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Resumo 

 

POTENCIAL DOS COMPOSTOS ORGÂNICOS VOLÁTEIS COMO 

ESTIMULANTES VEGETAIS: UMA INVESTIGAÇÃO EM DIFERENTES 

CULTIVARES DE TOMATE. Os óleos essenciais extraídos das plantas são 

constituídos por compostos orgânicos voláteis que possuem uma ampla gama 

de atividades biológicas nos sistemas vitais de diversos organismos. São 

conhecidos vários efeitos dos óleos essenciais no crescimento e fisiologia das 

plantas. No entanto, os seus efeitos em nível molecular ainda não estão bem 

elucidados. Além disso, sua natureza volátil e facilmente degradável restringe 

a sua aplicação. Com base nisto, nós investigamos o potencial dos óleos 

essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis), erva-cidreira (Lippia alba) e 

laranja (Citrus sinensis) como bioestimulantes vegetais usando como modelo 

os cultivares de tomate Solanum pimpinellifolium e S. lycopersicum, 

classificados como Planta de Introdução e comercial, respectivamente. Para 

avaliarmos a ação bioestimulante dos óleos essenciais este estudo foi 

conduzido em três frentes de pesquisa, sendo elas (i) o desenvolvimento da 

formulação contendo o bioestimulante, (ii) a avaliação de métodos de 

extração e otimização instrumental para a caracterização das interações 

bióticas e (iii) a aplicação dos produtos formulados nos cultivares de tomate. 

A primeira etapa da pesquisa consistiu em estabilizar e melhorar a dispersão 

dos óleos essenciais em meio aquoso. Por isso, nós avaliamos um método 

para a obtenção de microcápsulas biopoliméricas contendo os óleos 

essenciais. Para preparar as microcápsulas, avaliamos o tipo de biopolímero 

(amido de mandioca in natura e modificado), o teor de surfactante 

(polissorbato 80) e a adição, ou não, de adjuvantes (resíduos de banana, pequi 

e lignina). As emulsões foram analisadas quanto às suas viscosidades, 

morfologias da superfície e concentrações dos óleos após o preparo das 

emulsões e após a aplicação em solo. Verificamos que a utilização de amido 
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modificado associado à adição de adjuvantes favoreceu o processo de 

microencapsulamento com recuperações dos óleos essenciais superiores a 

85% (v v
-1

). Com os ensaios em solo, observamos que as microcápsulas 

biopoliméricas permitiram uma retenção dos óleos duas vezes maior em 

comparação com os óleos emulsionados. Para a segunda etapa deste estudo, 

exploramos as técnicas de preparo das amostras vegetais para as análises 

metabolômicas instrumentais. Este processo foi fundamental para garantir a 

padronização e reprodutibilidade das análises do material vegetal. Utilizando 

os métodos avaliados observamos que, para ambos os cultivares, ocorreu uma 

gradual modulação das giberelinas e de precursores de furanocumarinas 

durante as etapas de desenvolvimento. Além disso, as plantas comerciais 

apresentaram um maior acúmulo de isoflavonas no estágio vegetativo que 

pode estar associado à coloração roxa das suas folhas. Por outro lado, as 

Plantas de Introdução no decorrer do desenvolvimento apresentaram uma 

maior indução na biossíntese de moléculas glicosiladas de quercetina e 

kaempferol. O cultivar Planta de Introdução também foi o único em que 

detectamos a molécula de beta-tomatina nas fases de desenvolvimento. Na 

terceira etapa aplicamos as formulações contendo os óleos essenciais e, 

utilizando os métodos padronizados, verificamos a indução na biossíntese de 

metabólitos relacionados a mecanismos de defesa para ambos os cultivares 

após os tratamentos. Além disso, confirmamos que os óleos essenciais 

estimularam o crescimento das raízes, confirmando o seu potencial 

bioestimulante para as plantas de tomate. Estes dados representam o primeiro 

estágio para o desenvolvimento de produtos contendo óleos essenciais como 

bioestimulantes vegetais. 
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Abstract 

 

POTENTIAL OF VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS AS PLANT 

STIMULANTS: AN INVESTIGATION IN DIFFERENT TOMATO 

CULTIVARS. Essential oils extracted from plants are composed of volatile 

organic compounds that have a wide range of biological activities in vital 

systems. Various effects of essential oils on plant growth have been 

demonstrated. However, their effects at the molecular level are not well 

understood. In addition, their volatile and degradable nature limits their 

application. Therefore, we investigated the potential of rosemary (Rosmarinus 

officinalis), lemon balm (Lippia alba), and orange (Citrus sinensis) essential 

oils as plant biostimulants using the tomato cultivars Solanum 

pimpinellifolium and S. lycopersicum as models, classified as Plant 

Introduction (PI) and commercial, respectively. To evaluate the biostimulant 

activity of essential oils, this study was conducted in three research fronts, 

namely (i) the development of the formulation containing the biostimulant, 

(ii) the evaluation of extraction methods to characterize biotic interactions, 

and (iii) the application of the formulated products in tomato cultivars. The 

first stage of the research was to improve the dispersion of essential oils in an 

aqueous medium. Therefore, a method for obtaining biopolymer 

microcapsules containing essential oils was evaluated. To prepare the 

microcapsules, we evaluated the type of biopolymer (native and modified 

manioc starch), the surfactant content (polysorbate 80) and the addition (or 

not) of adjuvants (banana, pequi and lignin residues). The emulsions were 

analyzed for their viscosities, surface morphologies, and oil concentrations 

after emulsion preparation and soil application. We found that the use of 

modified starch combined with the addition of adjuvants favored the 

microencapsulation process with essential oil recoveries higher than 85% (v v
-

1
). In the soil tests, we observed that the biopolymer microcapsules allowed 



xviii 

 

the retention of oils twice as high as the emulsified oils. For the second phase 

of this study, we investigated the extraction techniques of plant samples for 

instrumental metabolomic analysis. This process was essential to ensure 

standardization and reproducibility of plant material analyses. Using the 

methods evaluated, we observed that for both cultivars there was a gradual 

modulation of gibberellins and furanocoumarin precursors during the 

developmental stages. In addition, commercial plants showed a higher 

accumulation of isoflavones in the vegetative stage, which may be related to 

the purple color of their leaves. The PI during development showed a greater 

induction in the biosynthesis of glycosylated molecules of quercetin and 

kaempferol. The PI variety was also the only one in which we detected the 

beta-tomatine molecule in the developmental stages.  In the third step, we 

applied the formulations containing the essential oils and verified, using 

standardized methods, the induction in the biosynthesis of metabolites related 

to defense mechanisms for both cultivars after the treatments. In addition, we 

confirmed that the essential oils stimulated root growth, confirming their 

biostimulant potential for tomato plants. These data represent the first step in 

the development of products containing essential oils as plant biostimulants. 
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1 Introdução 

 

  

O mundo continua com o desafio de alimentar toda a população 

humana de forma sustentável. Se pensarmos em nível mundial, no ano de 2022 

mais de 735 milhões de pessoas apresentavam subnutrição e 2,35 bilhões de 

pessoas estavam em situação de insegurança alimentar.
1
 Ou seja, não 

conseguimos garantir que os alimentos estivessem disponíveis para pelo menos 

29% da população mundial. Deste valor, 900 milhões de pessoas estavam em 

insegurança alimentar grave
1
 (Figura 1.1a). Considerando a realidade brasileira, 

9,9% da população passou por situação de insegurança alimentar grave em 2022 

(Figura 1.1b). 
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Além dos desafios atuais para alimentar uma população de 

aproximadamente 8 bilhões de pessoas, há a tendência de um crescimento 

populacional entre 9 e 10 bilhões de habitantes até o ano de 2050, o que torna a 

situação mais desafiadora.
2,3

 Assim, o futuro da produção de alimentos implica 

em responder a questão: haverá alimentos em quantidade e qualidade 

suficientes? Como produzir alimentos em meio às alterações climáticas?
3
 

Segundo a Organização das Nações Unidas para Alimentação e 

Agricultura (FAO, sigla do inglês Food and Agriculture Organization), há duas 

décadas a taxa de produção global de alimentos aumentou mais rápido do que a 

taxa de crescimento da população mundial (Figura 1.1c).
1
 Ou seja, já 

produzimos mais de 1,5 vezes alimentos suficientes para alimentar todos no 

planeta. Isto é, já temos alimentos suficientes para alimentar 10 bilhões de 

pessoas.
4
 Então, por que a fome, subnutrição e insegurança alimentar ainda 

existem? Discutiremos mais sobre isto no tópico a seguir. 

(a) (b) (c)

 

FIGURA 1.1. Índices de segurança alimentar e desnutrição global (a) e 

brasileiro (b) no ano de 2022. Taxas mundiais de crescimento 

populacional, agrícola e per capita nos anos de 1960 a 2020 (c). 

Fonte: FAOSTAT.  
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1.1 Padrões atuais de cultivo e distribuição alimentar  

Inicialmente, com a premissa de aumentar o rendimento agrícola e 

promover o alívio da fome, os governos e a indústria de alimentos têm investido 

massivamente na produção de commodities agrícolas
1
 em detrimento de outros 

grupos alimentares.
5
  

Na Figura 1.2a, demonstramos que a produção de produtos como 

algodão, milho e soja apresentou um crescimento constante nos últimos 30 anos. 

Enquanto isso, grupos alimentares direcionados diretamente para o consumo 

populacional como tomate, feijão e batata-doce apresentaram uma estabilidade 

na produção. Efetivamente, a maior parte das culturas produzidas 

industrialmente vai para a exportação, obtenção de biocombustíveis e para o 

preparo de rações de animais em confinamento, como milho, cana e a soja. 

Assim, alguns cultivares que inicialmente eram destinados a alimentação foram 

transformados em commodities e dissociados do sentido de alimentação.
4,5

 

Além disso, independentemente do tipo ou da finalidade do 

alimento produzido, a necessidade de diminuirmos a pressão sobre a terra tem 

direcionado os produtores a aumentar a produção agrícola sem expandir as terras 

aráveis.
2
 A expansão histórica da agricultura em florestas e ecossistemas 

naturais contribuiu significativamente para a perda de serviços ecossistêmicos.
2
 

Isto deu um impulso adicional à constatação de que os futuros aumentos na 

oferta de alimentos precisam ser conduzidos sem aumentar a área agrícola.  

Com base nisto, a agricultura moderna incluiu várias ideias 

inovadoras para melhorar a produção agrícola, tais como as aplicações de 

fertilizantes e defensivos químicos na agricultura. A adição destes produtos 

tornou-se a parte fundamental dos sistemas agrícolas atuais para satisfazer a 

demanda alimentar.
5,6

 Na Figura 1.2b, por exemplo, ilustramos que a aquisição 

                                                           
1
Produtos primários comercializados in natura ou com baixo teor de industrialização. São produtos com 

características padronizadas e sem diferenciação de origem, demandados em escala global. 
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de defensivos agrícolas mais que dobrou nos últimos 10 anos em comparação 

com a menor expansão da terra disponível para o cultivo.  

Embora esta prática tenha obtido sucesso em curto prazo no 

aumento da produção de alimentos, em longo prazo também tem gerado 

diversos problemas ambientais, tornando-a conflitante com a premissa anterior 

de diminuir os impactos sobre a Terra.
6,7

 Afinal, os padrões atuais para a 

produção das culturas têm sido associados principalmente à (i) diminuição na 

disponibilidade de uma variedade de culturas que contribuem para o 

abastecimento da população, (ii) ao surgimento de resistência em pragas 

agrícolas desencadeada pelo (iii) uso excessivo e/ou incorreto de defensivos 

agrícolas e fertilizantes que por meio da lixiviação têm contaminado o meio 

ambiente.
6,7

 

Durante a aplicação de fertilizantes e defensivos químicos na 

superfície das plantas, eles podem ser carregados por escoamento direto ou 

lixiviação, deixando resíduos no ar, no solo e na água de rios, lagos ou águas 

subterrâneas (Figura 1.2 c).
6,7

 O processo também pode ocorrer pelo descarte de 

embalagens vazias, lavagem de equipamentos, etc. e, independente da forma de 

liberação para o ambiente, essas substâncias também podem ser inseridas na 

cadeia alimentar (Figura 1.2c).
6,7
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FIGURA 1.2. Produção mundial de commodities entre 1970 e 2022 (a) e venda de defensivos agrícolas entre os anos de 2010 e 

2022 (b). Ciclo de defensivos agrícolas e fertilizantes no ambiente (c), adaptado de Kailasa et al., 2013
7
. 

