folhas e 
no caule de espécies arbóreas pioneiras e não pioneiras da Floresta Atlântica do Espírito Santo, 
Brasil. Os gráficos menores e sobrescritos representam as médias dos teores de polímeros de 
parede celular de cada classe sucessional (n = 21). As barras verticais representam o desvio 

padrão da média (n = 7). Dois asteriscos representam diferenças significativas entre as classes 
(P < 0,01).

4 |  DISCUSSÃO

As características ecofisiológicas das espécies pioneiras e não pioneiras do 
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presente estudo mostraram algumas semelhanças com as descrições de BUDOWSKI 
(1965), FINEGAN (1984) e WHITMORE (1990). De acordo com esses autores, a 
maior longevidade foliar e densidade do caule das espécies não pioneiras podem 
estar associadas aos maiores teores de polímeros de parede celular como constatado 
nos resultados do presente estudo.

Partindo do pressuposto de que as espécies pioneiras possuem maiores taxas 
fotossintéticas exigidas pelo rápido crescimento (POORTER e BONGERS, 2006; 
POORTER et al., 2010; LI et al., 2016; MARTÍNEZ-VILALTA et al., 2016), é esperado 
encontrar maiores concentrações de fotoassimilados nos órgãos fonte e dreno dessa 
classe. Porém, os teores de glicose, frutose e sacarose das folhas não diferenciou 
entre as duas classes sucessionais. Isso pode ter ocorrido devido a uma única análise 
temporal. Outro aspecto que deve ser considerado é a respiração celular mais ativa 
nessa classe sucessional (PORTES et al., 2010; LI et al., 2016; MARTÍNEZ-VILALTA 
et al., 2016). Isso poderia ter proporcionado o metabolismo dos fotoassimilados 
excedentes se igualando aos teores dos açúcares solúveis das espécies não pioneiras. 
Outro fator que precisa ser considerado é a variabilidade interespecífica (ALBERT 
et al., 2010). A variação da concentração de açúcares solúveis entre as espécies 
pioneiras foi elevada, assim como também foi observado para as não pioneiras.

Considerando que as espécies não pioneiras devam apresentar menor atividade 
fotossintética em relação às pioneiras (KING et al., 2005; POORTER et al., 2010), 
consequentemente reflete em maior teor de amido nas espécies dessa classe 
sucessional como constatado no presente estudo, exercendo a função como carboidrato 
de reserva temporário em espécies que apresentam baixa taxa de crescimento (LI et 
al., 2016; MARTÍNEZ-VILALTA et al., 2016).

Além do papel de reserva, o acúmulo de amido estimula a biossíntese de lignina 
em espécies de crescimento lento (HARDING et al., 2009; NOVAES et al., 2010) como 
as espécies não pioneiras (KING et al., 2005; POORTER et al., 2010). Uma correlação 
positiva entre a biossíntese de lignina, concentração de amido e taxas de crescimento 
reduzido tem sido observada em alguns estudos com espécies arbóreas de rápido e 
lento crescimento do hemisfério norte (HARDING et al., 2009; NOVAES et al., 2010). 
Diferente do amido que mostrou considerável variabilidade interespecífica nas folhas 
das espécies não pioneiras, a lignina não apresentou essa característica. Da mesma 
forma que a lignina tem sua síntese estimulada pelo amido, podemos hipotetizar que 
a maior concentração da celulose e das hemiceluloses nas folhas das espécies não 
pioneiras também esteja sob controle da concentração de amido.

Os resultados obtidos nas análises dos polímeros de parede celular foram 
altamente satisfatórios e inéditos sob o ponto de vista ecológico. O maior teor de 
celulose, hemiceluloses e lignina verificado nas folhas de espécies não pioneiras 
do presente estudo parece estar associado a maior longevidade foliar dessa classe 
(POORTER e BONGERS, 2006). De acordo com estes autores, folhas com maior 
longevidade são densas e caras para serem produzidas, porém, têm maior espessura 
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e são capazes de resistir a danos físicos e impedir herbívoros generalistas. Folhas 
mais densas resultam de células densamente empacotadas, levando à limitação de 
difusão do CO2 dentro da folha, e consequentemente, proporcionando menores taxas 
fotossintéticas (PORTES et al., 2010).

A possível maior atividade fotossintética das espécies pioneiras pode ter refletido 
na maior translocação dos fotoassimilados do órgão fonte (folhas) para o órgão 
dreno (caule), confirmado pelas maiores concentrações dos açúcares solúveis no 
caule das espécies dessa classe sucessional. Considerando que os fotoassimilados 
não foram utilizados mais eficientemente na síntese de celulose, hemiceluloses e 
lignina (menores teores de polímeros de parede celular em relação as espécies não 
pioneiras), podemos deduzir que a taxa da respiração celular seja maior do que a 
biossíntese dos polímeros de parede celular nas espécies pioneiras. Tal hipótese é 
sustentada pela informação de que as espécies dessa classe sucessional apresentam 
maior velocidade de crescimento (POORTER e BONGERS, 2006; POORTER et al., 
2010; LI et al., 2016; MARTÍNEZ-VILALTA et al., 2016) o que exige maior demanda de 
compostos ricos em carbono para a respiração celular (PORTES et al. 2010; LI et al., 
2016; MARTÍNEZ-VILALTA et al., 2016).

Diferente das pioneiras, as espécies não pioneiras apresentaram maiores teores 
de polímeros de parede celular no caule relacionado com a menor taxa de crescimento 
(KING et al., 2005; POORTER e BONGERS, 2006; POORTER et al., 2010) e menor 
taxa de respiração celular das espécies tolerantes à sombra (PORTES et al., 2010; 
MARTÍNEZ-VILALTA et al., 2016). Com isso, a maior concentração dos fotoassimilados 
estimularia a atividade da enzima celulose sintase (GIBEAUT et al., 2001). O maior 
teor de celulose verificado em espécies não pioneiras desse estudo parece contribuir 
para a resistência à tração paralela das fibras, devido a presença de fortes ligações 
covalentes nos anéis piranose e entre unidades de glicose da cadeia do polímero de 
celulose. Já a lignina é parcialmente responsável por sua resistência à compressão 
(GARCÍA HORTAL, 2007).

A grande diferença encontrada nos resultados de lignina comparado com 
a celulose e hemiceluloses foram determinantes na diferenciação dos dois grupos 
ecológicos aqui avaliados, em virtude da diferença verificada entre as duas classes 
sucessionais e os órgãos na concentração deste polímero, que no caule foi de 
122% e nas folhas de 133%. KIRST et al. (2004) estudando a relação da lignina 
com o crescimento de espécies arbóreas indicaram uma clara associação entre a 
composição da parede celular e o crescimento da planta. Estes autores relataram que 
a transcrição dos genes que codificam enzimas da via biossintética de monolignóis, 
precursores da síntese de lignina, são mais eficientes em árvores de crescimento 
lento confirmado pela maior relação siringila/guaiacila (S/G), unidades precursoras 
da lignina. Segundo NOVAES et al. (2010), a alocação de carbono para a síntese de 
lignina é mais eficiente do que o dreno dos carboidratos para a síntese de celulose e 
hemiceluloses em espécies de crescimento lento como as não pioneiras.



Avanços Científicos, Tecnológicos e de Inovação na Botânica Capítulo 6 74

As hipóteses levantadas nesse estudo foram confirmadas onde se constatou que 
as espécies pioneiras apresentaram maiores teores de açúcares solúveis (glicose, 
frutose e sacarose) no caule, enquanto as não pioneiras exibiram maiores teores de 
amido nas folhas e de polímeros de parede celular (celulose, hemiceluloses e lignina) 
nos órgãos fonte e dreno.

