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RESUMO 
 
 

Diversas espécies frutíferas são utilizadas tradicionalmente no tratamento de 

Doenças Crônicas não Transmissíveis (DCNT). Algumas dessas espécies 

vegetais são ricas em ácido oxálico, podendo favorecer o desenvolvimento 

denefropatias, acentuando assim o desajuste metabólico destes pacientes. 

Esta tese tem como objetivo identificar e caracterizar a presença de cristais de 

oxalato de cálcio em nove espécies vegetais frutíferas utilizadas para o 

tratamento de hipertensão e diabetes e otimizar metodologia para quantificação 

de ácido oxálico. As espécies selecionadas foram abacateiro, cajazeiro, 

cajueiro, caramboleira, jenipapeiro, laranjeira, limoeiro, romãzeira e 

tamarindeiro, dos quais as folhas foram utilizadas para análise. Para isso, 

foram utilizadas técnicas de microscopia de luz, de polarização, microscopia 

eletrônica de varredura acoplada a espectroscopia de raios-X por dispersão de 

energia (EDS) e espectrofotometria UV/ VIS. Na análise de microscopia de luz 

foram observados tricomas tectores e glandulares, com maior incidência na 

face abaxial, estômatos dos tipos anomocíticos, anisocíticos e paracíticos, 

feixes vasculares colaterais e anficrivais, presença de esclerênquima na 

nervura central de algumas espécies e de diferentes tipos de cristais de oxalato 

de cálcio. As imagens obtidas por MEV/ EDS permitiram detalhar aspectos 

ultramicroscópicos, como forma, disposição e textura das características 

anatômicas, além da determinação química elementar dos cristais de oxalato 

de cálcio, a determinação dos macropadrões cristalográficos apresentados e 

detalhes das estruturas celulares em que estão alojados. Os ensaios 

histoquímicos revelam a presença de amido nas células parenquimáticas, 

evidenciação de cutícula revestindo as células epidérmicas, estruturas 

lignificadas na nervura central da folha e em fibras esclerenquimáticas, 

polifenóis em células epidérmicas e parenquimáticas, óleos essenciais no 

interior de canais secretores ou mesmo em alguns idioblastos ao longo do 

mesofilo, esteroides no córtex da nervura central  e proantocianidinas no 

parênquima paliçádico de algumas espécies. O presente estudo demonstrou 

que o método espectrofotométrico desenvolvido foi adequado para doseamento 

de ácido oxálico na solução extrativa de folhas de Avherroa carambola, 



 

obtendo-se 1,7 g/ 100g de droga vegetal, demonstrando ser preciso (CV ≤ 5%), 

específico e linear (R2= 0,996). Diante disso, observou-se a importância deste 

estudo na caracterização anatômica e histoquímica destas espécies, na 

determinação dos padrões morfológicos dos cristais encontrados, sua 

composição e localização, além do conhecimento a respeito do conteúdo de 

ácido oxálico presente nas plantas medicinais. Os resultados obtidos auxiliaram 

no conhecimento destas espécies amplamente utilizadas no tratamento de 

diversas patologias, como as DCNT, mas que seu uso indiscriminado pode 

acarretar toxicidade e comprometimento renal. 

 

Palavras-chave: Ácido oxálico. Doseamento. Cristais. 

 



 

ABSTRACT 
 
 
Several fruit species are traditionally used in the treatment of Chronic Non 

communicable Diseases (CNCD). Some of these plant species are rich in oxalic 

acid, and may favor the development of refractory diseases, thus accentuating 

the metabolic imbalance of these patients. This thesis aims to identify and 

characterize the presence of calcium oxalate crystals in nine fruit vegetable 

species used for the treatment of hypertension and diabetes and to optimize 

methodology for the quantification of oxalic acid. The selected species were 

abacateiro, cajazeiro, cajueiro, caramboleira, jenipapeiro, laranjeira, limoeiro, 

romãzeira and tamarindeiro, from which the leaves were used for analysis. For 

this, light microscopy polarization, scanning electron microscopy coupled to 

energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS) and UV / VIS spectrophotometry 

were used. Cortical and glandular trichomes were observed, with a greater 

incidence on the abaxial face, stomata of the anomocytic, anisocytic and 

paracytic types, collateral and anficriial vascular bundles, presence of 

sclerenchyma in the veins of some species and different types of calcium 

oxalate crystals. The images obtained by MEV / EDS allowed to detail 

ultramicroscopic aspects, such as shape, arrangement and texture of 

anatomical characteristics, as well as the elemental chemical determination of 

calcium oxalate crystals, the determination of crystallographic macropods 

presented and details of the cellular structures in which they are housed. 

Histological assays reveal the presence of starch in parenchyma cells, evidence 

of cuticle lining the epidermal cells, lignified structures in the leaf vein and in 

sclerenchyma fibers, polyphenols in epidermal and parenchymal cells, essential 

oils inside secretory cannals or even in some idioblasts. Along the mesophyll, 

steroids in the cortex cortex and proanthocyanidins in the palisade parenchyma 

of some species. The present study showed that the spectrophotometric 

method developed was adequate for the determination of oxalic acid in the 

extractive solution of leaves of Avherroa carambola, obtaining 1.7 g / 100 g of 

vegetal drug, demonstrating to be precise (CV ≤ 5%), specific and Linear (R2 = 

0.996). Therefore, the importance of this study in the anatomical and 

histochemical characterization of these species, in the determination of the 

morphological patterns of the crystals found, their composition and location, and 



 

the knowledge about the oxalic acid content present in the medicinal plants are 

observed. The results obtained aid in the knowledge of these species widely 

used in the treatment of diverse pathologies, like the DCNT, but that their 

indiscriminate use can lead to toxicity and renal compromise. 

 

Keywords: Oxalic acid. Quantifying. Crystals  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Historicamente utilizada como recurso essencial no tratamento dos 

diferentes distúrbios relacionados à saúde humana, as plantas medicinais 

passaram hoje a designar um papel alternativo e coadjuvante às dispendiosas 

terapias farmacológicas convencionais. Observa-se atualmente por parte da 

população um resgate do conhecimento empírico, acumulado por anos, e uma 

nova tendência mundial na busca pelo natural. 

Por ser considerado como um dos países de maior biodiversidade do 

planeta, além de apresentar uma rica diversidade étnica e cultural, o Brasil 

apresenta grande potencial para o desenvolvimento de pesquisas relacionadas 

a produtos de origem vegetal como fonte para pesquisa de novas biomoléculas 

de interesse terapêutico. Apesar de apresentar essa grande diversidade 

vegetal, apenas 10% do total de espécies catalogadas foi estudada do ponto 

de vista químico e/ou farmacológico (MIGUEL, 2004). 

As espécies frutíferas apresentam considerável importância social e 

econômica, devido ao caráter alimentício de seus frutos, além de seu emprego 

na medicina tradicional. Diversas espécies endêmicas, com frutos de sabores 

exóticos e de grande apelo comercial, também são conhecidas pelo poder 

terapêutico de suas folhas, no tratamento de diversos tipos de patologia. 

Diferentes espécies frutíferas são utilizadas popularmente por suas ações 

antidiabéticas, anti-hipertensivas, problemas decorrentes da obesidade e 

diversos processos inflamatórios (KHANDARE et al., 2000, AMJAD, 2005, 

ANITA et al., 2005, MILLER, 2005, AGRA 2008, ARUL, 2011, CABRINI, 2011, 

SURYAWANSHI, 2011, CHACKO e ESTHERLYDIA, 2014). 

Muitas dessas espécies são usadas no tratamento das Doenças 

Crônicas não Transmissíveis (DCNT), consideradas hoje como grandes 

responsáveis pela morbimortalidade em muitos países. Pode-se dizer que em 

todos os lugares no mundo estas doenças constituem o principal problema de 

saúde pública, tanto para homens quanto para mulheres, e no Brasil 

representam em torno de 72% das doenças que acometem a população 

(GOULART, 2011). 
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Na tentativa de aumentar o êxito no tratamento de uma DCNT, muitos 

pacientes acabam optando pelo uso indiscriminado de plantas medicinais, na 

maioria das vezes sem nenhuma orientação ou conhecimento médico. 

Algumas dessas espécies vegetais são ricas em ácido oxálico, podendo 

favorecer o comprometimento renal, acentuando assim o desajuste metabólico 

destes pacientes. 

A Hipertensão Arterial e/ou Diabetes mellitus estão intimamente 

relacionadas com a função renal, podendo ser tanto a causa como a 

consequência de uma DCNT (BORTOLOTTO, 2008). O agravamento destas 

doenças pode estar associado à ingestão de ácido oxálico. Esta ingestão pode 

se dar através da dieta com alimentos ricos em ácido oxálico, a exemplo de 

espinafre, ruibarbo, acelga, beterraba, tomate, nozes e cacau (KRAUSE; 

MAHAN, 1998; MASSEY; ROMAN-SMITH; SUTTON, 1993); ou juntamente 

com a água utilizada para a preparação do chá ou decocto, onde os cristais de 

oxalato de cálcio estão presentes. Estes cristais encontram-se nos tecidos das 

plantas utilizadas, principalmente se a droga vegetal estiver pulverizada ou com 

alto grau de cominuição (SCARDELATO; LEGRAMANDI; SACRAMENTO, 

2013).  

Os oxalatos se encontram na maioria das plantas em maior ou menor 

proporção. Alimentos de origem vegetal contêm quantidades variáveis destas 

substâncias. Porém, algumas espécies podem apresentar concentrações 

elevadas de oxalatos, podendo provocar intoxicações em animais e em seres 

humanos (PIOLA, 2013). Um exemplo disto são as espécies que compõem 

Oxalidaceae, onde a abundância no conteúdo de ácido oxálico é uma 

característica comum entre elas, responsável pelo nome dado a esta família 

(LOURTEIG, 1983; KISSMANN e GROTH, 1991). Estes metabólitos podem ser 

encontrados em quantidades que variam de 2 a 8% nas plantas estudadas por 

Nguyen e Savage (2013), como produtos resultantes do seu metabolismo, 

sendo bastante relatados de forma geral nas Angiospermas, encontrados em 

vários tecidos e órgãos (POUROPOULOS; WEINER; ADDADI, 2001).  

Os cristais de oxalato de cálcio podem ser classificados como solúveis 

ou insolúveis e o grau de toxicidade varia de acordo com o tipo e a quantidade 

presente. Eles ocorrem como sais solúveis em água na forma de sais de sódio, 
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potássio e amônia. Os sais insolúveis ocorrem por meio da ligação com cálcio, 

ferro e magnésio. Os ácidos solúveis tendem a provocar injúria renal e 

hipocalemia, enquanto os insolúveis causam um efeito local, em especial no 

trato gastrointestinal, visto que os íons cálcio impedem a formação do ácido 

oxálico presente no trato alimentar, originando assim os cristais insolúveis de 

oxalato (SILVA e TAKEMURA, 2006).  

Quando absorvido em sua forma solúvel, o ácido oxálico irrita as 

mucosas do estômago e do intestino. Em seguida, é rapidamente absorvido 

pela mucosa intestinal e reage com o cálcio sérico, formando o oxalato de 

cálcio insolúvel, que não é metabolizado pelo organismo humano, sendo 

excretado na urina. Por ser pouco solúvel, aumenta o risco da formação de 

cálculos nos rins, depositando-se e obstruindo os néfrons, ocasionando sérias 

lesões renais e causando um desajuste metabólico (MANDEL, 1996; COSTA, 

2002).  

Nas últimas décadas, pouco interesse foi dado ao quantitativo de oxalato 

presente nos alimentos, uma vez que o paradigma vigente era que oxalato 

dietético contribuía apenas com 10% da excreção diária desta substância. A 

partir dos estudos de Holmes e colaboradores (2001), essa visão mudou, 

quando foi comprovado que quase metade do conteúdo de oxalato urinário é 

decorrente de um consumo dietético de 10 a 250 mg de oxalato por dia. Esses 

autores evidenciaram ainda que a absorção e excreção de uma dieta rica em 

oxalato podem ser consideradas como um fator importante no desenvolvimento 

de cálculos renais (HOLMES; ASSIMOS, 2004). Segundo Massey (2007), para 

que se tenha uma dieta consciente com redução do consumo de oxalato 

presente na alimentação, é necessário inicialmente o conhecimento dos teores 

presentes nas espécies em questão. 

Dessa forma, é imperativo o conhecimento a respeito do conteúdo de 

ácido oxálico presente nas plantas medicinais, uma vez que são amplamente 

utilizadas pela população como adjuvantes no tratamento das DCNT. Verificou-

se assim a importância de estudos como este, que visam à caracterização 

morfológica de cristais de oxalato de cálcio, indicativos do acúmulo de ácido 

oxálico pela planta, além da determinação de seu teor.  
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2 OBJETIVOS 
 
 

2.1 GERAL 

 
 

Caracterizar microscopicamente os cristais de oxalato de cálcio e 

quantificar o ácido oxálico presente nas folhas de espécies vegetais frutíferas 

utilizadas para o tratamento de Hipertensão Arterial e Diabetes mellitus. 

 
 

2.2 ESPECÍFICOS 

 
 

 Caracterizar anatomicamente as espécies; 

 Utilizar técnicas combinadas de microscopia ótica, de polarização, 

microscopia eletrônica de varredura e de transmissão para determinar as 

características anatômicas vegetais e caracterizar morfologicamente os 

cristais de oxalato de cálcio; 

 Identificar a histolocalização in situ (sítios de secreção e/ou acúmulo) dos 

cristais de oxalato de cálcio presentes nas espécies vegetais; 

 Determinar a composição elementar dos cristais por microanálises 

utilizando a microscopia eletrônica de varredura (MEV - EDS)  

Otimizar metodologia analítica para quantificação de ácido oxálico por 

espectrofotometria UV-Vis. 

 
 

3 REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

Ao longo de milênios o homem vem acumulando empiricamente 

conhecimentos a respeito do manejo de plantas, seja com a finalidade de 

melhorar sua alimentação, seja para tratar de suas enfermidades, criando uma 

inter-relação estreita entre o uso das plantas e sua evolução (SANTOS, 2008). 
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O conhecimento que o uso de espécies frutíferas vai além da alimentação 

humana é bastante antigo. Registros datados de 571 a.C. apontam a utilização 

medicinal de espécies frutíferas, onde o profeta Ezequiel relata em seu livro 

(cap. 47, vers. 12) que das várias espécies frutíferas existentes, além de seus 

frutos comestíveis, o uso de suas folhas é também utilizado como uma 

importante fonte medicinal. 

Muitas espéceis medicinais têm sido utilizadas tradicionalmente como 

ajuvantes no tratamento de diversas patologias, entre elas as DCNT, 

consideradas como as de maior incidência na população mundial. Na maioria 

dos casos, estas doenças não ocorrem de forma isolada, geralmente 

associando-se a problemas mais amplos. A concomitância de distúrbios 

metabólicos e hemodinâmicos, como hipertensão arterial, obesidade e 

Diabetes mellitus caracterizam a chamada Síndrome Metabólica (PINHO et al., 

2014). Segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia, pacientes hipertensos 

e/ou diabéticos são mais propensos a desenvolverem problemas renais, como 

consequência dos distúrbios e agravos provocados por esta síndrome 

(CABRAL, 2014). Segundo pesquisa realizada em 2016 nas principais capitais 

brasileiras sobre a frequência e distribuição de doenças crônicas, constatou-se 

que mais da metade da população das capitais analisadas encontra-se acima 

do peso. Esta condição tende a aumentar com a idade, sendo a incidência 

maior em homens. Observou-se também que 25,7% da população apresentam 

hipertensão; 8,9% diabetes e 22,6% dislipidemia (BRASIL, 2017). 

No Nordeste do Brasil, as plantas medicinais são comumente usadas na 

preparação de remédios caseiros para tratar várias enfermidades. São 

comercializadas livremente em feiras, mercados populares e encontradas em 

quintais residenciais (MACIEL et al., 2002). Além do fácil preparo das 

formulações caseiras, muitas vezes as plantas suprem a falta de 

medicamentos nos serviços de saúde, estando presentes em diversas 

comunidades (OLIVEIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2011, ALBUQUERQUE 

et al., 2009).  

Diversas plantas são utilizadas tradicionalmente como adjuvantes no 

tratamento de algumas dessas DCNT, como hipertensão e diabetes. Diante 

disso, realizou-se um levantamento bibliográfico dentre as principais plantas 
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medicinais frutíferas utilizadas com uso medicinal no tratamento de hipertensão 

e/ou diabetes nas principais bases de dados eletrônicos, selecionando-se nove 

espécies vegetais que passaram por etapas posteriores de análise ao longo do 

projeto, a saber, Persea americana Mill., Spondias mombin L., Anacardium 

occidentale L., Averrhoa carambola L., Genipa americana L., Citrus aurantium 

L., Citrus x latifolia Tanaka ex Q. Jiménez, Punica granatum L., Tamarindus 

indica L.  

 
 

3.1 Persea americana Mill 

 
 

Trata-se de uma espécie pertencente à família Lauraceae, que 

compreende em torno de 3000 espécies de angiospermas agrupadas em 50 

gêneros, apresentando distribuição em regiões de clima temperado a tropical, 

especialmente sudeste da Ásia e América do Sul (CHANDERBALI et al, 2001). 

O gênero Persea compreende aproximadamente 150 espécies arbóreas 

perenes, onde P. americana é o representante mais conhecido, pois além de 

seu uso como alimento, o abacateiro é utilizado tradicionalmente com diversas 

finalidades medicinais, como hipotensivo, hipoglicêmico, diurético, antiviral, no 

tratamento de úlceras e doenças cardiovasculares (ANITA et al., 2005; NAYAK 

et al., 2008; RAHARJO et al., 2008; ANAKA et al., 2009; KOSIŃSKA et al., 

2012). Considerando a variedade de usos etnobotanicos que são atribuídos a 

esta espécie, vários estudos têm sido realizados para comprovar suas 

atividades, como antimicrobiana (GOMEZ-FLORES et al., 2008); hipoglicêmica 

(BRAI, 2007; PAHUA-RAMOS et al., 2012; EZEJIOFOR et al.,2013), 

antihiperlipidêmica (BRAI, 2007; EDEM, 2010), antihipertensiva (OJEWOLE, 

2007; DZEUFIET, 2014), antilarvicida (TORRES, 2014), anticolinesterase e 

antioxidante (VINHA, 2013; OBOH, 2016), dentre outras. 

 
 

3.2 Spondias mombin L. 
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Diferentes frutíferas de grande importância econômica para o Brasil 

estão presentes em Anacardiaceae. No Brasil estão catalogados 14 gêneros 

com 57 espécies dessa família, sendo 14 delas restritas a este país (DUVALL, 

2006) enquanto que 108 espécies são encontradas exclusivamente na África e 

América do Sul (SILVA, 2010). Quatro espécies de Spondias são 

economicamente importantes na América tropical: S. mombin, S. dulcis, S. 

purpurea e S. tuberosa, sendo a primeira a mais popular e de maior 

importância no Brasil. S. mombin L. é uma fruteira nativa da América Tropical 

que apresenta ampla distribuição geográfica, podendo ser encontrada por toda 

a América Latina e em algumas regiões da Ásia e da África. Na medicina 

popular, o infuso das folhas é usado no tratamento de febres biliosas, 

constipação e inflamações na boca, garganta estômago e órgãos genitais e 

quadros infecciosos (MILLER, 2005; UCHENDU, 2004). Diversas pesquisas 

com extrato das folhas do cajazeiro apontam uma diversidade de promissoras 

atividades farmacológicas, dentre elas a atividade antihipertensiva, 

antidiabética (OLUGBUYIRO et al., 2009; FRED-JAIYESIMI, 2009), 

antibacteriana (ABO et al., 1999), atividade contra o vírus da dengue tipo 2 

(SILVA et al., 2011), atividade anti-helmíntica (ADEMOLA et al., 2005) e 

atividade leishmanicida (ACCIOLY, 2012). 

 
 

3.3 Anacardium occidentale L. 

 
 

Anacardiaceae é uma grande família de eudicotiledôneas na qual estão 

inseridos 76 gêneros com aproximadamente 600 espécies, distribuídas 

principalmente em regiões tropicais. No Brasil, os gêneros de maior predomínio 

são Anacardium, Mangifera, Spondias e Schinus (MABBERLEY, 1997; 

CORREIA et al., 2006). Conhecido popularmente como cajueiro, A. occidentale 

L. é uma árvore que pode que alcançar até 15 m de altura e, além de seu apelo 

nutricional, devido a seus frutos de sabor marcante, muitas de suas partes são 

utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de doenças, tais como 

hipertensão, infecções bucais, gastrointestinais, urogenitais e de pele (ARUL, 

2011). Diversas pesquisas têm sido realizadas, confirmando seu potencial 
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farmacológico com efeitos analgésico e anti-inflamatório (ONASANWO et al., 

2012), sobre problemas de pigmentação da pele (ABDUL et al., 2008), anti-

ácido (AJIBOLA et al., 2010), antihiperglicêmico (SOKENG et al., 2001, 

FAGBOHUN et al., 2010), antihipertensivo (SILVA, 2006b), antimicrobiano 

(DAHAKE et al., 2009; DOSS, 2011; TAN, 2014), anti-Aedes aegypti 

(GUISSONI et al., 2013), dentre outros. 

 
 

3.4 Averrhoa carambola L. 

 
 

A família Oxalidaceae compreende 6 gêneros e cerca de 950 espécies 

distribuídas largamente pelo mundo, em áreas tropicais e em regiões mais frias 

(SOUZA, 2005). O gênero Averrhoa abrange apenas duas espécies, A. 

carambola e A. bilimbi, que são bastante distribuídas e cultivadas nas regiões 

tropicais. A caramboleira (A. carambola L.) é uma frutífera que atinge até dez 

metros de altura, sem, contudo, apresentar copa muito fechada. É originária da 

Ásia Tropical e foi introduzida no Brasil em 1811, em Pernambuco, distrubuída 

em diversos Estados brasileiros (PAUL, 1998; BASTOS, 2005). Além de sua 

importância na alimentação, por conta de seu fruto de sabor exótico, suas 

folhas são largamente utilizadas na medicina tradicional devido às suas 

propriedades sedativa, anti-hipertensiva, antianêmica e antidiabética, estando 

inscrita na Farmacopéia Indiana (CORREA, 1931, GONÇALVES e MARTINS, 

1998). Diversos estudos têm sido realizados devido ao seu potencial 

farmacológico, como as atividades anti-inflamatória (CABRINI, 2011), 

antimicrobiana (WAKTE, 2011), hipoglicemiante (CHAU, 2004a; RODRIGUES, 

2010), hipocolesterolêmica e hipolipidêmica (CHAU, 2004b), hipotensivo 

(SONCINI et al., 2011), antioxidante (SHUI, 2006), antiulcerogênica 

(GONÇALVES, 2006; AZEEM et al., 2010), dentre outras. 

 
 

3.5 Genipa americana L. 
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Considerada como uma das maiores famílias dentre as Angiospermas, 

Rubiaceae compreende o quarto lugar em número de espécies, possuindo 

aproximadamente 13.000 espécies distribuídas em 550 gêneros. Dentre estes, 

10% das espécies são nativas do Brasil (BARBOSA et al. 2015, ZINI 2016). O 

gênero Genipa é caracterizado por possuir duas espécies: G. americana L. e 

G. infundibuliformis Zappi & Semir (DELPRETE et al. 2005). Dentre os poucos 

estudos realizados sobre o gênero, as pesquisas estão concentradas sobre a 

espécie Genipa americana. Trata-se de uma planta nativa do Brasil, de porte 

arbóreo, podendo alcançar até 30 metros de altura (CORREA 1984, 

DELPRETE et al. 2005, ZAPPI 2015). Tradicionalmente, diversos usos 

medicinais têm sido atribuídos a esta espécie, como antidiarreico, antissifilítico, 

contra doenças do fígado (CORREA 1984, AGRA 2008), anti-inflamatório, 

antifebril (DELPRETE et al. 2005), tratamento da tosse, anemia e como 

depurativo (SOUZA et al., 2013). Diversos estudos farmacológicos indicam sua 

possibilidade de uso no tratamento da asma (DENG et al. 2013), doenças 

oftálmicas (KORIYAMA et al. 2013, SONG et al. 2013), ação antiviral (LIN et al. 

2013), desordens cardiovasculares (JIANG et al. 2013, ZHANG et al. 2013), 

atividade antidepressiva (TIAN et al. 2010), no tratamento de Alzheimer (NAM 

et al. 2013; GAO et al. 2014), atividade antidiabética (GUO et al. 2012, QIU et 

al. 2012, LIU et al. 2012, 2013a,b, GUAN et al. 2013, MA et al. 2013), anti-

inflamatória (ZHANG et al. 2012, KHANAL et al. 2014), anticancerígena 

(DANDO et al. 2013, YANG et al. 2013), dentre outras. 

 
 

3.6 Citrus aurantium L. 

 
 

A família Rutaceae possui 156 gêneros e 1.800 espécies distribuídas por 

todo o mundo, especialmente em regiões tropicais quentes e temperadas 

(CRONQUIST, 1988). No Brasil foram encontrados 32 gêneros nativos de 

Rutaceae com 154 espécies (PIRANI, 1999). O gênero Citrus é oriundo do 

sudeste tropical e subtropical da Ásia, conhecido por conter apenas três 

espécies, porém numerosos híbridos naturais e cultivados, incluindo as frutas 

conhecidas por cítricas (COSTA, 2010). Conhecida popularmente como 
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laranjeira amarga, C.aurantium L. é uma espécie arbórea de porte médio, que 

pode alcançar até 8 metros de autura, amplamente distribuída na América 

Central e países Mediterrâneos (Abderrezak et al., 2014). Tradicionamente é 

utilizada para o alívio de diversas situações como antiséptico, antitérmico, 

laxante, anti-inflamatório, calmante, problemas urogenitais, vermífugo e 

supressor de apetite (ALEXANDER e PAUL,1995; SURYAWANSHI, 2011). 

Diversas atividades farmacológicas têm sido realizadas devido ao seu potencial 

terpêutico, como atividade ansiolítica e sedativa (FREITAS, 2002), 

antiulcerogênica (JEONG et al., 2002); antifúngica (METOUI et al., 2015), 

antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2014), anticonvulsivante (AZANCHI et al, 

2014), hipoglicemica e hipolipidemica (JIA et al., 2015), inibição da 

adipogênese (KIM et al., 2012), dentre outras. 