Fonte: IBGE - Produção Agrícola Municipal. 
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Os resultados do Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos 

em Alimentos (PARA) coordenado pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) divulgado em 2023
8
 atestaram que em mais de 3000 

amostras, 25% dos alimentos brasileiros testados tinham resíduos de defensivos 

agrícolas acima do Limite Máximo de Resíduo Permitido (LMR) e, em algumas 

amostras, possuíam resíduos proibidos para determinada cultura. Mais alarmante 

ainda é se considerarmos que dentre os alimentos mais contaminados 

apresentados pelo relatório, alguns são consumidos in natura como alface, 

goiaba, manga, tomate e pimentão
 
(Figura 1.3a).

8
  

A ingestão destes alimentos contendo resíduos de defensivos 

agrícolas pode aumentar o risco do desenvolvimento de doenças crônicas, 

tornando-se um contraponto para o consumo de determinados alimentos.
9
 Por 

exemplo, o tomate é uma das espécies mais cultivada mundialmente pelo seu 

sabor característico, elevado teor de nutrientes, vitaminas e carotenoides, além 

de apresentar atividades antioxidantes, anti-inflamatórias
10,11

 e reduzir o risco de 

alguns tipos de câncer com ensaios in vitro em células tumorais.
12

 No entanto, 

devido à sua vulnerabilidade à pragas e doenças, frequentemente recebe grandes 

quantidades de defensivos químicos e, ao mesmo tempo que fornece benefícios 

pode apresentar danos à saúde do consumidor.
9
  

Além dos alimentos in natura, produtos alimentícios processados 

também podem apresentar resíduos de defensivos aplicados durante a produção 

agrícola. Uma pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro de Defesa do 

Consumidor (Idec) em 2021 identificou resíduos de defensivos agrícolas em 

mais de 50% dos alimentos ultraprocessados analisados (cereais matinais, 

derivados de soja, bolachas recheadas, biscoitos de água e sal, dentre outros).
13

 

Outro ponto de destaque do sistema atual de cultivo, é que da 

parcela de alimentos que são diretamente direcionados para a população, a FAO 

já estimou que um terço (ou 1,3 bilhão de toneladas) dos alimentos produzidos 

para consumo humano é perdido ou desperdiçado globalmente. A perda dos 
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alimentos ocorre ao longo de toda a cadeia de abastecimento, desde a produção 

agrícola até o consumo final, impactando na segurança alimentar, na 

preservação dos alimentos, na saúde humana e em alterações ambientais em 

virtude dos rejeitos da produção
 

(Figura 1.3b).
2
 Este processo diminui a 

disponibilidade dos alimentos e também está relacionado à fome.  
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FIGURA 1.3. Porcentagem de alimentos brasileiros com resíduos de defensivos 

agrícolas acima do limite máximo permitido e/ou contendo 

substâncias proibidas (a) e porcentagem de perdas de alimentos 

em toda a cadeia produtiva (b) no ano de 2022. 

Fonte: Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos – PARA
8
  

e FAOSTAT.  

 

De acordo com o relatório sobre o Estado da Alimentação e da 

Agricultura (The State of Food and Agriculture, FAO, 2019)
14

, a maior perda de 

alimentos ocorre antes da colheita e cerca de 14% dos alimentos mundiais 
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continuam a ser perdidos após a colheita e antes da comercialização. Uma vez 

com os consumidores, mais de 17% dos nossos alimentos são desperdiçados.
15

 

Estes dados tornam questionável a premissa de que é preciso apenas 

aumentar a produção mundial de alimentos e sua qualidade nutricional, e 

também indicam a necessidade de estratégias adequadas de armazenamento, 

transporte e manuseio na colheita e pós-colheita para a redução das perdas 

alimentares. 

 

1.2 Como resolver a questão da produção dos alimentos? 

Esta é uma questão de múltiplas possibilidades. Para este estudo, 

buscamos alternativas que minimizem as perdas na etapa da plantação e também 

reduzam os efeitos adversos das formas de cultivo agrícola atuais com a 

aplicação exaustiva de fertilizantes e defensivos químicos. 

Para além dos impactos ambientais, os padrões de cultivo agrícola 

atuais muitas vezes estão mais interessados no alto rendimento e baixo custo de 

produção sem avaliarem e estimularem as características nutricionais e 

funcionais dos alimentos. Estas características não precisam ser dissociadas, ou 

seja, as culturas podem ser desenvolvidas com maximização do rendimento e 

das propriedades nutricionais.
6,16,17

 

Para isso, os agricultores e governos precisam operar como gestores 

do campo, valorizando os seus próprios produtos (e subprodutos) e utilizando 

produtos agrícolas com melhor perfil ambiental. Além das estratégias de 

melhoria da qualidade do solo e diversificação do sistema de cultivo, a busca de 

novas tecnologias e abordagens para aumentar a produtividade das culturas e 

para melhorar a eficiência do uso dos recursos, por exemplo água e fertilizantes, 

é crucial para garantir a segurança alimentar, preservando ao mesmo tempo a 

qualidade do solo e proporcionando oportunidade de negócios para os 

agricultores.
6,16,17
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Produtos de base biológica, como os bioestimulantes, representam 

uma tecnologia sustentável e eficiente ou um complemento aos seus produtos 

sintéticos (ou seja, defensivos agrícolas e fertilizantes) para melhorar a 

eficiência do uso de nutrientes e garantir a estabilidade do rendimento das 

culturas agrícolas.
17

 

Um dos primeiros autores a abordarem a teoria dos bioestimulantes 

foi Filatov em 1933, para discutir a ação de produtos derivados de vegetais ou 

animais que apresentavam ação de estimulante biogênico.
18

 Posteriormente, 

Zhang e Schmidt (1997) denominaram estas moléculas como “materiais que, em 

quantidades ínfimas, promovem o crescimento das plantas”, embora os autores 

não tenham explicitamente escrito o termo “bioestimulante”. Apenas 

posteriormente o termo foi adotado por muitos pesquisadores e reguladores para 

indicar “substância(s) e/ou micro-organismo(s) cuja função é estimular os 

processos naturais que melhoram a absorção de nutrientes, a eficiência do uso de 

nutrientes, a tolerância ao estresse abiótico e a qualidade das culturas”.
19

 

Do ponto de vista global, não existe um acordo regulatório que 

defina os bioestimulantes.  Em 2019, a União Europeia propôs uma definição 

com base em quatro funções agrícolas. Estes seriam então “um produto que 

estimula os processos de nutrição das plantas, independentemente do teor de 

nutrientes do produto, com o único objetivo de melhorar pelo menos uma das 

seguintes características das plantas ou da sua rizosfera: (i) eficiência na 

utilização de nutrientes, (ii) tolerância ao estresse abiótico, (iii) características de 

qualidade e (iv) disponibilidade dos nutrientes no solo ou na rizosfera”, Tabela 

1.1.
20

 

Mesmo com a definição do termo ainda em formação, é possível 

indicar que os bioestimulantes são compostos que desencadeiam processos 

fisiológicos e moleculares que modulam o rendimento e a qualidade das 

culturas, embora a sua função principal não seja fornecer nutrientes (como os 

fertilizantes) ou proteger as plantas contra pragas e patógenos transmitidos pelo 
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solo ou tecidos foliares (como os defensivos agrícolas).
21,22

 Estas moléculas 

podem auxiliar na germinação das sementes, melhorar o crescimento, o 

rendimento, a absorção de nutrientes, a qualidade pós-colheita e a resistência a 

estresses ambientais e, de maneira indireta, também podem auxiliar na 

resistência das plantas à pragas e micro-organismos.
17,21–23

 

Muitas substâncias naturais e derivados químicos de compostos 

naturais ou sintéticos, bem como micro-organismos benéficos, já estão 

catalogados como bioestimulantes vegetais, incluindo: (i) ácidos húmicos e 

fúlvicos, (ii) hidrolisados proteicos de origem vegetal ou animal, (iii) extratos de 

algas marinhas e vegetais, (iv) quitosona e outros biopolímeros, (v) compostos 

inorgânicos, (vi) fungos e bactérias benéficos como as Micorrizas Formadoras 

de Arbúsculos (FMA) e bactérias do gênero Rhizobium e  Azotobacter
22–24

 como 

pode ser verificado na Tabela 1.1
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TABELA 1. 1. Tipos de bioestimulantes e os efeitos observados em uma variedade de culturas alimentares. 

Bioestimulante Cultura Efeitos observados 

Ácidos húmicos e fúvicos 

Damasco (Prunus armeniaca L.)
25

 

Pepino (Cucumis sativus L.)
26

 

Tomate (Solanum lycopersicum)
27

 

Maior tolerância ao estresse salino. 

Diminuição no tamanho do caule e número de folhas. 

Aumento da atividade antioxidante. 

Aumento na absorção de N, P, K, Ca e Mg nas folhas. 

Hidrolisados proteicos 

Manga (Mangifera indica)
28

 

Milho (Zea mays L.)
29

 

Tomate (Solanum lycopersicum)
30

 

Aumento na produtividadade (quantidade de frutos). 

Aumento do teor de proteínas nos grãos (milho). 

Aumento na absorção de N e P nas folhas. 

Extrato de algas marinhas 

Morango (Fragaria x ananassa)
31

 

Tomate (Solanum lycopersicum)
32

 

Trigo (Triticum aestivum)
33

 

Aumento na taxa de germinação. 

Aumento no crescimento de brotos e raízes. 

Aumento no teor de clorofila. 

Aumento na quantidade de frutos. 

Melhoria na qualidade dos frutos. 

Maior tolerância à salinidade, seca e estresse pelo frio. 

Indução de resistência à micro-organismos 

fitopatogênicos. 

Crescimento radicular. 
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Quitina e quitosona 

Alface (Lactuca sativa L. var.)
34

 

Milho (Zea mays L.)
35

  

Tomate (Solanum lycopersicum)
36,37

  

Aumento no crescimento e floração das plantas. 

Indução de resistência à micro-organismos 

fitopatogênicos. 

Aumento na expressão de enzimas relacionadas à 

mecanismos de resistência. 

Aumento na disponibilidade de nutrientes (NO3
−
, NH4

+
 

e Ca) liberados como resultado da degradação da 

quitina. 

Compostos inorgânicos 

Tomate (Solanum lycopersicum)
38

 

Trigo-sarraceno (Fagopyrum 

esculentum)
39

 

Aumento na produção de biomassa. 

 Aumento no número de frutos e na produtividade., 

Fortalecimento das paredes celulares. 

Aumento no acúmulo de compostos fenólicos e na 

ação antioxidante. 

Fungos e bactérias 

Abobrinha (Cucurbita pepo L.)
40

 

Cebola (Allium cepa L.)
40

 

Tomate (Solanum lycopersicum)
41

 

Aumento na quantidade de frutos. 

Aumento na massa dos frutos. 

Aumento na concentração de beta-caroteno (tomates). 
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1.3 E os compostos orgânicos voláteis, seriam uma alternativa? 

Um grupo de moléculas com ação bioestimulante são os compostos 

orgânicos voláteis (COVs), mesmo que na literatura científica estudos que 

avaliam a sua ação não necessariamente utilizem o termo “bioestimulante” para 

descrevê-los. 

Os COVs derivados de plantas são produtos de natureza complexa e 

que apresentam uma ampla gama de atividades biológicas nos sistemas vivos. 

Estas moléculas têm sido utilizadas por suas atividades antioxidantes e anti-

inflamatórias nas indústrias alimentícia, cosmética e na saúde humana.
42,43

 Além 

disso, sua natureza biodegradável, sua volatilidade e persistência limitada sob 

condições de campo favorecem a sua aplicação como biopesticidas. 

Na natureza, os óleos essenciais são COVs isolados das glândulas 

ou cavidades secretoras da parede celular vegetal e podem ser encontrados nas 

folhas, caule, cascas, raízes, flores, frutos e sementes. Suas características 

aromáticas desempenham várias funções para as plantas, incluindo (i) atração ou 

repulsão de insetos, (ii) proteção ao calor ou frio (estresses abióticos), (iii) 

utilização de constituintes químicos dos óleos essenciais como moléculas de 

defesa
43–45

 e (iv) comunicação com plantas vizinhas.
46

  

Alguns estudos propuseram que os COVs podem trazer benefícios 

para as plantas que crescem em ambientes desfavoráveis. Hara et al. (2013)
47

, 

por exemplo, demonstraram que a aplicação exógena de isotiocianatos aumentou 

a tolerância ao calor de plantas de Arabidopsis thaliana mantidas sob condição 

de estresse térmico de 55ºC por uma hora. Também utilizando plantas de A. 

thaliana, Yamauchi et al. (2015)
48

 observaram que no tratamento das plantas 

com voláteis reativos de cadeia curta (2-hexanal e 2-heptanona, dentre outros), 

estas  moléculas atuaram como indutores da expressão gênica relacionada a 

atenuação do estresse abiótico com tratamento oxidativo causado pela aplicação 

de 10 μM de metilviológeno.  
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Avaliando também a influência de óleos essenciais no crescimento 

e na habilidade em absorver nutrientes pelas plantas, Farouk et al. (2021)
49

 

observaram que a aplicação dos óleos essenciais de jasmim e lavanda em mudas 

de berinjela proporcionou um aumento no crescimento e produtividade da 

cultura, além da elevação nos níveis de ácido ascórbico e no conteúdo total de 

carotenoides. Na mesma linha de estudo, Souri e Bakhtiarizade (2019)
42

  

demonstraram que a aplicação do óleo essencial de alecrim em mudas de tomate 

resultou em efeitos benéficos para a absorção de nutrientes e em um maior 

crescimento das plantas.  

