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RESUMO: O impacto provocado nas estruturas secretoras de folhas adultas de Ocimum 
gratissimum var. macrophyllum após extração dos componentes voláteis utilizando-se diferentes 
métodos de extração foi investigado através de microscopia eletrônica de varredura (MEV). 
Secções transversais do ápice, da nervura central, e da margem mostraram superfície com 
cutícula estriada, estômatos diacíticos, tricomas tectores simples, filiformes, e glandulares 
peltados. Os peltados, com estrutura envolta por uma cutícula contendo o exsudado celular, 
variaram de 60 a 80µm de diâmetro sendo formados por uma porção apical multicelular 
com disposição radial formada por dois círculos concêntricos com 9 a 16 células. Na região 
central do ápice do tricoma peltado se identificou a presença de 4 células em forma de vértice 
dispostas sobre o pedúnculo, sendo esta a região mais externa formada por número variável de 
células. Os componentes voláteis das folhas adultas foram extraídos por hidrodestilação (HD), 
destilação-extração simultânea (DES), e solvente (SO). Os dados obtidos evidenciaram que 
o maior impacto nas estruturas secretoras ocorreu após extração por hidrodestilação quando 
comparado aos outros métodos utilizados. A porcentagem dos principais constituintes químicos, 
timol e γ-terpineno variaram de acordo com o método de extração: timol (HD = 25,4%, SO = 
18,2%, DES = 54,8%) e γ-terpineno (HD = 38,2%, SO = ausente, DES = 13,7%).

Palavras-chave: Ocimum gratissimum var. macrophyllum, Lamiaceae, plantas medicinais, 
análise anatômica 

ABSTRACT:  Evaluation of secretory structures of Ocimum gratissimum var. macrophyllum 
Briq. (Lamiaceae) after extraction of volatile compounds. The impact on the secretory 
structures of mature leaves of Ocimum gratissimum var. macrophyllum, after extraction of the 
volatile compounds using different extraction methods, was investigated by scanning electron 
microscopy (SEM). Cross-sections of the apex, the midrib and the margin showed surface 
with striated cuticle, diacitic stomata, single tector, filiform and glandular peltate trichomes. 
The peltate trichomes with a structure surrounded by cuticle containing the celllular exudate 
ranged from 60 to 80µm in diameter and consisted of a multicellular apical portion of radial 
arrangement formed by two concentric circles with 9 to 16 cells. In the central region of the 
peltate trichome apex, there were 4 cells in the form of a vertex arranged on the peduncle, and 
this was the most external region formed by a variable number of cells. The volatile compounds 
of the mature leaves were extracted by hydrodistillation (HD), simultaneous distillation-extraction 
(SDE) and solvent (SO). The obtained data evidenced that the major impact on the secretory 
structures occurred after extraction by hydrodistillation, compared to the other used methods. 
The percentage of the major chemical constituents, thymol and γ-terpinene, changed according 
the extraction method: (HD = 25.4%, SO = 18.2%, SDE = 54.8%) and γ-terpinene (HD = 38.2%, 
SO = absent, SDE = 13.7%). 
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INTRODUÇÃO
Espécies da família Lamiaceae constituem-

se objeto de estudo científico sob o ponto de vista 
agronômico, químico, e anatômico, com o intuito de 
maximizar o rendimento de óleo essencial, comparar 
a variação dos constituintes químicos dos mesmos, 
e buscar novas fontes de substâncias importantes do 
ponto de vista econômico (Martins, 1998; Metcalfe & 
Chalk, 1957; Figueiredo-Ribeiro, 1978; Fahn, 1979; 
Pino et al., 1998; Charles & Simon, 1990; Werker et 
al., 1993; Tirillini et al., 1997).