 
 

3.7 Citrus x latifolia Tanaka ex Q. Jiménez 

 
 

Os membros da família Rutaceae são fortemente aromáticos devido à 

presença de óleos essenciais e possuem importância considerável como fonte 

de frutas cítricas e algumas ornamentais (PERVEEN e QAISER, 2005). Dentre 

os gêneros pertencentes a esta família, Citrus é composto por árvores 

pequenas, com espécies distribuídas em regiões tropicais por todo o mundo 

(SWINGLE e REECE, 1967; REUTHER, 1973). Citrus x latifolia Tanaka ex Q. 

Jiménez, com os frutos popularmente conhecidos como limão persa ou limão 

Tahiti, o limoeiro é uma árvore de tamanho médio, podendo alcançar entre 4,5 

a 6 metros de altura, que produz a espécie de limão mais comum e vendida no 

mundo. Esta espécie possui uma origem híbrida, mais comumente obtida de 

um cruzamento entre C. aurantifolia e C. limon (KAHN et al. 2001; RACOWSKI 

et al., 2017). Tradicionalmente os frutos e as folhas desta espécie têm sido 

usada no tratamento de gripes e resfriados, infecções, inflamções, escorbuto 

(CHACKO e ESTHERLYDIA, 2014), usado como antitérmico e ação sedativa 

(GARGANO et al., 2008). Muitas pesquisas têm sido realizadas a fim de 

evidenciar o seu potencial farmacológico, com atividades anti-inflamatória 

(KUMMER et al. 2013, AMORIM et al., 2016), antifúngica (RUIZ-PÉREZ et al., 
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2016), antihipertensiva (CASQUETE et al. 2015), antimicrobiana (RACOWSKI 

et al., 2017), inseticida (LOSS, 2008), dentre outras.  

 
 

3.8 Punica granatum L. 

 
 

A família Lythraceae possui 31 gêneros e aproximadamente 600 

espécies, com distribuição pantropical e alguns representantes herbáceos de 

regiões temperadas (CAVALCANTI e GRAHAM, 2002). Nove gêneros ocorrem 

no Brasil, onde se destaca o gênero Punica, composto por representantes 

arbustivos ou pequenas árvores, podendo alcançar de 5 a 10 metros de altura. 

É formado por apenas duas espécies: P.granatum L. e, menos conhecida, P. 

protopunica L (AMJAD, 2005). 

P. granatum, é uma espécie distribuída em todo o mundo, conhecida 

popularmente no Brasil como romãzeira. É considerada como o membro 

predominante desta família, devido aos fatores históricos, étnicos medicinais e 

mitológicos associados a esta espécie (AMJAD, 2005). Diversos usos 

medicinais têm sido atribuídos às diferentes partes desta espécie como 

hemostático, antibacteriano, antifúngico, antiviral, cicatrizante, no tratamento de 

bronquite, diarréia, problemas digestivos, impotência sexual e diabetes 

(LANSKY et al., 2007; PIRBALOUTI et al. 2010). Paralelamente, suas 

potencialidades farmacológicas têm sido confirmadas mediante diferentes 

atividades como anti-inflamatória (RAHIMI et al., 2011), antioxidante (NODA et 

al., 2002), anticarcinogênica (SHISHODIA et al., 2006) neuroprotetora 

(AKHLAGHI et al., 2009), antiaterogênica (AVIRAM et al., 2008), hipoglicêmica 

(AKHLAGHI et al., 2009), antihipertensiva (ASGARY et al., 2013) antiulcerativa 

(MOGHADDAM et al., 2014), dentre outras. 

 
 

3.9 Tamarindus indica L. 

 
 

Considerada como a terceira maior família de Angiospermae, Fabaceae 

ou Leguminosae compreende aproximadamente 727 gêneros e 19.325 
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espécies (LEWIS et al., 2005). No Brasil esta é a maior família, onde podem 

ser encontradas 11 % do total de espécies de Fabaceae, sendo 31 gêneros 

endêmicos, representada em todos os biomas brasileiros. Para a família, são 

reconhecidas três subfamílias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e 

Papilionoideae (ou Faboideae), sendo a primeira considerada como a mais 

primitiva (LIMA, 2000, LEWIS et al. 2005, BORTOLUZZI et al., 2006). 

Caesalpinioideae possui distribuição nas regiões tropicais e subtropicais, 

principalmente na América do Sul, África tropical e sudeste da Ásia. No Brasil 

foram catalogados aproximadamente 178 gêneros e aproximadamente 1.550 

espécies (LEWIS e POLHILL, 1998; BIONDO et al., 2005). 

Conhecido popularmente como tamarindeiro, T.indica destaca- se além 

de seu papel na alimentação, devido ao sabor marcante de seus frutos, pois 

apresenta conhecidas propriedades medicinais. Os extratos dos folíolos e 

sementes são utilizados com propósitos catárticos, adstringentes, antissépticos 

e antitérmicos (KHANDARE et al., 2000). Diversos ensaios farmacológicos tem 

sido realizados no sentido de comprovar a suas potencialidades mediante as 

atividades antibacteriana (MUTHU et al., 2005; MELENDEZ et al., 2006), 

citotóxica (KOBAYASHI et al., 1996), antitripanossomíase (ATAWODI et al., 

2002), antiofídica (USHANANDINI et al., 2006), antiinflamatória (DIGHE et al., 

2009), hepatoprotetora (PIMPLE et al., 2007), antihipertensiva (IFTHEKAR et 

al., 2006), antilipidêmica (MARTINELLO et al., 2006; LIBRANDI et al., 2007), 

antidiabética (MAITI et al., 2004; 2005), antiasmática (TAYADE et al., 2009), 

dentre outras. 

 
 

3.10 ASPECTOS GERAIS 

 
 

Observa-se que muitas espécies vegetais são amplamente utilizadas por 

serem consagradas tradicionalmente no consumo de seus frutos. Dessa forma, 

suas folhas acabam sendo utilizadas medicinalmente de forma indiscriminada 

por acreditarem não possuir contra indicações e/ou efeitos tóxicos. Embora 

muitas plantas sejam amplamente utilizadas por suas propriedades 

antidiabética e antihipertensiva, existem poucos estudos sobre teor e 
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caracterização do ácido oxálico presente nessas espécies. Este fato pode 

acarretar riscos em seu uso, uma vez que existe uma predisposição natural 

desses pacientes a desenvolver nefropatias com o uso dessas plantas, devido 

à redução da atividade renal em decorrência da patologia de base que 

apresentam. Massey e colaboradores (1993) e Mandel (1996) relatam a 

impossibilidade do oxalato de cálcio ser metabolizado pelos humanos, 

aumentando-se o risco de cristalização de oxalato de cálcio nos rins ao ser 

excretado na urina, considerando sua pouca solubilidade. Ressalta-se ainda o 

aumento no risco de formação de cálculos renais em indivíduos que 

apresentam diminuição da função renal, como exemplo, os idosos que fazem 

uso de politerapia e, paralelamente, consomem chás por conta própria, 

raramente informando aos profissionais de saúde o seu uso (SCARDELATO; 

LEGRAMANDI; SACRAMENTO, 2013).  

Dentre os diversos compostos que conferem a estas espécies seus 

efeitos farmacológicos e determinam a sua identidade química, vale destacar a 

presença do ácido oxálico, um ácido orgânico produzido e acumulado pelas 

plantas nos vacúolos intracelulares, responsável pela defesa contra ataques de 

predadores, mas também responsável por muitos relatos de toxicidade em 

humanos e em animais (MOREIRA et al, 2010; LEWANDOWSKI; RODGERS, 

2004). Este ácido é o mais frequente na natureza, podendo ser encontrado em 

bactérias e plantas. Pode estar presente em sua forma solúvel ou insolúvel, na 

forma de oxalato de cálcio, encontrado no interior das células vegetais sob a 

forma de cristais. Quando ingerido, é rapidamente absorvido no trato gastro 

intestinal e, ao atingir os rins, reage com os íons cálcio presentes, que se 

depositam nos néfrons ocasionando sérias lesões renais (COSTA, 2002).  

Nas plantas, o oxalato de cálcio pode se apresentar na forma de vários 

tipos de cristais que representam estoques de cálcio ou simplesmente 

depósitos de restos metabólicos, que de outra forma poderiam ser tóxicos para 

as células e para os tecidos vegetais. A presença de algumas formas destes 

cristais protege as plantas contra herbívoros, pois quando ingeridos, os cristais 

causam sensação de queimação na mucosa bucal (SILVA; TAKEMURA, 2006). 

As ráfides, feixes de cristais de oxalato de cálcio em forma de agulhas, são as 

formas mais prejudiciais. Elas são pontiagudas e perfurantes, destruindo as 



33 

 

 

células das mucosas de qualquer animal que se habilite a ingerir partes de 

plantas que as contenham (CUMPSTON et al., 2003). Estes cristais podem ser 

visualizados através de diferentes técnicas microscópicas, como microscopia 

óptica, microscopia eletrônica de varredura (MEV) e microscopia eletrônica de 

transmissão (MET).  

Na microscopia óptica a morfologia dos cristais pode ser visualizada sob 

as diferentes formas nos idioblastos cristalíferos, tais como ráfides, estiloides, 

cristais prismáticos cuneiformes, tabulares, cúbicos, rosetas cristalinas e 

concrescências cristalinas. A microscopia eletrônica de varredura é uma 

técnica que pode fornecer rapidamente informações sobre a morfologia e 

identificação de elementos químicos de uma amostra sólida. O MEV é um dos 

mais versáteis instrumentos disponíveis para a observação e análise de 

características microestruturais de objetos sólidos. A principal razão de sua 

utilidade é a alta resolução que pode ser obtida quando as amostras são 

observadas. Outra característica importante do MEV é a aparência 

tridimensional da imagem das amostras, resultado direto da grande 

profundidade de campo. Permite, também, o exame em pequenos aumentos e 

com grande profundidade de foco, o que é extremamente útil, pois a imagem 

eletrônica complementa a informação dada pela imagem óptica (DEDAVID; 

GOMES; MACHADO, 2007).  

A Microscopia Eletrônica de Transmissão possibilita a aquisição de 

imagens com resolução muito superior às obtidas com microscópios ópticos 

comuns, em consequência da utilização de elétrons para a formação das 

imagens. Nesta técnica um feixe de elétrons atravessa a amostra sofrendo 

diversos tipos de espalhamento que dependem das características do material. 

Imagens de campo claro são formadas por elétrons que sofrem pouco desvio, 

enquanto as de campo escuro são formadas por elétrons difratados pelos 

planos cristalinos do material. Interações do feixe com o material geram raios-X 

característicos que fornecem informações sobre os elementos químicos 

presentes na amostra (GALLETI, 2003). 

Testes histoquímicos revelam a natureza aproximada das substâncias 

secretadas pelos idioblastos, podendo indicar os sítios de secreção e/ou 

acúmulo de substâncias. Nas estruturas secretoras pode haver grande 
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variação quanto à morfologia, anatomia, função, localização e tipos de 

compostos que secretam sendo essenciais esses testes para correlacionar as 

características botânicas e químicas das espécies (ESAU, 1965, 1977).  

Diversas técnicas são empregadas para o doseamento de substâncias 

em materiais vegetais, uma delas, a espectrofotometria de absorção na região 

do ultravioleta-visível (UV-Vis), alcança grande destaque devido a sua 

simplicidade, rapidez, baixo custo de execução e ampla disponibilidade nos 

laboratórios. Após o desenvolvimento de um método analítico, este deve ser 

submetido a uma série de experimentos capazes de avaliar sua capacidade em 

detectar e quantificar o analito. Para tanto, deve apresentar especificidade, 

linearidade, intervalo, precisão, sensibilidade, limite de quantificação e 

exatidão, adequados à análise (BRASIL, 2003).  

Inicialmente, as análises para doseamento de ácido oxálico baseavam-

se apenas nos métodos gravimétricos (HORWITZ, 1980). Posteriormente, 

métodos de precipitação passaram a ser utilizados a fim de enriquecer a 

extração e mensurar os teores a partir de métodos colorimétricos ou 

cromatográficos. Muitos destes métodos, porém, apresentaram como limitação 

perdas desconhecidas ou etapas intensivas no processo de trabalho, 

diminuindo a sua viabilidade (FRANCESCHI e HORNER, 1980; AL-WAHSH et 

al.,2012).  

O estudo a respeito dos métodos de extração sugere uma segunda fonte 

provável de variabilidade na análise de oxalato. Honow e Hesse (2002) 

mostraram que a extração ácida quente produz oxalato derivado de reação 

cruzada com o ascorbato. Muitos métodos prometem o almejado grau de 

confiança, como a eletroforese por íons, eletroforese capilar (Holmes e 

Kennedy, 2000), cromatografia líquida de alta eficiência (Honow et al., 1997), 

cromatografia em fase gasosa (OHKAWA, 1985) e ensaios enzimáticos com 

oxalato oxidase (Kasidas et al., 1980), esbarrando porém no fator custo e 

operacionalização qualificada.  

O método otimizado neste trabalho é simples, de baixo custo e baseia-

se no clássico princípio de titulação através de volumetria de oxido redução 

(VOGUEL, 2011). Desta forma, a partir dos trabalhos de Naik et al. (2014), este 

estudo propõe a otimização de metodologia analítica baseada no princípio da 
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oxidação do permanganato de potássio para quantificação de ácido oxálico 

através de espectrofotometria UV/ VIS em amostras vegetais. 

 
 
4 METODOLOGIA 

 
 
4.1 MATERIAL VEGETAL 

 
 

Exsicatas foram depositadas no Herbário Dárdano de Andrade Lima, da 

Empresa Pernambucana de Pesquisas Agropecuárias (IPA), para legitimação 

da identificação botânica, conforme Quadro 1. 

 
 

Quadro 1- Legitimação botânica das espécies utilizadas na pesquisa. 

NOME 

POPULAR 
NOME CIENTÍFICO FAMÍLIA 

NÚMERO 

DE TOMBO 

Abacateiro Persea americana Mill. Lauraceae 89997 

Cajazeiro Spondias mombin L. Anacardiaceae 90666 

Cajueiro Anacardium occidentale L. Anacardiaceae 89979 

Caramboleira Averrhoa carambola L. Oxalidaceae 89332 

Jenipapeiro Genipa americana L. Rubiaceae 89999 

Laranjeira Citrus x aurantium L. Rutaceae 89972 

Limoeiro 
Citrus x latifolia Tanaka ex 

Q. Jiménez 
Rutaceae 89971 

Romãzeira Punica granatum L. Lythraceae 89333  

Tamarindeiro Tamarindus indica L. Fabaceae 89998 
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4.2 CARACTERIZAÇÃO MICROSCÓPICA  

 
 
Folhas completamente expandidas foram coletadas do segundo ou terceiro nó 

e fixadas em FAA50 (JOHANSEN 1940). As secções transversais e 

paradérmicas da porção média das folhas foram obtidas à mão livre, 

submetidas ao duplo processo de coloração com astra azul e safranina 

(JOHANSEN 1940, KRAUS 1997) e montadas em glicerina em lâminas semi-

permanentes para o estudo anatômico. A análise das estruturas foi realizada 

utilizando microscopia óptica de luz (Alltion) equipado com câmera digital. 

Para microscopia ótica de luz polarizada, foram obtidas secções 

transversais, da mesma forma como citado anteriormente, porém as lâminas 

não passaram por processo de coloração, foram apenas descoradas com 

hipoclorito de sódio 10% para evidenciação dos cristais. 

Na microscopia eletrônica de varredura (MEV), as amostras foram 

fixadas em solução de glutaraldeído a 2,5% (tamponada com cacodilato de 

sódio 0,1 M) e fixadas em solução de ósmio a 2% (tamponada com cacodilato 

de sódio 0,1 M). Posteriormente, o material foi seco em ponto crítico após 

dessecação por uma série etanólica graduada (Bal-Tec CPD 030). As porções 

adequadas foram montadas em stubs e revestida por pulverização com ouro 

(Leica EM SCD 500). As faces adaxial e abaxial da superíce foram examinadas 

com um microscópio eletrônico de varredura QUANTA 200 FEG. 

 
 

4.3 CARACTERIZAÇÃO HISTOQUÍMICA 

 
 

Secções transversais obtidas à mão livre, da porção mediana das folhas 

frescas das espécies analisadas, foram submetidas aos seguintes tratamentos:  

reagent de Lugol (Johansen, 1940) para determinação de amido, Sudan IV 

(Kraus, 1997) para detecção de compostos lipídicos e cutícula, Floroglucinol 

(Jensen, 1962) para ligninas, dicromato de potássio (Gabe, 1968) para 

compostos fenólicos, reagente de NADI (David, 1964), para óleos essenciais e 

óleo resinas, vanilina sulfúrica (Wagner & Bladt, 1996), para iridoides, tricloreto 
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de antimônio (Mace et al., 1974), para esteroides, vanilina clorídrica (Mace et 

al., 1974), para taninos, reagente de Dragendorff (Yoder, 1976) para alcaloides 

e ácido clorídrico para para cristais de oxalato de cálcio (Johansen, 1940). Para 

cada procedimento empregado, amostras controle foram utilizadas como 

parâmetro de comparação, caracterizadas como secções sem tratamento com 

reagentes. Observações e documentação de imagens foram realizadas com 

microscópio de luz (Alltion) equipado com câmera digital. 

 
 

4.4 ANÁLISE MORFOLÓGICA E COMPOSIÇÃO ELEMENTAR DOS 

CRISTAIS 

 
 

Para análise em Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e 

microanálises químicas espectroscópicas de raios-X por dispersão de energia 

(EDS: Energy Dispersive Spectroscopy), secções transversais obtidas 

manualmente foram fixadas com tampão glutaraldeído (GA) 2,5% + 

formaldeído 4%, durante 12h e refrigeradas até a etapa de processamento da 

amostra. Após fixação e lavagem, as amostras desidratadas por série etanólica 

crescente (JOHANSEN,1940) foram submetidas à  secagem em Ponto Crítico 

de CO2 (HCP-2) por 2h. Subsequentemente, as amostras foram montadas em 

suportes metálicos e metalizadas com camada de ouro de 20 nm, por 150 

segundos em corrente de 25 mA em metalizador (Quorum Q150T ES). 

As eletromicrografias de varredura foram obtidas por microscópio eletrônico 

(Zeiss-EVO-LS15), utilizando-se detector de elétrons secundários, aceleração 

eletrônica de 25 kV, distância de trabalho de 8,5 mm e alto vácuo. As 

microanálises químicas por EDS foram feitas com detector de raios X acoplado 

ao microscópio, sob as mesmas condições de operacionalidade. Foram 

considerados significativos, os picos de absorbância que indicavam 

concentração química elementar relativa ≥ 0,5%. 

 
 

4.5 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO  
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Para análise em microscopia eletrônica de transmissão, amostras foram 

fixadas em glutaraldeído 2,5%, em tampão fosfato 0,1M pH 7,2, pós-fixadas na 

solução de tetróxido de ósmio a 2% no mesmo tampão, desidratadas em série 

acetônica e incluídos em Araldite. Os cortes ultrafinos, obtidos em 

ultramicrótomo Huxley-Cambridge, foram contrastados com acetato de uranila 

e citrato de chumbo, observados e fotografados com filme Tmax Kodak Asa 

100 em microscópio eletrônico de transmissão Phillips EM-300. As amostras 

foram processadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste 

(CETENE) da UFPE. 

 
 

4.6 OTIMIZAÇÃO DE MÉTODO ESPECTROFOTOMÉTRICO NA 

QUANTIFICAÇÃO DE ÁCIDO OXÁLICO 

 
 

4.6.1 Preparação das Soluções Reagentes (SR) 
 
 

A solução padrão de ácido oxálico foi preparada a partir da solubilização 

de 0,05 g do padrão em 50 mL de água destilada, com quantidade suficiente 

para completar o balão volumétrico, obtendo-se uma solução com 

concentração final de 1 mg/mL. Uma solução de permanganato de potássio foi 

preparada pela dissolução de 0,1580 g de reagente em 100 mL de água 

destilada, obtendo-se uma solução de concentração 0,01 M. Após conveniente 

diluição, foram obtidos desta solução 50 mL de solução com concentração de 

0,003M. 100 mL de ácido sulfúrico 1M e de HCl 0,25 M foram preparados em 

água destilada. 

 
 

4.6.2 Preparação da amostra 

 
 

Para quantificação de ácido oxálico, a espécie Avherroa carambola L. foi 

escolhida devido ser representante da família Oxalidaceae e pressupor uma 

quantidade maior deste metabólito em suas folhas. Diante disto, folhas 
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completamente expandidas desta espécie foram secas a 40ºC durante 24h e 

pulverizadas. A extração foi realizada seguindo protocolos convencionais de 

ensaio (BERGERMAN e ELLIOT, 1955; NAIK et al, 2014), onde 0,5 g do pó da 

droga vegetal, adicionados de 30 mL de HCl 0,25 M, foram levados a banho 

Maria por 15 minutos. Em seguida esta solução foi filtrada, transferida para um 

balão volumétrico e o volume completado com quantidade suficiente de água 

destilada para 50 mL, obtendo-se solução extrativa com concentração final de 

10 mg/ mL. 

 
 

4.6.3 Seleção do comprimento de onda para leitura 

 
 

Para realização da determinação espectrofotométrica das absorbâncias, 

5 mL de ácido sulfúrico (1M) , 2 mL de permanganato de potássio (0,003M) e 2 

mL do padrão de ácido oxálico (0,55 mg/ mL) ou solução extrativa da amostra 

(1,6 mg/ mL), compondo a Solução de Leitura (SL). Esta foi submetida à 

varredura em espectrofotômetro em amplitude de comprimento de onda 

compreendida entre 200 a 900 nm, utilizando água destilada como linha de 

base. 

 
 

4.6.4 Estudo de cinética reacional 

 
 

Os efeitos do tempo de reação sobre a resposta do método foram 

analisados tanto para o padrão de ácido oxálico (0,55 mg/ mL), como para a 

amostra vegetal analisada (1,55 mg/ mL), realizados em triplicata, onde as 

absorbâncias foram registradas a cada cinco minutos durante uma hora e os 

resultados plotados em gráfico. 

 
 

4.6.5 Construção da Curva de Calibração 
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Soluções Reagentes (SR) compostas de 5 mL de ácido sulfúrico (1M), 2 

mL de permanganato de potássio (0,003 M) e 2 mL da solução padrão de ácido 

oxálico em diferentes concentrações (0,52; 0,54; 0,56; 0,58; 0,6 mg/mL) e da 

amostra (1,5; 1,6; 1,7; 1,8; 1,9 mg/mL) foram imcubadas durante 20 e 30 

minutos, respectivamente ao abrigo da luz em temperatura ambiente (25 ± 

2ºC). Em seguida a absorbância foi registrada a 525 nm em espectrofotômetro 

Shimadzu, UV 1900. O reagente de compensação utilizado foi água destilada. 

Os valores de absorbância registrados foram determinados triplicata. A 

curva foi construída, relacionando-se a absorbância media das três leituras 

com a concentração em cada nível. Foram calculados os desvios padrão e o 

coeficiente de correlação, parâmetros importantes para a validação do método. 

A equação de regressão linerar foi determinada pelo método dos mínimos 

quadrados e os resultados obtidos analisados por ANOVA.  

 
 

4.6.6 Avaliação da estabilidade da Solução de Leitura (SL) para o padrão 

 
 

Com o objetivo verificar o tempo em que as soluções reagentes de ácido 

oxálico (0,55 mg/ mL) e permanganato de potássio (0,003 M) permanecem 

estáveis e passíveis de serem utilizadas, realizaram-se leituras em intervalos 

regulares de 5 minutos na solução de leitura, respeitando-se o tempo de 

reação de 30 minutos, uma vez que observou-se nos ensaios de cinética que a 

partir de 20 minutos obtêm-se um platô de estabilidade nas absorbâncias 

registradas. 

 
 

4.6.7 Ensaio de Precisão para o padrão de Ácido oxálico 

 
 

A solução de leitura para o padrão foi preparada conforme descrito 

anteriormente, e os níveis de repetitibilidade e precisão intermediária foram 
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estudados. Os dados foram avaliados através dos coeficientes de variação e 

de análise de variância de duas entradas, com o auxílio do programa 

computacional Microsoft Excel (Microsoft, USA). Para o teste de repetibilidade 

nove determinações, contemplando o intervalo linear do método, em três 

concentrações (0,54; 0,56 e 0,58 mg/ mL), realizadas em triplicata. A precisão 

intermediária foi determinada a partir da análise dos espectros de absorção de  

três amostras oriundas de pesagens distintas, com as análises realizadas em 

triplicata, em três dias diferentes, respeitando-se o tempo de reação de 20 

minutos para leitura. 

 
 
4.6.8 Ensaio de Exatidão 
 
 
Foi realizada a adição de 250 µL do padrão de ácido oxálico (0,52; 0,54 e 0,56 

mg/ mL) à solução de leitura da amostra a fim de se determinar o percentual do 

analito de interesse recuperado. Calcula-se a quantidade percentual 

recuperada (Rec %) pelo processo  usando a fórmula:  

 

 

 
 
5 RESULTADOS  
 
 
5.1 CARACTERIZAÇÃO ANATÔMICA  
 
 
5.1.1 Persea americana Mill. 
 
 

Em secções paradérmicas, observam-se na face adaxial da superfície, 

células de contorno alongado, porém sinuosas (Figura 1 A), favorecendo assim 

o aumento da superfície de contato entre elas. Na face abaxial as células 

possuem contorno alongado e poligonal, levemente sinuosas. Diferentemente 

dos estudos realizados por Kofidis et al (2003) na Grécia, as células 
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epidérmicas de P. americana estão intimamente conectadas umas às outras, 

porém suas paredes celulares não são sinuosas. Esse fato pode ser explicado, 

pois as plantas cultivadas sob estresse hídrico enfrentam uma séria perda de 

água através da transpiração. Para reduzir essa perda, as folhas do abacateiro 

sofrem uma redução da sua superfície total, perdendo inclusive a forma 

sinuosa (CHARTZOULAKIS et al., 2002).  