Chaouch et al. (2023)
50

 concluíram que o óleo essencial de tomilho, 

além de oferecer efeito protetor contra o estresse oxidativo em plantas de 

tomate, estimula o crescimento das plantas (enraizamento das mudas e 

crescimento aéreo) e atenua as limitações induzidas pelo estresse com o 

aumento no teor de clorofila e no aumento da atividade de algumas enzimas com 

atividade antioxidante na planta. Entretanto, Chrysargyris et al. (2020) 

verificaram que a incorporação do óleo essencial de alecrim em formulações 

contendo outros princípios ativos, como os compostos do óleo essencial de 

eucalipto, pode ocasionar em redução no teor de nutrientes dos frutos de tomate 

e em uma maior fragilidade na casca dos frutos dependendo da concentração do 

princípio ativo e da frequência de aplicação das formulações.
51

 

Dessa forma, observamos a aplicação de COVs como 

bioestimulantes vegetais tem recebido atenção considerável e estão sendo cada 

vez mais integrados na agricultura e nos sistemas de produção como reguladores 

e/ou promotores do crescimento e rendimento das plantas, bem como 

condicionadores pré-estresse. No entanto, a limitada investigação fundamental 

sobre os modos de ação de muitos produtos bioestimulantes está entre as lacunas 

de conhecimento que requerem atenção científica. Assim, há a necessidade de 

estudos que investiguem os aspectos fisiológicos, moleculares e nutricionais 

detalhados dos efeitos da aplicação de bioestimulantes (e sua concentração e 
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forma de aplicação) no crescimento das plantas e desenvolvimento dos frutos. 

Estes dados também demonstram que o desenvolvimento de alimentos nutritivos 

e funcionais produzidos em sistemas de cultivo que equilibrem produtividade, 

sustentabilidade e qualidade nutricional é alcançável.  

 

1.4 Desafios para a pesquisa de moléculas bioestimulantes 

Se seguirmos o mesmo caminho traçado para a aplicação de 

defensivos químicos e fertilizantes para o desenvolvimento de bioestimulantes, 

utilizaremos uma abordagem cíclica que consiste em (i) identificar um problema 

(surgimento de novas pragas, necessidade de nutrição do solo, dentre outros), 

(ii) desenvolver e aplicar um novo produto, (iii) identificar os efeitos não 

esperados com consequente surgimento de novos problemas e (iv) desenvolver 

produtos para sanar os novos problemas. Apesar de alguns bons resultados terem 

sido alcançados ao longo dos anos, não podemos desconsiderar os custos 

associados a esta abordagem.
6
   

Uma medida que pode ser introduzida para mitigar possíveis efeitos 

adversos de novos produtos para a aplicação agrícola seria a elucidação do modo 

de ação nos níveis celular e molecular, levando a uma exploração e aplicação 

eficaz de formulações bioestimulantes na agricultura.
18

 Para isto, também 

precisamos conhecer os resultados das aplicações de bioestimulantes  em função 

da dose utilizada, do modo de aplicação, do momento ideal da aplicação e a 

caracterização da composição das biomoléculas e/ou microrganismos presentes 

nos produtos bioestimulantes.
18,24

 

Os mecanismos de ação destas substâncias nas plantas podem 

ocorrer de maneira direta e indireta. Como ilustramos na Figura 1.4, uma vez 

que as moléculas bioestimulantes penetram nos tecidos celulares, elas podem ser 

translocadas e transformadas nas plantas. Para que a sua introdução seja 

eficiente nos tecidos foliares, os principais requisitos são uma boa solubilidade 

em água (ou outro solvente adequado que não comprometa a integridade das 
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plantas) e uma penetração suficiente do componente ativo na estrutura interna da 

planta.
18,52 

Uma vez absorvidos pelo material vegetal, as moléculas 

bioestimulantes podem funcionar como osmólitos, reguladores de transporte 

celular, moléculas sinalizadoras, moduladores da abertura estomática, dentre 

outros. Assim, estas moléculas podem modular toda a diversidade de processos 

bioquímicos desenvolvidos pelas plantas para responder a tensões bióticas e 

abióticas.
23,53

 Por isso, os bioestimulantes geram efeitos que podem ir desde a 

indução na biossíntese de metabólitos secundários auxiliando as plantas na taxa 

fotossintética e na ação antioxidante, a alterações morfológicas, como o aumento 

da superfície e morfologia radicular que facilitam a absorção de água e 

nutrientes (Figura 1.4).
22,23

 Todos estes processos podem interferir na expressão 

gênica, sinalização vegetal e regulação do estado hormonal, alterando processos 

metabólicos com efeitos integrados em toda a planta.
18,53

 

Além dos efeitos nos tecidos vegetais mencionados, a aplicação dos 

bioestimulantes também pode alterar as propriedades físicas, químicas e 

biológicas do solo que, por sua vez, influencia no crescimento das plantas.
22

 Por 

exemplo, extratos de algas marinhas podem auxiliar na capacidade de retenção 

de umidade do solo, favorecendo o crescimento de micro-organismos 

benéficos.
54

 Juntamente à microbiota do solo, precisamos considerar o fato das 

plantas serem hospedeiras de numerosos micro-organismos simbiontes 

suscetíveis à ação dos bioestimulantes. As associações das plantas e micro-

organismos, tanto fora quanto dentro de seus tecidos, também permitem-lhes 

responder e se adaptar às condições de estresse.
55

 

 

 



 

17 

 

o Melhoria do crescimento da raiz e da parte aérea;

o Parâmetros de rendimento mais elevados;

o Floração melhorada;

o Melhor qualidade nutricional dos frutos;

o Maior número de folhas e vigor;

o Aumentar na condutância estomática;

o Maior tolerância ao estresse abiótico;

o Aumento do teor relativo de água;

o Maior aquisição, absorção e transporte de nutrientes.

Nível molecular

Nível celular

Fenótipo vegetal

Bioestimulante

Aumento da expressão gênica de:

o Transportadores de nutrientes;

o Genes relacionados ao estresse.

o Maiores taxas fotossintéticas;

o Aumento no teor de clorofila;

o Metabolismo primário e secundário melhorados;

o Aumento da atividade antioxidante.
Extratos de algas 

marinhas

Substâncias húmicas

Hidrolisados proteicos

Micro-organismos

Eficiência nutricional
Tolerância a estresses 
abióticos

Qualidade da lavoura

Aplicação 
no Solo

 

FIGURA 1.4. Exemplos de bioestimulantes e de alterações no fenótipo e em 

nível celular e molecular que podem ocorrer após a aplicação dos 

bioestimulantes nas folhas ou no solo. 

Adaptado: Baltazar et al. (2021).
24

 

 

Embora conheçamos alguns dos mecanismos de ação e os 

benefícios relacionados ao uso dos bioestimulantes, grande parte dos processos 

ocasionados nas plantas ainda são pouco elucidados.
56

 No entanto, a 

compreensão do modo de ação por meio do qual os bioestimulantes exercem a 

sua atividade pode fornecer informações úteis para definir melhor o(s) alvo(s) 

em termos de culturas, práticas agrícolas e calendário de aplicação.
18,56

 

Com esta premissa, podemos apontar que atender à demanda acima 

mencionada é um desafio. Isto se deve, principalmente, a dois motivos: (i) a 

complexidade dos processos bioquímicos vegetais, alguns deles ainda não 

totalmente elucidados e (ii) a variabilidade na resposta genotípica e o papel 
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fundamental da modelagem exercido pelo ambiente e pelas práticas 

agronômicas.
18,53,56

 

Várias abordagens podem ser usadas para esclarecer as variações 

bioquímicas ocasionadas por fatores externos, como o uso de bioestimulantes 

nas culturas. Entre elas, as abordagens não direcionadas têm sido recomendadas 

porque não requerem hipóteses a priori, sendo assim receptivas a cenários 

complexos.
22

 As ciências ômicas (por exemplo, genômica, proteômica e 

metabolômica) referem-se ao perfil de genes, proteínas e metabólitos em um 

sistema biológico e enquadram-se em abordagens não direcionadas. Dentre as 

diferentes ciências ômicas, a metabolômica é a que mais se aproxima do 

genótipo e tem sido eficientemente proposta para investigar o modo de ação de 

bioestimulantes vegetais.
17,56

 

A metabolômica é classicamente definida como uma medição 

abrangente e holística de todo o complemento de moléculas de pequeno peso 

molecular, ou seja, metabólitos com tamanho ≤1500 Da, dentro de um sistema 

biológico.
57

 Consequentemente, as informações detalhadas dos tecidos foliares 

pode revelar os padrões refletidos na impressão digital metabolômica do sistema 

vegetal em estudo. A aplicação desta ciência ômica multidisciplinar no campo 

dos bioestimulantes vegetais geraria, assim, conhecimento integrado que poderia 

auxiliar a esclarecer os modos e mecanismos de ação dos bioestimulantes nos 

níveis celular e molecular.
53

 

Estas informações associadas aos avanços recentes em 

equipamentos analíticos, como espectrometria de massas de alta resolução em 

que é possível detectar e identificar uma variedade de moléculas para análises 

sensíveis e seletivas, impulsionaram a adoção da metabolômica nas ciências 

agrícolas.
53

 A combinação de espectrometria de massas com gasosa e líquida é 

uma das principais plataformas analíticas para determinar o perfil abrangente do 

metaboloma vegetal
58

, associadas também com a disponibilidade de bancos de 



 

19 

 

dados e gerenciamento de dados (incluindo análise estatística multivariada e 

ferramentas de bioinformática para a interpretação dos dados).
53,58

 

Utilizando a separação cromatográfica e a identificação por 

espectrometria de massas, Sorrentino et al. (2022) por exemplo revelaram alguns 

dos insights mecanicistas que descrevem as interações entre os bioestimulantes e 

as plantas em cultivares de tomate e alface.
59

 Este estudo demonstrou que ambos 

os cultivares apresentaram melhoria no crescimento e no desempenho 

fotossintético com modulações na biossíntese de compostos nitrogenados 

(principalmente alcaloides), fenilpropanóides e terpenos após a aplicação de 

hidrolisados proteicos e a submissão das plantas a condições de estresse salino. 

Entretanto, as plantas de alface demostraram os efeitos fenotípicos já nas etapas 

iniciais do estudo e apresentaram uma redução das moléculas conjugadas de 

auxina. Esses dados seriam um indicativo de que as plantas estariam 

empenhadas em manter o pool de auxina em sua forma livre e assim permitir o 

crescimento da planta. Por outro lado, as plantas de tomate apresentaram 

melhoria mais evidente no desempenho fotossintético com maior tolerância ao 

estresse salino, afetando também os metabólitos relacionados ao estresse 

sintetizados na via do chiquimato.  

Seguindo esta linha de estudo, Lucini et al. (2018) verificaram que 

a aplicação de bioestimulante à base de biopolímeros de origem vegetal em 

plantas de melão favoreceram o enraizamento e o crescimento aéreo dos 

cultivares. A análise metabolômica apontou uma maior indução na biossíntese 

de brassinosteroides, hormônios vegetais responsáveis pelo crescimento das 

plantas e que também estimulam a produção de metabólitos envolvidos nos 

mecanismos de defesa contra estresses bióticos e abióticos, como flavonoides, 

carotenoides e glucosinolatos.
60

 Além disso, estas pesquisas demonstraram que 

os estudos metabolômicos podem fornecer conhecimentos fundamentais e a 

compreensão necessária para explorar novas estratégias baseadas em 
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bioestimulantes para melhorar a saúde e a resiliência das culturas mantidas em 

condições ambientais adversas. 