5 |  CONCLUSÃO

De todas as variáveis analisadas, os polímeros de parede celular foram os que 
mostraram diferenças relevantes entre as espécies pioneiras e não pioneiras desse 
estudo. Deste modo, a determinação dos polímeros de parede celular é o mais 
indicado para classificação de espécies pioneiras e não pioneiras devido a maior 
estabilidade dessas moléculas. Todavia, dentre os polímeros a lignina foliar e caulinar 
apresentou maior diferença entre as duas classes sucessionais, especialmente em 
folhas. Considerando a facilidade de coleta e procedimento de análise, concluímos 
que a determinação de lignina foliar é a mais indicada para auxiliar na classificação 
de espécies arbóreas pioneiras e não pioneiras da Floresta Atlântica do estado do 
Espírito Santo.
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RESUMO: A regulação biossintética dos 
constituintes de óleos essenciais é determinada 
por expressão gênica, no entanto, sabe-se 
que a síntese de metabólitos especiais está 
intimamente relacionada com as respostas ao 
meio no qual o vegetal está inserido. Portanto, 
este capítulo tem como objetivo realizar uma 
breve revisão dos diversos fatores que podem 
alterar a qualidade, produção e composição 
química de óleos essenciais. Abordagem 
centrada, também, nos fatores classificados 
como bióticos, abióticos e os provenientes 
de ações de transformações de plantas com 
potenciais econômicos. Com o levantamento 
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realizado, registra-se que as concentrações de substâncias presentes em óleos 
essenciais são frequentemente afetadas por diferentes fatores, como temperatura, 
intensidade luminosa, estresse hídrico, disponibilidade de nutrientes no solo, 
predação, parasitismo, ciclo circadiano, sazonalidade, estímulos mecânicos, dentre 
outros. Igualmente, imprecisões nos processos de manipulação da planta, da qual 
serão obtidos os óleos essenciais, também exercem força atuante no acúmulo de 
metabólitos especiais que constituem os óleos essenciais, tendo como exemplo as 
condições de coleta, monda, limpeza, bioeliminação, armazenamento, processos de 
secagem, estabilização, cominuição e os diferentes tipos de extrações. Estes fatores 
podem causar uma alteração significativa na qualidade e quantidade das substâncias 
químicas componentes de óleos essenciais. Muitas das vezes é difícil atribuir uma 
mudança a um fator específico, pois geralmente, a influência é complexa e envolve 
vários agentes de estresse simultaneamente, alterando as características dos voláteis, 
particularmente, a composição química que está diretamente associado ao seu valor 
terapêutico. Nesse contexto, a compreensão dos aspectos que atuam no controle de 
qualidade e produção de óleos essenciais é um tema importante a ser investigado e 
merece atenção por parte da comunidade científica, pois podem ocasionar problemas 
de saúde, implicações ecológicas e industriais.
PALAVRAS-CHAVE: Ecologia química; Fatores Abióticos; Fatores Bióticos; Tecnologia 
Farmacêutica.

PRODUCTION AND CHEMICAL VARIATIONS OF ESSENTIAL OILS: A BRIEF 
REVIEW OF FACTORS AFFECTING QUALITY AND QUANTITY

ABSTRACT: The biosynthetic regulation of essential oil constituents is determined 
by gene expression, however, it is known that the synthesis of special metabolites is 
closely related to the responses to the environment in which the vegetable is introduced. 
Therefore, this chapter aims to conduct a brief review of the many factors that may alter 
the quality and production of essential oils. Approach also focused on factors classified 
as biotic, abiotic and those resulting from actions of plant transformations with economic 
potential. Based on literature records, it was registered that the concentrations of the 
substances in the essential oils would often be affected by different factors, such as 
temperature, light intensity, water stress, soil nutrients, predation, parasitism, circadian 
cycle, seasonality, mechanical stimuli, among others. Likewise, inaccuracies in the 
handling processes of the plant, from which the essential oils will be obtained, also 
exert an active force in the accumulation of these metabolites, such as the conditions of 
collection, weeding, cleaning, bioelimination, storage, drying processes, stabilization, 
comminution and the different types of extractions. These factors can cause a significant 
change in the composition of the volatiles. It is often difficult to assign a change to 
a specific factor, as the influence is often complex and involves several stressors 
simultaneously, changing the characteristics of volatiles, particularly the chemical 
composition that is directly associated with their therapeutic value. In this context, the 
understanding of the aspects that act in the quality control and production of essential 
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oils is an important subject to be investigated and deserves attention from the scientific 
community, as they may cause health problems, ecological and industrial implications.

KEYWORDS: Chemical ecology; Abiotic factors; Biotic factors; Pharmaceutical 
technology.

1 |  INTRODUÇÃO

Óleos essenciais (OE) são misturas complexas de substâncias lipossolúveis, 
voláteis, geralmente odoríferas e aromáticas produzidas a partir do metabolismo 
especial de plantas. Geralmente, essa mistura é composta de substâncias como os 
terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos), arilpropanoides e, raramente, substâncias 
leves sulfuradas e nitrogenadas (MAGEL et al., 2006; LEE; DING, 2016). 

O acúmulo dessas micromoléculas em misturas complexas tem ação de proteção 
e sinalização inter e intra-específica para o vegetal, ademais, estudos recentes 
demostraram a sua relevância para a saúde humana (BOUYAHYA et al., 2017; SALEHI 
et al., 2018; SALEM et al., 2018;). 

Em geral, a regulação biossintética dos constituintes químicos dos OE é 
determinada por expressão gênica, no entanto, sabe-se que a qualidade da constituição 
fitoquímica dos OE produzida pelo vegetal pode sofrer variações decorrentes da 
influência de processos bioquímicos, ecológicos, fisiológicos, ambientais e manipulação 
da planta (YOSR et al., 2013;  BOUYAHYA et al., 2017).  Assim, os voláteis podem se 
converter facilmente por reações de oxidação, isomerização, ciclização polimerização 
ou desidrogenação, acionadas enzimaticamente ou quimicamente. Essa variação 
causada pelas respostas ambientais e fisiológicas tem sido um dos principais 
obstáculos para garantir a qualidade de OE, como também, a colheita, pós-colheita e 
ações de transformações na produção industrial de fitomedicamentos e até mesmo de 
cosméticos (BOUYAHYA et al., 2017; SALEHI et al., 2018;  SALEM et al., 2018).

Portanto, este capítulo tem como objetivo realizar uma breve revisão dos 
diversos fatores que podem alterar a qualidade, produção e composição química de 
OE. Abordagem centrada, também, nos fatores classificados como bióticos, abióticos 
e os provenientes de ações de transformações de plantas com potenciais econômicos.

2 |  QUAIS SÃO AS FUNÇÕES EXERCIDAS POR ÓLEOS ESSENCIAIS E QUAIS 

FATORES ALTERAM SUA COMPOSIÇÃO? 

Os OE exercem várias funções ecológicas, dentre essas estão a comunicação 
entre plantas (volatilização e lixiviação); defesa contra outras plantas (alelopatia 
positiva e negativa); defesa contra parasitas, incluindo fungos e bactérias; defesa 
contra herbivoria; atração de disseminadores de sementes e polinizadores; interação 
com feromônios; proteção contra estresses ambientais (antioxidantes); atração de 
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inimigos naturais de herbívoros (ABBAS et al., 2017; LOAIZA; CÉSPEDES, 2007).
Vale ressaltar que a biossíntese da maioria dos metabólitos especiais, incluindo 

terpenos e arilpropanoides, tende a ocorrer em estágios específicos durante o 
desenvolvimento da planta e dentro de tecidos específicos. Dependendo do tecido/
parte da planta em estudo, composições químicas totalmente diferentes podem ser 
obtidas (ABBAS et al., 2017; YU; UTSUMI, 2009). Essa diferenciação na distribuição/
armazenamento dos processos de biossíntese e de substâncias que compõe os OE 
nos diferentes compartimentos vegetativos tem inter-relação com a questão evolutiva 
específica de cada táxon, denominado de co-evolução bioquímica. Esse fato sugere 
uma especialização a depender das relações ecológicas estabelecidas durante a 
história dessa espécie no ambiente (GOTTLIEB et al.,1996; FIGUEIREDO et al., 2008; 
GOTTLIEB et al., 2012).