Na face abaxial, encontram-se estômatos anomocíticos com células-

guarda abaixo do nível das demais células epidérmicas, sendo a folha do tipo 

hipoestomática (Figura 1 B). As imagens obtidas por microscopia óptica de 

varredura (MEV) evidenciam que ao contrário da face adaxial, as células que 

compõem o dorso da folha apresentam-se recobertas por diversas estruturas 

granulares que recobrem toda a superfície epidérmica, constituindo uma densa 

camada de cera epicuticular granulosa (Figura 1 C,D). Os estômatos, assim 

como as células-guarda e demais células epidérmicas, encontram-se 

totalmente recobertos pela espessa camada cuticular granulosa, observada 

nesta forma apenas na face abaxial (Figura 1 E,F). Segundo Metcalf e Chalk 

(1979), é comum a ocorrência de estômatos do tipo anomocítico na família 

Lauraceae, o que corroborou com este estudo. Mahmoud et al (2016), 

verificaram a presença de cutícula estriada recobrindo a epiderme foliar de P. 

americana analisadas no Egito, porém apenas uma fina camada foi descrita.  

Em secção transversal, observa-se epiderme uniestratificada, em ambas 

as faces, com cutícula espessa e disposição dorsiventral do mesofilo. Este, 

formado por uma ou duas camadas de células paliçádicas alongadas no 

sentido anticlinal e pelo parênquima esponjoso, o qual apresenta poucas 

camadas irregulares com espaços intercelulares (Figura 1 G,H). Nos estudos 

realizados por Sharon e colaboradores (2001) e Kofidis et al (2004), também 

verificou-se um mesofilo formado por duas camadas sucessivas de células 

paliçádicas alongadas, correspondendo por aproximadamente dois terços da 

espessura foliar, apresentando cristais prismáticos translúcidos de forma 

isolada. O parênquima paliçádico apresenta idioblastos volumosos e 

arredondados, contendo substâncias ergásticas e presença de inclusões 

cristalinas (Figura 1 H). Kofidis et al (2004) também relataram a presença de 

células idioblásticas oleosas presentes na região subepidermal do parênquima 
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paliçádico. Estas células são estruturas secretoras idioblásticas que se 

diferenciam na região do parênquima de angiospermas taxonomicamente 

diversas. Nos frutos maduros estas células estão presentes no mesocarpo e 

são responsáveis por 2% do volume do fruto (WEST 1969; PLATT-ALOIA 

1983). Metcalfe e Chalk (1988) listaram 16 famílias de dicotiledôneas, incluindo 

Lauraceae, caracterizadas pela presença de células oleíferas. Estes mesmos 

autores citaram, ainda, que as células oleíferas, com distribuição restrita em 

dicotiledôneas, constituem uma particularidade taxonômica e de diagnóstico 

muito valioso à família Lauraceae. 

Tricomas tectores, unisseriados, simples, com ápice agudo, parede 

espessa e cobertos com cutícula, aparecem dispostos aleatoriamente sobre 

toda a superfície epidérmica, com maior incidência sobre a face abaxial. As 

imagens de MEV evidenciam a presença de resíduos da cutícula granulosa 

envolvendo estes tricomas e, além disso, é possível verificar a presença de 

tricomas glandulares de formato elípitico a esférico, de superfície estriada, 

localizados tanto na superfície abaxial quanto adaxial (Figura 1 I,J). Nos 

estudos de Mahmoud e colaboradores (2016) foi relatada a escassa presença 

de tricomas tectores do mesmo tipo encontrado na espécie analisada, 

divergindo dos resultados por não serem detectados tricomas glandulares. No 

entanto, estudos ultraestruturais confirmam a presença de tricomas produtores 

de terpeno e glândulas de óleo em espécies de Citrus, onde se relataram redes 

extensas e interconectadas de retículo endoplasmático liso envolvidas na 

síntese de óleo ou no seu transporte dos plastidios para a cavidade de 

armazenamento (AMELUNXEN et al, 1965; THOMSON et al,1976; 

BOSABALIDIS et al, 1982). 

A nervura central apresenta simetria planoconvexa (Figura 1 K), 

colênquima angular e feixes vasculares em arranjo colateral fechado, onde a 

zona floemática encontra-se disposta em 10 a 12 calotas externamente ao 

xilema, às quais se encontram externamente camadas de esclerênquima com 

função protetora (Figura 1 L,M,N). Os resultados observados corroboram, em 

linhas gerais, com a descrição microscópica apresentada na Farmacopeia 

Brasileira 5ª edição para esta espécie (BRASIL, 2010). Porém, diferentemente 

dos resultados aqui obtidos, Mahmoud et al (2016) descreveram para esta 
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espécie feixes vasculares do tipo bicolateral aberto, consistindo em duas zonas 

de floema acima e abaixo dos raios de xilema.  
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Figura 1 - Estruturas anatômicas e ultra-anatômicas das folhas de Persea americana Mill. 

 

A. face adaxial B. face abaxial. C. tricomas em face adaxial (MEV). D. tricomas em face abaxial 

(MEV). E. estômatos em face abaxial (MEV). F. estômatos recobertos por cutícula granulosa (MEV). 

G. mesofilo dorsiventral. H. idioblasto circular e drusa em mesofilo. I. tricomas tectores. J. tricoma 

glandular (MEV). K. nervura central. L. feixes vasculares. M. detalhe de feixes vasculares (MEV). N. 

raios de xilema com fibras na face adaxial. Barras: A, B, H,I,N,O,P: 25 µm. G,K: 100 µm. C,L: 200 

µm. D. 300 µm. E. 50 µm. F,J,M. 20 µm. 
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5.1.2 Spondias mombin L. 
 
 

As secções paradérmicas revelam uma epiderme constituída por células 

de paredes espessas, de contorno pouco sinuoso a poligonal, sendo as da face 

adaxial, mais alongadas e maiores que as da face abaxial (Figura 2 A,B). Uma 

adaptação de plantas submetidas a ambientes de alta exposição solar pode ser 

observada pela diminuição da sinuosidade de suas paredes celulares, como 

forma alternativa de evitar a perda excessiva de água (SILVA, 2007). Esse fato 

pode ser observado nas células voltadas para a superfície adaxial, onde é 

possível observar a pouca sinuosidade de suas células epidérmicas, fato 

justificado por esta espécie apresentar uma distribuição predominante em 

locais de intensa radiação luminosa (SANTOS, 2012). Essa característica 

também pode ser observada em S. tuberosa e S. dulcis (METCALFE, 1950; 

CHISOM et al., 2014). 

A folha é hipoestomática, com estômatos do tipo anomocítico e 

tetracíticos distribuídos aleatoriamente ao longo da face abaxial (Figura 2 B). É 

possível verificar a presença de tricomas tectores unicelulares simples, curtos, 

tanto na face adaxial quanto na abaxial. Imagens de Microscopia de Eletrônica 

de Varredura evidenciam os detalhes dos tricomas e estômatos observados na 

microscopia óptica (Figura 2 C,D). Características semelhantes quanto ao 

padrão de distribuição e tipos de estômatos foram observadas por Silva e 

colaboradores (2007), ao analisar folíolos de Spondias tuberosa Arruda. A 

presença de estômatos anomocíticos também foi descrita por Chisom e 

colaboradores (2014) ao analisarem folhas de Anacardium occidenale e S. 

mombim. Santos et al (2012) também relatam uma lamina foliar com o mesmo 

padrão de distribuição em S. dulcis. A presença desse tipo de estômatos é 

definida por Metcalf e Chalk (1950) como um padrão para a família 

Anacardiaceae, estando presentes em espécies de Spondias sp. A presença 

de tricomas tectores em ambas as faces da lâmina foliolar é muito importante, 

pois cria um microambiente rico em vapor de água em torno da folha, ajudando 

assim a evitar a perda excessiva de água (PASCHOLATI, 1995). 

Características semelhantes encontraram Silva et al (2007), ao relatarem a 

presença de tricomas tectores simples em ambas as faces da lamina foliar de 
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S. tuberosa, sendo este tipo de tricoma uma característica comum encontrada 

nas espécies dessa famíla (METCALF e CHALK,1950). Descrições realizadas 

por Mitchell e Daly (2015), ao realizarem uma revisão sobre as espécies 

pertencentes a esse gênero, apontam dois tipos de tricomas, curtos e longos. 

Diferentemente, os resultados desse estudo evidenciam a presença apenas de 

tricomas unisseriados, unicelulares, curtos. 

Em secção transversal a epiderme apresenta-se recoberta por uma 

delgada camada cuticular em ambas as faces. O mesofilo é dorsiventral com 

duas camadas de parênquima paliçádico compacto de células regulares e 

relativamente estreitas, nas proximidades da nervura central. À medida que se 

distancia para as bordas do limbo, há uma tendência à formação de uma 

monocamada desse parênquima. Várias camadas de parênquima esponjoso 

frouxo de células alongadas com pequenos espaços intercelulares compõem a 

região abaxial do mesofilo (Figura 2 E). De forma diversa dos resultados 

obtidos por Santos et al. (2007), ao analisar o mesofilo de S. dulcis, e por Silva 

(2012), em seu estudo com folhas de S. tuberosa, as quais possuem o 

parênquima paliçádico uniestratificado, as análises anatômicas apontam em S. 

mombim um mesofilo dorsiventral com duas camadas de parênquima 

paliçádico. A presença de uma camada dupla nesse parênquima pode ser 

observada também em outras espécies pertencentes à família Anacardiaceae, 

como verificado em Anacardium humile e em Anacardium occidentale (ROYO, 

2015). 

A nervura central apresenta simetria biconvexa, com feixes vasculares 

de arranjo colateral em arco fechado (Figura 2 F). Dois pequenos grupos de 

feixe vascular acessório podem ser encontrados lateralmente ao feixe vascular 

central e um maior acima, composto por xilema e floema circundados por uma 

bainha de fibras esclerenquimáticas (Figura 2 G,H). Inserido no parênquima 

fundamental, encontra-se o colênquima angular seguido de fibras 

esclerenquimáticas perivasculares, circundando externamente o xilema e 

floema (Figura 2 I). Os resultados obtidos corroboram as análises realizadas 

por Royo e colaboradores (2015), onde foi observada a existência de nervura 

central biconvexa com sistema de feixes vasculares do tipo colateral fechado. 

Silva et al. (2012) também relatam a presença de feixes vasculares do tipo 
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colateral em arco, observados em folhas de Spondias tuberosa. Verifica-se a 

presença de colênquima do tipo angular em Anacardium occidentale e A. 

humile, na região abaxial da nervura central das folhas (ROYO et al., 2015). 

Características semelhantes também foram observadas em caule de Spondias 

dulcis (SANTOS, 2006). Silva e colaboradores (2007) relatam a presença de 

colênquima do tipo angular voltado para a face adaxial, e do tipo angular 

tendendo a lamelar voltado para a face abaxial, em folhas de Spondias 

tuberosa. 

Verificou-se a presença de cavidade secretora do tipo esquisógena na 

região parenquimática localizada nas proximidades do floema, com lúmen 

longitudinalmente alongado (Figura 2 J). O lúmen da cavidade é delimitado por 

células secretoras alongadas de pequena dimensão. Externamente ao epitélio 

secretor, ocorre uma bainha formada por duas ou três camadas de células 

achatadas, dispostas radialmente (Figura 2 K,L). Segundo Metcalfe & Chalk 

(1950) e Cronquist (1981), a presença de estruturas secretoras é uma 

característica comum para os membros da família Anacardiaceae, onde é 

possível verificar a presença de canais secretores de látex ou ductos 

resiníferos geralmente associados ao floema. Os resultados obtidos 

corroboram os estudos realizados por Nascimento e Paiva (2008), onde ductos 

resiníferos do tipo esquizógeno foram observados no parênquima cortical de 

folíolos de Spondias tuberosa. Ductos associados ao tecido vascular já foram 

descritos no caule (VENNING, 1948) e na folha de Spondias dulcis (SILVA et 

al., 2000), nas folhas de S. pinnata (KHATOON, 2015) e também para o caule 

de outras espécies de Anacardiaceae, como Anacardium  spruceanum (PAULA 

e ALVES, 1973), Lithraea molleoides (CARMELLO et al., 1995), Schinus 

terebinthifolius (VENNING, 1948), e Mangifera indica (VENNING, 1948). Nos 

estudos realizados por Azevedo e colaboradores (2015), características 

semelhantes à anatomia do peciólulo de S. mombin foram encontradas no 

pecíolo de Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae), como os feixes vasculares 

em arranjo colateral e a presença de canais secretores bem desenvolvidos, 

geralmente associados ao floema. Em caules jovens de Anacardium 

occidentale o lúmen dos ductos situados no floema também é oval em secção 

transversal (ROYO et al., 2015). As características observadas corroboram os 
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estudos de Santos et al. (2006), que apontam a presença de canais secretores 

em S. dulcis e de Silva e colaboradores (2007) em S. tuberosa. 

É notável a ocorrência de idioblastos onde se observam cristais, 

encontrados ao longo do mesofilo e nervura central, nas proximidades dos 

feixes vasculares (Figura 2 M). A presença de cristais foi descrita por Cronquist 

(1981) como característica dos indivíduos pertencentes a esta família.  

 



50 

 

 

Figura 2 -Estruturas anatômicas e ultra-anatômicas das folhas de Spondias mombin L. 

 

A. face adaxial B. face abaxial. C. tricomas em face adaxial (MEV). D. estômato em face abaxial 

(MEV). E. mesofilo dorsiventral. F. nervura central. G. feixes vasculares. H. feixes vasculares (MEV). 

I. colênquima angular. J. cavidade secretora do tipo esquizógena. K. lúmen da cavidade secretora. L. 

lúmen da cavidade secretora (MEV). M. idioblastos cristalíferos no mesofilo. Barras: A,B,E,I,J,K: 25 

µm. F: 200 µm. C,G,H: 100 µm. D,L: 10 µm. 
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5.1.3 Anacardium occidentale L. 
 
 

Nas secções paradérmicas, observa-se epiderme adaxial constituída por 

células de paredes espessas e sinuosas (Figura 3 A). Ramos e colaboradores 

(2016) relatam para a face adaxial desta espécie, células com paredes pouco 

sinuosas a poliédricas. Essa divergência dos resultados obtidos pode ser 

explicada pelo fato de que a sinuosidade das paredes anticlinais das células 

epidérmicas está relacionada às condições ambientais, sendo mais acentuada 

em plantas que se desenvolvem à sombra ou em ambientes úmidos 

(WILKINSON, 1979; GOMES, 1993). 

 A folha é hipoestomática, com a presença de estômatos do tipo 

paracítico distribuídos aleatoriamente na face abaxial (Figura 3 B). As imagens 

obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) revelam uma superfície 

adaxial recoberta por cutícula de aspecto estriado ao longo de toda a epiderme 

(Figura 3 C). Em muitos vegetais, a cutícula pode apresentar uma série de 

estriações, que apresentam grande valor taxonômico. Sua função está 

relacionada à proteção contra perda d'água e na proteção contra o excesso de 

luminosidade ou radiação solar (PROCÓPIO, 2003). Moreira-Coneglian e 

Oliveira (2006) afirmam que as células epidérmicas com estrias apresentam 

aumento da superfície de contato entre células, ampliando a resistência do 

sistema dérmico e sua eficiência na transferência de substâncias célula a 

célula, além de potencializar a captação de luz (TAIZ e ZEIGER, 2009). Duarte 

e colaboradores (2006) descrevem esse tipo de cutícula em Schinus 

terebinthifolius (Anacardiaceae) enquanto que Donato et al. (2009) relatam a 

sua presença em Eugenia florida (Myrtaceae). 

Na face abaxial é possível observar a presença de muitos tricomas 

glandulares inseridos entre os estômatos, os quais possuem uma bainha 

cuticular estriada mais proeminente ao seu redor (Figura 3 D,E). Tricomas do 

tipo glandular peltado pluricelular são observados apenas na face abaxial. Este 

apresenta forma ovoide, com cabeça chanfrada formada por duas células 

apicais isoladas e três camadas celulares trisseriadas (Figura 3 F). Através da 

MEV é possível confirmar em detalhes a superfície da cabeça lobada do 

tricoma, indicando sua natureza pluricelular, e base chanfrada inserida na 
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epiderme (Figura 3 G). Martínez-Millán e Cevallos-Ferriz (2005) descreveram 

os tricomas glandulares de Anacardiaceae formados geralmente por um 

pedúnculo, que pode ser unicelular ou pluricelular e com uma cabeça 

geralmente pluricelular e multisseriada, cilíndrica, ovoide ou cônica. Ramos et 

al (2016), corroboram os resultados aqui encontrados ao relatar a presença de 

tricomas glandulares na face abaxial, porém, de forma diferente, afirmam que a 

epiderme em torno deste tricoma apresenta organização concêntrica, com 

cerca de 10 células radiais. Em Schinus terebinthifolius também é possível 

observar a presença de tricomas glandulares com atividade secretora, 

possuindo entre 3 e 6 células compondo sua cabeça (AZEVEDO, 2015).  

Transversalmente, o mesofilo é dorsiventral, com duas camadas de 

parênquima paliçádico de células regulares e relativamente estreitas e várias 

camadas de parênquima esponjoso de células regulares, elípticas com 

pequenos espaços intercelulares (Figura 3 H). Os estudos realizados por 

Jaiswal et al. (2012), Reis et al. (2014) e Ramos et al. (2016), corroboram os 

resultados encontrados com características semelhantes de mesofilo ao 

analiserem folhas de A. occidentale, assim como observado por Azevedo et al. 

(2015) em S. terebinthifolius. 

A nervura central, ao nível do terço médio, apresenta secção plano 

convexa, sendo as duas faces da epiderme recobertas por cutícula espessa e 

irregular. Inserido no parênquima fundamental, encontra-se o feixe vascular 

colateral fechado em arco, com fibras perivasculares circundando 

externamente o xilema e floema, podendo se unir e constituir uma bainha 

esclerenquimática (Figura 3 I). Reis e colaboradores (2014) relatam a presença 

de feixes vasculares do tipo colateral em plântulas de A. occidentale. Duarte et 

al. (2006) descreve feixes vasculares colaterais em arranjo concêntrico para 

Schinus terebinthifolius, com presença de canais secretores associados ao 

sistema vascular. 

Na região parenquimática externa à nervura é possível observar a 

presença de canais secretores esquizógenos, localizados nas proximidades do 

floema (Figura 3 J,K). Também se visualizam drusas, contidas em idioblastos 

no parênquima fundamental periférico e nas proximidades da epiderme (Figura 

3 L). A presença destes canais secretores é uma característica marcante da 
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família Anacardiaceae (METCALFE; CHALK, 1957; BARROSO, 1991; PELL, 

2004). Ao se observar a secção transversal da folha, é possível afirmar que 

estas estruturas secretoras são do tipo ducto, por apresentarem lume 

alongado, diferentemente das cavidades ou bolsas que possuem lume 

isodiamétrico. Estudos de desenvolvimento desses canais em outras espécies 

da família Anacardiaceae relataram que esses canais são originados a partir de 

células procambiais, cujo lume tem origem a partir de afastamento e 

degeneração de células epiteliais (LACCHIA, 2009).  
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Figura 3 - Estruturas anatômicas e ultra-anatômicas das folhas de Anacardium occidentale L.  

 

A. face adaxial. B. face abaxial. C. face adaxial (MEV). D. face abaxial (MEV). E. estômato (MEV). F. 

tricoma gladular peltado. G. tricoma gladular peltado (MEV). H. mesofilo dorsiventral. I. nervura 

central. J. canal secretor na nervura central. K. canal secretor na nervura central (MEV). L. idioblastos 

com cristais no parênquima da nervura. Barras: A,B,F,J,L,M: 25 μm. C: 50 μm. D: 200 μm. E,G: 10 

μm. F: I: 200 μm. K: 40 μm. 
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5.1.4 Averrhoa carambola L. 
 
 

Em vista paradérmica, observa-se face adaxial constituída por células de 

paredes pouco espessas, alongadas e pouco sinuosas, bem justapostas, em 

contraponto com a face abaxial, onde as células são mais curtas e de contorno 

poligonal. A folha é hipoestomática, com a presença de pequenos estômatos 

do tipo paracítico distribuídos aleatoriamente sobre a superfície (Figura 4 A,B). 

Caracteristicas semelhantes foram descritas por Reis e Alvim (2013) para 

Oxalis latifolia, Oxalis debilis e Oxalis corniculata, onde as células epidérmicas 

apresentam contorno poligonal, divergindo, porém, pelo fato de possuir folha 

anifestomática e estômatos anomocíticos. 

A partir das análises realizadas com as imagens obtidas por microscopia 

eletrônica de varredura, verifica-se uma superfície irregular com células 

epidérmicas com diferentes alturas, em ambas as faces, porém com tricomas 

tectores distribuídos de forma homogênea (Figura 4 C,D). Observa-se a 

presença de cera epicuticular do tipo escamosa, que recobre toda a superfície 

da folha em ambas as faces. Na face abaxial, os diminutos estômatos 

encontrados também se apresentam recobertos pelas escamas da cera na 

forma de roseta (Figura 4 E,F).  

As ceras vegetais são estruturas formadas por um filme relativamente 

fino de material epicuticular sobre a superfície da cutícula. Tais materiais 

exibem uma gama extensiva de formas, como plaquetas, tiras, rosetas, 

varetas, entre outros (BARTHOLOTT et al., 1998). Baseando suas 

observações em microscopia de luz, Guedes (2009) relata a presença de 

cutícula espessa e sem estriações recobrindo ambas as faces da lamina foliar 

de Averrhoa bilimbi L. Almeida et al. (2009), a partir de imagens obtidas por 

MEV, relatam aspecto semelhante de deposição de cera sobre a superfície de 

Xylopia benthamii, observada em forma de escamas epicuticulares. 

O mesofilo possui organização dorsiventral e é recoberto por cutícula 

espessa em ambas as faces. Vista sob esse plano, a epiderme é constituída 

por uma camada de células de contorno angular, sendo o maior na face adaxial 

em relação as da face abaxial. O parênquima paliçádico é constituído de 

células alongadas no, sentido anticlinal, e relativamente estreitas, compostas 
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de várias camadas sobrepostas e pouco definidas. O esponjoso é constituído 

de várias camadas de células irregulares, elípticas com diversos espaços 

intercelulares, onde é possível verificar a presença de alguns idioblastos 

contendo substâncias ergásticas de coloração escura (Figura 4 G). De forma 

diversa, Reis e Alvim (2013) descrevem a presença de mesofilo dorsiventral 

com apenas uma camada de parênquima pailçádico e duas a três camadas de 

parênquima esponjoso. Jorge et al. (2005), ao analisar folíolos de A. 

carambola, relatam um mesofilo com parênquima paliçádico constituído por 

três camadas celulares. Este fato pode estar relacionado ao nível de exposição 

solar que o vegetal encontra-se, sendo útil em sua relativa proteção à perda de 

água por transpiração e por evaporação. 

A nervura central apresenta secção plano convexa, sendo as duas faces 

da epiderme recobertas por cutícula espessa (Figura 4 H). Inserido no 

parênquima fundamental, encontra-se o feixe vascular colateral aberto em 

arco, com o acúmulo de cristais prismáticos, verde translúcido, na região 

floemática (Figura 4 I). A disposição dos feixes vasculares de forma colateral 

também pode ser verificada em espécies de Oxalis, porém apresentam um 

cilindro vascular composto de quatro feixes do tipo colateral (REIS e ALVIM, 

2013). Jorge e colaboradores (2005) observaram nos folíolos de A. carambola 

a presença de feixes vasculares do tipo colateral aberto e colênquima discreto 

nas extremidades da nervura central, corroborando os resultados aqui 

apresentados. 

Também é possível verificar a presença de inclusões cristalinas 

prismáticas e outras de diferentes contornos, associadas às células do 

parênquima fundamental nas proximidades dos vasos xilemáticos e na face 

adaxial (Figura 4 J). A formação de cristais é um processo comum nos vegetais 

e ocorre no interior a câmara vacuolar dos idioblastos clistalíferos 

(FRANCESCHI e NAKATA, 2005).  
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Figura 4 - Estruturas anatômicas e ultra-anatômicas das folhas de Averrhoa carambola L. 

 

A. face adaxial. B. face abaxial. C. face adaxial (MEV). D. face abaxial (MEV). E. cutícula 

escamosa em face abaxial. F. estômato coberto por cutícula escamosa. G. mesofilo dorsiventral. 

H. nervura central plano convexa. I. feixe vascular colateral aberto com acúmulo de cristais 

prismáticos (setas). J. inclusões cristalinas no mesofilo. Barras: A, B, E, G, J: 25 μm. C, D: 100 

μm. F: 2,5 μm. H. 200 μm. 
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5.1.5 Genipa americana L. 
 
 

Em secção paradérmica, as células epidérmicas que compõem a face 

adaxial apresentam contornos poligonais contendo inclusões amorfas em seu 

interior que variam em tamanho (Figura 5 A). Na face abaxial as células são 

menores e pode-se notar a presença de estômatos paracíticos e anomocitícos, 

restritos a esta face, caracterizando a folha como hipoestomático. Várias 

inclusões são também observadas na face abaxial da lâmina foliar, no interior 

das células epidérmicas e nas células-guarda estomáticas (Figura 5 B). 

Caracteres como folha hipoestomática, células epidérmicas com paredes 

anticlinais retas, estômatos paracíticos e anomocíticos, tricomas tectores uni e 

pluricelulares e mesofilo dorsiventral, são de ocorrência comum para a família, 

dentre os representantes de Rubiaceae (METCALFE e CHALK, 1979), como 

verificado em Tocoyena bullata (Vell.) Mart. (VIEIRA, 1988), T. formosa (Cham. 

and Schltdl.) K. Schum. (COELHO et al., 2006) e Psychotria viridis Ruiz & Pav. 

(QUINTEIRO et al. 2006). 

As imagens obtidas por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

evidenciam que a cera epicuticular apresenta-se na forma de projeções 

cristalinas, como uma extensa camada de nano filamentos que recobrem toda 

a superfície epidérmica em ambas as faces (Figura 5 C,D), inclusive sobre os 

estômatos (Figura 5 E). As ceras epicuticulares são constituídas de um filme de 

cera amorfa, de onde emergem estruturas cristalinas de diferentes formas. 

Apesar da morfologia das ceras ser controlada geneticamente, a quantidade e 

a distribuição podem ser modificadas pelas condições ambientais 

(BARTHLOTT et al., 1998). A constituição química das ceras epicuticulares 

possui uma relação intrínseca com a sua morfologia e ultraestrutura, onde 

álcoois secundários, cetonas e betadicetonas contribuem na formação de 

estruturas cuticulares na forma de túbulos (BAKER, 1982).  