Estudando plantas de tomate, Paul et al. (2019) verificaram que 

quando tratadas com hidrolisados proteicos, as plantas que eram mantidas em 

condições limitadas de água, também apresentaram uma maior indução de 

brassinosteroides quando comparadas com plantas controle (sem tratamento com 

bioestimulantes). Como relatado anteriormente, os brassinosteroides além de 

auxiliarem no crescimento das plantas, estão envolvidos na resistência ao 

estresse hídrico e no fechamento estomático induzido pelo estresse osmótico, 

bem como na mediação da formação de espécies reativas de oxigênio e na 

sinalização do jasmonato.
61

 

Por fim, ao estudar a aplicação do bioestimulante Actium
®
 

(bioestimulante comercial contendo formulação lipocomplexa composta 

principalmente por polissacarídeos, polipeptídeos e vitaminas (40%), 

aminoácidos (2%) e óxido de potássio (5%), em plantas de pimenta, Barrajón-

Catalána et al. (2020) verificaram que os teores de flavonoides e capsianosídeos 

diminuíram com o amadurecimento das folhas, mas os ácidos orgânicos, 

monossacarídeos e carotenoides aumentaram nos frutos. Ou seja, o 

bioestimulante favoreceu a biossíntese de metabólitos relacionados à maturação 

e a coloração dos frutos da pimenta.
62

  

Apesar do potencial uso dos compostos orgânicos voláteis como 

bioestimulantes, não localizamos dados que indiquem os mecanismos 

metabolômicos da atuação destas moléculas em cultivares de interesse 

alimentar. 
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2 Objetivos e visão geral 

 

 

O objetivo principal com o desenvolvimento deste estudo foi 

avaliar se os óleos essenciais podem apresentar efeito bioestimulante e, em caso 

positivo, analisar quais seriam as possíveis consequências da sua aplicação no 

metaboloma de diferentes cultivares de tomate. No presente trabalho 

propusemos a utilização dos óleos essenciais de alecrim e erva-cidreira oriundos 

de processos de arraste a vapor, e também a utilização do óleo essencial de 

laranja obtido por prensagem a frio. O óleo essencial de alecrim já tem sido 

estudado como bioestimulante para cultivares de tomate sendo usado como 

referência para comparar suas respostas biológicas com as apresentadas pelos 

óleos de erva-cidreira e laranja. As plantas de tomate foram investigadas por nós 
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como planta modelo para o desenvolvimento de bioestimulantes sustentáveis, 

pois esta é uma das frutas mais consumida mundialmente e que tem sido 

extensivamente estudada para compreender as culturas agrícolas em que há a 

produção de frutos carnosos. Dessa forma, com este trabalho propomos um 

estudo sistemático de bioestimulantes contendo óleos essenciais, desde o 

desenvolvimento das formulações até o estudo da sua interação com as plantas.  

Os objetivos específicos foram: 

o Melhorar a dispersão em meio aquoso e a biodisponibilidade de óleos 

essenciais desenvolvendo suspensões coloidais; 

o Desenvolver e validar métodos de extração e quantificação dos óleos 

essenciais por headspace e análise em cromatógrafo a gás; 

o Caracterizar as propriedades físico-químicas, morfológicas e de liberação 

controlada das suspensões coloidais; 

o Desenvolver e validar métodos analíticos (extração, pré-tratamento e 

instrumentação) para caracterizar a composição química de folhas de 

tomate e identificar biomarcadores da ação bioestimulante por 

cromatografia de alta resolução e cromatografia gasosa acopladas a 

espectrometria de massas; 

o Investigar as alterações no perfil químico de folhas de plantas de tomate 

após a aplicação das formulações contendo os óleos essenciais no solo das 

plantas;  

o Aplicar ferramentas estatísticas para comparar as variações bioquímicas 

envolvidas com a aplicação das formulações de óleos essenciais nas 

plantas de tomate. 

Para a apresentação dos resultados, os dados foram separados em 

três seções (Figura 2.1) seguindo a ordem dos objetivos específicos da tese para 

destacar o progresso desta investigação. A primeira seção descreve o preparo e a 

caracterização das suspensões coloidais contendo os óleos essenciais. Nessa 
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seção definimos o biopolímero e as condições ideais para a obtenção das 

suspensões coloidais.  

Desenvolvimento 

de formulações 

contendo óleos 

essenciais

1 Caracterização dos óleos essenciais

Síntese das suspensões coloidais

Caracterização das formulações

Ensaio de liberação in-vitro

Métodos 

analíticos para a 

análise de 

amostras 

vegetais: preparo 

de amostras e 

análises 

constitutivas

2 Obtenção das sementes

Protocolo para a extração dos 

metabólitos

Caracterização química dos 

cultivares em relação aos 

metabólitos fixos e voláteis

Influência dos estágios de 

desenvolvimento nos metabólitos

Influência de 

estimulantes 

vegetais na 

diversidade 

química de 

cultivares de 

tomate

3 Preparo das formulações 

desenvolvidas em 1

Aplicação em cultivares de tomate

Avaliações fenotípicas e nos 

metabólitos fixos e voláteis 

conforme métodos desenvolvidos 

em 2

 

FIGURA 2. 1. Fluxograma descrevendo as etapas realizadas. 

 

Na segunda seção, avaliamos os métodos de extração dos 

metabólitos fixos e voláteis presentes nas folhas de tomate. Esses métodos foram 
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importantes na última etapa desta pesquisa em que ocorreu a aplicação das 

suspensões coloidais nas plantas. Ainda na segunda seção, após o 

desenvolvimento dos métodos, as metodologias foram aplicadas para avaliarmos 

a variação no metaboloma de dois cultivares de tomate (comercial e Planta de 

Introdução) ao longo de três etapas de desenvolvimento das plantas. Finalmente, 

na terceira seção apresentamos a aplicação das suspensões coloidais em plantas 

de tomate (Solanum pimpinellifolium e Solanum lycopersicum var. cerasiforme). 

Nessa etapa descrevemos um estudo dos efeitos das suspensões coloidais no 

crescimento vegetal dos cultivares de tomate avaliando além das variações 

fenotípicas, as alterações no metaboloma foliar. 
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3 Desenvolvimento de formulações contendo 

óleos essenciais 

 

 

3.1 Introdução 
 

A utilização dos óleos essenciais na agricultura é muito interessante 

para a defesa das plantas à ação de insetos e micro-organismos fitopatogênicos
63

 

e para o controle de ervas daninhas.
64

 Os efeitos dos óleos essenciais estão 

relacionados à sua complexa mistura de compostos orgânicos voláteis, como os 

terpenos e fenilpropanoides que também podem atuar em sinergia.
63,65–67

  

Embora muitos estudos tenham sido apresentados relatando os 

efeitos bioativos dos óleos essenciais e seus constituintes para a proteção das 

plantas, não podemos desconsiderar que estes estudos ocorrem em condições de 

laboratório.
63

  Este fator, associado a (i) baixa persistência destas moléculas no 
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ambiente (degradação, biodegradação, volatilidade), que pode reduzir a sua 

eficácia, diminuir o tempo de ação e/ou levar a necessidade de aplicação de 

maiores concentrações em comparação aos produtos fixos e/ou sintéticos
67

, (ii) 

sua natureza lipofílica que dificulta a sua distribuição em condições de campo
68

 

e (iii) sua fitotoxicidade que pode ocasionar severa dessecação das plantas e 

dificultar a sua aplicação direta nas lavouras,
69,70

 podem ser alguns dos motivos 

para que o uso comercial destas moléculas na agricultura seja modesto.
71

  

Apesar da elevada biodegradabilidade dos óleos essenciais no 

ambiente dificultar a sua incorporação em produtos comerciais, esta 

característica pode ser interessante por reduzir a possibilidade de resíduos no 

ambiente.
71

 Além disso, seu curto tempo residual na folhagem e nos frutos das 

plantas e a sua relativa segurança para os seres humanos permite que sua 

aplicação seja realizada pouco antes da colheita para minimizar a contaminação 

residual e a permanência de pragas.
63

  

Pensando nisto, uma medida para aumentar a eficácia e a 

persistência destas moléculas, seria a utilização de tecnologias de 

encapsulamento em sistemas coloidais que protejam os constituintes do óleo 

essencial, permitindo ao mesmo tempo a sua liberação lenta no ambiente, a 

redução na necessidade de utilização de maiores concentrações e /ou 

reaplicações, a diminuição dos seus efeitos adversos nos tecidos vegetais e 

permitindo uma maior dispersibilidade e/ou solubilidade em água.
67,71

 

O encapsulamento é o processo no qual uma ou mais moléculas 

bioativas (denominadas de materiais revestidos, material de núcleo ou fase 

interna) são carregadas em uma matriz homogênea ou heterogênea (denominada 

de invólucro, material de parede ou material transportador) em micro (1–5000 

μm) ou nano (< 1 μm) escala.
72

   

No processo de encapsulamento, a viabilidade comercial dos 

materiais de parede desempenha um papel importante na sua seleção.
73

 Entre os 

materiais de parede utilizados, o amido, polímero composto por unidades de 
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amilose e amilopectina (Figura 3.1),
74

 é um dos candidatos mais promissores. 

Este polímero é muito utilizado devido ao seu baixo custo, não toxicidade, 

biodegradabilidade, biocompatibilidade e por ser um material amplamente 

disponível, comumente encontrado em plantas e grãos de cereais.
73,75

 

 

(a) Amilose

(b) Amilopectina

 

     FIGURA 3.1. Estrutura química do amido. Amilose (a) e amilopectina (b). 

 

Como verificamos na Figura 3.1, a amilopectina é uma molécula 

altamente ramificada que é constituída por moléculas de glicose unidas em 

ligações -1,4, o que torna esta fração do amido mais resistente à penetração de 
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água. Por outro lado, a amilose trata-se de uma estrutura mais simples que a 

amilopectina por ser majoritariamente linear. As moléculas de amilose tendem a 

enrolar-se de forma rígida formando uma única hélice ou podem ainda formar 

zonas de junção de duplas hélices paralelas ainda mais rígidas, mas que 

permitem a penetração da água entre as suas camadas formando filmes.
76

  

Uma questão interessante é se o amido pode ser um biomaterial 

eficiente para proteger os óleos essenciais. Afinal, a principal desvantagem deste 

material é que os grânulos de amido nativo se hidratam pouco em água fria, 

possuindo assim propriedades pobres para formar emulsões em comparação com 

outros matérias, o que não o torna adequado para adsorver na interface de água e 

óleo
74

 e, assim, estabilizar uma emulsão que é uma etapa intermediária para a 

formação de sistemas de encapsulamento de óleos essenciais.
75,76

 No entanto, o 

amido pode ser modificado para obter propriedades personalizadas para 

aplicações específicas, de modo que possam ser obtidas emulsões mais 

estáveis.
75

  

Outro ponto importante para o processo de encapsulamento, é a 

seleção dos surfactantes. Estas moléculas, que auxiliarão a manter a estabilidade 

dos sistemas pela diminuição da tensão interfacial, também devem ser 

quimicamente estáveis e de baixa toxicidade.
77

 Dentre os surfactantes 

conhecidos, os ésteres de ácidos graxos de polioxietileno sorbitano 

(polissorbatos), também conhecidos como Tween
®
’s, são surfactantes não 

iônicos biocompatíveis comumente utilizados na indústria em aplicações 

biotecnológicas.
77

 Em sistemas contendo óleo essencial e água, devido a sua 

natureza dupla hidrofóbica e hidrofílica, os polissorbatos em solução tendem a 

orientar-se de modo que a exposição da porção hidrofóbica do surfactante à 

solução aquosa seja  minimizada.
78

 Além da estabilização de sistemas, os 

surfactantes também interferem no tamanho das partículas e nas propriedades 

mecânicas de emulsões contendo óleos essenciais.
79,80
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Considerando todos os fatos discutidos acima, na primeira etapa 

deste estudo, avaliamos estratégias para encapsular os óleos essenciais de 

alecrim, erva-cidreira e laranja utilizando amido de mandioca nativo e 

modificado como biopolímero e o polissorbato
®
80 como surfactante.  

Há relatos na literatura científica que indicam o potencial do óleo 

essencial de alecrim para ser utilizado como bioestimulante vegetal como 

mencionamos anteriormente nos estudos de Souri e Bakhtiarizade (2019)
42

 e 

Chrysargyris et al. (2020)
51

. Por isso, ele foi selecionado para este estudo como 

um composto bioestimulante de referência. O óleo essencial de laranja foi 

selecionado por ser um coproduto da indústria de processamento de frutas 

apresentando um baixo custo para a sua obtenção, uma vez que pode ser 

extraído dos resíduos de citros.
81

 Além disso, o Brasil é responsável por mais de 

70% da produção mundial de suco de laranja, apresentando portanto um elevado 

volume anual de resíduos de citros.
81

 Por fim, utilizamos o óleo essencial de 

erva-cidreira pois sua planta de origem (Lippia alba) é uma das mais utilizadas 

na medicina popular brasileira para a melhoria de sintomas respiratórios e 

estomacais.
82

 Além disso, apresenta ação antimicrobiana e efeitos sedativos
82

 e 

grande parte destes efeitos têm sido atribuídos à seus constituintes voláteis.
83

 

Para a escolha da estratégia de encapsulamento com resultados 

favoráveis a aplicações futuras como bioestimulantes vegetais, avaliamos 

metodologias para o encapsulamento, extração por headspace e quantificação 

por cromatografia gasosa. Os produtos obtidos nas melhores condições foram, 

posteriormente, submetidos a caracterizações microestruturais e físico-químicas. 