A espécie Ocimum gratissimum conhecida 
na Amazônia por “alfavacão” é erva fortemente 
aromática, que apresenta alta variabilidade 
morfológica e química, existindo em duas variedades 
botânicas, var. macrophyllum e var. gratissimum. 
A variedade macrophyllum é cultivada no Pará 
em comercialização nas feiras e supermercados, 
e representa importante fonte de renda para 
os pequenos agricultores e feirantes, sendo 
comercializada como planta medicinal e para uso em 
banhos aromáticos. O óleo essencial da variedade 
macrophyllum é caracterizado pela alta porcentagem 
de γ-terpineno e timol (Zoghbi et al., 2007). Vários 
óleos essenciais dessa espécie apresentam 
atividade biológica, que estão associadas ao tipo 
químico dos mesmos: óleos ricos em timol (Pino 
et al., 1996; 1998; Vieira & Simon 2000), eugenol 
(Demissew, 1993; Simon et al., 1999; Silva et al., 
2004; Lemos et al., 2005), cinamato de etila (Dubey 
et al., 2000), eugenol/metileugenol (Vostrowsky et 
al., 1990), e geraniol (Charles et al. 1990; Vieira et 
al., 2001).  Dentre estes, os óleos ricos em eugenol, 
possuem ação bactericida, principalmente frente à 
Staphylococcus aureus (Nakamura et al., 1997), e 
ação fungicida à Cryptococcus neoformans (Lemos 
et al., 2005); a atividade fungicida também foi 
citada para o tipo cinamato de etila (Dubey et al. 
2000). O teor de óleos essenciais nos tecidos das 
plantas varia com o estágio de desenvolvimento das 
mesmas (Burbott & Loomis, 1967), com as condições 
ambientais as quais se encontram submetidas, e, 
pode variar dependendo do método de extração 
utilizado (Charles & Simon, 1990; Boutekedjiret et 
al., 2004; Benyoussef et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi realizar a análise 
qualitativa e quantitativa das estruturas secretoras 
das folhas de O. gratissimum var. macrophyllum L., 
após as mesmas serem submetidas à diferentes 
métodos de extração afim de comparar a eficiência 
desses métodos.

MATERIAL E MÉTODO 
A espécie Ocimum gratissimum var. 

macrophyllum L. foi cultivada no campus de 
pesquisa do Museu Paraense Emílio Goeldi 

(MPEG). Foram utilizadas folhas adultas medindo 
em média 14,5 cm de comprimento x 4,5 cm de 
largura, colhidas no estágio de floração da planta 
entre 8:30h e 9:00h, de um único espécime. Para 
cada experimento foram coletadas cinco folhas, e, 
imediatamente submetidas aos diferentes métodos 
de extração. O início do experimento de extração 
dos voláteis por hidrodestilação (HD), destilação-
extração simultânea (DES) e extração com solvente 
(SO) foi programado para que todas as amostras 
fossem fixadas em álcool á 70% no mesmo dia 
e horário aproximado. Folhas in natura também 
foram fixadas para comparação. O experimento 
foi realizado com 300 repetições. As folhas após 
serem submetidas aos três processos de extração 
foram fixadas em álcool 70%, assim como as folhas 
in natura, e seccionadas em três regiões: ápice, 
nervura central e margem com aproximadamente 
4 cm cada uma, com 20 amostras cada totalizando 
60 amostras. 

Na microscopia eletrônica de varredura 
foram utilizadas pequenas secções de todas as 
regiões da folha (apical, margem e, nervura central). 
As amostras foram fixadas em glutaraldeído por 24 
horas, colocadas em solução de clorofórmio (3:1) 
para remoção da cera epicuticular com o objetivo 
de observar a superfície foliar. A desidratação foi 
realizada em série alcoólica progressiva (80%, 
90%, 100%), sob refrigeração por vinte minutos 
(Johansen, 1940). Após o ponto crítico, as amostras 
foram aderidas aos stubs com fita adesiva especial 
e recobertas por fina camada de ouro metálico 
de aproximadamente 9 nm de espessura sob alto 
vácuo. 

A análise quantitativa foi realizada 
calculando-se a superfície foliar (mm2) das secções 
do ápice, da nervura central e da margem basal, a 
partir de quatro quadrantes (Q1; Q2; Q3; Q4), com 
a contagem das glândulas secretoras colapsadas e 
não colapsadas, para verificar o impacto provocado 
pelos tratamentos com posterior cálculo dos valores 
médios.