Em secção transversal a epiderme apresenta-se recoberta por uma 

espessa camada cuticular. A epiderme é uniestratificada, formada por células 

maiores na face adaxial, mais alongadas no sentido anticlinal, em oposição às 

células epidérmicas da face abaxial, menores e mais alongadas no sentido 

periclinal. O mesofilo possui organização dorsiventral e apresenta parênquima 



59 

 

 

paliçádico voltado para a face adaxial, constituído por duas camadas de células 

alongadas (Figura 5 F). O parênquima esponjoso é multiestratificado composto 

de células arredondadas frouxamente organizadas, com pequenos espaços 

intercelulares entre si, compondo a região abaxial do mesofilo. Alguns feixes 

vasculares secundários podem ser vistos inseridos no mesofilo. Características 

semelhantes com relação à organização do mesofilo são descritas por Moraes 

et al. (2011), a partir da realização da anatomia comparativa entre espécies de 

Psychotria (Rubiaceae). Algumas das características anatômicas observadas 

foram descritas em todas as cinco espécies analisadas, assim como em G. 

americana, que, segundo Metcalf e Chalk (1979) são comuns à família, 

necessitando de outros parâmetros a serem utilizados na diferenciação 

específica. 

É possível observar, na face abaxial, a presença de escassos tricomas 

tectores pluricelulares e glandulares (Figura 5 G,H). A presença destes 

tricomas também foi detectada através da microscopia eletrônica, revelando 

pequenos e escassos tricomas glandulares na face abaxial do limbo que se 

inserem entre os estômatos e a camada fibrosa epicuticular (Figura 5 I). A 

presença de tricomas glandulares é uma característica que diverge dos 

resultados encontrados por Santos e colaboradores (2006) e Erbano e Duarte 

(2010) em folhas de Genipa americana. Alguns estudos demonstram que 

fatores exógenos como herbivoria, temperatura, luminosidade, disponibilidade 

hídrica e sazonalidade são capazes de influenciar a formação e funcionamento 

dos tricomas glandulares em diferentes grupos vegetais (VILJOEN et al., 2005; 

ARGYROPOULOU et al., 2007; GONZÁLES et al., 2008; MARTÍNEZ-

NATARÉN et al., 2011). 

A nervura central apresenta simetria biconvexa, sendo proeminente na 

superfície abaxial, com feixes vasculares de arranjo concêntrico anficrival sem 

fibras esclerenquimáticas perivasculares (Figura 5 J,K,L). Em compensação, 

observa-se a presença de quatro a cinco camadas de colênquima do tipo 

anelar, observado tanto na face adaxial quanto abaxial da nervura. Apesar de 

Metcalfe and Chalk (1979) afirmarem que a presença de fibras associadas ao 

sistema vascular é uma característica constante para a família, não se 

observou essas estruturas nas folhas analisadas. Verifica-se, portanto, o 
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colênquima conferindo essa função de sustentação necessária à lâmina foliar. 

Corroborando os resultados apresentados, observa-se que em Tocoyena 

bullata (Vieira 1988) e Psychotria carthagenensis (VITARELLI, 2009) é possível 

observar feixe vascular em arranjo cilíndrico na nervura central, porém, de 

forma diferente, apresentando fibras esclerenquimáticas perivasculares. 

Ao centro do cilindro vascular principal, na região parenquimática 

medular, há calotas de vascularização acessória, entre as quais é possível 

verificar a presença de drusas (Figura 5 M). Subjacente à monocamada 

epidérmica, encontram-se vários estratos de células colenquimáticas do tipo 

angular onde se nota a presença de inclusões cristalinas do tipo drusa (Figura 

5 N). Angiospermas comumente apresentam cristais armazenados em seus 

tecidos, estando relacionados com proteção física, remoção de oxalato a partir 

do sistema metabólico, armazenamento de cálcio, e regulação de luz durante a 

fotossíntese (FRANCESCHI e NAKATA, 2005).  
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Figura 5 - Estruturas anatômicas e ultra-anatômicas das folhas de Genipa americana L.  

 

A. face adaxial. B. face abaxial. C. face adaxial coberta por cera epicuticular tubular (MEV). D. 

face abaxial coberta por cutícula tubular (MEV). E. estômato na face abaxial (MEV). F. mesofilo 

dorsiventral. G. tricoma multisseriado. H. tricoma glandular. I. tricoma glandular (MEV). J. nervura 

central biconvexa. K. cilindro vascular de arranjo concêntrico. L. cilindro vascular (MEV). M. drusas 

e amido no parênquima medular da nervura (setas). N. conlênquima anelar e drusas na região 

abaxial da nervura. Barras: A,B,F,H,I,L,M,N: 25 μm. C,D: 25 μm. E: 10 μm. G,N: 40 μm. J: 200 

μm. K. 100 μm. 
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5.1.6 Citrus x aurantium L. 
 
 

Em secção paradérmica, a face adaxial das folhas possui células de 

tamanhos predominantemente uniformes com contorno poligonal, 

apresentando idioblastos contendo cristais prismáticos e manchas 

esbranquiçadas encontradas na superfície da epiderme foliar, caracterizadas 

como células secretoras (Figura 6 A, B). Também é possível verificar a 

presença de cavidades esquizógenas sobre a superfície superior (Figura 6 C). 

Características semelhantes foram observadas por Oliveira et al. (2014) em 

folhas de Citrus aurantium, C. limon e C. aurantifolia, que descrevem em 

ambas as faces da epiderme células de paredes anticlinais retas a levemente 

onduladas, sendo este caráter mais acentuado na face abaxial. Inyama e 

colaboradores (2015) ao analisarem a epiderme de Citrus sinensis, C. limon, C. 

aurantifolia, C. reticulata, C. paradisi e C. máxima, relatam células de contorno 

poligonal, porém não foi observada a presença de cristais nem de canais 

secretores nesta face.  

Na face abaxial, as células possuem contorno poligonal a sinuoso, entre 

as quais estão inseridos pequenos estômatos do tipo anomocítico localizados 

bem próximos uns aos outros (Figura 6 D). Assim como na face adaxial, 

verifica-se também nesta superfície inclusões em forma de cristais prismáticos, 

contidos em idioblastos de superfície. A imagens obtidas por MEV evidenciam 

as estruturas anatômicas com detalhes. É possível observar a face adaxial 

composta por uma camada uniforme de células epidérmicas (Figura 6 E). Na 

superfície abaxial observam-se células epidérmicas alongadas e de contorno 

levemente sinuoso com presença de estômatos (Figura 6 F). Os numerosos 

estômatos encontrados nesta face do limbo possuem tamanho muito reduzido, 

sendo seus detalhes visualizados por microscopia eletrônica de varredura 

(Figura 6 G). 

De acordo com Mbagwu et. al. (2008), foram identificados estômatos do 

tipo anomcítico, exclusivamente na face abaxial de Citrus sinensis, C. 

aurantium, Citrus limon e Citrus aurantifolia, caracterizando suas folhas como 

hipoestomáticas. Em discorndancia com os resultados apresentados por 

Obiremi et al (2001) que reportaram estômatos paracíticos em C. limon e C. 
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aurantifolia e paracíticos a anomocíticos em C. simensis e C. reticulate. 

Conforme Metcalfe e Chalk (1950), os estômatos, em Rutaceae, geralmente 

estão situados na face abaxial na maioria das espécies. 

Em vista transversal, as células que constituem a epiderme unisseriada 

são mais alongadas no sentido periclinal e apresentam uma cobertura espessa 

de cutícula. O mesofilo dorsiventral apresenta dois estratos de parênquima 

paliçádico, com presença de idioblastos nos quais estão inseridos cristais 

prismáticos. No parênquima esponjoso são observaas de quatro a oito 

camadas celulares constituído de células de tamanho e forma irregulares entre 

as quais, por vezes, surgem espaços vazios (Figura 6 H). Marques e 

colaboradores (2010) relatam a presença de uma fina camada cuticular sobre a 

epiderme de Citrus sinensis (L.) Osbeck, enquanto que Oliveira et al. (2014), 

descrevem o revestimento epidérmico em Citrus aurantium, C. limon e C. 

aurantifolia como uma camada espessa cuticular, sendo mais intensa na face 

abaxial da nervura central. Em diferentes espécies de Citrus, células de 

colênquima angular são encontradas abaixo da epiderme abaxial na região da 

nervura central (INYAMA et al., 2015). Em análises realizadas por Oliveira et al. 

(2014) em C. aurantifolia e C. aurantium, relataram parênquima paliçádico com 

três camadas celulares, seguido por várias camadas de parênquima esponjoso, 

divergindo das carcterísticas observadas nesse trabalho para esta espécie. 

Este fato pode ser explicado por Kofidis e colaboradores (2004), ao explicar 

que uma planta submetida a estresse hídrico apresenta um aumento no 

número de células no mesofilo com uma redução do espaço intercelular. Isto 

resulta do bloqueio de envio de vapores de água para o estômato, reduzindo 

assim num decréscimo da evapotranspiração, aumento a densidade do 

parênquima clorifiliano. Funções de balanço iônico celular; regulação osmótica; 

defesa vegetal contra herbivoria; suporte mecânico tissular; detoxificação de 

alumínio e metais pesados; captação e reflexão da energia solar são atribuídas 

aos cristais de oxalato de cálcio (He et al. 2012). 

Pode-se notar o contorno biconvexo da nervura principal (Figura 6 I). 

Sequencialmente à camada de epiderme, um colênquima angular com 

aproximadamente quatro camadas está presente e logo abaixo estão 

localizados de quatro a cinco estratos de parênquima. Na região central, os 
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feixes vasculares de arranjo concêntrico anficrival são organizados em um 

círculo central com uma bainha de fibras esclerenquimáticas rodeando o líber 

de forma intermitente (Figura 6 J,K). Na região parênquimática medular 

observam-se cristais prismáticos intracelulares. Ao analisar folhas de espécies 

de citrus, Oliveira, et al. (2014) relatam a presença de feixe vascular 

concêntrico em C. aurantifolia e C. limon, apresentando diferenças em C. 

aurantifolia, onde observa-se um feixe vascular do tipo bilateral. É possível 

observar também a presença de fibras pericíclicas descontínuas associadas ao 

cilindro vascular, como descrito por Etxeberria (2012). 

Nas proximidades das faces epidérmicas, principalmente na abaxial, 

cavidades secretoras esquizolisígenas de tamanhos variados estão distribuídas 

ao longo do parênquima (Figura 6 L). Ao realizar uma análise comparativa da 

morfologia epidérmica de seis espécies de Citrus, Inyama e colaboradores 

(2015), reportam a existência de canais secretores associados à epiderme 

destas espécies, identificados por um arranjo circular destas células e 

coloração menos intensa, visualizados em ambas as faces da epiderme. 

Segundo Metcalfe e Chalk (1979), a família tem como características 

anatômicas das folhas a presença de cavidades secretoras que a olho nu tem a 

aparência de pontos transparentes. O sistema secretor das folhas de C. 

aurantium, C. limon e C. aurantifolia é constituído por numerosas cavidades 

esquizolisígenas, próximas à epiderme e na interface entre o parênquima 

paliçádico e esponjoso (OLIVEIRA, et al., 2014). Em frutos cítricos a região 

pigmentada do pericarpo é chamada de flavedo e contém inúmeras glândulas 

de óleo constituídas por cavidades secretoras que são revestidas por várias 

camadas de células epidérmicas especializadas (FAHN, 1979). Vários autores 

formularam a hipótese de que estas células são as responsáveis pela 

biossíntese do óleo essencial (ESAU, 1965; SCHNEPF, 1974; TURNER et al., 

1998; LÜCKER et al., 2002).  
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Figura 6 – Estruturas anatômicas e ultra-anatômicas das folhas de Citrus x aurantium L. 

 

A. face adaxial. B. cristais prismáticos em idioblastos. C. cavidade esquizógena. D. face abaxial. E. 

face adaxial (MEV). F. face abaxial (MEV). G. estômato anomocítico (MEV). H. mesofilo 

dorsiventral. I. nervura central biconvexa. J. feixe vascular concêntrico. K. nervura central (MEV). L. 

cavidade secretora esquizolisígena. Barras: A,B,C,D,H,K,M: 25 μm. E,F: 50 μm. G: 10 μm. J,L: 50 

μm. 
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5.1.7 Citrus x latifolia Tanaka ex Q. Jiménez  
 
 

Em secção paradérmica, observam-se na face adaxial células de 

contorno poligonal, enquanto na abaxial elas apresentam-se ligeiramente 

menores e pouco sinuosas, com a formação de regiões mais esbranquiçadas 

características de glândulas secretoras pluricelulares em ambas as faces. 

Pequenos estômatos do tipo anomocíticos, são de ocorrência exclusiva na face 

abaxial da folha, sendo, assim, classificada como hipoestomática (Figura 7 A, 

B). Inyama ao analisar a superfície foliar de espécies de Citrus observarou em 

folhas de C. limon, células de forma retangular, triangular, hexagonal e 

trapezoidal, observando-se a presença de modificações na disposição das 

células epidérmicas, indicando a presença de estruturas secretoras internas. A 

presença de pontuações translúcidas nas folhas é uma característica marcante 

em Rutaceae, pois correspondem a cavidades glandulares multicelulares 

produtoras de óleos essenciais aromáticos, típicos da família (MUNTOREANU, 

2008). Segundo Oliveira e colaboradores (2014), as células de espécies de 

Citrus apresentam paredes anticlinais retas a levemente onduladas, 

verificando-se maior sinuosidade na face abaxial. Estes evidenciam ainda 

estômatos do tipo anomocítico na face superior da epiderme de C. limon, 

porém com maior predominância na face abaxial. Segundo Metcalfe e Chalk 

(1950), os estômatos, em Rutaceae, geralmente estão situados na face abaxial 

na maioria das espécies. 

Os estômatos vistos sob microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

mostram-se distribuídos aleatoriamente ao longo da face abaxial inseridos em 

um nível abaixo das células epidérmicas ao seu redor (Figura 7 C, D). Com 

microscopia óptica de luz não é possível observar a presença de tricomas, 

porém, a microscopia de varredura revela a presença de pequenos tricomas 

glandulares do tipo estrelados na face abaxial (Figura 7E). Todos os estômatos 

estão na superfície inferior das folhas e sua formação parece cessar quando a 

lâmina atinge aproximadamente um quarto de seu tamanho final (CHANDLER, 

1962). Saeed e Sohail (2010) reportam a ausência de estômatos na superfície 

superior em folhas de Citrus sinensis × Poncirus trifoliata, Citrus jambhiri, Citrus 
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paradisi × P. trifoliata, Citrus limettioides, C. sinensis × Poncirus trifoliata e 

Citrus aurantium L. 

Visto transversalmente, o mesofilo dorsiventral apresenta epiderme 

unisseriada recoberta por cutícula espessa. Abaixo dela, observa-se 

hipoderme, com presença de cristais inseridos em câmaras subepidermais. 

Possui duas a três camadas de parênquima paliçádico compacto e parênquima 

esponjoso frouxamente organizado (Figura 7 F). Há a presença de cavidades 

secretoras do tipo esquisolisígenas, estando presentes em ambas as faces do 

limbo e na nervura central (Figura 7 G). Saeed e Sohail (2010) ao analisarem 

folhas de espécies enxertadas de Citrus, evidenciaram duas ou três camadas 

de parênquima paliçádico logo abaixo da epiderme, sendo que as células da 

terceira camada eram menores do que as das demais. Neste tecido, as células 

estão justapostas, apresentando pouco espaço intercelular. Oliveira et al. 

(2014) relataram uma característica anatômica peculiar em C. limon, onde se 

observou uma camada de hipoderme na face adaxial, diferentemente das 

outras espécies de Citrus analisadas. Chacin et al.  (2005; 2007) evidenciram 

cavidades secretoras no pecíolo e nas folhas de C. latifolia Tanaka. Oliveira e 

colaboradores (2014), relatam a presença de canais secretores associados a 

epideme, presentes em folhas de Citrus aurantium, Citrus limon e Citrus 

aurantifolia. 

A nervura central apresenta simetria bicovenxa e colênquima angular, 

sedo a região abaxial mais proeminente que a adaxial (Figura 7 H). Os feixes 

vasculares estão organizados de forma colateral em arco aberto, dispostos de 

tal forma que a zona floemática circunda quase completamente os vasos 

lenhosos. Na região central dos feixes, encontram-se células parenquimáticas. 

Circundando o cilindro vascular é observada a presença de uma bainha 

esclerenquimática perivascular (Figura 7 I,J).  

Diferentemente, ao analisarem folhas de C. latifolia Tanaka, Chacin et al. 

(2005) destacam a presença de tecidos de condução dispostos em três feixes 

bicolaterais fechados com fibras perifloemáticas. Cada feixe é constituído por 

xilema e floema (primário), dispostos em anéis contínuos em torno de um grupo 

central de células parenquimatosas. A presença de feixes vasculares centrais 

circundados por fibras e constituídos por floema externo ao xilema também são 
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característicos de outras espécies da família Rutaceae, como observado em 

Citrus limettioides Tanaka (LOPES et al., 2013), Raulinoa echinata 

(GALLARDO e JIMÉNEZ, 2002), C. sinensis (BRONZI, 1981), Balfoudendron 

riedelianum, Helietta apiculata e em espécies de Metrodorea (MARTINS et al., 

2008). 

É notória a presença de cristais prismáticos identificados por pontos 

verdes translúcidos em diversas localidades do limbo. Essas inclusões 

cristalinas podem ser visualizadas inseridas na região floemática (Figura 7 K,L) 

e no interior de células epidérmicas (Figura 7 M). Observa-se que a produção e 

o armazenamento desss cristais é uma característica comum à família, 

ocorrendo em grande número nas plantas cítricas (BRONZI, 1981). 

 



69 

 

 

Figura 7 - Estruturas anatômicas e ultra-anatômicas das folhas de Citrus x latifolia Tanaka ex Q. 

Jiménez. 

 

A. face adaxial. B. face abaxial. C. face abaxial (MEV). D. estômato anomocítico (MEV). E. tricoma 

glandular estrelado (MEV). F. mesofilo dorsiventral com acumulo de cristais. G. cavidade secretora 

esquisolisígena. H. nervura central biconvexa. I. feixes vasculares. J. feixes vasculares (MEV). K. 

cristais inseridos em células de floema (setas). L. detalhe de feixes vasculares (MEV). M. cristais 

acumulados na região epidérmica (setas). Barras: Barras: A,B,F,G,K,L: 25 µm. C: 50 µm. D: 10 µm. 

E: 5 µm. H: 200 µm. I: 100 µm. J,L: 20 µm.  
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5.1.8 Punica granatum L. 
 
 

Em vita paradérmica, as células epidérmicas da face adaxial são pouco 

sinuosas e apresentam contorno espesso. Quando comparadas com as da face 

oposta, elas apresentam-se maiores e mais alongadas axialmente. Em seu 

interior é possível observar a presença de pequenas gotículas de acúmulo (Figura 

8 A). Caracteristicas semelhantes foram observadas por Prabha et al. (2013) e 

Rajaei et al. (2015), ao analisarem folhas desta espécie, relatando células 

epidérmicas de contorno arredondado a poligonal, sendo as da face superior 

maiores que as da face abaxial.  

Inseridos entre as células epidérmicas da face abaxial, de contorno 

bastante sinuoso e de menor volume, os numerosos estômatos do tipo 

anomocítico e anisocítico foram observados apenas nesta face do limbo, 

caracterizando-se como hipoestomático (Figura 8 B). Segundo Metcalf e Chalk 

(1950), estômatos do tipo anomocítico são uma característica anatômica comum 

para a família Lythraceae. Rajaei e colaboradores (2015) descrevem o limbo de P. 

granatum como hipoestomático. Zago et al. (2010) ao analisarem folhas de 

Cuphea glutinosa (Lythraceae) observaram a presença de estômatos diacíticos. 

As imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) revelam 

que as células da superfície adaxial são alongadas, mais volumosas e de 

contorno arredondado, enquanto que as da outra face apresentam superfície com 

aspecto estriado (Figura 8 C). Na face abaxial, as células são menores, possuem 

contorno sinuoso e estão organizadas em uma epiderme com aspecto ondulado, 

em diferentes níveis de disposição, sobre a qual se distribuem aleatoriamente 

numerosos e pequenos estômatos (Figura 8 D,E). Divergindo dos resultados 

apresentados, Rajaei et al. (2015) observaram a presença de estômatos no 

mesmo nível de inserção das células epidérmicas de P. granatum. Da mesma 

forma, na epiderme de Cuphea glutinosa (Lythraceae) encontram-se estômatos 

inseridos no mesmo nível da epiderme, apenas na face abaxial (Zago et al., 

2013). Tal conformação ocasiona uma taxa fotossintética menor, pois as trocas 

gasosas são menos eficientes que a apresentada pelas folhas anfiestomáticas 

(Parkhust, 1978, Mott et al., 1982). 
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Nas secções transversais observou-se uma cutícula espessa recobrindo 

toda a face adaxial e abaxial da epiderme. Adaxialmente, as células epidérmicas 

são alongadas periclinalmente e apresentam um maior volume que as inferiores, 

sendo estas menores e mais estreitas (Figura 8 F). De forma semelhante, Rajaei 

e colaboradores (2015) descrevem a presença de cutícula muito espessa, 

cobrindo ambas as superfícies foliares desta espécie. Segundo Larcher (2000), as 

folhas das plantas geneticamente adaptadas à deficiência hídrica, têm as paredes 

da epiderme mais fortemente cutinizadas e com maior espessura das camadas de 

cera. Os estômatos geralmente estão presentes apenas na face abaxial das 

folhas, sendo menores e frequentemente protegidos no interior de criptas 

estomáticas. Deste modo, o ar à volta dos estômatos fica mais úmido e a 

resistência à movimentação do ar da camada imediatamente adjacente à 

epiderme (camada limite) aumenta. 

O mesofilo dorsiventral apresenta apenas uma camada de parênquima 

paliçádico, logo após a epiderme, com células alongadas e repletas de inclusões 

aglomeradas na forma de pequenos grãos. Em alguns trechos é possível 

identificar canais secretores associados à epiderme, alguns deles com acúmulo 

de cristais prismáticos verde-translúcidos. O parênquima esponjoso é formado por 

células arredondadas com pouco espaço intercelular, organizadas em trés a 

quatro camadas da face abaxial do limbo. Nestas células o acúmulo de drusas e 

substâncias cristalinas é mais intenso (Figura 8 F). Rajaei et al. (2015) relatam 

dificuldade na determinação do aspecto bifacial na folha da romãzeira, pois uma 

camada de células do parênquima paliçádico foi observada acima da face abaxial 

da epiderme. Fahn (1990) concluiu que a determinação de parênquimas 

paliçádicos e esponjosos não é simples em todos os casos. Estes autores 

ressaltam a presença de cristais de drusa e inclusões granulares ergásticas, 

observadas neste tecido. Em consonância com os resultados obtidos, Lusa et al. 

(2011) descrevem um parenquima paliçádico composto de uma a duas camadas 

e parenquima esponjoso formado por quatro camadas celulares frouxamente 

organizadas, em folhas de Cuphea carthagenensis (Lythraceae)  

A nervura central apresenta uma secção que varia de côncavo a plano-

convexa, com colênquima anelar em maior número de camadas na face abaxial 

(Figura 8 G). No parênquima fundamental estão inseridos os feixes vasculares do 
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tipo bicolateral, em forma de arco, com presença de floema em ambas as faces. 

Não foi observada a presença de fibras periféricas associadas aos vasos, mas de 

colênquima anular circundado a face abaxial da nervura central. Na região 

liberiana verificam-se inclusões cristalinas contidas nas células que compõem 

estes vasos (Figura 8 H,I). Rajaei e colaboradores (2015) corroboram os 

resultados encontrados, ao observarem sistema vascular do tipo bicolateral em 

folhas de P. granatum originárias do sudeste do Irã. Semelhantemente, espécies 

pertencentes à mesma família, como em Cuphea glutinosa e C. carthagenensis, é 

possível observar a mesma disposição bicolateral para os feixes condutores 

(Zago et al., 2010; Lusa et al., 2011). 

O parênquima da face abaxial da nervura central apresenta células 

esféricas volumosas com colênquima anelar, onde é possível observar o acúmulo 

de cristais prismáticos verdes translúcidos distribuídos aleatoriamente (Figura 8 

J). De acordo com Franceschi e Nakata (2005), o processo de biomineralização é 

um processo comum nos vegetais e ocorre no interior da câmara vacuolar dos 

idioblastos cristalíferos. 
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Figura 8 - Estruturas anatômicas e ultra-anatômicas das folhas de Punica granatum L.  

 

A. face adaxial. B. face abaxial. C. face adaxial (MEV). D. face abaxial (MEV). E. estômato (MEV). 

F. mesofilo dorsiventral. G. nervura central côncavo-convexa. H. feixe vascular colateral aberto em 

arco com cristais no floema (setas). I. feixe vascular (MEV). J. colênquima anelar com acúmulo de 

cristal no parênquima na face abaxial da nervura (seta). Barras: A,B,D,F,I,J,K: 25 μm. G:100 μm. C: 

20 μm. E: 5 μm.  
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5.1.9 Tamarindus indica L. 
 
 

Em vista paradérmica, a lâmina foliar é constituída de células epidérmicas 

de paredes espessas e contorno poligonal em ambas as faces. Verifica-se a 

presença de estômatos do tipo paracítico e anisocítico, sendo aqueles de maior 

incidência, distribuídos aleatoriamente sobre ambas as superfícies, porém com 

maior frequência de distribuição abaxial, caracterizando o limbo como 

anfiestomático (Figura 9 A, B). Os fatores de estresse abióticos, característicos 

do bioma caatinga, influenciam na estratégia de desenvolvimento de caracteres 

anatômicos que conferem capacidade adaptativa aos vegetais, como exemplo o 

aumento do número de estômatos (BOEGER e WISNIEWSKI, 2003; SILVA, 

2012). Corroborando os resultados obtidos, Ugbabe et al. (2016), ao analisarem 

folhas desta espécie, observaram células epidérmicas de contorno poligonal e 

limbo anfiestomático. Tripathi e Mondal (2012), também observaram a presença 

de estômatos anomocítico e/ou paracítico em ambas as faces do limbo foliar, em 

maior densidade na face abaxial. Divergindo destes resultados, Ugbabe et al. 