 

3.2 Materiais e métodos 

3.2.1 Reagentes 

Soluções padrão estoque de cânfora (Arora Produtos Químicos, São 

Marcos, Brasil), bisabolol, linalol e limoneno (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 

foram preparadas em acetona na concentração de 500 mg mL
-1

 e armazenadas à 
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temperatura de 4°C. Posteriormente, soluções padrão de trabalho na 

concentração de 15 mg mL
-1

 em acetona foram preparadas para a cânfora, linalol 

e limoneno. O mesmo procedimento foi empregado para o preparo da solução de 

bisabolol a 500 mg L
-1

 que foi utilizado como padrão interno. 

Como solventes, utilizamos acetona (grau HPLC) obtida da 

Honeywell (Carolina do Norte, EUA) e água deionizada. Amido de mandioca 

nativo e modificado quimicamente de grau alimentício, ambos extraídos de 

raízes de mandioca utilizados como materiais encapsulantes, foram fornecidos 

pela Horizonte Amidos (Marechal Cândido Rondon, Paraná, Brasil). 

Monooleato de polioxietileno sorbitano
®
80 – Tween

®
80 (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, EUA) também foi utilizado nas formulações como surfactante.  

Como adjuvantes utilizamos a lignina extraída de eucalipto 

(Suzano, São Paulo, Brasil) e resíduos de casca de banana e polpa e casca de 

pequi obtidos do comércio local de São Carlos-SP e Montes Claros-MG, 

respectivamente. Os resíduos foram secos a 40°C em estufa de fluxo contínuo de 

ar circulante (Technal, São Paulo, Brasil) por dois dias. Uma vez secos, as 

amostras foram trituradas em moinho analítico IKA A11 Basic (Baden-

Württemberg, Alemanha) e peneiradas a fim de obter tamanhos de partículas 

uniformes, menores do que 32 mesh. Posteriormente as amostras foram 

acondicionadas em recipiente de vidro ao abrigo de luz, umidade e calor. 

 

3.2.2 Amostras de óleos essenciais 

Os óleos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis) e erva-

cidreira (Lippia alba) obtidos por destilação por araste à vapor das folhas foram 

fornecidos pela Destilaria Bauru (São Paulo, Brasil) e Leggé Aromas (São 

Paulo, Brasil), respectivamente. O óleo essencial de alecrim apresentava 

densidade a 25°C de 0,903 g mL
-1

 e índice de refração a 20°C de 1,468. O óleo 

essencial de laranja (Citrus sinensis), um coproduto do processo de obtenção de 

sucos, foi obtido pela prensagem a frio da casca de laranja e foi fornecido pela 
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Agroterenas (São Paulo, Brasil). O material apresentava as seguintes 

especificações: densidade a 25°C: 0,8442 g mL
-1

, índice de refração a 20°C: 

1,473; aldeídos: 1,25%. 

 

3.2.3 Caracterização das matrizes 

Inicialmente realizamos uma análise da composição de voláteis das 

amostras de óleo essencial de alecrim, erva-cidreira e laranja por cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-EM). Os compostos voláteis 

foram analisados em cromatógrafo a gás da Shimadzu (CG 2010 Plus) acoplado 

ao espectrômetro de massas sequencial (EM TQ8030), com coluna capilar Rtx-

5MS (Restek), fase estacionária composta por 5% difenil e 95% 

dimetilpolisiloxano (30 m  0,25 mm d.i.  0,25 µm de espessura do filme) e 

Hélio 5.0 como gás de arraste (1,500 mL min
-1

).  

As condições cromatográficas foram as seguintes: temperatura do 

injetor 180°C; a temperatura da coluna inicialmente a 40°C foi mantida por 1 

min, posteriormente foi aquecida a uma taxa de 8°C min
-1

 até 270°C, 

permanecendo nesta temperatura por 1 min. A temperatura de transferência da 

interface e da fonte de íons foram de 280ºC e 70 eV foram utilizados para a 

ionização. A injeção realizada foi do tipo split (50:1). O volume de amostra 

introduzido foi de 1 μL. O analisador de massas quadrupolo foi operado com 

varredura na faixa de 50 a 700 Da. A identificação dos compostos voláteis foi 

realizada por comparação com os dados espectrais da biblioteca (NIST 17.0), 

com aqueles descritos por Adams (1995)
84

 e por comparação com o índice de 

retenção proposto por Van den Dool e Kratz.
84

 

Os índices de retenção (IR) das substâncias foram obtidos pela 

análise de uma mistura padrão de hidrocarbonetos (C7 a C40) aplicando-se a 

equação 3.1, conforme se observa a seguir. 

 

IR = 100n + 100[(TR(i) – TR(n))/( TR(n+1)- TR(n))]      (Equação 3.1) 
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Em que TR representa o tempo de retenção, (i) o analito, (n) o número de 

carbonos do alcano adjacente menos retido e (n+1) o número de carbonos do 

alcano adjacente mais retido. 

 

3.2.4 Determinação de macro e micronutrientes nos biopolímeros e 

adjuvantes 

Estas analises foram realizadas em colaboração com o laboratório 

SG Soluções Científicas Ltda., São Carlos-SP. Resumidamente, para a 

determinação dos nutrientes de importância para o desenvolvimento vegetal: B, 

Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, P, S e Zn, as amostras foram digeridas por micro-

ondas utilizando bloco digestor e mistura ácida de HNO3 e H2O2; posteriormente, 

foram analisadas por ICP-OES (acrônimo do inglês para Espectrometria de 

Emissão Ótica com Plasma Indutivamente Acoplado).  O cloro, na forma de 

cloreto, também foi determinado por ICP-OES após precipitação com prata. O 

nitrogênio total foi extraído pelo método Kjeldahl
85

 e determinado por 

Titimetria. 

 

3.2.5 Sínteses das suspensões coloidais 

Testes preliminares para a seleção da matriz biopolimérica que seria 

utilizada para o encapsulamento dos óleos essenciais foram realizados.  

Assim, as suspensões coloidais foram preparadas adicionando 

quantidades conhecidas dos biopolímeros em 60 mL de água deionizada em 

Erlenmeyer (125 mL). O sistema foi mantido sob agitação magnética (1200 

rpm) e aquecimento à 90±5ºC utilizando chapa de aquecimento com agitação 

magnética (IKA RT 10, Baden-Württemberg, Alemanha) por 60 min para 

promover a gelatinização dos grânulos de amido.
86

 Este sistema foi denominado 

de A. Após a completa solubilização do biopolímero, o sistema foi mantido sob 

agitação à 600 rpm e sem aquecimento até atingir a temperatura de 30ºC. Uma 

ilustração do sistema obtido e das etapas pode ser observada na Figura 3.2. A 
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quantidade de material utilizado para a obtenção da emulsão foi avaliada 

conforme Tabela 3.1. 

Paralelamente, em um Erlenmeyer (50 mL) massas conhecidas de 

Tween
®
80 foram emulsionadas em 4000 µL de água e 1000 µL de uma mistura 

contento os óleos essenciais de laranja, alecrim e erva-cidreira nas proporções de 

1:1:1 (m m
-1

) com agitação magnética de 1200 rpm e aquecimento à 30 ± 5ºC 

por 5 min na mesma chapa de aquecimento com agitação magnética. Este 

sistema foi denominado de B (Figura 3.2, segunda etapa). 

 

(1º) Sistema A

Composição

Água (60 mL)

Amido de mandioca nativo 

ou modificado

1200 rpm

90ºC (� 5ºC) 

600 rpm

30ºC

Após

60 min

(2º) Sistema B

(3º) Sistema C

S
is

te
m

a 
C

S
is

te
m

a 
A

S
is

te
m

a 
B

(4º) Suspensão coloidal final

1200 rpm

30ºC (� 5ºC) 

Composição

Água (5 mL)

Tween®80

Óleo essencial (1 mL)

1200 rpm

30ºC (� 5ºC) 

5 minutos

1200 rpm

25ºC (� 5ºC) 

30 minutos

 

FIGURA 3.2. Ilustração representando as etapas para a síntese das suspensões 

coloidais contendo os óleos essenciais. 
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A emulsão resultante (sistema B) foi transferida gota a gota para o 

sistema A com o auxílio de uma bomba peristáltica e agulha hipodérmica BD 

(0,60 mm  25 mm e 23G 1), para reduzir o diâmetro das partículas resultantes 

(veja a terceira etapa na Figura 3.2). Após a completa transferência, a suspensão 

coloidal resultante foi mantida sob agitação sem aquecimento por 30 min à 1200 

rpm e posteriormente armazenada em temperatura ambiente (25 ± 5°C). 

 

TABELA 3.1. Níveis codificados das variáveis independentes empregadas 

na obtenção das suspensões coloidais contendo os óleos 

essenciais de alecrim, erva-cidreira e laranja. 

 Variáveis 
Níveis 

-1 0 +1 

A Concentração do biopolímero (g) 0,180 0,810 1,80 

B Surfactante (Tween
®
80) (mg) 0 300 600 

*Volume final de trabalho de 65 mL. 

 

Uma otimização multivariada foi utilizada para determinar as 

variáveis que mais influenciaram o processo de encapsulamento dos óleos 

essenciais. Para isso, foi empregado o Planejamento Fatorial com duas variáveis 

independentes (2
2
) e quatro experimentos no ponto central, totalizando oito 

experimentos. As variáveis avaliadas com alto e baixo incremento foram a 

concentração do biopolímero (A) e do surfactante (B) (Tabela 3.1) que foram 

selecionadas a partir de estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa e 

trabalhos publicados na literatura científica.
87,88

 

Os experimentos foram realizados em ordem aleatória a fim de 

minimizar o efeito da variabilidade inesperada nas respostas observadas devido 

aos erros sistemáticos.
89

 Como resposta (variável dependente) nós consideramos  

a recuperação dos óleos essenciais. Para isso, realizamos a quantificação dos 

marcadores selecionados para cada óleo essencial, sendo eles a cânfora, o linalol 
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e o limoneno as moléculas selecionadas após a caracterização química para o 

óleo essencial de alecrim, erva-cidreira e laranja, respectivamente. 

 

3.2.5.1 Recuperação dos óleos essenciais após o processo de 

encapsulamento 

A quantidade total dos óleos essenciais nos produtos encapsulados 

foi avaliada pela quantificação do teor de limoneno, cânfora e linalol presente 

nas formulações após a solubilização de 100 µL da suspensão coloidal em 100 

µL de acetona e homogeneização em vórtex IKA MS 3 Digital (Baden-

Württemberg, Alemanha) por 60 s. Posteriormente, para cada experimento, 10 

µL da emulsão resultante foram adicionados a um frasco de headspace de 10 

mL juntamente com 10 µL de solução de bisabolol (concentração final de 0,5 

mg L
-1

) utilizada como padrão interno.  

As amostras foram submetidas à extração por headspace no modo 

estático em um sistema PALSyr HS 2.5 mL (Combi-PAL). Para isso, o vial 

contendo a emulsão e o padrão interno foi mantido sob agitação à 500 rpm e 

aquecimento à 75ºC por 15 min. Posteriormente, 600 µL da fase gasosa foi 

injetada e analisada por Cromatografia Gasosa acoplada a Detector de Ionização 

em Chama (CG-DIC). Uma representação do sistema de extração e de separação 

pode ser observado na Figura 3.3. 

A recuperação (% w w
−1

) foi obtida comparando a concentração do 

óleo nas suspensões coloidais com a quantidade de óleo essencial utilizada para 

o preparo de cada emulsão usando os dados de uma curva analítica obtida pela 

análise de soluções padrão em concentrações variando de 5,00×10
-2

 a 5,00 mg 

L
−1

. A recuperação (% w w
−1

) foi calculada usando a equação 3.2. 

 

Recuperação (% ) = (COE/COE0) × 100              (Equação 3.2) 
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Em que COE0 é a concentração do óleo essencial utilizada para o preparo das 

emulsões e COE é a concentração do óleo essencial obtida após o preparo das 

emulsões. 

 

FIGURA 3.3. Representação do sistema de headspace estático (1) 

autoamostrador, (2) forno e processo de evaporação e 

equilíbrio que ocorre dentro do vial, (3) injetor e (4) 

compartimento para a coluna cromatográfica. 