O ambiente também influencia de forma direta na produção/composição química 
dos OE nas plantas de maneira qualitativa e quantitativa. As plantas respondem 
aos estímulos externos, com finalidade de sobreviver às adversidades impostas, 
através de modificações morfológicas ou fisiológicas como respostas imediatas. 
Dessa forma, didaticamente, é possível compreender que os fatores que influenciam/ 
alteram a produção de OE são três: os bióticos, abióticos e bioquímicos/genéticos 
(GOTTLIEB et al., 2012; LOAIZA; CÉSPEDES, 2007; GOBBO-NETO; LOPES, 2007). 

Os fatores bióticos envolvem a própria planta, como o estágio de desenvolvimento 
dos órgãos, dos tecidos, das células produtoras e dos estágios fenológicos.  Outrossim, 
ainda existem modificações associadas às funções ecológicas, anteriormente 
mencionadas (ABBAS et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2008; LOAIZA; CÉSPEDES, 
2007);

Os fatores abióticos podem ser considerados aqueles que são derivados de 
aspectos físicos, químicos ou físico-químicos do meio ambiente, tais como a qualidade 
luminosa disponível, variações climáticas (umidade relativa, ventos, temperatura e 
precipitações), disponibilidade de nutrientes e de água, danos físicos, composição 
atmosférica (poluição), presença de reguladores do crescimento e variações sazonais 
(ABBAS et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2008; LOAIZA; CÉSPEDES, 2007);

Os fatores genéticos e bioquímicos são os intrínsecos, tais como as 
multifuncionalidades enzimáticas, alterações epigenéticas que incluem mudanças na 
estrutura da cromatina (remodelação da cromatina/ metilação do DNA), transcrição 
de genes inativos, como também estenose do cromossomo (dilatação, duplicação, 
inversão, translocação, crossing over) (ABBAS et al., 2017; YU; UTSUMI, 2009; 
LOAIZA; CÉSPEDES, 2007).

Entende-se que esses fatores não são dissociados e somam-se uns aos outros 
(ABBAS et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2008). Essas alterações nas composições 
químicas dos OE, derivadas da diversidade de rotas metabólicas e de enzimas 
catalisadoras de múltiplos substratos, direcionam-se a promover riquezas estruturais 
e uma complexidade biossintética em plantas, que muitas das vezes, apresentam-se 
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restritas a uma determinada família vegetal e, em alguns casos, em uma única espécie 
(WENG et al., 2012).

3 |  COMO A BIODIVERSIDADE CORROBORA COM A VARIAÇÃO QUÍMICA E 

PROMOVE CLASSIFICAÇÕES PARA OS ÓLEOS ESSENCIAIS? 

A quimiodiversidade ou diversidade química é oriunda das diversas variações 
proveniente das relações entre e intra os ecossistemas existentes, por meio da 
plasticidade fenotípica (GUO et al., 2008; WENG et al., 2012).

Assim como a biodiversidade, entender os conceitos de variações intraespecíficas 
é fundamental para compreender a quimiodiversidade. Ainda, as variações são 
medidas pelas expressões fenotípicas (fisiológico e morfológico), que são derivadas 
de um genótipo, quando exposto a diferentes ambientes (GUO et al., 2008; WENG et 
al., 2012). 

Os OE são misturas que possuem classes de substâncias com o maior número 
em diversidade estrutural, sendo, então, importantes para os estudos sobre variações 
químicas em plantas e de contribuições para o entendimento da quimiodiversidade. 
Como resultado, a característica mais apreciável nos OE é o aspecto sensorial olfativo, 
pois as alterações associadas às variações na composição química, frequentemente, 
são perceptíveis ao sistema olfativo humano e animal (SIMÕES et al., 2017). 

Até o final do Século XIX, pesquisadores já possuíam a compreensão de que 
os OE podiam ter sua composição química modificada de acordo com a região na 
qual as plantas eram cultivadas. Sendo assim, os OE comerciais recebiam, muita 
vezes, o nome dessas regiões, que se denominavam geotipos (WOLFFENBÜTTEL, 
2016). A primeira tentativa de classificação desses OE foi proposta em 1975 por Pierre 
Franchomme, com uma terminologia denominada por ele como “assinatura bioquímica 
das plantas”, ou chemotype (ou chimiotype ou race chimique). Esses quimiotipos (QT) 
tinham como definição apenas a variação no componente principal dos OE de uma 
mesma espécie, nos diferentes ambientes. Em 2006, essa definição foi formalizada 
pela União Europeia pelo Registration, evaluation and authorisation of chemicals 
(REACh) (FRANCHOMME et al., 2001).

Com os avanços dos estudos sobre os polimorfismos químicos dos OE surgiram 
diversos conceitos associados aos termos de Pierre Franchomme. O significado 
somente atinge a mais ampla compreensão, até o momento, quando foram considerados 
os fatores extrínsecos (a soma dos fatores bióticos, abióticos e de ações antrópicas), 
e fatores intrínsecos (fatores bioquímicos e genéticos) (Figura 2). O entendimento 
sobre os fenômenos das variações intraespecíficas ampliou o conceito de QT e houve 
a introdução de outras classificações para OE, entre essas estão geotipo e ecotipo. 
Assim, esses termos são definidos como: 

I - Quimiotipos (i.e. raça química): variações intraespecíficas contínuas 
expressas na alteração da substância química majoritária do OE de uma espécie, 
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que são derivadas de pequenas alterações genéticas, e que proporcione pouco ou 
nenhum efeito na morfologia e grande mudança no fenótipo químico, sem inviabilizar 
o cruzamento com sucesso com outro membro da mesma espécie e podendo garantir 
a transferência da modificação hereditariamente. Tem como requisito uma expressão 
fenotípica química diferente, mesmo quando cultivado em ambiente diferente do 
habitat, com a existência de uma mesma espécie com elevado grau de concordância 
no genótipo (GUO et al., 2008; HILAN et al., 2011; POLATOGLU, 2013; HASHEMI et 
al., 2018). 

II – Ecotipos (i.e. raça ecológica): variações intraespecíficas contínuas expressas 
na alteração da substância química majoritária do OE de uma espécie, derivadas de 
alterações genéticas, com modificações morfológicas significativas e sem inviabilizar o 
cruzamento com sucesso com outro membro da mesma espécie. Tem como requisito a 
possibilidade de ter uma expressão fenotípica química e morfológica diferente, mesmo 
quando cultivado em ambiente diferente do habitat, com a existência de uma mesma 
espécie com elevado grau de concordância no genótipo (GUO et al., 2008; HASHEMI 
et al., 2018). 

III – Geotipos (i.e. respostas ambientais; variações químicas): variações 
intraespecíficas descontínuas expressas nas alterações da substância química 
majoritária do OE de uma espécie, derivados, exclusivamente, das pressões associadas 
aos fatores abióticos e bióticos, sem inviabilizar o cruzamento com sucesso com outro 
membro da mesma espécie. Estes polimorfismos químicos estão associados aos 
processos de aclimatização, tendo como requisito ter uma expressão fenotípica química 
e morfológica igual, mesmo quando cultivado em ambiente diferente do habitat, com 
a existência de uma mesma espécie com elevado grau de concordância no genótipo 
(KURLOVICH, 1998; GUO et al., 2008; WOLFFENBÜTTEL, 2016; HASHEMI et al., 
2018;).

Na literatura, muitas vezes, o termo QT é utilizado como sinônimo para geotipo e 
ecotipo. Para Guo e colaboradores (2008) esse fato advém da carência de orientação 
teórica sistemática sobre a temática. Segundo esses autores, existe uma relação 
muito alta entre o aumento de plasticidade fenotípica e o ecotipo. Relatam também, 
que existe uma relação entre plasticidade fenotípica morfológica com os quimiotipos, 
mas não é condicionante. Então, é postulado que todo QT pode ser um ecotipo e nem 
todo ecotipo é um QT (Figura 1). Para isso, é necessária uma análise sobre todos os 
fatores (ambientais e morfológicos), com finalidade de atribuir corretamente o conceito 
aos resultados (GUO et al., 2008; POLATOGLU, 2013). 