(2016), reportam estômatos do tipo diacítico em ambas as faces dos folíolos de 

tamarindeiro, originários da Nigéria.  

Verifica-se, a partir das análises das imagens resultantes da microscopia 

eletrônica de varredura, que a presença de cera epicuticular pode ocorrer em 

mais de um padrão na mesma folha. Observou-se que as células epidermicas da 

face adaxial possuem uma textura mais estriada e encontram-se recobertas por 

uma espessa camada de cera epicuticular disposta na forma de escamas, 

distribuídas ao longo de toda a superfície, recobrindo inclusive os estômatos 

encontrados nessa face (Figura 9 C, D,E). A superfície abaxial apresenta uma 

cutícula mais compactada em relação à face oposta, como placas que recobrem 

toda a superfície assim como os estômatos paracíticos, observados em diferentes 

níveis de inserção ao longo desta epiderme. As células epidérmicas apresentam-

se arredondadas, de contorno poligonal, de menor volume e de textura mais lisa 

quando comparadas às da face adaxial (Figura 9 F, G,H). Características 

xeromórficas, como redução da área foliar, aumento na distribuição de tricomas e 

estômatos, além do aumento da espessura da cutícula, são estratégias 

adaptativas comuns a espécies de Fabaceae (METCALFE e CHALK, 1950; 
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SMITH et al., 1997; FAHMY, 1997). A cutina e a cera são os principais 

componentes presentes na composição química do revestimento cuticular. A cera 

epicuticular pode ser depositada sob diferentes formas físicas, como camadas 

finas e amorfas, placas ou cristais de diferentes tamanhos e formas, conferindo a 

função de proteção contra as perdas excessivas de água, a ação de patógenos, 

as radiações solares e a entrada de produtos químicos e contaminantes 

(SCHÖNHERR, 2002; VIANA et al., 2010). 

O mesofilo possui organização dorsiventral recoberto por cutícula em 

ambas as faces. Vista sob esse plano, a epiderme é constituída por uma única 

camada de células alongadas periclinalmente, apresentando maior volume na 

face adaxial em relação à face abaxial. O parênquima paliçádico é constituído de 

células pouco alongadas no sentido anticlinal e relativamente estreitas, 

compostas de três a quatro camadas pouco definidas. O parênquima lacunoso é 

constituído de várias camadas de células irregulares, elípticas com relativos 

espaços intercelulares, no interior das quais é possível verificar a presença de 

algumas substâncias ergásticas de aspecto cristalino. É visível o acúmulo de 

cristais prismáticos translúcidos localizados nas regiões subepidermais ao longo 

de todo o mesofilo, possuindo maior incidência na epiderme adaxial. Também é 

possível verificar ao longo do mesofilo a inserção de feixes vasculares 

secundários em intervalos regulares de disposição. (Figura 9 I). De forma 

divergente, Silva et al. (2015) descrevem para os folíolos de T. indica parênquima 

paliçádico unisseriado, com espessura sempre maior que a do parênquima 

esponjoso. Segundo estes autores, os folíolos do tamarindeiro apresentam 

plasticidade anatômica em resposta às modificações no espectro da radiação, 

observando-se que as espécies cultivadas sob malhas fotoconversoras 

apresentam maior espessamento dos tecidos fotossintetizantes.Semelhantemente 

aos resultados encontrados neste estudo, Rodrigues et al. (2009) relatam em 

Senna alata (Caesalpinioideae) parênquima paliçádico voltado para a face adaxial 

do folíolo, apresentando predominantemente um estrato de células curtas, 

podendo, às vezes, apresentar dois estratos. 

A nervura central apresenta secção plano a biconvexa, possuindo nervura 

central pouco proeminente, sendo as duas faces da epiderme recobertas por 

cutícula espessa e irregular (Figura 9 J). Inserido no parênquima fundamental, 
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encontra-se o feixe vascular colateral aberto em arco, com seis calotas 

floemáticas organizadas em disposição oposta ao lenho e fibras 

esclerenquimáticas circundando o feixe vascular, formando uma bainha 

perivascular quase contínua (Figura 9 K). De acordo com Metcalfe & Chalk (1950) 

os feixes vasculares das nervuras são usualmente acompanhados por 

esclerênquima em Caesalpinioideae. Segundo Moreira-Coneglian e Oliveira 

(2006), ao analisarem limbos cotiledonares e eofilares de dez espécies de 

Caesalpinioideae (Fabaceae), observaram em todas as espécies feixes 

vasculares do tipo colateral, com frequente presença de fibras ao redor dos 

feixes. Corroborando os resultados apresentados, Silva et al. (2015) ao 

analisarem a plasticidade anatômica foliar em T. indica, relatam feixes vasculares 

colaterais com presença marcante de fibras circundando o cilindro vascular.  

Inclusões cristalinas prismáticas são visíveis nas proximidades do floema e 

da face abaxial da nervura (Figura 9 L). Segundo Metcalfe & Chalk (1950), a 

presença de grupos de cristais, especialmente no mesofilo, é um caráter utilizado 

para diferenciação entre as subfamílias de Leguminosae. 
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Figura 9 - Estruturas anatômicas e ultra-anatômicas de Tamaridus indica L.  

 

A. face adaxial. B. face abaxial C. face adaxial (MEV). D. células epidérmicas adaxiais com cera 

epicuticular escamosa (MEV). E. estômato da superfície adaxial recoberto por cutícula (MEV). F. 

células epidérmicas abaxiais com placas de cera compacta (MEV). G. face abaxial (MEV). H. 

estômato da superfície abaxial (MEV). I. mesofilo dorsiventral. J. nervura central biconvexa. K. feixe 

vascular colateral aberto. L. região abaxial da nervura central com cristais (setas). Barras: A, B, F,G, 

I, K, L: 25 μm. C,J: 100 μm. D,E, H: 10 μm. 
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Quadro 2 – Resumo das principais características anatômicas e ultra-anatômicas observadas nas espécies analisadas. 
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5.2 CARACTERIZAÇÃO HISTOQUÍMICA 
 
 

5.2.1 Persea americana Mill. 
 
 

Os ensaios histoquímicos foram realizados comparando-se o controle 

(Figura 10 A, B) com as secções após reação. A partir das reações com lugol, 

é possível visualizar grãos de amido no interior de células parenquimáticas da 

nervura central (Figura 10 C). De forma semelhante, Maranho e colaboradores 

(2009) identificaram que no parênquima axial da casca de Persea major Kopp 

(Lauraceae) observam-se em série e com grande acúmulo dos grãos de amido.  

Ao reagir com as substâncias lipídicas presentes na cutícula, o Sudan III 

evidencia com uma coloração laranja intenso uma camada cuticular espessa 

recobrindo as células epidérmicas de ambas as faces (Figura 10 D). Mahmoud 

et al (2016) ao analisar folhas de abacateiro na região do Egito, também 

descreveram a presença de cutícula estriada, porém como uma fina camada 

que recobria a epiderme. 

Na região da nervura mediana, as células epidérmicas são seguidas por 

colênquima angular. Essas células tornam-se esclerificadas em alguns 

materiais, com paredes que reagem fortemente ao teste para lignina, além dos 

feixes xilemáticos e fibras esclerenquimáticas perivasculares (Figura 10 E). 

Segundo Esau (1964), em partes mais velhas da planta, o colênquima pode 

endurecer suas paredes e transformar-se em esclerênquima pela deposição de 

paredes secundárias lignificadas. 

A presença de polifenois pode ser observada pela coloração castanha, 

conferida a partir da reação com o dicromato de potássio. Assim, é possível 

verificar que as células epidérmicas adaxiais que revestem o mesofilo 

armazenam este tipo de metabólito secundário em seu interior (Figura 10 F). 

Diferentes pesquisas têm caracterizado a presença de componentes fenólicos 

no abacateiro, atribuíndo a atividade antioxidante do extrato hidroetanolólico à 

presença de flavonóides e derivados cinâmicos presentes (RODRÍGUEZ-

CARPENA et al, 2011; KOSIŃSKA et al, 2012). Sabe-se que estes compostos 

bioativos possuem uma alta capacidade de diminuir o processo de degradação 
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do corpo humano pelos radicais livres devido à propriedade de impedir a 

formação destes compostos (HIDALGO et al., 2010). 

O reagente de Nadi possui a propriedade de reagir com os óleos 

essenciais presentes nos tecidos vegetais. Nas secções submetidas a este 

reagente, verificou-se a presença destas substâncias armazenadas em 

idioblastos presentes no parênquima da nervura central, caracterizados pela 

coloração roxa e rósea (Figura 10 G).  

A ocorrência de células oleíferas são descritas por Platt e Thomson 

(1992) em todos os órgãos examinados de Persea americana (folha, fruto, raiz 

e sementes), dispersas em todos os tecidos. O reagente de Nadi pode ser 

utilizado como indicador dos componentes do óleo, baseando-se na cor da 

reação do produto. Assim a colorção rosa indica a presença de ácidos 

resiníferos, azul, óleos essenciais e o violeta, uma mistura de ambos os 

compostos (DAVID e CARDE, 1964; ASCENSAO e PAIS, 1988; PEDRO et al. 

1990; ANTUNES e SEVINATE-PINTO 1991). Estudos caracterizam o conteúdo 

desses idioblastos histoquimicamente, indicando a presença de óleos 

essenciais, esterois, e terpenos, bem como alcaloides e fenóis (PLATT e 

THOMSON, 1992). Chia e Dykes (2010) estudaram os óleos essenciais do 

abacate e foram capazes de demonstrar a atividade antimicrobiana desta 

espécie. 

Os esteroides presentes na lâmina foliar foram evidenciados com reação 

específica com tricloreto de antimônio, desenvolvendo uma coloração amarelo-

acastanhado. Estes metabólitos encontram-se distribuídos aleatoriamente em 

idioblastos presentes no parênquima cortical da nervura central (Figura 10 H). 

Torres et al (2014), relatam a presença de esteroides insaturados presentes em 

P. americana, como um dos compostos químicamente responsáveis pela 

atividade larvicida contra Aedes aegypti. 

As proantocianidinas presentes na secção reagem com a vanilina 

clorídrica, apresentando coloração vermelha nestes metabólitos presentes no 

interior de células do parênquima paliçádico (Figura 10 I). Estudos realizados 

por Chai e colaboradores confirmam a presença de proantocianidinas nesta 

espécie e associam a estes compostos a inativação da enzima tirosinase. 
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A reação com o ácido clorídrico demonstrou a natureza solúvel das 

inclusões cristalinas encontradas, confirmando a composição química de 

oxalato de cálcio desses cristais. Os cristais de oxalato de cálcio são 

distribuídos entre todos os níveis taxonômicos de organismos fotossintéticos, 

desde pequenas algas a angiospermas e gimnospermas gigantes. A 

acumulação de cristais por estes organismos pode ser substancial e possui 

como principais funções a alta capacidade de regulação de cálcio e proteção 

contra herbivoria (FRANCESCHI e NAKATA, 2005). 
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Figura 10 – Histolocalização de metabólitos em folhas de Persea americana Mill. 

 

Controle: A. nervura central. B. mesofilo. Ensaios histoquímicos: C. grânulos de amido no 

parênquima. D. cutícula recobrindo células epidérmicas. E. ligninas presentes nos feixes vasculares 

e células epidérmicas abaxiais da nervura central. F. polifenois no interior de células epidérmicas. G. 

óleos voláteis em idioblastos no parênquima da nervura central. H. idioblastos contendo esteróides 

no córtex da nervura (setas). I. Proantocianidinas em células do parênquima paliçádico. ep. 

epiderme, pp. parênquima paliçádico, pe. parênquima esponjoso, ce. cera epicuticular, lg. lignina, pf. 

polifénois, ov. óleos voláteis, tn. taninos. Barras: A, E. 100 μm. B, C, D, F, G, H, I. 25 μm. 
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5.2.2 Spondias mombin L. 
 
 

As análises histoquímicas foram realizadas comparando-se o controle 

(Figura 11 A, B) com as secções após reação. Os ensaios revelam substâncias 

pertencentes ao metabolismo primário vegetal, como a presença de grãos de 

amido no interior das células parenquimáticas do mesofilo (Figura 11 C). Os 

grãos de amido são armazenados nos cloroplastos e são importantes a todas 

as plantas durante os períodos em que a fotossíntese não está ocorrendo, 

sendo depois da celulose, o componente mais abundante processado pela 

célula vegetal (METCALF e CHALK, 1950). Característica comum a algumas 

espécies desta família que, segundo Silva e colaboradores (2008), apresentam 

grãos de amido no tecido colenquimático e parenquimático do mesofilo.  

Em ambas as faces da lâmina foliar, observou-se uma camada delgada 

de natureza lipídica, constituindo a camada cuticular protetora (Figura 11 D). 

Também é possível verificar a presença de ligninas nos feixes vasculares 

lenhosos e em toda extensão das fibras esclerenquimáticas perivasculares, 

tanto nos feixes vasculares centrais, quanto nos acessórios (Figura 11 E). 

Compostos graxos foram encontrados na cutícula, voltada para ambas às faces 

foliares, e a presença de lignina foi observada na região dos feixes vasculares 

e no esclerênquima da nervura central. Reis et al (2014) evidenciaram a 

presença de ligninas na parede das células xilemáticas em ensaios 

histoquímicos com Anacardium occidentale. Almeida (2013) também relata a 

presença de lignina nas fibras de xilema da nervura central e em fibras 

presentes no mesofilo em folíolos de Schinus terebinthifolius Raddi. Compostos 

graxos foram encontrados na cutícula, voltada para ambas às faces foliares, e 

a presença de lignina foi observada na região dos feixes vasculares e no 

esclerênquima da nervura central. Reis et al (2014) evidenciaram a presença 

de ligninas na parede das células xilemáticas em ensaios histoquímicos com 

Anacardium occidentale. Almeida (2013) também relata a presença de lignina 

nas fibras de xilema da nervura central e em fibras presentes no mesofilo em 

folíolos de Schinus terebinthifolius Raddi. 

Os testes histoquímicos revelaram compostos fenólicos contidos no 

parênquima paliçádico de toda a região do mesofilo foliolar, no interior de 
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algumas células da epiderme e no parênquima da nervura central (Figura 11 

F), semelhantemente observado em espécies da mesma família, como em 

Spondias tuberosa Arruda e Schinus terebinthifolius, nos trabalhos realizados 

por Kuklinski (2000), Cunha (2005) e Almeida (2013).  

Após reação com a vanilina clorídrica, é possível identificar a presença de 

proantocianidinas na região floemática e no interior de células paliçádicas, 

caracterizadas pela colaração vermelha característica (Figura 11 G). Ao 

analisar folhas de S. mombim, Corthout e colaboradores (1991) identificaram a 

presença de dois tipos de taninos, aos quais foi atribuída a atividade antiviral, 

efetivo contra dengue. Outros autores também corroboram os resultados 

encontrados neste estudo, constando a presença de taninos nesta espécie 

(ONWUKA, 1992; APORI et a., 19998; EDEOGA et al. 2001, AYOKA, 2006). 

O tricloreto de antimônio permite a evidenciação de esteroides a partir da 

coloração resultante no produto da reação, caracterizado por uma coloração de 

amarelo-acastanhado. Estes metabólitos encontram-se na região floemática da 

nervura central, ou mesmo de feixes vasculares secundários (Figura 11 H). A 

presença destes metabólitos foi confirmada pelos estudos de Ogbonna et al. 

(2016) ao analisar folhas de S. mombim. Olugbuyiro e colaboradores (2013) 

isolaram e elucidaram estruturalmente fitoesterois da casca do caule, indicando 

um alto poder inibitório sobre Mycobacterium tuberculosis. 

Óleos voláteis foram evidenciados no interior de cavidades esquizógenas, 

presente no parênquima da nervura central (Figura 11 I). As reações com o 

reagente de NADI revelaram a presença de óleos essenciais nos canais 

secretores do parênquima da nervura central. A presença de óleos essenciais 

em espécies de Anacardiaceae foi relatada, com ênfase em suas propriedades 

antimicrobianas (ALMA et al., 2004). Ao realizarem estudos em folíolos de S. 

mombin, Moronkola et al. (2003) verificaram a presença de diferentes 

componentes na composição do óleo essencial, sendo o beta-cariofileno o 

composto majoritário. Resultados semelhantes foram descritos por Brito (2010), 

ao realizar a caracterização química dos óleos essenciais presentes nos 

folíolos dessa espécie. 

A reação com o ácido clorídrico demonstrou a natureza solúvel das 

inclusões cristalinas encontradas, confirmando a composição química de 
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oxalato de cálcio desses cristais. A presença dessas inclusões, bem como a 

forma que assumem nos vegetais, podem auxiliar na caracterização de grupos 

taxonômicos, tornando-se relevantes na identificação de drogas vegetais 

(METCALF e CHALK, 1950). Mitchell e Daly (2015) reportam a presença de 

cristais em espécies do gênero Spondias. Além de depósito de cálcio, os 

idioblastos podem ser formados pelo acúmulo de substâncias não utilizáveis 

pela planta, defesa ou mesmo como suporte mecânico (CUTTER 1986, 

METCALFE e CHALK 1950). De acordo com Cronquist (1981) e Silva et al 

(2007, 2008), cristais de oxalato de cálcio na forma de drusas podem ser 

observados no tecido xilemático, no clorênquima lacunoso e maior frequência 

na região de nervura principal, em folhas de S. tuberosa. 
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Figura 11 - Histolocalização de metabólitos presentes em folíolos de Spondias mombim L. 

 

Controle: A. nervura central. B. mesofilo. Ensaios histoquímicos: C. grãos de amido em células no 

mesofilo (setas). D. presença de cutícula recobrindo a superfície de células epidérmicas. E. presença 

de ligninas em feixes vasculares e fibras esclerenquimáticas. F. polifenois em células 

parenquimáticas no mesofilo. G. presença de proantocianidinas no floema. H. esteroides localizados 

na região floemática (setas). I. presença de óleos voláteis no interior de cavidade esquizógena. ep. 

epiderme, pp. parênquima paliçádico, pe. parênquima esponjoso, ce. cera epicuticular, lg. lignina, xi. 

xilema, fl. floema, pf. polifénois, , tn. taninos, cs. canal secretor, ov. óleos voláteis. Barras: A,E,G. 100 

μm. B,C,D,F,H,I. 25 μm. 
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5.2.3 Anacardium occidentale L. 
 
 

Os ensaios histoquímicos realizados tomaram como base a comparação 

entre o controle, secções da nervura central e mesofilo não submetidas às 

reações com os reagentes (Figura 12 A, B), e as secções após reação. Os 

testes revelaram a presença de grãos de amido na região floemática dos feixes 

vasculares (Figura 12 C). De forma semelhante, Reis et al. (2014), relataram a 

presença de amiloplastos em plântulas de A. occidentale, localizados no 

parênquima da nervura central, após reação com lugol. Estes metabólitos 

primários também foram localizados no tecido colenquimático e parenquimático 

do mesofilo de S. tuberosa (Silva et al., 2008). 

Após reação com o Sudam III, evidenciou-se uma cutícula espessa, que 

recobre as células epidérmicas em ambas as faces, caracterizada por uma 

coloração laranja intensa (Figura 12 D). Reis e colaboradores (2014) 

descrevem o surgimento de cutícula espessa recobrindo a epiderme foliar a 

partir dos cinco dias após a germinação de A. occidentale. Embora essa 

característica não seja necessariamente um indício de adaptação xeromórfica 

(CUTLER et al., 2011), sabe-se que funciona como barreira à perda excessiva 

de água, evitando a dessecação (TAIZ, 2004). Cutículas espessas também 

foram observadas em outras espécies de Cerrado, como Anemopaegma 

arvense, Zeyheria montana e Jacaranda decurrens (Bignoniaceae) (MAURO et 

al., 2007), Himatanthus obovatus (Apocynaceae) (CARMO et al., 2005) e em 

Richterago hatschbachii (Asteraceae) (PINNA, 2004). 

O floroglucionol resultou em uma coloração rósea de estruturas 

lignificadas, estando presentes na composição das paredes celulares dos 

vasos xilemáticos e nas fibras que circundam externamente o xilema e floema, 

constituindo uma bainha esclerenquimática (Figura 12 E). Segundo Metcalfe e 

Chalk (1950), a presença de calotas de fibras apostas ao floema é um atributo 

comum à Anacardiaceae. Ao analisar folhas de aroeira, Duarte e colaboradores 

(2009) descrevem a presença de sistema vascular circundado por bainha 

esclerenquimática incompleta. 

Compostos fenólicos foram identificados no interior de células paliçádicas, 

caracterizados pela coloração castanha através de reação com o dicromato de 
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potássio (Figura 12 F). De acordo com os estudos realizados por Ojezele et al. 

(2013), é possível determinar um teor de 2 mg/g de compostos fenólicos 

presentes nas folhas de A. occidentale. Aguilar e colaboradores (2012) relatam 

a presença de flavonoides, taninos e cumarinas, no extrato etanólico das folhas 

desta espécie. 

No interior dos canais secretores presentes nas proximidades do floema, 

é possível verificar a liberação de óleos voláteis após reação com o reagente 

de NADI, apresentando coloração característica azul (Figura 12 G). A presença 

de óleos essenciais em espécies de Anacardiaceae já foi relatada, com ênfase 

em suas propriedades antimicrobianas (ALMA et al., 2004). Santos et. al. 

(2006) identificaram a presença de óleos essencias no lume de ductos 

secretores em caules de Spondias dulcis. Dzamic et al. (2009) e Janet e 

colaboradores (2016), ao analisarem o óleo essencial extraído das folhas desta 

espécie relatam na sua composição 65 substâncias diferentes, sendo 

constituídos majoritariamente por monoterpenos (62.6%) e sesquiterpenos 

(31.1%). 

Os esteróides encontram-se presentes, no interior de células epidérmicas 

da nervura central e na proximidade dos feixes vasculares, apresentando 

coloração amarelo-acastanhado após reação com o tricloreto de antimônio 

(Figura 12 H). Em seu estudo sobre os efeitos funcionais da goma de cajueiro, 

sobre o sistema cardiovascular de ratos hipertensos, Silva (2006) relata a 

presença de fitoesterois compondo a fitoquímica desta espécie. Aguilar et al. 

(2012) identificaram a presença de fitoesterois no extrato etanólico das folhas, 

principalmente beta-sitosterol e estigmasterol. Estas substâncias são as mais 

abundantes entre as plantas aos quais são atribuídas propriedades 

hipocolesterolemiantes e antioxidante (MARTÍNEZ et al., 2011). 

Após reação com a vanilina clorídrica, verifica-se a presença de 

proantocianidinas no interior de células do parênquima paliçádico e nas células 

que compõem o lúmen do canal secretor, caracterizadas pela coloração 

vermelha (Figura 12 I). Os resultados obtidos por Reis para plântulas desta 

espécie corroboram os resultados encontrados confirmando o acúmulo deste 

metabólito nestas estruturas anatômicas. Segundo Abulude et al. (2010), é 

possível identificar a presença de taninos em altas concentrações no extrato 
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aquoso das folhas. Ojezele e colaboradores (2013) conseguiram determinar um 

teor de 15, 38 mg/g de taninos nas folhas de A. occidentale, sendo este o local 

de maior acúmulo deste metabólito pela planta. 
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Figura 12 - Histolocalização de metabólitos presentes em folíolos de Anacardium occidentale L. 

 

Controle: A. nervura central. B. mesofilo. Ensaios histoquímicos: C. grânulos de amido no floema 

(seta). D. cutícula recobrindo células epidérmicas. E. ligninas presentes nos feixes vasculares e 

bainha perivascular esclerenquimática. F. polifenois no interior de células paliçádicas. G. óleos 

voláteis no interior de canal secretor esquizógeno. H. idioblastos contendo esteróides em células 

epidérmicas no córtex da nervura (seta). I. proantocianidinas em células do parênquima paliçádico. 

ep. epiderme, pp. parênquima paliçádico, pe. parênquima esponjoso, ce. cera epicuticular, lg. lignina, 

xi. xilema, fl. floema, pf. polifénois, , tn. taninos, cs. canal secretor, ov. óleos voláteis.  Barras: A. 100 

μm. B, C, D, E, F, G, H, I. 25 μm. 
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5.2.4 Averrhoa carambola L. 
 
 

As análises histoquímicas foram realizadas comparando-se as secções 

após reação com reagentes específicos, com o controle negativo, caracterizado 

pelas secções transversais da nervura central e mesofilo sem adição de 

reagentes (Figura 13 A, B). Após reação específica com o lugol, grãos de 

amido foram identificados no interior de células parenquimáticas, nas 

proximidades do floema e ao longo do mesofilo, no parênquima paliçádico 

(Figura 13 C). Os grãos de amido são armazenados nos cloroplastos, sendo 

depois da celulose, o componente mais abundante processado pela célula 

vegetal (HAMOND e BURTON 1983, HEWITT et al. 1985, SWINKELS 1985). 

De acordo com Guedes (2009), é possível observar grãos de amido na região 

do parenquima paliçádico em folíolos de A. bilimbi. Estudos realizados por 

Jorge et al. (2005) indicam a presença de amiloplastos contendo grãos com 5 

µm de diâmetro no fruto A. occidentale.  

Uma camada cuticular é encontrada revestindo as células epidérmicas de 

ambas as faces foliares, após reação com o sudam III (Figura 13 D). Essas 

substâncias estão presentes principalmente em plantas xeromórficas, pois 

possuem a capacidade de impermeabilizar as camadas das células 

epidérmicas, evitando assim a perda excessiva de água (TAIZ e ZEIGER, 

2004). 

A presença de ligninas nas paredes dos vasos xilemáticos é observada 

por coloração rósea intensa ao se submeter as secções ao floroglucinol (Figura 

13 E). No processo final de diferenciação das células xilemáticas ocorre a 

deposição de lignina sobre a parede celular, que estabelece ligações 

covalentes e não covalentes com a matriz de carboidratos, formando um 

complexo com a parede secundária, conferindo rigidez para que estas 

estruturas, além de condução, auxilem na sustentação do tecido (LAWOKO, 

2005). 

A partir da reação das secções com o dicromato de potássio, observa-se 

o armazenamento de compostos fenólicos no interior de idioblastos presentes 

no parênquima paliçádico e esponjoso (Figura 13 F). Análises fitoquímicas 

preliminares revelam a presença de flavonoides, taninos e antraquinonas em 
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diversas partes de A. carambola (RANGANAYAKI, 1980; THOMAS et al., 

2004). Wei et al. (2014) descrevem um teor de 12,48 mg/g de polifenóis nas 

folhas desta espécie. 