 

3.2.5.2 Separação por cromatografia gasosa 

As suspenções coloidais foram analisadas em cromatógrafo a gás 

Shimadzu (CG 2010 Plus), acoplado a um detector de ionização em chama (CG-

DIC). Utilizou-se coluna capilar NA-WAX (Analítica, fase estacionária de 

polietilenoglicol, 30 m × 0,25 mm d.i. × 0,25 μm espessura do filme). Hélio 5.0 

(99,999%) foi utilizado como gás de arraste (2,80 mL min
-1

). A temperatura do 

forno foi de 40°C por 1 min, aumentada de 10°C min
−1

 até 240°C e mantida por 

1 min; a temperatura do injetor era de 250°C. O volume da amostra introduzido 

foi de 600 μL no modo de injeção com divisão de fluxo, split (30:1) utilizando 

um injetor Combi PAL 5000. Ar sintético (200 mL min
-1

), hidrogênio (30 mL 

min
-1

) e nitrogênio (30 mL min
-1

) foram utilizados para o DIC. 
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3.2.6 Qualificação analítica 

A seletividade, linearidade, limites de detecção (LOD) e 

quantificação (LOQ) são os parâmetros que foram utilizados para avaliar os 

métodos analíticos para a quantificação da cânfora, limoneno e linalol. 

A linearidade foi avaliada preparando-se soluções padrão mista nas 

concentrações crescentes da cânfora, limoneno e linalol (100, 250, 500, 750, 

1000, 2500 e 5000 mg L
-1

) preparadas em extrato da matriz (suspensão coloidal 

sem a adição dos óleos essenciais diluído em acetona na proporção de 1:1 v v
-1

). 

Para as análises cromatográficas, adicionou-se 10 μL da solução padrão em vial 

de headspace de 10 mL e, assim, as concentrações finais de cada solução padrão 

foram de 100, 250, 500, 750, 1000, 2500 e 5000 µg L
-1

, utilizando bisabolol 

como padrão interno (500 mg L
-1

) e preparados no extrato da matriz. Após a 

análise dessas soluções, foi construído um gráfico relacionando a razão entre a 

área dos analitos e a do padrão interno à sua respectiva concentração de 

calibração. A linearidade foi avaliada pelo coeficiente de determinação (r
2
) 

calculado pela regressão linear.  

A seletividade foi observada avaliando-se os cromatogramas das 

suspensões coloidais preparadas sem a adição dos analitos em comparação com 

os cromatogramas da solução padrão contendo limoneno, linalol e cânfora  

preparada pela fortificação do extrato da matriz da formulação controle 

(preparado sem a adição dos óleos essenciais). 

O LOD e LOQ para a cânfora, limoneno e linalol foram 

determinados diluindo sucessivamente a solução estoque e pelos parâmetros da 

curva analítica, usando as seguintes equações:  

 

LOD = (3,3δ)/ S                   (Equação 3.3) 

LOQ = (10δ)/S                     (Equação 3.4) 

Em que δ é o desvio padrão dos controles calculados pela análise do ruído de 

três amostras e S é a inclinação da curva de calibração. 
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3.2.7 Caracterizações das suspensões coloidais  

3.2.7.1 Avaliação da viscosidade 

Para a determinação da viscosidade, as amostras foram analisadas 

em viscosímetro rotacional digital MVD-5 Marte (Minas Gerais, Brasil) 

utilizando Spindle L0 e L4 e agitação de 60 rpm. A viscosidade foi analisada na 

faixa de 1 a 100.000 (mPa.s). 

 

3.2.7.2 Características microestruturais 

Para a análise por microscopia óptica, 50 µL da suspensão coloidal 

foram transferidos para o centro de lâminas para microscopia (26 × 76 mm) e 

misturados com 25 µL de solução de Lugol contendo 0,3% (m v
-1

) de iodo em 

1,5% (m v
-1

) de iodeto de potássio. Em seguida, o centro da lâmina foi recoberto 

com lamínula (22 × 22 mm). As lâminas foram analisadas em microscópio ótico 

Leica DM500 (Washington, D.C., EUA) com Câmera Digital para microscópio 

ICC50 HD. Utilizamos ampliações de 5 a 40 ×. 

A morfologia da superfície das partículas presentes na suspensão 

coloidal também foi visualizada usando Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV). As amostras foram fixadas a uma fita adesiva de carbono dupla face 

montada em stubs de MEV com diâmetro de 12 mm (Koch, São Paulo, Brasil) e, 

em seguida, revestidas com uma fina camada de ouro a vácuo. As imagens 

foram ampliadas de 200 a 50.000 × em um microscópio FEF XL-30 Philips 

(Amsterdã, Holanda) operando a 25 kV. 

 

3.2.7.3 Análises termogravimétricas  

A estabilidade térmica dos óleos essenciais nas suspensões 

coloidais foi avaliada por análise termogravimétrica (TGA, do inglês Thermo 

Gravimetric Analysis) em um equipamento Shimadzu TG-DTA 50 H (Shimadzu 

Corporation, Quioto, Japão) para quantificar a perda de massa. Foram utilizados 

10 mg da amostra e um cadinho de alumina a uma taxa de aquecimento de 10°C 
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min
-1

 variando de 40 a 800°C sob atmosfera inerte, utilizando N2 (5.0) com uma 

vazão de 50 mL min
-1

. Os dados do TGA e sua primeira derivada foram 

processados pelo software Origin 9.0. Estas análises foram realizadas em 

colaboração com o Laboratório AFINKO Soluções em Polímeros Ltda. (São 

Carlos, SP). 

 

3.2.7.4 Estudos de liberação em solo 

Para esta etapa, as suspensões coloidais que apresentaram os 

maiores valores para a recuperação dos óleos essenciais foram preparadas de 

acordo com as condições do planejamento experimental. Estas suspensões 

coloidais foram preparadas para cada óleo essencial individualmente, mas 

também preparamos uma suspensão coloidal contendo uma mistura do óleo 

essencial de alecrim, erva-cidreira e laranja na proporção de 1:1:1. Como um 

comparativo para avaliarmos a influência do encapsulamento, também 

utilizamos emulsões contendo água, polissorbato
®
80 e os óleos essenciais sem a 

adição dos adjuvantes ou biopolímero. Para isto, utilizamos as mesmas 

proporções de água, óleo essencial e polissorbato
®
80 que foram determinadas 

após o planejamento fatorial. 

As amostras de solo foram obtidas pela mistura de terra vegetal 

(composta por turfa, serragem de madeira e bagaço de cana), areia e húmus de 

minhoca na proporção de 3:1:1. Esta mesma proporção foi utilizada no cultivo 

de plantas de tomate, nas etapas posteriores. O solo preparado foi utilizado para 

preencher sacos de cultivo de 1 L. Três réplicas de solo foram preparadas para 

cada experimento. 

Para avaliarmos a liberação dos ativos, após a rega do solo até 

atingir uma umidade de 60% (medida com medidor de umidade do solo digital, 

PHD-3000, SVE Super), 1000 µL das suspensões coloidais (ou óleos 

emulsionados em polissorbato
®
80) foram aplicados no centro dos sacos de 

cultivo com uma distância de 1 cm da superfície do solo utilizando pipetas 
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plásticas de 3 mL (Figura 3.4).  Os sacos de mudas foram acondicionados em 

incubadora para B.O.D. (Nova Ética, São Paulo, Brasil) mantida à 40 ± 2ºC. 

 

Livre Encapsulado

Alecrim

Erva cidreira

Laranja

Mistura 

(1:1:1)

 

FIGURA 3.4. Ilustração esquemática de como foram realizados os experimentos 

para avaliar a liberação dos óleos essenciais emulsionados em 

água (livre) e em suspenção coloidal (encapsulado). 

 

 Após 0, 2, 4 e 6 h da aplicação, as amostragens foram realizadas 

com uma espátula em cinco diferentes posições do solo e considerando uma 

profundidade de 1 cm.  A liberação dos ativos nos quatro pontos foi determinada 

por HS-CG-DIC. A amostra (100 mg) foi transferida para vial de headspace (10 

mL) junto a 10 µL de solução padrão de bisabolol (padrão interno, concentração 

final de 500 µg L
-1

). O vial fechado foi submetido à extração por headspace por 

15 min e temperatura de 75ºC e análise por CG-DIC. A concentração dos ativos 

foi determinada usando a curva de calibração descritas na sessão 3.2.6 

Qualificação Analítica e utilizando a Equação 3.5. Ao avaliar o mecanismo de 

liberação in vitro dos ativos microencapsulados, determinamos os coeficientes 

referentes aos modelos cinéticos de zero e primeira ordem, Higuchi e 

Korsmeyer-Peppas (Equações 3.6, 3.7, 3.8 e 3.9). 

 

Liberação dos ativos (%) = ([Ativo]headspace/[Ativo]formulação)100   (Equação 3.5) 

Ordem zero = Qt = Q0 – k0t     (Equação 3.6) 
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Em que Qt é a quantidade do ativo liberada no tempo t; Q0 é a quantidade inicial 

do ativo e k0 é a constante de liberação de ordem zero. 

 

Primeira ordem = lnQt = lnQ0 – k1t  (Equação 3.7) 

Em que Qt é a quantidade do ativo liberado no tempo t; Q0 é a quantidade inicial 

do ativo e k1 o constante de liberação de primeira ordem. 

 

 Higuchi = Qt/Qꚙ = k√t    (Equação 3.8) 

Korsmeyer-Peppas = Qt/Qꚙ = kt
n 
   (Equação 3.9) 

Em que Qt/Q∞ é a quantidade liberada do ativo ao longo do tempo t; k é uma 

constante que incorpora as características geométricas da formulação e n é o 

expoente da liberação, indicativo do mecanismo de liberação do ativo conforme 

apresentado: para n ≤ 0,43, 0,43 > n > 0,85, ou n ≥ 0,85, temos difusão Fickiana, 

transporte anômalo ou não-Fickiano (difusão e inchaço ocorrem 

simultaneamente), ou transporte caso II (ordem zero) como dominante 

mecanismo de liberação, respectivamente. 

 

3.2.8 Análises estatísticas 

Os diferentes valores de recuperação obtidos por meio dos métodos 

de otimização da obtenção das formulações contendo os óleos essenciais foram 

avaliados por análise de variância (ANOVA), teste F (5% de probabilidade) e 

determinação de coeficientes de regressão. Estas análises foram realizadas com 

o objetivo de verificar a existência de diferenças significativas entre as variáveis 

estudadas nas condições de otimização da obtenção das suspensões coloidais. 

Para essas análises foram utilizadas as rotinas computacionais propostas por 

Pereira e Pereira-Filho (2018) e o software Octave 4.4 (2018). 
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3.3 Resultados e discussão 

3.3.1 Caracterização dos óleos essenciais  

A caracterização dos óleos essenciais de alecrim, erva-cidreira e 

laranja foi realizada por cromatografia gasosa e espectrometria de massas (CG-

EM). Os cromatogramas obtidos podem ser observados na Figura 3.4. Os tipos 

de compostos voláteis, assim como o tempo de retenção e a área correspondente 

a cada composto estão apresentados na Tabela 3.2. 
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FIGURA 3.5. Cromatogramas de íons totais dos compostos voláteis dos óleos 

essenciais de alecrim (a), erva-cidreira (b) e laranja (c). 
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TABELA 3.2. Áreas relativas dos compostos voláteis do óleo essencial de alecrim, erva-cidreira e laranja. 

 Composto tR(min.) I.R. I.R.Ref 
Área relativa 

 
Principais Fragmentos m/z (%)

1
 

Alecrim Erva-cidreira Laranja 

1 cis-3-hexen-1-ol 4,66 854 850 nd 0,15 nd 100 82(48), 67(100), 55(49) 

2 1-hexanol 4,92 868 863 nd 0,019 nd 102 69(34), 56(100) 

3 2-metilpropil isobutirato 5,76 914 - nd 0,015 nd 144 89(24), 71(100), 56(42) 

4 alfa-tujona 5,99 914 924 0,085 0,053 nd 136 93(100), 91(69), 77(44) 

5 alfa-pineno 6,15 934 932 21,16 0,663 0,604 136 121 (17), 105(16), 93(100), 91(72) 

6 canfeno 6,47 950 946 9,525 0,007 nd 136 121(55), 107(26), 93(100), 77(24) 

7 sabineno 6,92 973 969 0,064 1,019 0,296 136 121(6), 93(100), 77(41), 69(13) 

8 beta-pineno 7,03 979 974 4,934 nd 0,019 136 121(12), 107(6), 93(100), 79(25) 

9 beta-mirceno 7,23 989 988 1,056 0,262 1,626 136 121(5), 93(100), 69(72) 

10 3-octanol 7,38 997 988 nd 0,023 nd 130 101(17), 83(62), 59(100) 

11 2-careno 7,44 1000 1001 nd 0,01 nd 136 121(66), 93(100), 79(37) 

12 octanal 7,52 1004 998 nd nd 0,207 128 84(63), 56(100) 

13 trans-3-hexen-1-ol, acetate 7,54 1005 - nd 0,014 nd 142 82(61), 67(100) 

14 3-careno 7,63 1009 1008 0,655 nd 0,116 136 121(20), 105(14), 93(100), 79(35) 

15 isopentil 2-metilpropanoato 7,74 1015 - nd 0,017 nd 158 101(6), 88(8), 71(100), 55(23) 