Extração dos componentes voláteis dos 
óleos

Os óleos essenciais foram obtidos de 
folhas inteiras através de hidrodestilação (HD), 
em sistema de vidro do tipo Clevenger durante 
3h. A bateria de destilação foi acoplada a um 
sistema de refrigeração para manutenção da água 
de condensação em mais ou menos 12ºC. Os 
óleos obtidos foram centrifugados durante 5 min 
a 3.000 r.p.m., desidratados com Na2SO4 anidro e 
novamente centrifugados nas mesmas condições 
e para análise cromatográfica utilizou-se solução 
contendo 2 ml de óleo em 1 mL de hexano.
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Para destilação-extração simultânea 
(DES) as folhas inteiras (1,46g) foram submetidas 
à extração em sistema de vidro do tipo Chrompack 
durante 3h, utilizando pentano como solvente (5mL) 
e água deionizada (50mL). Em seguida foram 
realizadas 50 repetições com 15 folhas (7,46 g) com 
o objetivo de fornecer a medida do volume de extrato 
pentânico obtido (6ml), com a solução pentânica  
analisada pela cromatografia gasosa. 

Na extração por solvente (SO) o extrato 
hexânico foi obtido utilizando-se Soxhlet (SO1) 
durante 3h. Os rendimentos foram calculados em  
g mL-1 com base na amostra livre de umidade. A 
umidade foi determinada utilizando-se luz na região 
do infravermelho em equipamento Mater mod. ID50. 

Análise da composição química
Os óleos foram analisados através de 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria 
de massas (CG/EM), em sistema Hewlett Packard 
5973, equipado com coluna capilar de sílica HP-
5MS (30 m x 0,25mm x 0,25mm) nas seguintes 
condições operacionais: gás de arraste: hélio, em 
velocidade linear de 32 cm  (medida a 100oC); “split 
flow”; numa razão de 20:1; “septum sweep”; 10 mL 
min-1; tipo de injeção: “splitless” (2 ul); temperatura 
do injetor de 220oC; programa de temperatura: 60oC-

240oC (3oC min); EM: impacto eletrônico, 70 eV; 
temperatura da fonte de íons e partes de conexão a 
180oC. Os componentes foram identificados através 
da comparação dos seus espectros de massas e 
índices de retenção (IR) com os de substâncias 
padrão, existentes nas bibliotecas do sistema e com 
dados da literatura (ADAMS, 2007). Os IR foram 
obtidos utilizando a série homóloga dos n-alcanos. 

Fo i  rea l izada a quant i f icação em 
cromatógrafo gasoso equipado com detector 
de ionização de chama (CG-DIC) HP5890-II, e 
acoplado a um integrador HP 3396-II, coluna DB-
5MS, injeção “splitless”, temperatura do injetor e do 
detector: 250oC; programa de temperatura: 60oC-
240oC (3oC min); gás de arraste: hidrogênio 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A análise anatômica qualitativa da superfície 

foliar de O. gratissimum var. macrophyllum revela 
superfície adaxial da folha com células de contorno 
sinuoso, evidente espessamento epicuticular e 
superfície abaxial com contorno mais definido por 
finas estriações da cutícula ornamentada (Figura 
1;2 e 12). 

Os estômatos são diacíticos de acordo 
com a descrição de Metcalfe & Chalk (1957), 

FIGURAS 1-3. Superfícies foliares após extração por hexano. 1- superfície adaxial em vista frontal, na região 
da nervura central. 2- sinuosidades, estriações epicuticulares, estômatos e tricomas glandulares peltados na 
superfície abaxial. 3- vista frontal de um tricoma glandular parcialmente colapsado. 

1 2

3
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comuns ao gênero, os apêndices epidérmicos 
representados por tricomas tectores simples, 
filiformes e glandulares (Figura 11).  Os glandulares 
encontrados foram do tipo peltado (Figura 2, 3, 6, 11 
e 12), considerados característicos para o gênero 
Ocimum L., descritos anteriormente por Martins 
(1998) para Ocimum selloi e, de modo semelhante 
por Ascensão et al. (1995) por ocasião da análise 
anatômica de Leonotis leonurus.. Esses tricomas 
glandulares apresentaram estrutura envolta por 
uma cutícula espessa contendo o exsudado celular, 
variando entre 60 a 80 µm de diâmetro e formada 
por porção apical multicelular, com disposição radial 
formada por dois círculos concêntricos com 9 a 16 
células. Na parte mais central do ápice da estrutura 
secretora, identificou-se a presença de 4 células 
em forma de vértice; no círculo mais externo, as 
células secretoras podem variar em número. Os 
tricomas peltados identificados em O. gratissimum 
var. macrophyllum haviam sido citados por Werker 
et al. (1993) e Werker (1995) para as estruturas 
secretoras de espécies do gênero Ocimum L., 
neste, a estrutura anatômica é similar a variedade 
selecionada, exceto pela variação no número de 
células secretoras. Na espécie O. basilicum, descrita 
por Werker (1993), a porção mais apical do tricoma 