É possível observar a presença do acúmulo de óleos voláteis em 

idioblastos presentes no parênquima esponjoso do mesofilo, caracterizado por 

coloração azul após reação com o reagente de NADI (Figura 13 G). Em 

pesquisas realizadas por Alhassan e Ahmed (2016), relatam-se a presença 

deste grupo de metabólitos secundários nos frutos de A. bilimbi. Em 1985, 

Wilson et al. detectaram 41 componentes voláteis em frutos de carambola. Em 

1990, MacLeod e Ames identificaram 178 componentes, seguido por 

Winterhalter and Schreier (1995) que complementaram esses estudos. 

A vanilina clorídrica revela a presença de proantocianidinas nas células 

do parênquima paliçádico e do esponjoso, caracterizadas por coloração 

vermelha (Figura 13 H). A partir dos estudos realizados por Leong e Shui 

(2002), observa-se que frutos da carambola são ricos em antioxidantes, em 

particular proantocianidinas. Segundo Alhassan e Ahmed (2016), é possivel 

detectar a presença de taninos em folhas de A. bilimbi. Não foi observada a 

presença de esteroides através da reação com cloreto de antimônio. 
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Figura 13 - Histolocalização de metabólitos presentes em folíolos de Averrhoa carambola L. 

 

Controle: A. nervura central. B. mesofilo. Ensaios histoquímicos: C. grânulos de amido no 

parênquima. D. cutícula recobrindo células epidérmicas. E. ligninas presentes nos feixes vasculares. 

F. polifenois no interior de células do parênquima clorofiliano. G. óleos voláteis no interior de 

idioblastos no parênquima esponjoso. H. proantocianidinas em células do parênquima paliçádico. ep. 

epiderme, pp. parênquima paliçádico, pe. parênquima esponjoso, ce. cera epicuticular, lg. lignina, xi. 

xilema, fl. floema, pf. polifénois, , tn. taninos, cs. canal secretor, ov. óleos voláteis.  Barras: A. 100 μm. 

B, C, D, E, F, G, H. 25 μm. 

 



94 

 

 

5.2.5 Genipa americana L. 
 
 

Os ensaios histoquímicos foram realizados comparando-se as secções 

após reação com os reagentes específicos com o controle negativo, secções 

transversais da nervura central e mesofilo sem tratamento com os reagentes 

(Figura 14 A, B). Os resultados obtidos revelam a presença de grânulos de 

amido presentes no mesofilo, tanto no parênquima paliçádico quanto nas 

células da epiderme (Figura 14 C). Também é possível observar o intenso 

acúmulo de amiloplastos na região parenquimática medular, no centro do 

cilindro vascular. A presença destes grãos são uma característica comum a 

espécies desta família, encontrados em células parenquimáticas na região 

cortical das folhas de Palicourea longepedunculata (PEREIRA et al., 2003), da 

raiz de Psychotria ipecacuanha (GOMES et al. 2009) e do caule de Carapichea 

ipecacuanha (Silva et al. 2015). Erbano and Duarte (2010) também relatam em 

G. americana, amiloplastos presentes tanto no limbo como no pecíolo, 

principalmente no parênquima fundamental, corroborando os resultados 

obtidos. 

A partir da reação com o Sudam III, foi possível verificar a presença de 

uma camada cerosa epicuticular espessa, recobrindo ambas as faces do limbo. 

A cutícula apresenta-se como uma camada laranja (Figura 14 D). As diferenças 

nos padrões cuticulares podem ser taxonomicamente úteis em termos 

genéricos e mesmo entre espécies (METCALFE e CHALK 1979, CUTTER 

1986).  

Também é possível verificar a presença de ligninas nos feixes 

vasculares lenhosos, caracterizados pela coloração rósea conferida pelo 

floroglucinol (Figura 14 E). De acordo com Metcalf e Chalk (1979) é comum a 

presença de fibras esclerenquimáticas associadas ao sistema vascular em 

Rubiaceae, o que não foi visualizado para esta espécie. Ao invés disso, uma 

camada reforçada de colênquima é observada circundando a nervura, como 

descrito anteriormente. De acordo com Hopkins (1999), o processo de 

diferenciação das células do xilema resulta em uma intensa lignificação e na 

sua morte celular programada, conferindo a este tecido intensa rigidez. Assim 
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estas estruturas são extremamente importantes para a sustentação do vegetal, 

atuando no suporte e condução de água e outros fluídos na planta. 

Após reação com o dicromato de potássio, é possível verificar a 

presença de compostos fenólicos, caracterizados pela coloração avermelhada, 

distribuídos por toda a região da lâmina foliar, majoritariamente nas células 

prismáticas que compõem o parênquima paliçádico e células epidérmicas da 

face adaxial (Figura 14F). A família é conhecida pela produção de diferentes 

metabólitos secundários, dentre eles alguns compostos fenólicos, como 

antraquinonas, taninos e derivados fenólicos (VALLI et al., 2016). As análises 

histoquímicas revelam compostos fenólicos intensamente visíveis ao longo do 

parênquima paliçádico, sendo observado também nas células epidérmicas 

adaxiais de forma menos intensa. Estudos também relatam a presença de 

compostos fenólicos em diferentes espécies da família Rubiaceae, como em 

Cruciata taurica (MAVI et al., 2004), Randia hebecarpa (NAZARI et al., 2006), 

Uncaria tomentosa (PILARSKI et al., 2006), Chomelia obtusa (BARROS et al., 

2008), Palicourea rigida (ROSA et al., 2010) e em Genipa americana (PORTO 

et al., 2014). 

Os óleos voláteis presentes nas folhas do jenipapeiro foram 

evidenciados pela reação com o reagente de NADI, apresentando maior 

incidência de distribuição na face abaxial, sendo encontrados na forma de 

grânulos com sítio de armazenamento nas células epidérmicas e subsidiárias 

(Figura 14 G). A maioria dos estudos realizados referente a óleos essenciais 

nesta espécie limitam-se apenas aos frutos. Alguns ensaios descritos na 

literatura indicam que estes metabólitos são compostos majoritariamente por 

ácidos carboxílicos, ésteres e álcoois (BORGES e REZENDE, 2000; PINO et 

al., 2005; PINTO et al., 2006). 

A presença de iridoides foi confirmada a partir da reação com a vanilina 

sulfúrica, apresentando coloração avermelhada, determinando o sítio de 

acúmulo destas substâncias nas células liberianas e em algumas células do 

parênquima paliçádico próximas do floema (Figura 14 H). Os iridoides estão 

presentes em grande parte das espécies de Rubiaceae, utilizados 

historicamente devido a suas capacidades tinturiais, constituindo-se um 

importante marcador químico e farmacológico em G. americana (ALVES, 
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2015). Segundo as análises realizadas com as folhas desta espécie, observou-

se o sítio de acúmulo destas substâncias, estando armazenados nas células 

floemáticas e em algumas células do parênquima paliçádico próximas destes 

vasos. Ono e colaboradores (2005; 2007) identificaram estruturalmente oito 

iridoides glicosídicos em Genipa americana, podendo também ser encontrados 

em diferentes espécies de Rubiaceae, como em Eucommia ulmoides (HIRATA 

et al., 2011; NAM et al., 2013), Gardenia jasminoides (ZHANG et al., 2013), 

Castilleja tenuiflora (CARRILO-OCAMPO et al., 2013) e Bellardia trixago 

(VENDITTI et al., 2013). É importante salientar que a cor azul presente nos 

frutos de G. americana, antes da maturação completa, corre devido à presença 

de iridoides presentes na espécie (PORTO et al., 2014). 

É possível observar a presença dos esteroides, em idioblastos 

localizados nas regiões perivasculares, próximos ao floema, ao longo de toda a 

nervura central, apresentando coloração característica laranja, após reação 

com o tricloreto de antimônio (Figura 14 I). Os fitoesteroides são um grupo de 

esteróis naturalmente encontrados nas plantas, presentes em pequenas 

quantidades nos óleos vegetais, apresentando um importante papel no controle 

de dislipidemias (ABUMWEIS, 2008). Eles podem ser encontrados em níveis 

elevados nas sementes e polpas dos frutos de jenipapo (BAILÃO et al., 2015). 

São escassos os trabalhos que apontam a presença desses metabólitos nas 

folhas. Os ensaios realizados neste trabalho revelaram que, nas folhas, estas 

substâncias são estocadas em idioblastos localizados nas regiões 

perivasculares, próximos ao floema, ao longo de toda a nervura central. 

Análises realizadas em frutos de Genipa americana, identificou a presença de 

diferentes fitoesteroides como ergosta-4,6,22-trieno, 4,4-dimetil-colesta-

6,22,24-trieno, β-sitosterol, tremulona, campesterol e estigmasterol (Barbosa, 

2008). Conceição et al. (2011) relatam que a presença de esteroides em 

extratos de G. americana, estando relacionados com atividade anticâncer. 

A presença de proantocianidinas foi caracterizada pela coloração 

vermelha pouco intensa. O acúmulo destas substâncias foi verificado em 

algumas células do parênquima paliçádico, após reação com vanilina sulfúrica 

(Figura 14 J). As antocianinas são pigmentos responsáveis pela coloração de 

flores, frutos, folhas, caules e raízes de plantas, originados a partir da 
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degradação das proantocianidinas, ou taninos condensados, durante o 

processo de maturação. Devido sua solubilidade em água, estes compostos 

ocorrem nos tecidos de plantas dissolvidas no fluido da célula vegetal, que 

geralmente apresenta pH levemente ácido (GEISSMAN, 1963). De acordo com 

os doseamentos realizados por Porto e colaboradores (2014), verifica-se um 

baixo acúmulo destas substâncias nesta espécie, corroborando os resultados 

histoquímicos descritos para as folhas analisadas neste trabalho. 

A reação com o ácido clorídrico demonstrou a natureza solúvel das 

inclusões cristalinas, confirmando a composição química de oxalato de cálcio 

desses cristais. Além de depósito de cálcio, os idioblastos podem ser formados 

pelo acúmulo de substâncias não utilizáveis pela planta, defesa ou mesmo 

como suporte mecânico, responsáveis pelo balanço iônico e estoque de cálcio 

(FRANCESCHI e HORNER, 1980; CUTTER, 1986; METCALFE e CHALK, 

1979). 
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Figura 14 – Histolocalização de metabolitos presentes em folhas de Genipa americana L. 

 

Controle: A. nervura central. B. mesofilo. C. grãos de amido em células de parenquima. D. cuticula 

em células epidérmicas. E. presença de ligninas em xilema. F. polifenois presents em células 

epidérmicase parenquima paliçádico. G. óleos voláteis no interior de células epidérmicas abaxiais. H. 

iridoides em células do parenquima paliçádico. I. Esteroides em idioblastos na nervura central. J. 

Proantocianidinas em células do parenquima paliçádico. ep: epiderme, cpa: córtex parenquimático, 

pp: parênquima paliçádico, pe: parênquima esponjoso, xi: xilema, fl: floema,ce: cera epicuticular, ir: 

iridoides, lg: lignina, tn: taninos, pf: polifenóis,  est: esteroides, ov: óleos voláteis. Barras: A. 100 μm. 

B,C,D,E,F,G,H,I,J. 25 μm. 
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5.2.6 Citrus x aurantium L. 
 
 

Os ensaios histoquímicos foram realizados comparando-se as secções 

coradas com o controle negativo (Figura 15 A, B). A partir de reação com lugol 

foi possível verificar, ainda que de forma discreta, a presença de grãos de 

amido, contidos em idioblastos na região parenquimática, e na região 

floemática dos feixes vasculares (Figura 15 C). De acordo com Folimonova e 

Achor (2010), a presença de grãos de amido é comumente observada em 

elementos crivados. Porém, Etxeberria e Narciso (2012), consideram o 

acúmulo de amido na região de floema, como um indício de uma patologia 

comum às plantas cítricas causada por um fastidioso Gram-negativo, parasita 

obrigatório, limitado ao floema Candidatus Liberibacter ssp. (BOVE, 2006). 

Analisando histoquimicamente espécies de Citrus, Oliveira et al. (2014) 

descrevem a presença desses grãos nas células que circundam a cavidade 

secretora. 

As análises realizadas com Sudam III evidenciam a presença de uma 

cutícula espessa, recobrindo ambas as faces da superfície epidérmica, 

evidenciada na cor laranja (Figura 15 D). Metcalfe e Chalk (1979) e 

Olowokudejo (1990) afirmam que a análise cuticular pode servir como uma 

ferramenta útil na caracterização sitemática e diferenciação de Angiospermas. 

A reação com floroglucinol evidencia em róseo intensa presença de 

ligninas nas paredes dos vasos de xilema, além de estarem nas fibras 

esclerenquimáticas perivasculares (Figura 15 E). De acordo com Myburg e 

Sederoff (2001), a natureza tridimensional do polímero de lignina fornece 

rigidez e resistência à força de compressão na parede celular, enquanto que a 

estabilidade química da lignina proporciona proteção contra agentes 

patogênicos. Etxeberria e Narciso (2012), também observaram a presença de 

lignificação nas paredes xilemáticas e em fibras associadas aos feixes 

vasculares de Citrus sinensis L. Osbeck. 

Com o dicromato de potássio, a presença de compostos fenólicos é 

observada a partir de uma reação cromogênica na cor castanho. Observam-se 

idioblastos contendo estes metabólitos em células presentes no parênquima da 

nervura central e em algumas células da face adaxial da epiderme, de forma 
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aleatória e isolada (Figura 15 F). De acordo com Suryawanshi (2012), esta 

espécie apresenta em sua constituição taninos e flavonoides. Em estudos 

realizados por Karimi et al. (2012) a fim de realizar a caracterização de 

compostos fenólicos em Citrus aurantium bloom, foi possível verificar a 

presença de ácido gálico, pyrrogalol, ácido siríngico, ácido cafeico, rutina, 

quercetina e naringina. 

Com o reagente de NADI é possível identificar que os óleos essenciais, 

corados em azul, estão presentes nas cavidades secretoras esquizolisígenas 

associadas à epiderme (Figura 16 G). Estudos realizados por Periyanayagam 

et al. (2013) relatam a presença de óleos voláteis nas folhas de C. aurantium. 

Análises realizadas por cromatografia gasosa permitiram a identificação de 35 

componentes no óleo essencial das folhas, sendo o eucaliptol o componente 

majoritário. Abderrezak et al (2014), ao realisar a analise comparativa da 

composição do óleo volátil entre as folhas e a casca do fruto de Citrus 

aurantium L. var amara, observou como componente majoritário o linalool. 

Bendaha et al. (2016) descrevem a presença de óleos essenciais na casca do 

fruto de C. aurantium, ressaltando a sua importância devido à diversas 

propriedades medicinais que apresenta. 

Após adição de tricloreto de antimônio às secções em análise, é possível 

observar a formação de uma coloração amarelo-acastanhado, característica da 

presença de esteroides. Estes se encontram de forma isolada na epiderme 

foliar e no mesofilo, em regiões próximas às células epidérmicas (Figura 16 H). 

Periyanayagam e colaboradores (2013) ao realizarem uma análise fitoquímica 

preliminar reportam a presença de fitoesterois nas folhas de C. aurantium. 

Vijaylakshmi e Radha (2015) relacionam a presença de β-sitosterol, 

campesterol, daucosterol e estigmasterol como fitoesteroides presentes em 

Citrus maxima. 

A reação com o ácido clorídrico demonstrou a natureza solúvel das 

inclusões cristalinas, confirmando a composição química de oxalato de cálcio 

desses cristais. Lopes et al. (2013) relatam intensa presença de cristais 

prismáticos em Citrus limettioides. A presença de cristais de oxalato de cálcio 

(CaOx) em quantidades significativas, observado em famílias de plantas 
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superiores, demonstra que a formação destas inclusões é um importante 

processo fisiológico em muitas espécies Costa (2009). 

Figura 15 – Histolocalização de metabolitos presentes em folhas de Citrus x aurantium L. 

 

Controle: A. nervura central. B. mesofilo. C. grãos de amido em células de parênquima e floema 

(setas). D. cuticula espessa sobre células epidérmicas. E. presença de ligninas em xilema e fibras 

perivasculares. F. polifenois presentes em idioblasto no parenquima esponjoso. G. óleos voláteis no 

interior de canais secretores associados à epiderme. H. esteroides em idioblastos no parênquima 

paliçádico. ep. epiderme, pp. parênquima paliçádico, pe. parênquima esponjoso, ce. cera epicuticular, 

lg. lignina, xi. xilema, fl. floema, pf. polifénois, , tn. taninos, cs. canal secretor, ov. óleos voláteis. 

Barras: A. 100 μm. B,C,D,E,F,G,H. 25 μm. 
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5.2.7 Citrus x latifolia Tanaka ex Q. Jiménez 
 
 

Os testes histoquímicos foram realizadas comparando-se o controle 

(Figura 16 A,B) com as secções após reação. A partir das reações com Sudam 

III, é possível observar uma espessa camada epicuticular, recobrindo ambas as 

faces da epiderme, evidenciada pela coloração laranja (Figura 10 C). 

Corroborando os resultados apresentados, Oliveira et al. (2014) relatam células 

epidérmicas com paredes espessadas em toda a extensão, revestidas por 

cutícula espessa e lisa, presentes em folhas de Citrus aurantium, Citrus limon e 

Citrus aurantifolia. De forma diversa, Matias et al. (2010) e Bercu (2016) 

descrevem o um padrão cuticular diferente em frutos de Citrus reticulata 

Blanco, Citrus× sinensis Osbeck e Citrus maragarita Lour, onde as células 

epidérmicas do flavedo são revestidas por uma cutícula espessa, que em 

algumas partes adentra as paredes anticlinais da epiderme. 

A observação das estruturas lignificadas é possível a partir da reação com 

o floroglucinol, onde a positividade é caracterizada por coloração rósea, 

presente nas paredes das células que compõem os feixes de xilema e fibras 

perivasculares (Figura 10 D). A lignina é um complexo polímero tridimensional 

com ligações cruzadas de monômeros aromáticos fenólicos, chamado alcoóis 

cinamílicos. Estes monómeros são depositados na parede da célula através 

devesículas endoplasmáticas derivadas do complexo de Golgi e polimerizados 

em lignina através de enzimas ligadas à parede. A natureza aromática dos 

monómeros de lenhina faz da lignina um composto hidrofóbico de alta rigidez, 

facilitando o transpote de líquidos e contribuindo na sustentação tecidual 

(MYBURG e SEDEROFF, 2001). 

Com o reagente dicromato de potássio, foi possível verificar a presença 

de polifenois nas regiões floemáticas dos feixes vasculares, visualizados com 

coloração castanha após reação (Figura 10 E). Racowski et al. (2017) reportam 

a presença de flavonoides na casca do fruto de C. latifolia. Li et al. (2006) 

confirmam a presença de compostos fenólicos em espécies de Citrus, 

atribuindo a estes compostos uma alta capacidade antioxidante. 

O reagente de NADI torna os óleos voláteis presentes visíveis devido a 

coloração azul que lhes confere. Estes metabólitos foram observados ao longo 
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do mesofilo, em câmaras subepidérmicas, e predominantemente nos canais 

secretores esquizógenos associados à epiderme, podendo haver um acúmulo 

mais pronunciado em algumas destas estruturas (Figura 10 F). A presença de 

cavidades secretoras é uma característica comum às espécies da família 

Rutaceae (METCALF e CHALK, 1979). A maioria dos estudos relacionados a 

óleos essenciais em espécies de Citrus está voltada aos óleos encontrados na 

casca do fruto, porém, diversos autores têm reportado a presença de 

cavidades secretoras em caule, pecíolo e lâmina foliar destas espécies 

(OLIVEIRA et al., 2014; INYAMA et al., 2015; OSUOHA et al., 2015; BERCU, 

2016). Em pesquisas realizadas por Kamal et al. (2011), utilizando 

cromatografia gasosa, a análise dos óleos voláteis em C. reticulata, C. sinensis 

e C. paradisii identificou entre 16 e 40 substâncias diferentes, apontando o 

limoneno como o componente majoritário. Os Óleos essenciais de Citrus têm 

sido muito procurados devido à suas propriedades antioxidante e 

antimicrobianas (TEPE et al., 2005; JAYAPRAKASHA et al., 2007; VIUDA-

MARTOS et al, 2008).  

A reação com o ácido clorídrico demonstrou a natureza solúvel das 

inclusões cristalinas, confirmando a composição química de oxalato de cálcio 

desses cristais. Os cristais de oxalato de cálcio são formados nas plantas a 

partir de ácido oxálico sintetizado endogenamente e cálcio da solução do solo 

em contato com as raízes das plantas, tratando-se de um processo fisiológico 

na regulação do cálcio intra e extra celular (FRANCESCHI e NAKATA, 2005). 

As reações para histolocalizção de amido, esteróides e proantocianidinas 

apresentaram-se negativas nas condições de experimentação realizadas. 

 



104 

 

 

Figura 16 – Histolocalização de metabolitos presentes em folhas de Citrus x latifolia Tanaka ex Q. 
Jiménez. 

 

Controle: A. nervura central. B. mesofilo. C. cuticula espessa sobre células epidérmicas. D. presença 

de ligninas em xilema. E. polifenois presentes em idioblasto na região de floema (seta). F. óleos 

voláteis no interior de canais secretores associados à epiderme. ep. epiderme, pp. parênquima 

paliçádico, pe. parênquima esponjoso, ce. cera epicuticular, lg. lignina, xi. xilema, fl. floema, pf. 

polifénois, , tn. taninos, cs. canal secretor, ov. óleos voláteis.  Barras: A. 100 μm. B,C,D,E,F. 25 

μm. 
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5.2.8 Punica granatum L. 
 
 

As análises histoquímicas foram realizadas comparando-se as secções 

coradas  com o controle (Figura 17 A, B). No parênquima periférico da nervura 

central, foi observada a presença de grãos esféricos, aglomerados e 

enegrecidos, caracterizando amido através da reação com lugol (Figura 17 C). 

A partir da investigação farmacognóstica realizada por Prabha et al (2013) em 

folhas de P. granatum, observou-se a presença de grãos de amido na análise 

do pó da droga vegetal. A presença de grãos de amido é comum na família 

Lythraceae, como observado por Little e Stockey em folhas de Decodon 

allenbyensis. 

Revestindo ambas as faces da epiderme, é possível observar uma 

camada lipídica espessa de cutícula, que se mostra tanto plicada como reta 

nas diferentes regiões da epiderme foliar, corada de laranja após reação com 

Sudam III (Figura 17 D). A cutícula espessa é uma adaptação xeromórfica 

comum utilizada pela planta para retardar a transpiração cuticular. A cutícula da 

folha consistem principalmente de cutina e cera sobre uma camada de 

microfibrilas de celulose (TIPTON e WHITE, 1995). De forma semelhante, Zago 

et al. (2010), reportam a prença de camada cuticular espessa, plicada, em toda 

a extensão foliar de Cuphea glutinosa Cham. & Schltdl. (Lythraceae). Segundo 

Dickson (2000), a ornamentação cuticular revela-se como um importante 

caráter taxonômico. 

Nas paredes dos vasos xilemáticos é possível verificar o acúmulo de 

ligninas, observado pela positividade na cor rósea (Figura 17 E). A lignina 

presente nas paredes secundárias do xilema, que confere resistência a estas 

estruturas, são polifenóis que resultam da polimerização de monômeros de 

álcool coumarílico, álcool coniferílico e álcool sinapílico. A partir do ensaio pelo 

método de Wiesner, obtem-se um cromóforo róseo em meio clorídrico, 

baseando-se no fato do floroglucinol reagir com o ácido coniferílico 

(FIGUEIREDO et al., 2007). A presença destes metabólitos também foi 

observada por Lusa et al. (2011) nas paredes dos vasos xilemáticos em folhas 

de Cuphea carthagenensis (Jacq.) J.f. Macbr. (Lythraceae). 
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No mesofilo, é possível observar o acúmulo de substâncias ergásticas na 

cor castanha. Esse tipo de coloração ocorre devido à reação com o dicromato 

de potássio, caracterizando a presença de polifenóis em células do parênquima 

paliçádico e do esponjoso (Figura 17 F). Dentre os diversos compostos 

fenólicos presentes nas folhas da romãzeira, pode-se destacar a presença de 

diferentes elagitaninos, ácido punícico, antocianidinas, flavonoides e derivados 

cinâmicos, estando relacionados a importantes atividades farmacológicas 

(SEERAM et al., 2006; JURENKA, 2008). 

Os óleos essenciais desta espécie estão presentes ao longo do mesofilo, 

nas células epidérmicas e do parênquima clorofiliano, porém, de forma mais 

intensa, nas células do parênquima paliçádico nas proximidades da nervura 

central, na forma de numerosos grânulos de cor roxa. Em alguns trechos é 

possível identificar a presença destes grânulos em canais secretores 

esquizógenos associados à epiderme, alguns deles com acúmulo de cristais 

prismáticos (Figura 17 F, G). Nas reações histoquímicas em que o produto 

apresenta uma coloração que vai de violeta a púrpura, ocorre a presença de 

misturas de óleos essenciais e ácidos resínicos (FIGUEIREDO et al., 2007). 

Escassos estudos apontam a presença destes compostos na folha, assim 

como é rara a descrição de cavidades secretórias deste tipo no mesofilo. A 

pesquisas encontradas restringem-se aos compostos voláteis do fruto. Rajaei e 

Yazdanpanah (2014) relatam a existência de grânulos de compostos fenólicos 

nas células de parênquima nas folhas desta espécie, divergindo dos resultados 

apresentados quanto à natureza química destas inclusões. Bakkour et al. 

(2011), ao analisarem o óleo essencial das sementes, descrevem o farnesano 

como composto majoritário. Segundo Melo et al. (2016), o óleo essencial das 

sementes da romã tem atraído grande interesse farmacológico devido à 

abundância de ácido púnico. 

É possível observar a presença de proantocianidinas caracterizada pela 

produção de cor vermelha, após reação com vanilina clorídrica. Observa-se 

este metabólito de forma isolada e com baixa distribuição no parênquima 

paliçádico da folha (Figura 17 I). Não se observaram registros literários da 

presença de proantocianidinas nas folhas desta espécie. Para Zam et al. 