Comumente, o termo geotipo não é mais empregado cientificamente, apenas 
com finalidades comerciais, adotando apenas a nomenclatura variação química e para 
descrever OE típicos de uma certa regiões (HASHEMI et al., 2018; WOLFFENBÜTTEL, 
2016). O termo ecotipo foi introduzido recentemente para os estudos de OE (GUO et 
al., 2008). Alguns autores apontam a existência dos QT em OE como um processo de 
especiação (FRELLO; HESLOP-HARRISON, 2000; TAVARES et al., 2005). 
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Figura 1. Esquema representativo das relações entre os conceitos de quimiotipos, ecotipos e 
geotipos em relações aos fatores de influência na produção de óleos essencias, plasticidade 

fenotípica e o processo de aclimatização e adaptação.

A plasticidade fenotípica química em OE é vista como amplitude da variabilidade 
do fenótipo frente às mudanças ambientais, permitindo as plantas apresentarem 
diversas atividades biológicas (BRADSHAW, 1965; KAMADA et al., 1999). Igualmente 
aos fatores culturais e genéticos, essas variabilidades químicas (genética-ambiente) 
podem justificar as diferenças de recomendações terapêuticas para plantas medicinais 
pelo saber popular em diferentes regiões (KAMADA et al., 1999; HALBERSTEIN, 2005). 
Ainda, as ações de transformações realizadas pelo homem sobre os vegetais podem 
ocasionar alterações na composição química de OE.  Na figura 2 são demonstrados 
diversos fatores que alteram a composição química de OE, entre esses estão: estágio 
de desenvolvimento e fase fenológica; variações no genótipo; herbívora/ patogenia; 
atração de polinizadores; disponibilidade hídrica e umidade; poluição atmosférica; 
Intensidade luminosa e temperatura; variações na composição química do solo; 
altitude, latitude e longitude; ações de transformações das plantas com potenciais 
econômicos (colheita e processamentos pós-colheita).
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Figura 2. Principais fatores que podem afetar a composição química dos óleos essenciais em 
espécies vegetais

4 |  ESTÁGIOS DE DESENVOLVIMENTOS FOLIARES E VEGETATIVO

Os OE são produzidos por estruturas secretoras especializadas como 
glandulares, células de parênquima diferenciadas e ainda canais oleíferos. A síntese de 
isoprenos é regulada pelo gene IspS (isopreno sintase) que está presente em apenas 
alguns gêneros de plantas (DANI et al., 2014; LANTZ, 2019). Embora a produção 
seja realizada por células específicas, os OE podem ser encontrados em diferentes 
órgãos vegetais, por exemplo, flores, frutos, cascas, raízes e lenhos, e estes podem 
apresentar diferente composição química, mesmo sendo obtido a partir de um mesmo 
indivíduo (YOSR et al., 2013, WANZALA et al., 2016). 

Durante o processo de desenvolvimento da planta, algumas vias biogenéticas 
produtoras de terpenos são acionadas no primeiro momento de surgimento dos 
cotilédones, no entanto, a síntese de determinados produtos do metabolismo especial 
dessa via não se iniciam até que todas as vias biogenéticas sejam acionadas 
completamente (LI et al., 2013). 

Análises comparativas entre OE produzido por folhas em diferentes estágios 
de crescimento demonstram que tanto o rendimento quanto a composição química 
apresentam variação significativas, sendo que essas influências são diferentes para 
cada táxon (GENG et al., 2011; LIU et al., 2015; BASIRI et al., 2019). 

Estudo de correlação entre a idade foliar e o rendimento de OE de espécies 
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aromáticas tem sido realizados. Estes estudos descrevem que o maior rendimento é 
encontrado por folhas nos estágios iniciais de maturação e, conforme a folha chega à 
maturação completa, este rendimento é reduzido. Essa observação é explicável, pois, 
ao alcançar à maturação máxima e cessar a expansão do limbo foliar, a produção de 
OE será menor e a abundância diminuirá devido à evaporação e/ou degradação das 
substâncias presentes nos OE (LI et al., 2013; LIU et al., 2015). 

É possível, ainda, correlacionar o rendimento dos OE com a densidade das 
células oleíferas e o grau de desenvolvimento destas de modo que à medida que a 
folha se aproxima da idade degenerativa ocorre uma maior degradação dessas células, 
causando diminuição no rendimento do OE (LI et al., 2013; LEE; DING, 2016). Além 
do rendimento, a composição química também foi correlacionada com a idade foliar. 
Folhas mais jovem tendem a produzir maior quantidade de diferentes substâncias 
se comparadas a folhas maduras (LI et al., 2013; LIU et al., 2015). No entanto, cada 
espécie vai responder de forma diferente a estas variáveis e, geralmente, a idade 
foliar causará influência na variação da qualidade e quantidade das frações voláteis 
(LI et al., 2013; LIU et al., 2015; LEE; DING, 2016). Normalmente, as folhas próximas 
do estágio de senescência terão menor rendimento de voláteis, pois o processo de 
senescência implica na redução da atividade metabólica, além de redução da área 
ativa de fotossíntese. Consequentemente, para a produção de OE com alta qualidade 
em constituintes químicos, bem como grande rendimento, faz-se necessário estudo 
que avalie o grau de influência desses parâmetros (LEE; DING, 2016). 

Além do estagio de desenvolvimento da folha, a identificação dos eventos 
fenológicos possibilita correlacionar as condições adequadas que favorecerão 
a biossíntese de substâncias desejadas, assim como o melhor rendimento do OE 
(YOSR et al., 2013; FLAMINI et al., 2013; ESMAEILI et al., 2018; SALEM et al., 2018; 
FARHAT et al., 2019). Estudos recentes destacam que há uma tendência de aumento 
de rendimento de OE em diferentes partes vegetativas no período de floração e 
frutificação (YOSR et al., 2013; FLAMINI et al., 2013; ESMAEILI et al., 2018; SALEM 
et al., 2018; FARHAT et al., 2019). Contudo, resultados encontrados por Wannes e 
Marzouk (2012) ao estudar o OE produzido por Myrtus communis var. baetica (L.) 
Casares & Tito, evidenciaram uma diminuição no rendimento de OE nas folhas à 
medida que os frutos foram madurando. 

Além do rendimento, a composição química dos OE também apresentam 
variações em função dos estágios fenológicos.  É descrito na literatura que é possível 
obter determinada substância no estágio vegetativo e a mesma não ser detectada 
no estágio reprodutivo (YOSR et al., 2013; FLAMINI et al., 2013; ESMAEILI et al., 
2018). Alguns autores explicam que essas variações na concentração de substâncias 
estão associadas à ontogenia e às modificações morfológicas (aumento no tamanho, 
número e na densidade das glândulas individuais, à medida que ocorre a maturação 
das plantas). Isto pode causar influência direta na variação e na qualidade do OE 
produzido (LEE; DING, 2016; SALEM et al., 2018). De qualquer forma, embora exista 
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uma relação entre as características apresentadas pelos OE com as fenofases, esta 
última é influenciada diretamente pelas condições atmosféricas, principalmente pela 
temperatura e intensidade luminosa (MAGEL et al., 2006; SANTOS et al., 2012; 
SALEM et al., 2018). Por fim, ainda há possibilidades de a fenologia não causar 
nenhuma influência na qualidade e quantidade de OE, assim como foi descrito por 
Yosr e colaboradores (2013).

Assim sendo, conhecer a fenologia e estágio de desenvolvimento de uma planta 
é fundamental para que seja possível um manejo racional de forma a definir a melhor 
época de colheita, pois dependendo da finalidade do uso do OE este deve ser obtido 
em momentos específicos das fenofases, já que a variação da constituição acarreta 
divergências nos efeitos biológicos desejáveis.

5 |  HERBIVORIA E PATOGENIA

Sabe-se que os constituintes voláteis variam de maneira quantitativa e qualitativa 
em resposta aos ataques de herbívoros e agentes patogênicos. No entanto, as plantas 
desenvolveram alternativas para sanar os prejuízos causados por essa interação 
ecológica (DICKE; LORETO, 2010; TROWBRIDGE et al., 2013; MAURYA, 2019). 