peltado é formada por 4 células centrais únicas. 
Para Watanabe (1993), na espécie O. gratissimum, 
os tricomas peltados formam coroas circulares e 
cada uma possui de 4 à 12 células secretoras de 
óleo, o que sem dúvida corresponde aos resultados 
desse artigo. 

Foram utilizadas cinco folhas provenientes 
da cada um dos métodos de extração, das quais 
foram seccionadas em 20 amostras para cada 
região (ápice, nervura central e margem) com um 
total de 60 amostras e 300 repetições. O número 
de estruturas colapsadas e não colapsadas foi 
estimado em todas as amostras. Foi observado 
que a extração por hidrodestilação obteve maior 
capacidade de colapsar as estruturas secretoras, 
que os demais métodos de extração. Esses 
dados, em comparação com os dados obtidos por 
Benyoussef et al. (2004), revelaram comportamento 
similar para a espécie Coriandrum sativum L., porém 
diferentes daos encontrados por Boutekedjiret et al. 
(2004) em Rosmarinus officinalis l. 

A Tabela 1 revela a quantidade das 
estruturas secretoras presentes na superfície foliar 
e, na Tabela 2 foram expostos os componentes 
voláteis detectados nas amostras.

 A extração por hidrodestilação mostrou-se 

5 4

6

FIGURAS 4-6. Eletromicrografias da superfície abaxial após hidrodestilação; 4-Superfície abaxial em vista 
geral; 5- Tricomas glandulares peltados; 6-Detalhe do tricoma glandular peltado na superfície foliar abaxial. 
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7 8

9
FIGURAS 7-9. Ocimum gratissimum var. macrophyllum. Eletromicrografias das folhas após extração da amostra 
in natura. 7-Superfície em vista geral; 8- Tricomas glandulares peltados em superfície estriada; 9-Detalhe do 
tricoma glandular com rompimento da cutícula. 

FIGURAS 10-12. Ocimum gratissimum var. macrophyllum. Eletromicrografias das folhas após destilação-extração 
simultânea. 10-Visão geral da superfície foliar adaxial; 11- Tricomas glandulares peltados e tectores na superfície 
estriada; 12-Tricoma glandular na superfície abaxial.  Tt=tricoma tector;Tg=tricoma glandular.

10

Tt

Tg
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mais eficiente na extração dos voláteis, evidenciado 
pelo maior número de estruturas colapsadas (C) em 
relação as não colapsadas (NC) nas três regiões 
estudadas (Figuras 1-3), por hidrodestilação 
(Figuras 4-6), na amostra in natura (Figuras 7-9) e na 
amostra extraída por destilação-extração simultânea 
(Figuras 10-12). Os rendimentos de óleo essencial 
e extratos obtidos foram de 1,2% (HD), 0,3% (DES) 
e 0,7% (SO1). A composição química do óleo 
essencial e do extrato pentânico foi comparável à 
citada na literatura para o quimiotipo da variedade 
macrophyllum (Zoghbi et al., 2007). Os principais 
componentes identificados foram timol (HD = 
25,4%, DES = 55,%) e g-terpineno (HD = 38,2%, 
DES = 23,6%). Quanto à elevada porcentagem 
de timol observada em todos os produtos obtidos 
durante a análise, pode nos levar a considerar este 
componente como critério qualitativo de análise. 

CONCLUSÃO
A avaliação do impacto provocado nas 

estruturas secretoras de O. gratissimum var. 
macrophyllum após os procedimentos de extração 
revelam que o método de hidrodestilação, mostrou 
ser o mais eficiente para a extração em relação aos 
demais analisados, por apresentar maior quantidade 
de estruturas colapsadas indicando maior retirada 
de óleo das amostras da superfície das folhas em 
microscopia eletrônica de varredura.
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