16 (+)-4-careno 7,79 1018 - 0,065 nd nd 136 121(87), 105(24), 93(100), 77(33) 

17 para-cimeno 7,95 1026 1020 3,063 0,118 0,026 134 119(100), 117(20), 91(34), 77(7) 

18 limoneno 8,04 1030 1024 2,636 0,259 95,51 136 121(24), 93(81), 79(43), 68(100) 

19 eucaliptol 8,11 1034 1026 20,98 5,309 nd 154 139(52), 108(68), 93(63), 81(100) 

20 trans-beta-ocimeno 8,15 1036 1032 nd 0,013 nd 136 121(8), 105(16) 93(100), 79(40) 

21 cis-beta-ocimeno 8,36 1047 1044 nd 0,801 nd 136 121(14), 93(100), 79(48) 
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22 gama-terpineno 8,61 1059 1054 0,148 0,089 nd 136 121(25), 105(12), 93 (100), 77(38) 

23 cis-linalol oxido 8,86 1072 1067 nd 0,266 nd 170 155(5), 111(40), 94(53), 59(100) 

24 isoterpinoleno 9,15 1087 - 0,202 nd nd 136 121(75), 105(29), 93(100), 79(44) 

25 fenchona 9,23 1091 1083 0,021 nd nd 152 137(2), 109(6), 81(100), 69(44) 

26 linalol 9,47 1103 1095 0,811 63,9 0,483 154 121(22), 93(88), 71(100), 55(65) 

27 hotrienol 9,51 1105 - nd 0,27 nd 152 82(60), 71(100), 67(38) 

28 nonanal 9,52 1106 1100 nd nd 0,035 142 98 (28), 70(41), 57(100) 

29 (+)-cis-verbenol 9,64 1112 1137 0,033 nd nd 152 119(32), 109(54), 91(100), 67(60) 

30 cosmeno 10,00 1131 - nd 0,286 nd 134 119(79), 91(100), 77(32) 

31 cânfora 10,40 1152 1141 23,47 nd nd 152 108(49), 95(100), 81(67), 69(35)  

32 citronelal 10,42 1153 1148 nd 0,036 0,041 154 121(35), 95(67), 69(100) 

33 isoneral 10,59 1162 - nd 0,012 nd 152 119(23), 109(73), 94(77), 67(100) 

34 pinocarvona 10,66 1166 1160 nd 0,058 nd 150 135(37), 108(74), 81(100), 53(97) 

35 isoborneol 10,68 1167 1155 0,488 nd nd 154 121 (14), 110(15), 95(100), 67(17) 

36 beta-terpineol 10,79 1172 1159 0,009 0,056 nd 154 136(50), 121(39), 93(65), 71(100), 

37 borneol 10,85 1176 1165 2,881 nd nd 154 110(16), 95(100), 67(12) 

38 4-terpineol 10,99 1183 - nd 0,123 nd 154 136(16), 111(41), 93(57), 71(100) 

39 dihidrocarvona 11,02 1185 1191 0,011 nd nd 152 137(5), 110(27), 95(100) 

40 para-cimene-8-ol  11,09 1188 - 0,017 nd nd 150 135(100), 91(28), 65(14) 

41 alfa-terpineol 11,26 1197 1140 3,042 0,352 0,064 154 136(39), 121(51), 93(73), 59(100) 

42 gama-terpineol 11,34 1202 1054 0,133 nd nd 154 136(50), 121(100), 93(83), 79(32) 

43 decanal 11,43 1207 1201 nd nd 0,268 156 128(4), 82(50), 57(100) 

44 verbenona 11,49 1210 1204 0,017 nd nd 150 135(65), 107(100), 91(69), 80(60) 

45 cis-geraniol 11,76 1225 1249 nd 0,276 nd 154 121(8), 93(26), 69(100) 
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46 cis-citral 12,02 1239 - nd 0,608 0,028 152 119(13), 109(28), 94(30), 69(100) 

47 carvona 12,16 1247 1239 nd nd 0,078 150 135(5), 82(100), 54(49) 

48 bergamol 12,19 1249 - 0,07 nd nd 196 121(21), 93(100), 80(35) 

49 trans-geraniol 12,21 1250 1249 nd 0,243 nd 154 123(10), 93(21), 69(100) 

50 (+)-mirtenil acetato 13,53 1325 - nd 0,018 nd 194 119(33), 91(100), 79(13) 

51 alfa-cubebeno 13,96 1350 1345 nd 0,042 nd 204 161(75), 119(75), 105(100) 

52 cis-geranil acetate 14,09 1358 - nd 0,027 nd 196 121(21), 93(60), 69(100) 

53 ciclosativeno 14,37 1374 1369 nd 0,01 nd 204 161(74), 119(75), 105(100), 91(59) 

54 copaeno 14,47 1380 1374 nd 0,379 0,026 204 161(82), 119(94), 105(100) 

55 beta-bourboneno 14,62 1389 1387 nd 0,182 nd 204 161(22), 123(62), 105(19), 81(100) 

56 beta-elemeno 14,68 1392 - nd 1,054 nd 204 189(15), 161(88), 105(84), 93(100) 

57 dodecanal 14,97 1410 1408 nd nd 0,027 184 95(43), 82(60), 57(100) 

58 beta-cariofileno 15,22 1426 1417 1,431 4,915 nd 204 189(14), 133(80), 93(100), 79(78) 

59 gama-elemeno 15,33 1433 - nd 4,915 nd 204 189(11), 161(29), 121(100), 93(84) 

60 alfa-cariofileno 15,34 1434 - 0,011 0,834 nd 204 147(18), 121(24), 93(100), 80(33) 

61 beta-trans-fameseno 15,65 1453 - nd 0,798 nd 204 161(12), 133(28), 93(54), 69(100) 

62 aloaromadendreno 15,87 1467 - nd 0,299 nd 204 161(62), 133(64), 105(91), 91(100) 

63 gama-muuroleno 16,08 1480 1478 nd 0,206 nd 204 161(100), 119(62), 105(69)  

64 germacrene D 16,20 1487 1484 nd 6,054 0,015 204 161(100), 119(51), 105(82), 91(62) 

65 trans-nerolidol 17,34 1562 1561 nd 0,134 nd 222 161(16), 121(20), 93(71), 69(100) 

66 óxido de cariofileno 17,76 1589 - 0,13 nd nd 220 149(17), 121(32), 91(86), 79(100) 

67 Não identificados - - - 2,813 8,967 0,526   

tR = Tempo de retenção; nd = não detectado; I.R. = índice de retenção; I.R.Ref = índice de retenção apresentado por Adams (1995). 
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Pelos cromatogramas apresentados na Figura 3.4 para os óleos 

essenciais, conseguimos observar que eles apresentaram uma composição 

química bem diversa entre si. Na Tabela 3.2 esta observação é confirmada.  

Verificamos que o óleo essencial de alecrim possuiu como 

composto majoritário a cânfora (23,47% da área relativa total), seguida do alfa-

pineno (21,16% da área relativa total) e do eucaliptol (20,98% da área relativa 

total). Melito et al. (2019)
90

 indicaram que a composição majoritária deste óleo 

essencial geralmente varia entre as porcentagens de 1,8-cineol, cariofileno, 

cânfora, alfa-pineno e borneol, o que difere um pouco dos compostos 

majoritários destacados em nossa amostra. Este fato pode ser justificado pelo 

fato de que a porcentagem destas moléculas pode variar de acordo com a estação 

em que as folhas de alecrim foram colhidas (perfil sazonal). Em 2022, Rathore 

et al.
91

 demonstraram, por exemplo, que uma maior porcentagem de alfa-pineno 

e cânfora como as detectadas em nossas amostras, podem indicar que as folhas 

de alecrim foram coletadas durante o outono. 

 As moléculas de verbenona, cânfora e eucaliptol podem ser 

correlacionadas com as notas sensoriais cítricas (cheiro fresco e leve), verde 

(nota botânica típica com odor fresco) e fresca (odor limpo, refrescante e novo) 

das folhas de alecrim.
92

 Além disso, a verbenona é um feromônio de insetos, que 

desempenha um papel importante no controle de besouros apresentando também 

propriedades repelentes.
93

  

A erva-cidreira apresentou o linalol como composto majoritário 

(63,90% da área relativa total), seguido do eucaliptol com 5,31% da área relativa 

total. Este resultado difere dos apresentados por Nonato et al. (2022)
94

 em que o 

composto majoritário foi o geraniol. Estes dados demonstram mais uma vez que 

a composição química dos óleos essenciais pode ser influenciada por fatores 

abióticos, como sazonalidade, disponibilidade hídrica, exposição à luz, 

temperatura, estágio de desenvolvimento e estado nutricional da planta, bem 

como por fatores genéticos.  
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Verificamos também que o óleo essencial de erva-cidreira, assim 

como o de alecrim apresentou a molécula de alfa-tujona (Tabela 3.2), uma 

cetona monoterpênica que apresenta toxicidade, efeitos repelentes e dissuasores 

em insetos.
95

   

Na Tabela 3.2 também apresentamos a composição química do óleo 

essencial de laranja. O óleo essencial apresentou o limoneno como composto 

majoritário, apresentado 95,51% da área relativa total. O limoneno além de 

apresentar atividade repelente pode ser associado ao aumento no metabolismo 

de moléculas bioativas quando aplicado em frutos após a colheita.
93,95

 

Observamos também que os óleos essenciais de erva-cidreira e 

laranja possuíam em sua composição a molécula de germacreno D (Tabelas 4 e 

5). Esta molécula pertence a classe dos hidrocarbonetos orgânicos voláteis que 

são produzidos em várias espécies de plantas por suas propriedades 

antimicrobianas e inseticidas. Além disso, também atua como feromônio de 

insetos.
93

 

Uma vez que conhecemos a composição química dos óleos 

essenciais selecionamos as moléculas que serão utilizadas como marcadores 

para avaliarmos a eficiência do preparo das suspensões coloidais nas etapas 

futuras. Para o óleo essencial de alecrim, erva-cidreira e laranja, as moléculas 

marcadoras selecionadas foram a cânfora, o linalol e o limoneno, 

respectivamente. 

 

3.3.2 Avaliação dos biopolímeros para o encapsulamento dos óleos 

essenciais 

Em busca da metodologia para o encapsulamento dos óleos 

essenciais, nós preparamos uma mistura contendo os três óleos na proporção de 

1:1:1. Embora trabalhar com a mistura torne a nossa amostra mais complexa e 

possa suprimir respostas individuais das moléculas presentes, planejar o 

experimento baseado na mistura dos óleos diminui a quantidade de 



 

48 

 

experimentos sendo também de nosso interesse para avaliar o efeito 

bioestimulante sinérgico nas plantas de tomate. Na Tabela 3.3 apresentamos os 

experimentos propostos pelo planejamento experimental e as respostas 

correspondentes obtidas utilizando amido de mandioca nativo e modificado para 

o encapsulamento dos óleos essenciais. 

 

TABELA 3.3. Representação da matriz do planejamento fatorial com os níveis 

codificados e as respostas obtidas em função da recuperação de 

limoneno, linalol, cânfora utilizando amido de mandioca nativo 

e modificado. 

 
Variáveis 

Recuperação (%) 

Amido nativo Amido modificado 

A B Limoneno Cânfora Linalol Limoneno Cânfora Linalol 

1 +1 (1,80) +1 (600) 49,0 13,6 34,4 64,5 16,8 44,5 

2 -1 (0,180) +1 (600) 35,1 11,0 27,0 62,1 12,8 30,5 

3 +1 (1,80) -1 (0) 15,0 7,10 12,3 16,6 8,90 14,8 

4 -1 (0,180) -1(0) 7,60 6,10 8,70 10,3 8,10 15,3 

5 0 (0,810) 0 (300) 23,1 8,10 17,0 37,1 13,0 32,1 

6 0 (0,810) 0(300) 29,0 8,80 20,0 32,0 9,60 21,7 

7 0 (0,810) 0(300) 27,4 9,20 16,3 37,7 11,5 28,1 

8 0 (0,810) 0(300) 27,1 8,80 19,3 30,3 9,90 23,1 

A = Concentração do biopolímero; B = Concentração do surfactante; -1 = nível inferior e +1 = nível 

superior das variáveis avaliadas. 