Os OE são conhecidos por apresentarem função de defesa contra outros 
organismos. Essa defesa pode ser direta, que afeta diretamente o desempenho do 
inseto/patógeno; ou indireta, na qual substâncias emitidas pela planta atraem parasitas 
e predadores do inseto fitófago (MARANGONI et al., 2013). Essas interações são 
conhecidas como aleloquímicas. Em caso de defesa direta, por exemplo, tem-se que 
os monoterpenos α− e β-pinenos, 3-careno, limoneno, mirceno, α-terpineno e canfeno 
apresentam excelente atividade inseticida, atuando como inibidores ou retardadores 
de crescimento, danos na maturação, redução da fertilidade, supressores de apetite, 
alteração de comportamento, dentre outros (MARANGONI et al., 2013). Com relação 
ao rendimento dos OE extraído de plantas altamente predadas ou infectads por 
patógenos, há uma tendência de diminuição, pois com a predação ocorre a diminuição 
da área foliar, e consequentemente, afeta os parâmetros da taxa fotossintética 
(COPOLOVICI et al., 2014). No entanto, essa produção pode, ainda, ser intensificada, 
como é o caso de folhas de Pinus pinaster Ailton submetidas a infecções com micélio 
de Verticicladiella sp. que aumentou em 60 vezes o rendimento de seu OE. 

Copolovici e colaboradores (2014) demonstraram uma variação na quantidade 
do monoterpeno ocimeno em folhas de Quercus robur L. em função do ataque da 
mariposa Lymantria dispar L. (Lymantriidae). Esse aumento foi correlacionado com a 
ativação da enzima ocimeno-sintase causada pelo contato com substâncias elicitoras 
presentes na saliva da mariposa.  

A emissão de substâncias voláteis, normalmente, se dá logo após uma lesão 
ocorrida na folha e, consequentemente, nas células vegetais. Porém, estudos revelam 
que muitos terpenos somente são produzidos após ataques de alguns insetos ou 
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outros herbívoros, e não após um dano lesivo mecânico qualquer. Novamente tem-se 
como exemplo, folhas de P. pinaster Ailton que foram perfuradas para mimetizar um 
ataque. Neste caso houve um aumento de duas vezes no rendimento do OE, pouco se 
comparado ao rendimento demostrado por folhas infectadas (MITHOFER et al., 2005). 
Isto ocorre pela presença de detectores distintos na saliva dos herbívoros que são 
essenciais para a produção de novos constituintes voláteis, também específicos. Por 
exemplo, detectores na saliva de herbívoros estimulam a produção de ácido jasmônico 
em alguns OE, resultando em um potente inibidor da ação lesiva destes predadores 
(HEIL, 2009). 

Voláteis também podem exercer um papel de excelência na defesa contra fungos 
e bactérias. Um estudo realizado com crisântemos (Chrysanthemum sp., Asteraceae) 
demonstrou uma significante distinção entre os constituintes voláteis de plantas 
infectadas com microrganismos em relação ao grupo controle, o que demonstra papel 
fundamental na atividade antifúngica (PIESIK-DARIUSZ et al., 2015). 

A predação foliar por herbívoros pequenos não causa grandes prejuízos a áreas 
foliares nem variação na constituição de voláteis, porém, a exposição a um número 
exacerbado de predadores pode causar grandes impactos na folha, diminuindo a taxa 
fotossintética e causando alterações da composição química dos OE. Fatores abióticos 
incluindo a herbívora por insetos têm levado ao declínio de grandes populações de 
carvalho (COPOLOVICI et al., 2017).

6 |  ATRAÇÃO DE POLINIZADORES

Como organismos sésseis, as plantas utilizam de um vasto número de substâncias 
aleloquímicas que permitem um rico “diálogo” com espécies opositoras e cooperadoras 
(MAFFEI, 2010). Em muitas angiospermas, em seu estágio de maturação floral, há 
uma grande proliferação e emissão de constituintes voláteis para atrair insetos que 
farão a polinização cruzada da espécie (HOSSAERT-MCKEY et al., 2010 ). 

Variações intraespecíficas e interespecíficas dos voláteis acontecem 
demasiadamente em indivíduos no período de floração, com a função de produzir uma 
grande quantidade de sinais específicos que irão atrair polinizadores para uma área 
onde a fecundação não ocorreu (CORNILLE et al., 2012). Porém, após a fecundação, 
é válido para a planta não atrair polinizadores para o estigma para que ao invés de 
auxiliarem o processo de reprodução, atrapalharem a formação do tubo polínico. Para 
isto, é necessário que as flores tornem-se menos atrativas, o que é conseguido após 
alteração no padrão de seus emissores voláteis, que reduz a atração de insetos não 
polinizadores (SCHIESTL; AYASSE, 2001). 

Mudanças na composição dos voláteis em espécies de figo (Ficus hispida 
L., Ficus semicordata Buch. Ham. ex Sm. e Ficus curtipes Corner) apresentaram 
substituições fundamentais no período de receptividade e pós receptividade das flores. 
Por exemplo, análises dos OE identificaram a presença do monoterpeno ocimeno em 
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grandes quantidades no período receptivo (período de maior densidade de atração 
de polinizadores). Por conseguinte, nos períodos pós-receptividade, os constituintes 
majoritários do OE foram identificados como limoneno e α-pineno, uma mistura 
sinérgica que pode ter a função dispersora de polinizadores ou tornar a flor menos 
atrativa (PROFFIT et al., 2018) 

Alterações qualitativas também ocorrem em Salvia verticillata L. (Lamiaceae), 
quando a densidade das abelhas Apis mellifera L. (Hymenoptera), aumenta no local 
de ocorrência de Setaria verticillata (L.) P. Beauv., na qual a presença de 1,8-cineol 
também é demasiadamente alta nos botões florais (GIULIANI et al., 2018). 

O estudo feito com duas espécies de orquídeas de clados totalmente distintos 
mostrou que estas podem adaptar-se ao mesmo nicho ecológico produzindo metabólitos 
semelhantes para atração de um polinizador específico (NUNES et al., 2017). Assim 
sendo, é evidente que a busca pela polinização cruzada faz com que as plantas alterem 
o conteúdo de seus constituintes voláteis para atrair seus polinizadores no período de 
reprodução. Este fato altera a qualidade do OE a ser obtido.

7 |  DISPONIBILIDADE HÍDRICA E UMIDADE

A disponibilidade de água e a umidade possuem grande destaque dentre os fatores 
abióticos, pois a fotólise da molécula de água fornece substâncias importantes para 
o processo fotossintético e, por consequência, possibilita a produção de metabolitos 
especiais. Dessa forma, um estresse por déficit hídrico e/ou a baixa umidade relativa 
do ar podem afetar a qualidade e quantidade de OE (AKULA; RAVISHANKAR, 2011; 
JALEEL et al., 2009). As taxas de transpirações celulares são alteradas com alterações 
na taxa de umidade relativa do ar e, consequentemente, a produção do metabolismo 
especial.  Esse efeito pode ser acentuado ou brando, variando de espécie para espécie 
(KAINULAINEN et al., 1992). Pesquisando os efeitos da disponibilidade hídrica, Solíz-
Guerrero e coloboradores (2002) observaram que o teor de substâncias produzidas 
pelas vias do mevalonato e metileritrose fosfato na espécie quinoa (Chenopodium 
quinoa Willd., Chenopodidiaceae) declinou de 0,46% para 0,38%, em comparação 
com plantas que cresceram em circunstâncias com baixo déficit hídrico e com alto 
déficit hídrico, respectivamente (WARD, 2000; AKULA; RAVISHANKAR, 2011). 