(2012), é possível realizar a extração e purificação de proantocianidinas da 
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casca dos frutos. Segundo Rahimi et al. (2012), proantocianidinas B1 e B2 

podem ser identificadas no suco dos frutos. De acordo com Schmuch et al. 

(2015), estas substâncias apresentam alto interesse devido ao seu potencial 

antimicrobiano, na utilização de profilaxia periodôntica. 

A reação com o ácido clorídrico demonstrou a natureza solúvel das 

inclusões cristalinas, confirmando a composição química de oxalato de cálcio 

desses cristais. Segundo Lersten e. Horner (2005), cristais de oxalate de cálcio 

têm sido descritos de maneira superficial. Segundo estes autores, cristais de 

oxalato de cálcio na forma de drusas e cristais prismáticos podem ser 

observados nas folhas de P. granatum, havendo mudanças nesse padrão de 

acordo com a idade foliar.  
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Figura 17 – Histolocalização de metabolitos presentes em folhas de Punica granatum L. 

 

Controle: A. nervura central. B. mesofilo. C. grãos de amido em células de parênquima na nervura 

central (seta) D. camada cuticular em células epidérmicas. E. presença de ligninas em xilema. F. 

polifenois presentes em células no parênquima paliçádico e esponjoso. G. óleos voláteis no interior 

de células paliçádicas. H. óleos voláteis no interior de cavidade esquizógena. I. proantocianidinas em 

células do parênquima paliçádico. ep. epiderme, pp. parênquima paliçádico, pe. parênquima 

esponjoso, ce. cera epicuticular, lg. lignina, xi. xilema, fl. floema, pf. polifénois, , tn. taninos, cs. canal 

secretor, ov. óleos voláteis.  Barras: A. 100 μm. B, C,D,E,F,G,H,I. 25 μm. 
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5.2.9 Tamarindus indica L. 
 
 

Os ensaios histoquímicos foram realizados comparando-se as secções 

coradas com o controle negativo (Figura 18 A,B). A partir das análises 

realizadas observaram-se escassos grãos de amido localizados em células 

epidérmicas e ao longo do mesofilo (Fig. 18 C). Kodlady e colaboradores 

relatam a presença de grãos de amido simples com hilum de raios corticais e 

medulares em folíolos de T. indica. Para Kaur e Bhullar (2016), as folhas do 

tamarindeiro possuem um grande potencial como fonte não convencional de 

amido e as suas propriedades desejáveis podem ser melhoradas pela oxidação 

para aplicações na indústria de alimentos. Moreira-Coneglian et al. (2006) 

relatam positivididade ao teste de lugol no parênquima vascular de Copaifera 

langsdorffii. 

As reações com o Sudam III reveleram a presença de cutícula revestindo 

ambas as faces da epiderme, apresentando-se mais espessa na face abaxial 

(Figura 18 D). A cutícula mais espessa confere às espécies xerófitas maior 

economia de água, reduzindo a perda por evapotranspiração, estimulada pela 

intensa incidência de luminosidade solar no ambiente (FAHMY, 1997; 

CORRÊA, 2007; BOEGER et al., 2008). Além disso, a cutícula também confere 

maior proteção às plantas contra infecções por agentes patogênicos (CUTTER, 

1986). Silva (2012), em seu estudo sobre atributos morfoanatômicos foliares 

funcionais de plantas em áreas do Agreste pernambucano, observou o 

espessamento da cutícula nas espécies analisadas. Nassar et al. (2013) 

relatam uma fina camada cuticular recobrindo a epiderme de Senna 

occidentalis (Caesalpiniaceae).  

As estruturas lignificadas foram evidenciadas por reação com o 

floroglucinol em róseo, estando presentes nas paredes celulares do xilema e 

nas fibras esclerenquimáticas perivasculares presentes na nervura central 

(Figura 18 E).  

A lignina é um polímero fenólico complexo sintetizado principalmente a 

partir de três monômeros, chamados álcoois p-coumaril, coniferil e sinapil, que 

levam às unidades de p-hidroxifenilo, guaiacil e siringil, respectivamente. Este 

heteropolímero aromático complexo desempenha um papel importante nos 
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tecidos de suporte das plantas vasculares e também protege contra os agentes 

patogênicos (Martínez et al, 2008). Através de ensaios histquímicos, Moreira-

Coneglian et al. (2006) reportam a presença marcante de fibras perivasculares 

lignificadas nos limbos cotiledonares e eofilares das espécies de 

Caesalpinioideae (Fabaceae) analisadas. 

A presença de polifenois é observada em castanho após reação com 

dicromato de potássio, estando presentes no interior de algumas células 

epidérmicas distribuídos em ambas as faces (Fig. 18 F). Segundo Moreira-

Coneglian et al. (2006), observa-se a presença de idioblastos fenólicos no 

floema, em Peltophorum dubium e em Pterogyne nitens, e distribuídos por todo 

o feixe vascular em Bauhinia forficata. A presença de idioblastos fenólicos de 

ocorrência generalizada entre as espécies de Fabaceae é reportada por Fahn 

(1990) como uma característica comum à família. Dentre estes compostos 

pode-se citar a presença de flavonoides e antraquinonas nas folhas de T. 

indica (Nwodo et al., 2011). Sudjaroeno et al. (2005) realizaram o isolamento e 

elucidação estrutural dos componentes fenólicos presentes no pericarpo e 

sementes de tamarindo reportando um  perfil de polifenóis dominado por 

proantocianidinas em várias formas. 

Os óleos essenciais estão armazenados nas células epidérmicas de 

ambas as faces, visualizados em azul a partir da reação com o reagente de 

NADI (Figura 18 G). Pino et al. (2012) analisaram a composição química do 

óleo das folhas de Tamarindus indica L. através de cromatografia gasos, onde 

foram identificados treze componentes, dos quais o limoneno (24,4%) e 

benzoato de benzilo (40,6%) foram os compostos majoritários. 

Também se observou a presença de fitoesteroides em algumas células 

epidérmicas tanto na face abaxial quanto na adaxial evidenciados em amarelo-

acastanhado pelo tricloreto de antimônio (Figura 18 H). Segundo 

Andriamanantena et al. (1983) e Gomathinayagam e colaboradores (2017), é 

possivel verificar a presença de fitoesteroides nos folíolos desta espécie, como 

β-sitosterol (66–72%), campesterol (16–19%) e estigmasterol (11–14%). 

Escalona-Arranz et al. (2010) confirmam a presença de óleos voláteis nos 

folíolos desta espécie, comprovando seu amplo espectro antimicrobiano. 
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A reação com o ácido clorídrico demonstrou a natureza solúvel das 

inclusões cristalinas, confirmando a composição química de oxalato de cálcio 

desses cristais. Rodrigues et al. (2009) relatam a presença deste tipo de 

inclusão cristalífera nas folhas de Senna alata, nas proximidades dos feixes 

vasculares, ao longo de todo o mesofilo. Segundo Kodlady et al. (2012), 

algumas células do parênquima adjacente aos grupos de fibras contêm 

pequenos cristais de oxalato de cálcio, assim como na extremidade dilatada 

dos raios xilemáticos. 
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Figura 18 – Histolocalização de metabolitos presentes em folhas de Tamarindus indica L. 

 
Controle: A. nervura central. B. mesofilo. C. grãos de amido em células epidérmicas. D. camada 

cuticular em células epidérmicas, com presença de compostos lipídicos em idioblasto. E. presença de 

ligninas em xilema e fibras perivasculares. F. polifenois presents em células epidérmicas. G. óleos 

voláteis no interior de células epidérmicas. H. esteroides em células epidérmicas. I proantocianidinas 

em células epidérmicas. ep. epiderme, pp. parênquima paliçádico, pe. parênquima esponjoso, ce. 

cera epicuticular, lg. lignina, xi. xilema, fl. floema, pf. polifénois, , tn. taninos, cs. canal secretor, ov. 

óleos voláteis.  Barras: B. 100 μm. A,C,D,E,F,G,H,I. 25 μm. 
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Quadro 3 – Resumo dos ensaios histoquímicos realizados nas espécies analisadas. 
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5.3 ANÁLISE MORFOLÓGICA E COMPOSIÇÃO ELEMENTAR DOS 

CRISTAIS 

 
 

5.3.1 Determinação da distribuição tissular dos cristais através de 
Microscopia de Luz Polarizada (MLP) 
 
 

A birrefrigência apresentada pelos cristais nas espécies analisadas é 

considerada uma característica anisotrópica daquelas inclusões cristalinas que 

possuem uma composição química de um único elemento. Cristais que 

apresentam composição química mista são referidos como não birrefringentes, 

impossibilitando avaliar os diferentes índices de refração que possuem, pois 

apresentam alterações nas propriedades ópticas em relação aos cristais puros 

(HAMMOND, 2001; HE ET AL., 2012). 

As análises realizadas nas folhas de Persea americana revelam a 

presença de poucas inclusões cristalinas, observadas ao longo do mesofilo de 

forma isolada. É possível observar a presença de concrescências cristalinas 

com maior incidência no parênquima cortical da nervura central (Figura 19 A,B). 

Uma relação muito estreita entre a formação de oxalato nas plantas e o 

processo de fotossíntese foi observada em Oxalis corniculata sp. por Seal e 

Sen (1970), onde verificou-se um aumento na concentração de oxalato durante 

os horários de pico fotossintético e sua diminuição durante o período noturno. 

Esse padrão de distribuição de cristais também foi observado por Mahmoud et 

al (2016) ao analisarem folhas desta espécie no Egito, onde relatam a 

presença de cristais de oxalato de cálcio espalhados no tecido cortical da 

nervura e no mesofilo. 

As secções transversais dos folíolos de Spondias mombim demonstram o 

caráter refringente dos cristais presentes, que se encontram dispersos ao longo 

do mesofilo na região perivascular dos vasos secundários e parênquima 

cortical da nervura central. Um aumento na visualização permite inferir que 

estes cristais são do tipo drusas (Figura 19 C,D). A presença de cristais de 

oxalato de cálcio foi descrita por Cronquist (1981) como característica presente 

nos indivíduos pertencentes a esta família. Diferentemente de Silva (2007), que 

observou uma incidência maior de cristais na região da nervura central em 
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folíolos de S. tuberosa, observou-se em S. mombin a presença de idioblastos 

contendo essas inclusões distribuídas aleatoriamente, ao longo de todo o 

mesofilo e nervura central. Segundo Metcalfe e Chalk (1950), a presença de 

inclusões cristalinas nas folhas do vegetal pode estar associada a um 

mecanismo adaptativo para maior captação de luz e otimização da taxa 

fotossintética. 

Em Anacardium occidentale verifica-se que a distribuição de cristais nesta 

espécie ocorre de forma predominante no parênquima cortical da nervura 

central. Em um maior aumento é possível identificar o morfotipo drusa (Figura 

19 E,F). O sistema de biomineralização mais amplamente distribuído entre os 

diferentes taxa de plantas é o de oxalato de cálcio cristalino, sendo o 

crescimento de cristais um processo intracelular altamente controlado (ARNOT, 

1982; MONJE e BARAN, 2002). Duarte et al. (2006, 2009), observaram a 

presença de idioblastos contendo prismas e drusas de oxalato de cálcio, no 

parênquima cortical e parênquima clorofiliano em folhas de Schinus 

terebinthifolius. Segundo Carmello-Guerreiro et al. (2002) ao analisarem os 

frutos desta espécie de Anacardiaceae, relatam drusas de oxalato de cálcio 

observadas no mesocarpo, rodeando os ductos secretores. 

Nos folíolos de Avherroa carambola, através da refringência detectada, foi 

possível identificar inclusões cristalinas na região vascular da nervura central e 

ao longo de todo o mesofilo, apresentando intensa predominância na região do 

parênquima paliçádico. Observa-se o caráter morfológico prismático tabular, 

cúbico e piramidal para estas inclusões (Figura 19 G,H). Resultados 

semelhantes são descritos por Jorge (2006) com relação à presença de cristais 

prismáticos no mesofilo dos folíolos desta espécie. Guedes (2009) relata a 

presença de drusas e cristais prismáticos por todo limbo em A. bilimbi, 

apresentando para esta espécie um macropadrão cristalino diferente. Dessa 

forma, observa-se que a morfologia e disposição dos cristais nos tecidos de 

uma planta podem ser utilizadas como um possível parâmetro na diferenciação 

entre espécies.  

Nas folhas de Genipa americana é possível verificar cristais ao longo de 

toda a lâmina foliar, apresentando maior incidência de distribuição no 

parênquima medular e cortical da nervura central. Imagens mais aproximadas 
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demonstram o caráter morfológico de drusa para esses cristais (Figura 19 I,J). 

A partir de estudos de morfoanatomia caulinar e foliar, Erbano e Duarte (2010) 

descrevem a presença de numerosas drusas no sistema vascular e na região 

medular do córtex da nervura. Divergindo, porém, dos resultados encontrados 

estes autores reportam a presença de idioblastos contendo areia cristalina 

tanto no floema como no xilema. Segundo Lersten e Horner (2011), a presença 

de areia cristalina associada à drusas de oxalato de cálcio é uma característica 

comum em espécies da tribo Naucleeae (Rubiaceae). 
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Figura 19 – Secções transversais das folhas das espécies analisadas sob Microscopia de Luz Polarizada. 

 

Persea americana Mill.: A. drusas presentes em parênquima da nervura central. .B. concrescências 

cristalinas em células de parênquima. Spondias mombim L.: C. cristais dispersos no mesofilo 

(região perivascular secundária) e parênquima cortical da nervura central. D. cristais do tipo drusas. 

Anacardium occidentale L.: E. cristais no parênquima cortical da nervura central. F. drusas 

apresentando refringência. Avherroa carambola L.: G. inclusões cristalinas na região vascular da 

nervura central e com predominância no parênquima paliçádico. H. cristais prismático tabulares, 

cúbicos e piramidais. Genipa americana L.: I. cristais no parênquima medular e cortical da nervura 

central. J. cristais do tipo drusa. Barras: A,C,E,G,I. 100 µm. B,D,F,H. 20 µm.  
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Em Citrus x aurantium, observa-se uma distribuição cristalina nas células 

do parênquima da nervura central e em idioblastos ao longo da epiderme, com 

maior predominância na face adaxial. Verifica-se ainda a predominância de 

morfologia prismática para estas inclusões (Figura 20 A,B). Storey e Leigh 

(2004) ao analisarem folhas de Citrus jambhiri Lush. descrevem a presença de 

cristais prismáticos presentes predominantemente sob a epiderme, no 

parênquima paliçádico. Os autores atribuem a formação desses cristais como 

uma forma das folhas compartimentarem o cálcio intracelular. 

É possível confirmar a presença de cristais ao longo de toda a lâmina 

foliar de Citrus x latifolia, apresentando maior incidência logo abaixo das 

células epidérmicas da face adaxial, apresentando forma prismática (Figura 20 

C,D). Lopes et al. (2013) evidenciam a intensa presença de cristais prismáticos 

armazenados em câmaras subepidérmicas na folha, parênquima medular da 

nervura central e do pecíolo, no parênquima cortical do caule e no floema de 

Citrus limettioides Tanaka. Inclusões cristalinas também foram observadas 

tanto nas folhas quanto no pecíolo e caule de C. limettioides (MARTINS et al., 

2008), descritos em Raulinoa echinata R. S. Cowan, e folhas de Pilocarpus 

goudotianus Tul. (GALLARDO; JIMÉNEZ, 2002). Observa-se que a produção e 

o armazenamento destes cristais é uma característica comum à família, 

ocorrendo em grande número nas plantas cítricas (BRONZI, 1981). 

As análises em folhas de Punica granatum revelam a distribuição de 

cristais do tipo drusa no parênquima cortical da nervura, com maior 

predominância nas regiões perivasculares (Figura 20 E,F). Em muitas plantas, 

os oxalatos apresentam uma baixíssima taxa de metabolização, ou mesmo 

inexistente. Dessa forma, estas sustâncias podem apresentar um efeito tóxico 

para as células vegetais quando acumuladas em quantidades excessivas 

(FRANCESCHI E HORNER, 1980). Portanto, as plantas podem induzir a 

formação de cristais de oxalato de cálcio como alternativa para remover o 

excesso de oxalato ou cálcio intracelular (ÇALIŞKAN 2000). Assim como 

observado neste estudo, Prabha et al. (2013) e Rajaei et al. (2015) reportam a 

presença de abundantes drusas no parênquima do floema dispostas em ambas 

as faces. Lersten e Horner (2005) descrevem a presença de cristais 

prismáticos no mesofilo e nervura central das folhas desta espécie. 
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É possível identificar que os cristais presentes nos folíolos de Tamarindus 

indica são prismáticos alongados e encontram-se nas regiões subepidermais 

em ambas as faces ao longo do mesofilo, apresentando maior incidência na 

face superior e em torno dos feixes vasculares. Uma visualização mais 

aproximada demonstra o caráter prismático destas inclusões (Figura 20 G,H). A 

formação de cristais nas angiospermas geralmente ocorre de forma intracelular 

e os cristais se originam dentro de células vacuolares especializadas 

chamadas idioblasto. A formação de cristais em idioblastos geralmente está 

relacionada com membranas, câmaras ou inclusões encontradas no interior de 

vacúolos. Estas células podem sofrer modificações ultraestruturais dependendo 

da precipitação de cristal (HORNER E WAGNER, 1995). Rodrigues et al. 

(2009) reportam cristais prismáticos nas regiões perivasculares em folíolos de 

Senna alata. Semelhantemente, Nassar e colaboradores (2013) verificaram 

cristais prismáticos em células do floema de Senna occidentalis 

(Caesalpiniaceae), sendo uma característica comum a esta subfamília. 
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Figura 20 – Secções transversais das folhas das espécies analisadas sob Microscopia de Luz 

Polarizada. 

 

Citrus x aurantium L.: A. cristais no parenquimapaliçádico em células subepidérmicas. B. inclusões 

cristalinas de forma prismática. Citrus x latifolia Tanaka ex Q. Jimenéz.: C. cristais em todo o 

mesofilo com incidência em células subepidérmicas da face adaxial. D. inclusões cristalinas de 

forma prismática. Punica granatum L.: E. cristais na região perivascular da nervura. F. cristal tipo 

drusa. Tamarindus indica L.: G. cristais presentes nas regiões subepidermais em ambas as faces 

do mesofilo, com incidência na face superior, e em torno dos feixes vasculares. H. cristais 

alongados com forma prismática. Barras: A,C,E,G. 100 µm. B,D,F,H. 20 µm.  
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5.3.2 Caracterização dos macropadrões cristalográficos por Microscopia 
Eletrônica de Varredura (MEV) e de Transmissão (MET). 
 
 

A morfologia de um cristal, bem como a sua distribuição espacial, é 

considerada como um macropadrão cristalino, parâmetro característico de um 

taxa específico (ZHANG et al, 2014). Os calcifitólitos, assim denominados os 

cristais de oxalato de cálcio, são corpos microscópicos mineralizados, que 

ocorrem em grande parte das Angiospermas, presentes na maioria dos tecidos 

e órgãos vegetais (Nakata, 2003). Segundo Arnott (1970) e Franceschi (1980; 

2005), os morfotipos mais comuns destes cristais encontrados nas plantas são 

drusas (um agregado esférico de cristais individuais), estilóides (cristais 

alongados com extremidades pontiagudas), ráfides (cristais em forma de 

agulha que ocorrem em feixes de muitos cristais por célula), prismas de formas 

variadas e areia cristalina (intenso aglomerado de pequenos cristais individuais 

em uma única célula). Outras formas cristalinas são decorrentes da variação 

destas.  

As imagens obtidas por esta técnica microscópica demonstram uma 

secção transversal com simetria côncavo-convexa para as folhas de Persea 

americana, onde se observam cristais prismáticos tabulares, armazenados em 

idioblastos no parênquima da nervura. Associados a estes, ocorre a presença 

de concrescências cristalinas aciculiformes de tamanho reduzido, 

aparentemente resultantes da fragmentação daqueles (Figura 20 A,B,C). 

Mahmoud et al (2016) relatam a presença de numerosas agulhas e cristais 

prismáticos de oxalato de cálcio espalhados no tecido cortical da nervura e no 

mesofilo das folhas de P. americana, corroborando os resultados obtidos. 

Os folíolos de Spondias mombim apresentam em vista transversal uma 

simetria biconvexa. Uma análise mais detalhada das drusas observadas no 

parênquima da nervura central evidencia o tipo weddellite, onde os cristais que 

a constituem apresentam um arranjo em bloco (Figura 20 D,E,F). O oxalato de 

cálcio ocorre em dois estados de hidratação nas plantas, como o monohidrato 

(whewellite) ou como o dihidrato (weddellite), em qualquer uma das formas 

apresentadas anteriormente (ARNOTT, 1982). Segundo Monje e Baran (2002), 

as drusas compostas de weddellite são geralmente constituídas por cristais 
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tetragonais individuais, refletindo claramente o sistema de cristal tetragonal do 

biomineral. Porém, o aspecto geral das drusas isoladas varia entre as 

espécies, especialmente no que se refere ao tamanho e ângulos entre faces 

cristalinas individuais. 

A simetria foliar de Anacardium occidentale sob secção transversal é do 

tipo plano-convexa, onde se observam drusas distribuídas ao longo do 

parênquima. Após uma apreciação mais detalhada do arranjo cristalino destas 

inclusões, observa-se que são do tipo wedellite, constituídas por cristais 

individuais dispostos num arranjo esférico (Figura 20 G,H). A partir de imagens 

obtidas por microscopia eletrônica de transmissão (MET) verifica-se na face 

interna da parede celular do idiolasto o acúmulo de material precipitado 

apresentando mesma coloração observada para o cristal. Este, apresenta 

forma prismática fragmentada localizado no pólo oposto do idiolasto. Verifica-

se também a presença de substâncias floculares no centro do vacúolo celular 

(Figura 20 I). O padrão apresentado pelos cristais nesta espécie ocorre de 

forma semelhante em Rebutia margarethae, onde os corpos weddellite 

apresentam estruturas simples e sólidas com uma forma final particular, onde 

finas camadas de cristal justapostas são depositadas umas sobre as outras 

(MONJE E BARAN, 2002). De acordo com Mazen e colaboradores (2003), 

semelhante material flocular também foi observado no vacúolo de idioblastos 

em Lemna minor, estando envolvido com a deposição de cálcio no processo de 

formação dos cristais de oxalato de cálcio. A observação da membrana da 

câmara de cristal impregnada de material corado é interessante porque fornece 

uma imagem excepcionalmente nítida da forma da câmara durante a formação 

de cristais. 

Observa-se que a secção do limbo de Avherroa carambola possui uma 

simetria plana a côncavo-convexa. Em uma magnitude maior de visualização, 

observam-se cristais com morfologia bipiramidal em células do parênquima 

cortical da nervura (Figura 20 J,K). Imagens obtidas por microscopia eletrônica 

de transmissão permitem visualizar em detalhes a presença de microcristal 

hexagonal no interior do idiolasto, além de substâncias impregnadas na face 

interna da parede do idioblasto (Figura 20 L). De acordo com Uloth e 

colaboradores (2015) observou-se a forma bipiramidal em Sclerotinia 
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sclerotiorum e Brassica carinata como forma predominante na determinação do 

macropadrão destas espécies. De acordo com Mazen et al. (2003), para 

compreender o fenômeno de biomineralização nos idiolastos se faz necessário 

identificar os processos envolvidos na indução e acumulação de substâncias 

utilizadas para a formação de cristais, a forma como essas substâncias são 

entregues no local de precipitação de oxalato de cálcio e mecanismos que 

regulam a precipitação no vacúolo. Faheed et al. (2013) afirmam que na 

síntese dos cristais, o ácido oxálico necessário é sintetizado de forma 

endógena, enquanto que o cálcio é extraído do meio ambiente, sendo 

produzidos e acumulados em de forma específica. 
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Figura 20 – Macropadrões Cristalográficos observados nas espécies analisadas. 

 

Persea americana Mill.: A. secção transversal (MEV). B,C. cristais estiloides em células do 

parênquima da nervura central. Spondias mombim L.: D. secção transversal (MEV). E,F. cristais em 

células do parênquima da nervura central. Anacardium occidentale L.: G. secção transversal (MEV). 

H. drusa de agregado cristalino esférico em células do parênquima da nervura central. I. microcristal 

hexagonal no interior de idioblasto (MET). Avherroa carambola L.: J. secção transversal (MEV). K. 

cristal bipirâmidal em células de parênquima. L. microcristal hexagonal no interior de idioblasto (MET). 

Barras: A,D,G,J. 100 µm. B. 6 µm. E,F. 10 µm. C. 3 µm. H. 3 µm. I. 5 µm. K. 1 µm. L. 0,5 µm.  
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As análises realizadas em folhas de Genipa americana evidenciam 

secção transversal de simetria biconvexa. O macropadrão observado nas 

inclusões cristalinas é definido como drusa, onde os cristais individuais que a 

compõem apresentam um arranjo específico em forma de roseta (Figura 21 

A,B,C). Monje e Baran (2002), em seus trabalhos de caracterização de cálcio 

gerado como biominerais de oxalatos em Cacti sp., diferenciaram as drusas 

whewellite das drusas weddellite a partir de suas formas estreladas, com 

cristalitos individuais possuindo pontos afiados agudos emergindo do centro da 

drusa, assim como as drusas observadas em G. americana neste trabalho. 

Diferentes morfotipos cristalinos podem ser observados em Rubiaceae como 

cristais estiloides, ráfides e drusas (METCALFE e CHALK; 1950). Zini e 

colaboradores (2015) relatam a presença de drusas em Borreria latifolia, B. 

orientalis e B. palustris. Cristais estiloides são observados em espécies de 

Psychotria sp. (MORAES, 2011). Erbano e Duarte (2011) descrevem a 

presença de drusas em folhas e caule de G.americana. 

Folhas de Citrus x aurantium, submetidos a este tipo de microscopia, 

apresentam secções transversais que exibem uma simetria biconvexa. Foi 

possível observar dentre as inclusões observadas os morfotipos cristalinos 

prismático estilóide e bipiramidal, armazenados abaixo da epiderme e no 

parênquima da nervura central, próximos dos feixes vasculares e das fibras 

perivasculares (Figura 21 D,E,F). Folhas de Citrus possuem uma alta eficiência 

nos mecanismos de compartimentalização de cálcio em suas células foliares, a 

fim de evitar interferências nos caminhos de sinalização via cálcio e evitar o 

fechamento estomático induzido por este íon extracelular (STOREY e LEIGH, 

2004). Por serem considerados como biominerais de acumulação tecidual nas 

plantas, os cristais de oxalato de cálcio são formados por arranjos específicos 

de cristais, apresentando morfologia característica para cada espécie, 

determinada por fatores genéticos. Este fato proporciona a possibilidade de 

separar espécies com base nos macropadrões de cristais apresentados em 

diferentes plantas (Zhang et al, 2014). 

Em Citrus x latifolia, as imagens obtidas revelam uma secção com 

simetria biconvexa, vista transversalmente, com presença mais intensa de 

cristais do tipo prismático estiloide e concrescências cristalinas (Figura 
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20bG,H,I), quando comparado com C. aurantium. Segundo as pesquisas 

realizadas por Storey e Leigh (2004) em folhas de Citrus jambhiri Lush, 

observa-se que o cálcio é armazenado principalmente no parênquima 

paliçádico, esponjoso e células idioblasticas subepidermais sob a forma de 

cristais prismáticos. O desenvolvimento de idioblastos nas folhas das plantas 

representam a alta capacidade destas estruturas na estocagem induzidos por 

cálcio em várias espécies (VOLK ET AL., 2004). 

A simetria transversal das folhas de Punica granatum é do tipo plano-

convexa. Observaram-se cristais com um macropadrão do tipo prismático 

cúbico (Figura 21 J,K). Imagens obtidas por MET permitem observar idioblastos 

com presença intensa de vesículas e material citoplasmático, com a presença 

de cristais triangulares ao centro (Figura 21 L). De acordo com Lersten e 

Horner (2005), ao analisar o desenvolvimento de cristais de oxalato de cálcio 

em folhas de P. granatum, observam-se cristais prismáticos mais robustos dos 

tipos cúbicos, estiloides e bipiramidais são observados restritos ao mesofilo da 

folha, no parênquima paliçádico paralelos aos feixes vasculares secundários. 

Na nervura central são observados pequenos cristais prismáticos e drusas. Os 

idioblastos apresentam modificações ultraestruturais relacionadas à 

precipitação de cristal. Os idioblastos de cristal são comumente relatados por 

exibir características como plastidios especializados, maiores quantidades de 

retículo endoplasmático e complexos de Golgi, níveis elevados de RNAr e 

componentes vacuolares únicos (FRANCESCHI & HORNER, 1980; 

FRANCESCHI & NAKATA, 2005). 

Os folíolos de Tamarindus indica apresentam uma simetria do tipo plana, 

com uma discreta protuberância na região da nervura. Cristais prismáticos 

tabulares são visualizados no interior das células epidérmicas e região adaxial 

do parênquima (Figura 21 M,N). Em imagem obtida por MET verifica-se a 

presença de cristais em diferentes estágios de formação na região vacuolar 

dos idiolastos, observando-se inúmeras pequenas vesículas na região 

perivacuolar (Figura 21 O). Verificam-se microcristais pentagonal e hexagonal, 

apresentando região central de nucleação (Figura 21 P).  

A primeira etapa em um processo de cristalização, que ocorre a partir de 

uma solução supersaturada, chama-se nucleação. Esta refere-se à formação 



127 

 

 

de um pequeno núcleo que age como o centro da cristalização, caracterizando 

o início do processo. O próximo estágio é o crescimento dos cristais, onde o 

pequeno núcleo formado cresce pela deposição de moléculas de soluto da 

solução supersaturada (Leiserowitz, 2002; Dunitz, 2003; Aulton, 2005). 

Assim, a formação dos cristais exige o transporte rápido de cálcio e 

oxalato através de vários compartimentos, sendo as características 

ultraestruturais especializadas dos idioblastos envolvidas na síntese e no 

movimento desses compostos para o vacúolo (FAHEED et al., 2013). O cálcio 

deve entrar via apoplasto, enquanto o oxalato pode ser transferido de células 

adjacentes ou sintetizado dentro dos idioblastos (Li e Franceschi, 1990). Mazen 

e colaboradores (2003) reportam a presença de grande quantidade de 

pequenas vesículas com 100 nm de diâmetro nos estágios iniciais do 

desenvolvimento dos idioblastos, sendo menos comuns nos idioblastos de 

cristal maduros. 
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Figura 21 – Macropadrões cristalográficos observados nas espécies 

analisadas. 

 

Genipa americana L.: A. secção transversal (MEV). B,C. drusas em células parenquimáticas da 
nervura central. Citrus x aurantium L.: D. secção transversal (MEV). E. cristais estiloides em células 
subepidérmicas do mesofilo. F. cristais estiloides em idioblastos próximo aos feixes vasculares. Citrus 
x Tanaka ex Q. Jimenéz.: G. secção transversal (MEV). H. cristais estiloides em células epidérmicas 
do mesofilo. I. cristais estiloides em idioblastos próximo às fibras esclerênquimáticas. Punica 
granatum L.: J. secção transversal (MEV). K. cristal estiloide cúbico em células parenquimáticas da 
nervura central. L. micro cristal triangular no interior de células parenquimáticas (MET). Tamarindus 
indica L.: M. secção transversal (MEV). N. cristais prismáticos no interior de células epidérmicas do 
mesofilo. O. cristais no interior de idioblastos em diferentes estágios de formação (setas). P. micro 
cristais pentagonal e hexagonal no interior de idioblasto (MET). Setas: presença de cristais. Barras: 
A,D,G,J: 100 µm. B,C: 4 µm. E,F,H,I,K,N, O: 10 µm. L. 5 µm. M: 40 µm. P: 2,5 µm.  
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5.3.3 Determinação da composição química elementar dos cristais por 
Análise de Raios X por Dispersão de energia (EDS) acoplado à 
Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV-EDS) 
 
 

As microanálises químicas realizadas nas espécies analisadas revelaram 

a exata composição elementar dos cristais presentes. Os cristais tabulares de 

P. americana são constituídos em sua maior parte por oxigênio (0,45%), 

seguido de cálcio (0,09%) e carbono (0,08%). Em Spondias mombim, as 

drusas de weddellite apresentam em sua constituição 0,7% de oxigênio, 0,12 % 

de cálcio e 0,03% de carbono. As drusas com cristais de arranjo esférico, 

observadas Anacardium occidentale, são constituídas em sua maior parte por 

oxigênio (0,24%), cálcio (0,15%) e carbono (0,1%). Os cristais prismáticos de 

Avherroa carambola apontam uma composição cristalina elementar de 0,05% 

de oxigênio, 0,14% de cálcio e 0,03% de carbono. As partir das analises 

realizadas nas drusas de Genipa americana, é possível verificar que este cristal 

é constituído em sua maior parte por oxigênio (0,06%), cálcio (0,13%) e 

carbono (0,02%). Os cristais estiloides presentes nas folhas de Citrus x 

aurantium apresentaram uma constituição química predominante de oxigênio 

(0,04%), cálcio (0,09) e carbono (0,02%). Em Citrus x latifolia, os cristais 

estiloides analisados apresentaram uma alta composição de oxigênio (0,11%), 

cálcio (0,22%) e carbono (0,05%). Em Punica granatum, as análises nos 

cristais prismáticos cúbicos determinaram um perfil elementar de 0,04% de 

oxigênio, 0,17% de cálcio e 0,02% de carbono. Os cristais prismáticos 

estiloides em Tamarindus indica demonstram que estas inclusões são 

constituídas por 0,03% de cálcio, 0,035% de oxigênio e 0,04% de carbono.  

De maneira geral, os resultados demonstram que os cristais prismáticos 

de Citrus x latifólia são os que apresentam a maior taxa de armazenamento de 

cálcio em sua composição. Entre as espécies de Citrus, o limoeiro possui maior 

teor de cálcio em sua composição quando comparado aos cristais presentes 

nas folhas da laranjeira. Em contrapartida, o abacateiro apresenta a maior taxa 

de oxigênio na formação dos cristais, enquanto que os cristais do tamarindeiro 

são os que apresentam os menores teores desses elementos (Gráfico 1). Para 

todas as espécies analisadas, a partir dos resultados da difratometria destes 

cristais, verificam-se três picos de absorbância para o cálcio (0,3; 3,8 e 4,0 
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KeV), um pico para o oxigênio (0,6 KeV) e um para o carbono (0,3 KeV) (Figura 

21). Observa-se que esta disposição dos picos no difratograma representa um 

padrão para estes elementos químicos, conforme observado por Silva e 

colaboradores (2014) ao analisarem macropadrões de rosetas e 

concrescências cristalinas silicificadas em espécies de Piper (Piperaceae). 

Estes autores relatam picos de absorbância elevados para cálcio, intermediário 

para oxigênio e discreto para carbono, demonstrando valores semelhantes no 

espectro de difração para os cristais de oxalato de cálcio analisados. Para 

Monje e Baran (2002) e Lersten e Horner (2011), esse padrão de distribuição 

dos picos são esperados para cálcio e oxigênio em análises de cristais de 

oxalato de cálcio por MEV-EDS. 

De acordo com os resultados histoquímicos descritos anteriormente, a 

reação dos cristais aqui descritos com o ácido clorídrico demonstrou a sua 

natureza solúvel, confirmando a composição química de oxalato de cálcio 

desses cristais. Observou-se que os cristais que apresentam macropadrões do 

tipo drusa e concrescências cristalinas apresentaram velocidade de 

solubilização em ácido superior ao que foi observado em cristais prismáticos. 

Sabe-se que a forma dihidratada do oxalato de cálcio (weddellite), presente em 

alguns tipos de drusas, é a forma mais instável termodinamicamente, com uma 

maior taxa de dissolução e um menor potencial zeta do que o monohidrato 

(Zhang et al., 2014). 
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Figura 22 – Difratogramas obtidos na determinação da composição química elementar dos 

cristais das espécies analisadas. 

 

A. Persea americana Mill. B. Spondias mombin L. C. Anacardium occidentale 
L. D. Averrhoa carambola L. E. Genipa americana L. F. Citrus x aurantium L. G. 
Citrus x latifolia Tanaka ex Q. Jimenéz. H. Punica granatum L. I. Tamarindus 
indica L. 
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Gráfico 1 – Composição química elementar dos cristais comparada entre as espécies analisadas. 
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Quadro 4 –Resumo dos resultados obtidos na análise morfológica e composição elementar dos 
cristais presentes nas espécies analisadas.  
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5.4 METODOLOGIA ANALÍTICA ESPECTROFOTOMÉTRICA PARA 
QUANTIFICAÇÃO DE ÁCIDO OXÁLICO 
 
 
5.4.1 Seleção do comprimento de onda 
 
 

A sobreposição das curvas de absorbância para as soluções reagentes (SR) 

apontam a diversidades de picos apresentados individualmente pelo 

permanganato de potássio (Figura 23). Os espectros de varredura obtidos para 

as soluções reagentes, realizados em uma amplitude de comprimento de onda 

compreendida entre 200 a 900 nm, demonstram que a adição de ácido oxálico 

à solução de permanganato de potássio promove diminuição da intensidade da 

banda, apresentando uma nova absorção máxima em 525 nm. Desta forma 

pode-se observar que o método é específico, útil na determinação do 

comprimento de onda a ser utilizado para as leituras posteriores.  

 

Figura 23 – Varredura dos espectros de absorção na determinação do comprimento de onda. 
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5.4.2 Estudo de cinética reacional para o ácido oxálico 
 
 

A utilização de técnica espectrofotométrica UV-VIS pode ser utilizada para 

a determinação da cinética de reação, uma vez que a intensidade das bandas 

pode ser correspondente à concentração do analito nas espécies de interesse 

em um meio reacional (Vasilyeva et al., 2008). A partir dos resultados 

observados na Figura 24, verifica-se que as curvas para a redução do ácido 

oxálico num período de uma hora demonstram que após um intervalo de 20 

minutos ocorre a estabilização nas leituras das absorbâncias, sendo este 

tempo necessário para que a cinética reacional diminua e as leituras 

apresentem menor interferência. 

 

Figura 24 – Estudo de cinética para o padrão de Ácido Oxálico 
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5.4.3 Linearidade 
 
 

A análise da Figura 25 demonstra que o método espectrofotométrico 

apresenta linearidade para as concentrações estudadas no intervalo de 0,52 a 

0,6 mg/mL. A equação da regressão linear média obtida a partir de três curvas 

de calibração foi y = -4,131x + 2,897, em que Y é a absorbância e X a 

concentração (mg/mL) em equivalentes de ácido oxálico. O coeficiente de 

determinação obtido foi R² = 0,996, comprovando a adequação do método ao 

intervalo avaliado, levando-se em consideração a complexidade da matriz 

vegetal (BRASIL, 2003).  

O intervalo do método analítico corresponde à faixa do maior ao menor 

nível que possa ser determinado com precisão e exatidão, utilizando-se a 

linearidade do método (ICH, 1996). Segundo Brito et al. (2003), considera-se 

satisfatória a linearidade do gráfico quando o coeficiente de correlação da reta 

obtida não é estatisticamente diferente de 1 (avaliado pelo teste “t” de Student). 

Dessa forma quando o valor de coeficiente de correlação do gráfico encontrar-

se entre 0,91 e 0,99; observa-se uma correlação linear fortíssima para os 

dados analisados no intervalo determinado. As reações químicas que ocorrem 

nos sistemas correspondentes podem ser expressas da seguinte maneira: 

 

5 C2O4
-
(aq) + 2MnO4 

-
(aq) + 16H+

(aq)  10 CO2(g) + 2Mn2
+ (aq) + 8H2O(l) 

 

O íon permanganato (MnO4
-) apresenta a cor violeta e ao reagir com o íon 

oxalato (C2O4
-) forma o MnO (Mn2

+) que é incolor em meio ácido. Desta forma 

pode-se determinar, de modo indireto, a concentração de ácido oxalato 

presente numa amostra a partir da mensuração da diminuição da absorbância 

na solução, decorrente da oxidação do carbono presente no íon oxalato, e 

concomitante redução do manganês presente no íon permanganato. Dessa 

forma, quanto maior a concentração de ácido oxálico presente na amostra, 

menores valores de absorbância são observados (SKOOG et al., 1996; 

VOGUEL, 2011). 
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Figura 25 – Curva de calibração para o Ácido Oxálico 
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5.4.4 Avaliação da estabilidade da Solução de Leitura (SL) 
 
 

Entre os parâmetros críticos para a reprodutibilidade de um método 

analítico observa-se que a estabilidade das soluções apresenta um papel 

fundamental (Soares, 2003). A partir dos resultados apresentados na Figura 

26, observa-se que as leituras realizadas, utilizando-se soluções que possuem 

um período de armazenamento igual ou superior a quarenta minutos, 

apresentam uma variação nos valores de absorbância obtidos, demonstrando 

assim que as soluções permanecem estáveis apenas por este período, 

tornando-se duvidosos os resultados obtidos com soluções de trabalho que 

ultrapassem esse tempo. Dessa forma, recomenda-se o uso de soluções de 

leitura durante este período determinado, a fim de minimizar o erro inerente a 

instabilidade dos reagentes. Sabe-se que o permanganato é um oxidante forte, 

capaz de oxidar a água, segundo a reação:  

 

O KMnO4 não é uma substância estável em soluções aquosas, pois o íon 

MnO4
- tende a oxidar a água e se decompõe com exposição à luz, devendo ser 

estocadas em fracos escuros e padronizadas periodicamente (Dash et al,. 

2009; Voguel, 2011). Observação semelhante é realizada por Naik et al (2014) 

ao afirmarem que as soluções reagentes neste tipo de metodologia devem ser 

preparadas pouco antes de serem utilizadas.  
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Figura 26 – Estudo de estabilidade da Solução Reagente (SR) 
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5.4.5 Precisão 
 
 

A repetibilidade expressa a precisão nas mesmas condições de 

operação, sejam do equipamento, analista, reagentes, dia e condições 

ambientais, realizadas em um pequeno espaço de tempo (STUBBERUD e 

ASTROM, 1998; HUBERT et al., 1999). As análises realizadas demonstram 

que o método espectrofotométrico realizado é considerado preciso nos dois 

níveis de ensaios analisados: repetibilidade e precisão intermediária. 

Segundo o Guia de Orientação Tripartite para Validação e 

Procedimentos Analíticos (ICH, 1996), a repetibilidade de um método pode ser 

avaliada utilizando-se um mínimo de 9 (nove) determinações, contemplando o 

intervalo linear do método, ou seja, 3 (três) concentrações, baixa, média e alta, 

com 3 (três) réplicas cada. Desta forma, o procedimento realizado apresentou 

desempenho dentro dos limites preconizados pela literatura, com coeficiente de 

variação médio de 1,87% (BRASIL, 2003; BRASIL, 2010) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Ensaio de repetibilidade do método para o Ácido Oxálico. 
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Para determinação da precisão intermediária foram investigadas as 

contribuições das variabilidades oriundas da preparação de amostra e dias, de 

forma simultânea. Assim, três amostras foram submetidas à leitura, com as 

análises realizadas em triplicata, respeitando-se o tempo de leitura necessário 

de 20 minutos. O parâmetro que avalia a proximidade entre várias medidas 

efetuadas na mesma amostra é a precisão do processo analítico, usualmente 

expressa como o desvio-padrão, variância ou coeficiente de variação (CV) 

(HUBERT et al., 1999; SOARES et al., 2003). A avaliação dos resultados 

através do coeficiente de variação demonstrou que pouca interferência pode 

ser detectada para as variáveis. Enquanto a variação percentual para a 

preparação das amostras ficou entre 0,9 e 2,4%, a variação observada entre os 

dias foi de 0,76 a 2,91% (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Ensaio de precisão intermediária do método para o Ácido Oxálico. 
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5.4.6 Quantificação de Ácido Oxálico em amostras vegetais. 
 
 

As etapas aqui descritas referem-se a uma otimização de metodologia 

proposta por Naik et al. (2014) em seu estudo comparativo de metodologias 

para determinação de ácido oxálico em tecidos vegetais. Diante disto, a 

espécie Avherroa carambola foi selecionada para determinação do conteúdo 

deste ácido presente em seus folíolos, uma vez que, diante dos resultados 

apresentados anteriormente na caracterização botânica e morfoelementar de 

suas inclusões cristalinas, trata-se de uma espécie que apresenta grande 

quantidade de cristais de oxalato de cálcio em seus tecidos.  

 
 

5.4.7 Seleção do comprimento de onda para leitura da amostra de 
Avehorroa Carambola L 

 
 

Os espectros de varredura obtidos para a solução extrativa sem o ácido 

oxálico e após sua adição, utilizando-se água destilada como compensação, 

podem ser observados na Figura 27. A partir da análise dos gráficos é possível 

observar que a adição do padrão de ácido oxálico na amostra promove a 

formação de um novo e único pico de absorção máxima em 525 nm. Desta 

forma pode-se observar que o método é específico, demonstrando não haver 

interferência da matriz no comprimento de onda máxima de absorção 

observada, útil na determinação do comprimento de onda a ser utilizado para 

as leituras posteriores.  
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Figura 27 – Varredura dos espectros de absorção na determinação do 
comprimento de onda 
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5.4.8 Estudo de cinética reacional para amostra da amostra de Avehorroa 
Carambola L 
 
 

A fim de se determinar o novo tempo de reação necessário para leitura na 

matriz biológica, realizou-se um estudo de cinética com a solução extrativa das 

folhas de Avherroa carambola na concentração de 1,55 mg/ mL, em triplicata, 

onde as absorbâncias foram registradas a cada cinco minutos  e os resultados 

plotados em gráfico (Figura 28). As curvas para a redução do ácido oxálico 

presente na solução extrativa em um período de uma hora demonstram que 

somente após um intervalo de 40 minutos ocorre uma maior estabilização nas 

leituras das absorbâncias, sendo este tomado como tempo de reação 

necessário para que se efetuem as leituras. Comparando-se com a cinética 

obtida para o padrão, é possível observar um aumento nesse período, 

provavelmente decorrente da complexidade da matriz biológica analisada. 

 

Figura 28 – Estudo de cinética reacional para a a solução extrativa das folhas de 
Avherroa carambola L. 
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5.4.9 Curva de calibração da amostra de Avehorroa Carambola L. 
 
 

Os resultados obtidos a partir da construção da curva de calibração 

(Figura 29) denotam o caráter linear dessa distribuição. A equação de 

regressão para a curva realizada para a solução extrativa da espécie é 

determinada por y = - 0,605x + 1,617. As absorbâncias foram determinadas em 

525 nm após varredura, demonstra linearidade levando em consideração a 

complexidade da matriz vegetal. De acordo com a RE 899, o critério mínimo 

aceitável para o coeficiente de correlação da curva é de 0,99, sendo obtido um 

valor de 0,996 para o intervalo analisado (BRASIL, 2003). 

 

Figura 29 - Curva de calibração para a solução extrativa das folhas de Avherroa carambola L. 
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A partir da equação de regressão linear obtida, verifica-se que as folhas 

desta espécie apresentam 1,7 g de ácido oxálico para cada 100g de droga 

vegetal. Esta espécie pertence à família das oxalidáceas, caracterizadas pela 

presença de ácido oxálico nas espécies que a compõem. Segundo Moreira et 

al. (2010), a maioria dos estudos realizados nesta espécie, reportam apenas o 

conteúdo deste ácido em ensaios realizados com os frutos. Nos que se 

apresentam mais azedos, os teores de ácido oxálico são mais elevados 

quando comparados com os frutos mais doces. De acordo com Borel et al. 

(2014) esta espécie é uma ótima fonte de ácido oxálico, apresentando altos 

teores, chegando a 1% em peso de massa molhada. Resultados semelhantes 

foram relatados por Joseph e Mendonça (1991) ao analisarem o suco dos 

frutos. Estes autores afirmam que os níveis desta substância variam entre 0,5 e 

1,7 mg / g (peso úmido), observando-se um decréscimo em sua concentração 

à medida que os frutos amadurecem. As altas concentrações de ácido oxálico 

nesta fruta são responsáveis por sua toxicidade. 

Moysés Neto et al. (2004) relatam quadros clínicos patológicos 

caracterizados pelo aparecimento de sintomas neurológicos, relacionados à 

ingestão de carambola por pacientes que apresentam insuficiência renal 

crônica. Diversos estudos têm sido realizados, demonstrando o risco que o 

consumo indiscriminado dessa espécie por pacientes que apresentam algum 

grau de comprometimento renal pode desenvolver graves quadros patológicos, 

podendo inclusive evoluir a óbito (CHANG et al., 2000; WANG et al., 2000; YAP 

et al., 2002; TSE et al., 2003). Estudos realizados demonstram que a formação 

de cálculos renais estão diretamente relacionados com a presença de altos 

níveis de oxalato na urina (SCHWILLE et al.; WILSON et al., 1989). Para 

Robertson (1999) uma das principais causas do incremento nos níveis de 

oxalato urinário é o aumento na ingestão dessa substância na dieta alimentar. 

Com o objetivo de mensurar a quantidade de oxalato ingerido como 

parte de uma dieta típica, estudos realizados sugerem que a ingestão média 

diária é de 100 a 150 mg/ dia (HOLMES et al., 2000; SIENER et al., 2003). A 

recomendação do Manual de Cuidados Nutricionais da American Dietetic 

Association (ADA, 2005) para pacientes com algum comprometimento renal é 

restringir o oxalato dietético a menos de 40 a 50 mg por dia. Massey (2007) 
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adverte que a redução na ingestão de ácido oxálico requer inicialmente o 

conhecimento relativo aos níveis dessa substância nos alimentos. Se por um 

lado, observa-se a dificuldade de pesquisas que possam fornecer dados a 

respeito dos níveis de oxalato alimentar, ainda mais escassos são aquelas que 

relacionam a quantificação dessa substância em plantas utilizadas 

medicinalmente. Pacientes hipertensos ou diabéticos, que na busca do alívio 

ou mesmo da cura destas patologias consomem espécies medicinais que 

apresentem elevados teores de ácido oxálico, podem inconscientemente 

ocasionar o agravamento de seu quadro clínico, uma vez que apresentam-se 

fisiologicamente pré-dispostos a nefropatias devido às patologias de base que 

apresentam. 

 
 
5.4.10 Exatidão 
 
 

A exatidão pode ser definida como a correlação verdadeira entre o valor 

real do analito na amostra e o estimado pelo processo analítico, constituindo o 

parâmetro essencial no propósito da validação. O uso de ensaios de 

recuperação constitui o método mais utilizado para validação dos processos 

analíticos (SKOOG, 1996; AMARANTE Jr. et al., 2001). Os resultados obtidos a 

partir da adição de soluções de ácido oxálico adição com diferentes 

concentrações, não apresentaram recuperação do analito de interesse. De 

acordo com González et al. (1999), o erro sistemático ocorre pela perda da 

substância devido à baixa recuperação da extração ou substâncias 

interferentes na amostra. Observa-se que estudos referentes ao processo 

extrativo da amostra se fazem necessários. 

 
 
6 CONCLUSÃO 

 

 

Diante do exposto, observa-se que as diferentes técnicas utilizadas 

nesta pesquisa são consideradas como ferramentas úteis na identificação e 

caracterização da forma como  o ácido oxálico é estocado nos tecidos vegetais, 

quais os seus exatos sítios de armazenamento e qual a quantidade desta 
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substância presente nestas espécies  utilizadas no tratamento de diabetes e 

hipertensão, salientando o ineditismo das potencialidades tóxicas que os chás 

das folhas destas espécies apresentam aos pacientes que as utilizam 

indiscriminadamente. 

Observou-se como perspectiva a necessidade de estudos 

complementares aos apresentados no que concerne ao estudo e descrição 

mais aprofundados sobre a forma, arranjo e composição elementar dos cristais 

de oxalato de cálcio, utilizando a microscopia eletrônica de varredura (MEV - 

EDS). Além disso, estudos relativos à metodologia de extração desses cristais 

e posterior quantificação, a fim de se diminuir os possíveis interferentes da 

matriz biológica e obter ensaio de exatidão necessário à validação. Assim, é 

imperativo o conhecimento a respeito do conteúdo de ácido oxálico presente 

nas plantas medicinais, uma vez que são amplamente utilizadas pela 

população como adjuvantes no tratamento das Doenças Crônicas Não 

Transmissíveis, muitas vezes utilizadas indiscriminadamente, podendo tornar-

se potencialmente tóxicas. 
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