A limitação hídrica também afeta a quantidade de monoterpenos emitidos 
pelas plantas. Em um estudo realizado nas árvores Quercus ilex L., verificou-
se uma redução da produção de monoterpenos durante um período de seca mais 
pronunciada, no decorrer do verão. Além disso, verificou-se um aumento de 82% da 
emissão de monoterpenos em árvores irrigadas no período de seca frente às árvores 
que receberam um tratamento diferente (LAVOIR et al., 2009).  Entretanto, em outros 
estudos observou-se o aumento desse tipo de terpenos quando plantas foram expostas 
ao estresse hídrico (Quadro 1).
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8 |  INTENSIDADE LUMINOSA E TEMPERATURA

A produção de OE é influenciada significativamente pela variação da luz e 
temperatura. Sabe-se que esses parâmetros são fundamentais para a fotossíntese, 
e pode afetar direta ou indiretamente as vias biossintéticas de metabólitos especiais. 
Para intensidade luminosa sabe-se que espécies possuem fotorreceptores que 
regulam o desenvolvimento relacionado às variações da intensidade luminosa, com 
a finalidade de aperfeiçoar a captação da energia luminosa usada na fotossíntese 
(GONÇALVES et al., 2003). Algumas investigações confirmam que a biossíntese de 
terpenos está intimamente ligada às taxas fotossintéticas (MAGEL et al., 2006). No 
entanto, as respostas biossintéticas da planta não estão restritas apenas a presença 
ou ausência de luz, mas sim com a qualidade e intensidade da radiação (MARTINS et 
al., 2008).

Com relação à temperatura, diversos estudos correlacionam o aumento da 
temperatura com perda em rendimentos quantitativos de OE. Estudos demonstram 
que a temperatura está relaciona à taxa de transpiração celular e à fotossíntese 
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; LIMA et al., 2012;).

Espécie Vegetal Substância 
Alterada

Efeito Referência

Cymbopogon pendulus 
(Nees ex Steud) Wats

geraniol e citral forte aumento Singh-Sangwan et 
al., 1994 

Pinus halepensis Miller α-pineno e 
careno

forte aumento Llusià & Penuelas, 
1998

Cistus monspeliensis L. cariofileno aumento significa-
tivo

Llusià & Penuelas, 
1998

Picea abies (L.) H. Karst. monoterpenos forte aumento Turtola et al. 2003
Pinus sylvestris L. monoterpenos forte aumento Turtola et al. 2003
Thymus vulgaris L. monoterpenos aumento Kleinwächter et al., 

2015
Ocimum basilicum L. rendimento % aumento signfica-

tivo
Forouzandeh et 
al., 2012

Salvia officinalis L. rendimento % forte aumento 

(2-4 vezes)

Nowak et al., 2010

Nepeta cataria L. rendimento % aumento signfica-
tivo

Manukyan, 2011 

Petroselinum crispum 
(Mill.) Nym.

rendimento % forte aumento Kleinwächter et al., 
2015

Quadro 1.  Alguns exemplos de alterações na produção e concentrações de sustâncias nos 
óleos essenciais frente à disponibilidade hídrica.

Estudos que avaliaram a qualidade do OE produzido por folhas de Ocimum 
gratissimum L. em função da qualidade da intensidade de luz concluíram que houve um 
aumento significativo no rendimento de folhas cultivadas com 50% de sombreamento. 
Além disso, o rendimento das folhas cultivadas sob tela azul foi correspondente 
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a 142% maior em relação à folhas jovens cultivadas em pleno sol. Este resultado 
foi correlacionado com estímulos gerados nas enzimas que regulam a síntese de 
arilpropanoides de interesse presente no OE de O. gratissimum L. (MARTINS et 
al., 2008). No entanto, as respostas biossintéticas variam de acordo com o táxon. 
Gonçalves e colaboradores (2003) concluíram que o sombreamento parcial de 50% 
não gerou variação na composição química do OE de folhas de O. selloi Benth. Outro 
estudo que não demostrou variação no rendimento do OE em função da intensidade 
luminosa foi conduzido com Lippia citriodora Lam. (GONÇALVES et al., 2003). 

Existem diversos estudos que demonstram que os constituintes químicos de OE 
de uma planta podem variar consideravelmente durante o ciclo dia/noite, pois nesse 
intervalo de tempo ocorrem flutuações na temperatura, intensidade luminosa e umidade 
relativa do ar (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; CASTELO et al., 2013; RAPOSO et al., 
2018; SILVA-JUNIOR et al., 2019). Em alguns casos o maior rendimento encontrado 
em OE está no período da tarde (CASTELO et al.,2013), no entanto, há plantas que 
possuem seu pico de rendimento de OE no período da manhã (RAPOSO et al., 2018; 
SILVA-JUNIOR et al., 2019). Em todo caso, estudos devem ser conduzidos para 
quantificar a variação causada pela qualidade espectral da radiação solar e, assim, 
seja possível modular a radiação e estabelecer padrões de cultivos que forneçam OE 
com alto rendimento e qualidade (GONÇALVES et al., 2003). 

9 |  SAZONALIDADE E RITMO CIRCARDIANO

A produção de metabólitos secundários está ligada diretamente aos fatores 
climáticos, como descrito anteriormente (MORAIS, 2009; LEE; DING, 2016). Dentre 
esses fatores destacam-se a sazonalidade e o ritmo circardiano, pois a quantidade 
e qualidade dos constituintes dos OE não são constantes durante o ciclo anual e 
muito menos durante o ciclo diário. As plantas são capazes de sobreviver em uma 
considerável faixa de temperatura, pois se adaptam ao seu habitat (BRANT, 2008), no 
entanto, sofrem alterações em sua produção de metabólitos secundários, dependendo 
da estação, pois há uma média de temperatura predominante, fazendo com que o 
vegetal produza mais ou menos OE como forma de preservação da temperatura 
foliar (BARROS et al., 2009). A sazonalidade diz respeito ao conjunto de temperatura, 
umidade e precipitação, em que se alterando durante o ano, dá origem as estações. 
A temperatura influência os processos metabólicos das plantas, contudo, não é um 
fator independente, sendo necessário o sinergismo entre umidade e precipitação. A 
precipitação também é um fator relevante na alteração do rendimento e da composição 
química dos OE, principalmente devido à alta umidade do ar. Substâncias mais polares 
de OE podem formar ligação hidrogênio com as moléculas de água, o que aumenta a 
volatilização dessas para o meio ambiente. Inclusive, é recomendado que se aguarde 
aproximadamente três dias após o cessar das chuvas para que o teor de OE possa 
voltar ao padrão de normalidade e, assim, realizar a coleta da espécie vegetal (BRANT 
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et al., 2008; GOUVEA et al., 2012). Diversos estudos mostram que, de fato, há um 
aumento na produção de metabólitos secundários em plantas expostas ao estresse 
hídrico comparado as cultivadas em condições de boa irrigação. Dessa forma, 
estresse hídrico pode gerar efeitos significativos sobre a produção e armazenamento 
de voláteis produzidos pelo vegetal, o que vai depender do táxon (GHORBANPOUR; 
VARMA, 2017).

Há espécies que diminuem sua produção de metabólitos na primavera, como 
Digitalis obscura L. (WOLFFENBÜTTEL, 2010). Durante meses mais frios, registrou-
se em muitos estudos uma diminuição da produção de OE (MORAIS, 2009). Ao 
contrário, nos meses mais quentes, é notável um aumento na produção de OE, como 
por exemplo, em Pinus elliotii Engelm. (TINGEY et al. 1980). Porém em dias muitos 
quentes, pode haver perda de OE por volatilização (BRANT et al., 2008).  

Igualmente, como nos seres vivos não clorofilados, as plantas possuem um 
relógio biológico que determina seu metabolismo, como uma rede complexa de 
loops de feedback intercruzados que controlam uma abrangente rota de processos 
fisiológicos (CREUX; HARMER, 2019). De fato, a variação nos “genes do relógio 
biológico” tem sido implicada em uma série de adaptações ambientais das plantas, 
incluindo respostas ao estresse abiótico e biótico, controle fotoperiódico da floração 
e regulação do crescimento (MCCLUNG, 2006; CREUX; HARMER, 2019). Embora o 
relógio seja amortecido contra o meio ambiente, mantendo ritmos de aproximadamente 
24h em uma ampla variedade de condições, esse também pode ser redefinido por 
sugestões ambientais, como mudanças agudas na luz ou na temperatura, mencionado 
anteriormente. Essas demandas concorrentes podem ajudar a explicar a complexidade 
das ligações entre a rede circadiana de relógios e as vias de resposta ambiental 
(MCCLUNG, 2006; CREUX; HARMER, 2019).

10 |  ALTITUDE, LATITUDE E LONGITUDE

Na dinâmica climática global, diversos fatores exercem influência na produção 
dos OE, entre esses estão latitude, longitude e a altitude, que determinam o clima em 
diferentes regiões.

A latitude e longitude estão intimamente relacionadas com questões do 
germoplasma (genótipo) e a história evolutiva das espécies ao longo do tempo. 
Para alguns pesquisadores essa alterações são mais perceptivas a espécies 
conhecidas como satélites, que possuem distribuição bem ampla no globo terrestre. 
Essas alterações fenotípicas químicas derivam do ritmo e intensidade solares e 
endofoclimáticas, gerando uma expansão ou retração em diversidade de substâncias 
e/ ou de vias metabólicas (GOTTLIEB et al., 1996; GOTTLIEB, 2012; GOTTLIEB; 
BORIN, 2012)

 A altitude está relacionada à pressão atmosférica e temperatura do ar. A relação 
da altitude com a temperatura é especialmente importante em regiões tropicais e 
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subtropicais, onde variações de algumas centenas de metros de desníveis podem 
provocar mudanças sensíveis no clima, na formação do solo, no índice pluviométrico 
e, consequentemente, na adaptação de espécies vegetais (FRITZSONS et al. 2015). 
Fatores como amplitude térmica, insolação, incidência de geadas, precipitação, solo, 
velocidade do vento, temperaturas extremas, comprimento da vegetação e intensidade 
da radiação sob sol claro, difere para altas e baixas altitudes em zonas temperadas 
(KÖRNER, 2003; SPITALER 2006). Essa variedade de fatores também dificulta o 
estudo da influência da altitude nos metabólitos especiais, com uma maior prevalência 
em populações selvagens e sendo poucos estudados com cultivares. Esses fatores 
estão associados a uma maior contribuição genética, porém, conclusões a respeito 
de possíveis variações no processo adaptativo ou resposta a fatores ambientais 
relacionados à altitude são complexas. (RUHLAND E DAY, 2000, 2001; ZIDORN E 
STUPPNER, 2001a; ZIDORN et al., 2005b, DEMASI, 2016, YAHIA, 2019). 

No caso do estudo do OE de Hypericum italicum L. coletada na Sardenha, Ilha no 
Mar Mediterrâneo da Itália, sugeriu a existência de dois QT correspondentes a regiões 
de montanha a 1250 m e ao nível do mar (MELITO et al., 2016), devido diferenças 
nas substâncias majoritárias do OE. Resultados similares para essa espécie foram 
registrados na composição do OE da região da Croácia, que demonstrou um aumento 
no teor de substâncias oxigenadas de acordo com a altitude e a exposição à radiação 
solar, sendo o inverso observado para a fração de hidrocarbonetos. Notou-se que 
algumas das substâncias, como α-turjona, β-pineno, β-mirceno, limoneno e γ-terpineno, 
tiveram suas concentrações diminuídas com o aumento da altitude, enquanto que 
constituintes como o α-pineno aumentaram com uma diminuição da altitude. (CAVAR 
ZELIJKOVIC et al., 2015). 

Para estudos do OE com populações de Foeniculum vulgare Mill.  registrou-se a 
presença dos sesquiterpenos α-santalal e α-cadineno em grande altitude, e ausência 
dos mesmos no OE da planta cultivada em baixa altitude. Alguns monoterpenos 
oxigenados como verbenol, pinocarvona, p-mentha-1,5-dien-8-ol, myrtenal, trans-
myrtenol, trans-carveol e trans-3-caren-2-ol foram detectados apenas no OE de F. 
vulgare em baixas altitudes (DEEPSHEKHA et al., 2019). 

A correlação entre rendimento de OE de populações em regiões semiáridas 
húmidas está vinculada tanto a fatores climáticos quanto altitude, mas não somente 
a estes. Populações de vegetais que crescem em habitats com o mesmo perfil de 
altitude e chuva podem apresentar variações em sua composição devido, também, 
a influências do solo, temperatura e luminosidade (YAHIA et al., 2019). Rendimentos 
dos OE dentro de uma mesma zona bioclimática podem ser devido a uma maior 
influência de chuvas do que da altitude, sendo diferente para cada espécie vegetal, de 
maneira isolada ou conjunta, gerando correlações positivas ou negativas entre altitude 
e rendimento (MELITO 2016).
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11 |   ATRIBUTOS DO SOLO

A natureza do solo, seus nutrientes e pH apresentam um papel muito importante 
no crescimento e desenvolvimento de uma planta, e, portanto, são capazes de afetar 
de forma significativa a síntese de metabólitos especiais e os constituintes de OE 
(GOUVEA et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2008). Martins e colaboradores (1995) 
consideram os nutrientes do solo um dos fatores que mais necessita atenção, 
dentre os mencionados, pois as quantidades de nutrientes podem estar diretamente 
correlacionadas com as modificações na síntese de substâncias ativas (MORAIS, 
2009). 

Por exemplo, em Cistus monspeliensis L., a emissão de terpenos foi influenciada 
pelo tipo de solo, sendo que houve aumento dessas substâncias quando a planta foi 
cultivada em solo silicioso em comparação com solo calcário (FIGUEIREDO et al., 
2008). Enquanto a composição química dos OE de Helichrysum italicum (Roth) G. Don 
e Microphyllum (Willd.) Nym. não foram influenciadas pelo pH, a produção de OE de 
Valeriana officinallis L. e Matricaria chamomilla L. variou de acordo com o pH alcalino 
(SATTA. et al., 1999; LIMA et al., 2012).

Graven e colaboladores (1991) com o objetivo de investigar o efeito do estado 
nutricional no rendimento e na qualidade de OE, cultivaram a espécie Tagetes minuta 
L. em três diferentes solos com sete tratamentos de fertilizantes. Os resultados 
demonstraram que em todos os três solos estudados as deficiências de macronutrientes, 
tais como Nitrogênio (N) e Fósforo (P), foram fatores relevantes que limitaram os 
rendimentos de OE na espécie estudada (GRAVEN, 1991). Em um estudo realizado 
com a planta Mentha arvensis L. foi observado um aumento de aproximadamente 
100% no rendimento de OE quando a oferta de N e P foi maior. Em Ocimum basilicum 
L. esse aumento também foi constatado com a presença de N, P e potássio (K) (LIMA 
et al., 2012). Sendo assim, fica evidente que o estresse nutricional constantemente 
influencia de forma significativa a quantidade de metabólitos presentes nas plantas, 
em particular nos OE (GERSHENZON, 1982; FIGUEIREDO et al., 2008).

12 |  POLUIÇÃO DO AR

A qualidade dos gases atmosféricos presente na natureza apresenta grande 
interferência na biossíntese de metabolitos especiais (FIGUEIREDO et al., 2008).  
Altas concentrações de ozônio (O3), monóxido de carbono (CO), dióxido de carbono 
(CO2) e Nitratos (NOx) direcionam modificações na qualidade e quantidade das 
substâncias produzidas nos OE (FARHAT et al., 2019; LEITE et al., 2016). Além disso, 
elementos climáticos como vento, chuva e temperatura podem aumentar o efeito 
causado por outros agentes poluentes, como gases liberados por veículos e incêndios 
(FIGUEIREDO et al., 2008).

Estudo realizado com a espécie Cyrtocymura scorpioides (Lam.) H. Rob. em 
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três pontos com diferentes níveis de poluição atmosférica produzida pela queima de 
combustíveis fósseis demonstrou que, em ambientes de intenso tráfego a síntese de 
OE foi afetada, apresentando rendimento de 0,014g, enquanto em ambientes de tráfego 
médio e tráfego baixo, apresentaram rendimento de 0,030g e 0,284g, respectivamente 
(LEITE et al., 2016). 

Pesquisas com a espécie Pinus sylvestris L. revelou alterações nas concentrações 
dos principais constituintes presentes no OE de acordo com o local onde as plantas 
foram coletadas. A partir dos resultados, verificou-se uma redução da concentração 
de monoterpenos δ-3-careno e terpinoleno em plantas cultivadas próximo à fábrica 
de cimento, além da redução do teor de diterpenos próximo à refinaria de petróleo e 
fábrica de cimento. Além disso, verificou-se o aumento de outros monoterpenos, como 
canfeno, sabineno, β-pineno em plantas cultivadas próximo à refinaria de petróleo 
(KUPCINSKIENE et al., 2008). 

Acredita-se que o CO2 e O3 modificam a disponibilidade de substratos e afetam 
processos bioquímicos/ fisiológicos importantes nas plantas, como a fotossíntese, 
além de meios de sinalização de defesa, podendo causar alterações na composição 
química vegetal (GOUVEA; GOBBO-NETO, 2012). Para descobrir qual o efeito do CO2 
sobre a produção de OE, Vurro e colaboradores (2009) conduziram um estudo com 
a espécie Thymus vulgaris L. sob condições controladas de emissão desse gás. Os 
resultados mostraram que as folhas das plantas que foram cultivadas em condições 
de CO2 elevado, apresentaram aumento na síntese OE, com ligeira redução dos 
componentes mono- e sesquiterpenos (LINDROTH, 2010). Globalmente, os efeitos de 
CO2 sobre o teor percentual de terpenoides são pequenos. Apesar de alguns estudos 
terem demonstrado aumento no teor de terpenoides, a maior parte não achou alteração 
nas concentrações desses metabólitos (LINDROTH, 2010). O efeito do O3 em níveis 
de terpenoides foi pesquisado em somente poucas espécies arbóreas, e os resultados 
são particulares a cada espécie: aumento do teor nas espécies de Pinus sylvestris L. 
e Populus sp., e nenhum efeito em Picea abies (L.) H. Karst. (VALKAMA et al., 2007; 
LINDROTH, 2010). Além disso, dependendo dos tipos de terpenos, a particularidade 
da resposta será diferente, com diterpenos apresentando uma resposta mais forte ao 
O3 do que os mono- e sesquiterpenos (LINDROTH, 2010). 

A partir desse conjunto de dados, sabe-se que não há apenas uma resposta em 
relação à exposição de gás na atmosfera, entretanto, com certeza, o aumento dos 
níveis de alguns deles é capaz de causar modificações no metabolismo especial das 
plantas.

13 |   PROCESSAMENTO DO VEGETAL

Os efeitos bióticos e abióticos causam variações na qualidade final do OE, como 
mencionado. Além desses, os processamentos pré e pós a colheita são fundamentais 
para garantir a qualidade dos OE (TUREK; STINTZING, 2013). A colheita é um ponto 
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crucial para obtenção dos OE, dentro dos parâmetros de qualidade estabelecidos para 
essas espécies vegetais, pois envolvem todas as avaliações previamente discutidas 
neste capítulo. Deve-se definir o denominado ponto de colheita – caracterizado 
como aquele momento ideal, no qual as espécies vegetais irão apresentar condições 
adequadas para gerar um produto com qualidade de comercialização. De acordo com 
Paulus (2016) a escolha do momento correto para a colheita depende da biomassa 
ideal, melhor produção de ativos desejados e menor variação na concentração das 
substâncias. Para atingir esses critérios, deve ser dada atenção desde a escolha 
do solo, local de cultivo, seleção do genótipo, época do ano, condições da cultura, 
transporte, armazenamento, processos de secagem, até o tipo de extração (MING et 
al., 2003).

Na etapa de colheita o uso de equipamentos deve garantir o menor dano à espécie 
vegetal. Instrumentos de cortes devem estar limpos, afiados e em boas condições de 
uso. A depender da parte vegetativa, como flores, esse processo deve ser realizado 
manualmente. 

As ações de transformação pós-colheita envolvem todas as operações que 
a espécie vegetal será submetida: limpeza, seleção, secagem/ estabilização, 
cominuição, seleção granulométrica e extração. Atenção deve ser dispensada também 
ao acondicionamento e seleção de embalagem. 

Dependendo da fragilidade do órgão a ser extraído o OE, é indicado que ocorram 
os processos extrativos imediatamente após a colheita, a fim de evitar a degradação ou 
volatilização dos constituintes (TUREK; STINTZING, 2013). Sem dúvidas, a extração é 
fundamental para garantir um OE com a qualidade que se almeja. Dentre as principais 
técnicas de extração, tem-se: prensagem, hidrodestilação, arraste com vapor de água, 
extração líquido-líquido, enfleurage, extração assistida por ultrassom (ultrasound-
assisted extraction – USAE), extração assistida por micro-ondas (microwave-assisted 
extraction) e extração por fluidos supercríticos.

Para extração com materiais secos, os processos de estabilização e secagem 
são cruciais, pois retardam a deterioração, reduzem a atividade enzimática e evitam 
proliferação microbiológica. Sendo assim, a perda de água, em geral, garantirá a 
conservação da planta por um período maior e, consequentemente, a qualidade do 
produto (EMBRAPA, 1991). No entanto, o processo de secagem pode modificar a 
constituição química do OE (SILVA et al., 2016). 

Estudo realizado com folhas de Campomanesia adamantium Cambess. 
demonstrou influência da secagem tanto no rendimento do OE quanto na concentração 
das substâncias voláteis (OLIVEIRA et al., 2016).  Existe a possibilidade de não ocorrer 
variação na constituição do OE em função da secagem, assim como demostrado para 
Lippia alba (Mill.) N. E. Brown, que não apresentou diferença estatística de rendimento 
entre folhas secas em estufa a 0, 24, 48 e 72 h (SILVA et al., 2016). 

Dessa forma, de acordo com as particularidades de cada espécie vegetal, 
as características do ar de secagem em função do meio de transferência de calor 
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determinarão quais as condições de secagem que serão adotadas para cada finalidade. 
Há necessidade de avaliação, em particular, do grau de influência de cada variável, 
assim como da padronização do processo de secagem. Além da secagem, o tipo 
de fragmentação do vegetal influência nas características do produto final (TUREK; 
STINTZING, 2013). 

Estudos que correlacionam o método de secagem e o tipo de cominuição 
conduzidos com Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, demonstrou que a cominuição 
influencia nos rendimentos apenas em folhas secas em estufa. O mesmo não foi 
observado em folhas secas com desumidificador (COSTA et al., 2005). Em geral esses 
resultados podem ser correlacionados com a localização das estruturas secretoras de 
OE no tecido vegetal, que podem ser células parenquimáticas diferenciadas ou ainda 
tricomas.

Estudo conduzido com a espécie vegetal Eugenia caryophyllata Thunb., para 
avaliar a variação causada pelos diferentes tipos de extrações na obtenção do OE 
(fluido supercrítico, hidrodestilação, destilação a vapor e extração com Soxhlet), 
demonstrou semelhança no rendimento em relação aos diferentes métodos de 
extração. No entanto, o teor das diferentes substâncias dos diferentes OE obtidos foi 
diferente. Neste caso, a extração por arraste a vapor concentrou a maior quantidade 
de eugenol (58,2%), seguido pela extração com fluido supercrítico (53,8%). A menor 
quantidade de eugenol foi encontrada no OE obtido por hidrodestilação, que pode 
ser devido, segundo os autores, a maior temperatura e pressão a qual a planta é 
submetida durante esse processo (GUAN et al., 2007).

14 |  4. CONCLUSÕES

A composição química de um óleo essencial é, em geral, muito sensível a 
qualquer forma de variação, desde fatores abiótico, bióticos, bioquímicos/ genéticos 
e de processamento da planta. As influências intrínsecas e extrínsecas incidem de 
forma singular para cada espécie. As alterações que ocorrem na constituição de óleos 
essenciais nem sempre podem ser atribuídas a um impacto específico, podendo 
ser resultante de vários fatores em interação. Por este motivo, é sempre indicada 
a realização de estudos avaliativos de influência de fatores isolados e combinados 
para que seja possível estabelecer mecanismos que favorecem a produção de óleos 
essenciais com as características desejáveis para uso como produto ou para responder 
questões ecológicas.
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