 

Podemos verificar que a recuperação dos óleos essenciais variou de 

6 a 49% para o amido nativo e de 8 a 64% para o amido modificado. Quando o 

amido extraído da mandioca é aquecido em presença de excesso de água e com 

temperaturas acima de 70ºC, os seus grânulos sofrem mudanças estruturais 

envolvendo a ruptura das ligações de hidrogênio, responsáveis pela estabilização 

da estrutura cristalina interna do grânulo. Ao continuar o aquecimento, a região 

cristalina se desfaz e a água entra no grânulo forçando este a se romper.
76
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Amidos quimicamente modificados com ácido, como o que utilizamos neste 

estudo, possuem grânulos que devido ao processo de hidrólise ácida se 

desintegram com mais facilidade durante o aquecimento com a água e podem 

formar géis mais reforçados e menos viscosos e, por isso, podem apresentar 

maior retenção dos óleos essenciais após o resfriamento do amido.
76

 

Na Tabela 3.3 verificamos também que, independentemente do 

biopolímero utilizado, ocorreu uma maior recuperação para o óleo essencial de 

laranja (padrão limoneno), seguido pelo óleo de erva-cidreira (padrão linalol) e 

com uma menor recuperação para o óleo de alecrim (padrão cânfora). Embora 

os terpenos tenham baixa solubilidade em meio aquoso, se considerarmos a 

faixa de solubilidade dos terpenos majoritários das moléculas em estudo, o 

linalol possui solubilidade aquosa experimental maior que a cânfora, além de 

possuir um grupo hidroxila (Figura 3.6) que pode auxiliar na estabilização das 

suspensões coloidais.
96

  

Em relação ao limoneno, apesar desta molécula ser mais 

hidrofóbica em comparação com o linalol
97

, sua maior recuperação em 

comparação com os outros óleos pode ter relação ao fato de que o óleo essencial 

de laranja foi obtido pela prensagem do bagaço da laranja e, além de apresentar 

resíduos de água, possui pigmentos (Figura 3.6) e proteínas que podem ter 

auxiliado no processo de encapsulamento. Os óleos essenciais de alecrim e 

cânfora, por outro lado, foram obtidos por arraste a vapor o que diminui a 

possibilidade de apresentarem resíduos de moléculas não voláteis em 

comparação com a prensagem à frio.  

A partir dos resultados de recuperação dos óleos essenciais obtidos, 

calculamos os efeitos de cada variável independente utilizando os dados da 

Tabela 3.3, conforme observamos na Figura 3.7. 
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Óleo essencial de alecrim Óleo essencial de laranja
Óleo essencial de erva 

cidreira

Cânfora Limoneno Linalol
 

FIGURA 3.6. Estrutura dos marcadores químicos dos óleos essenciais e 

visualização da coloração dos óleos essenciais utilizados.  
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FIGURA 3.7. Representação dos efeitos das variáveis investigadas sobre o 

encapsulamento dos óleos essenciais de laranja, erva-cidreira e 

alecrim utilizando (a, b) amido nativo e (c, d) amido 

modificado. 
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Verificamos que para ambos os biopolímeros, apenas a 

concentração do surfactante apresentou efeito positivo significativo (superiores a 

10%) sobre o processo (Figura 3.7). 

O efeito positivo da adição do surfactante, para ambos os 

biopolímeros utilizados, indica que a sua incorporação auxiliou na maior 

retenção dos óleos essenciais durante o processo de encapsulamento. Os 

surfactantes auxiliam o processo diminuindo a energia livre necessária para a 

formação das suspensões coloidais (processo não espontâneo), diminuindo a 

tensão na interface óleo e água.
98

 Baranauskaite et al. (2021) também 

demonstraram que o aumento na concentração do polissorbato
®
80 além de 

favorecer a retenção do óleo essencial de orégano, tornou as emulsões mais 

viscosas.
99

 Os dados sobre a viscosidade obtidos para os nossos experimentos 

estão apresentados na Figura 3.8. 

Verificamos que o uso do amido com estrutura modificada 

proporcionou suspensões coloidais menos viscosas. Esta é uma característica 

esperada para amidos modificados por hidrólise ácida, uma vez que as 

modificações químicas podem alternar a estrutura cristalina e promover 

dissociação na dupla hélice de cadeias paralelas formadas pela amilose e 

amilipectina.
76

 Alterações na estrutura cristalina do amido acarretam em 

alterações em suas propriedades físico-químicas, incluindo a viscosidade.
100

 

Na Figura 3.8 também observamos que o aumento na concentração 

do biopolímero interferiu proporcionalmente na viscosidade (experimentos 1 e 

3). Estes experimentos foram os únicos a apresentar estabilidade após 2 h do 

preparo (ou seja, não ocorreu separação de fases). Apesar do resultado positivo, 

o aumento na concentração do biopolímero pode interferir no processo de 

homogeneização, pelo aumento na viscosidade do sistema, e reduzir a eficiência 

da homogeneização entre o biopolímero e o ativo, reduzindo a eficiência do 

processo de encapsulamento
101

, mas estes efeitos não foram observados em 

nosso estudo.   
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FIGURA 3.8. Avaliação da viscosidade para os experimentos de 1 a 8 

propostos pelo planejamento fatorial utilizando amido e 

amido modificado. O sinal (-) indica que há a manutenção 

da estabilidade e o sinal (+) indica que há formação de 

fases após 12h do preparo das suspensões coloidais. 

 

Com base nos resultados apresentados, definimos que o amido de 

mandioca modificado apresentou resultados mais relevantes para o 

encapsulamento dos óleos essenciais uma vez que apresentou maior recuperação 

dos óleos essenciais. Entretanto, para tornar o processo viável buscamos 

recuperações de pelo menos 70% para todos os ativos e sistemas que 

mantenham a estabilidade.  

Algumas alternativas para promover o aumento na recuperação dos 

óleos essenciais seriam aumentar a concentração do biopolímero e do 

surfactante. Entretanto, como discutimos anteriormente, uma maior 

concentração do biopolímero pode aumentar a viscosidade do sistema, 

diminuindo a eficiência do processo. Pensando nisso, optamos por adicionar à 

suspensão coloidal moléculas adjuvantes. Neste estudo, consideramos como 

adjuvantes materiais que podem ser adicionados à suspensão coloidal para 

melhorar a recuperação dos ativos, favorecer a vida útil e as características de 

desempenho dos produtos. 
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Nós selecionamos a lignina extraída de eucalipto, o resíduo da 

casca de banana e da polpa e casca de pequi como potenciais adjuvantes.  

A lignina é um sub produto da indústria da celulose, pois é um dos 

componentes da parede celular da madeira e também das plantas.
102

 Sua 

estrutura aromática com uma diversidade de grupos funcionais permitem a sua 

incorporação em vários processos, como a produção de biopolímeros.
102,103

 Savy 

et al. (2017) de mostraram que além da ação como biopolímero, o extrato 

aquoso de ligninas isoladas de árvores de junco gigante podem atuar como 

estimulantes vegetais em sementes de tomate, com efeitos semelhantes às 

giberelinas.
104

 

As cascas de banana também apresentam potencial para serem 

utilizadas como filmes biodegradáveis devido a sua composição polimérica, 

como as moléculas de pectina e de amido.
105

 Assim, a reciclagem destes 

resíduos proporciona uma variedade de subprodutos, que são fonte de matérias-

primas extremamente importantes para outros setores. Por exemplo, Sogani et 

al. (2023) demonstraram que as cascas de banana podem atuar como fertilizantes 

pelo elevado teor de nutrientes, mas também auxiliam na germinação de grama 

preta atuando como bioestimulante vegetal.
106

 

O último material avaliado como adjuvante foi o resíduo da casca e 

polpa de pequi (Figura 3.9). O pequi (Caryocar brasiliense Camb) é um fruto 

típico do cerrado brasileiro com elevado teor de riboflavina, tiamina, pró-

vitamina A e óleo vegetal.
107

 Como podemos observar na Figura 3.9, a porção 

consumida do fruto (mesocarpo interno) representa apenas 8,5% do fruto 

inteiro.
108

 O mesocarpo externo que consiste em 76% do fruto inteiro é 

normalmente descartado durante o processamento do fruto
109

, embora tenha 

potencial para utilização em diversas aplicações, devido a seu conteúdo de 

fibras, carboidratos
110

, compostos fenólicos, carotenoides
111

 e pectina
112

. Até 

onde sabemos, não localizamos na literatura dados que indicam o potencial do 

resíduo do pequi como bioestimulante vegetal. 
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Mesocarpo 

externo

Mesocarpo 

interno  

FIGURA 3. 9. Representação do fruto do pequi aberto e fechado, 

com destaque para o mesocarpo interno e externo. 

 

Além de todas as vantagens já apresentadas para a utilização da 

lignina e dos resíduos de banana e pequi pela variedade de componentes que 

podem ser adicionados ao sistema coloidal, nós também realizamos uma análise 

dos macros e micronutrientes presentes nas amostras de lignina, casca de banana 

e casca e polpa de pequi. Afinal, a aplicação final do nosso produto será como 

bioestimulante vegetal. Os dados obtidos estão apresentados na Tabela 3.4. 

Também realizamos uma comparação com os macros e micronutrientes 

presentes nas amostras de amido nativo e modificado. 

É interessante observar que, com exceção do cobre, a combinação 

dos três adjuvantes pode fornecer para as suspensões coloidais além dos 

metabólitos mencionados anteriormente, teores de macros e micronutrientes que 

são essenciais para o desenvolvimento das plantas.
113

  

Vale destacar também que cada adjuvante fornecerá um nutriente 

majoritário. Assim, a casca de banana fornecerá o maior teor de fósforo (46321 

mg Kg
-1

), o resíduo de pequi fornecerá o maior conteúdo de magnésio (688,4 mg 

Kg
-1

), e a lignina o maior teor de ferro (158,9 mg Kg
-1

). Além disso, também 

verificamos que os amidos contém resíduos de alguns macronutrientes como 

potássio, cálcio, enxofre e magnésio que possuem importantes funções 

fisiológicas no metabolismo das plantas, como a regulação enzimática, síntese 
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de proteínas, estabilização da membrana celular e a participação nos processos 

fotossintéticos.
113

 

 

TABELA 3.4. Teor de macro e micronutrientes nas amostras de lignina, casca 

de banana, casca e polpa de pequi, amido nativo e modificado. 

 

 

Macronutrientes 

mg Kg
-1

 

 

Casca de 

Banana 

 

Casca de 

Pequi 

 

Lignina de 

Eucalipto 

 

Amido 

ativo 

 

Amido 

modificado 

Nitrogênio 2965 912 392 <LQ <LQ 

Potássio 46321 5245 324,7 46,5 66,5 

Fósforo 1545 417,1 <LQ <LQ <LQ 

Cálcio 3258 970,6 80,8 388,6 258 

Enxofre 532,5 291,4 12,8 12,3 14,8 

Magnésio 38,1 688,4 38,1 13,8 24,5 

Micronutrientes 
     

Boro 14,1 14,4 24,2 <LQ <LQ 

Cloro 16,7 8,2 <LQ 5,00 <LQ 

Cobre <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 

Ferro 33,4 24,4 158,9 <LQ <LQ 

Mangânes 38,1 29,7 <LQ <LQ <LQ 

Molibdênio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 

Zinco 27,1 12,5 <LQ <LQ <LQ 

LQ = Limite de quantificação.  

 

Com base em todos os dados apresentados, novas formulações 

foram preparadas utilizando apenas o amido modificado de acordo com o 

protocolo apresentado na Figura 3.2 com algumas modificações. Desta vez, 
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junto ao amido modificado (1,80 g) foram adicionados 25 mg de cada adjuvante. 

O conteúdo foi solubilizado em 60 mL de água deionizada em Erlenmeyer (125 

mL) e seguimos o procedimento como descrito na seção 3.2.5 Sínteses das 

suspensões coloidais).  Para esta etapa, utilizamos polissorbato
®
80 em três 

diferentes teores (1,0; 2,5 e 5,0% m v
-1

). Após o preparo das suspensões 

coloidais, realizamos a quantificação dos ativos e os resultados obtidos estão 

apresentados na Tabela 3.5. 

 

TABELA 3.5. Resultados obtidos para separação de fases e recuperação dos 

ativos após a incorporação dos adjuvantes às formulações 

contendo 1,0; 2,5 e 5,0 de polissorbato. 

Polissorbato
®
80 

% (m v
-1

) 

Separação de Fases Recuperação (%) 

7 dias % volume Limoneno Cânfora Linalol 

1,0 + 89% 30,0(±2,4) 23,8(±0,8) 23,9(±3,1) 

2,5 + 98% 48,7(±2,9) 41,4(±0,5) 42,5(±1,7) 

5,0 - 100% 89,8 (±9,6) 86,6(±1,0) 91,5(±2,9) 

O sinal (-) indica que há a manutenção da estabilidade e o sinal (+) indica que há a formação de fases. 

 

Verificamos que a incorporação dos adjuvantes promoveu 

recuperações dos ativos superiores 85%. Além disso, observamos que ao 

utilizarmos polissorbato
®
80 a 5% (m v

-1
) a suspensão coloidal manteve sua 

estabilidade após 168 h da síntese. Assim, as formulações preparadas contendo 

uma maior porcentagem de surfactante e com a incorporação dos adjuvantes 

foram selecionadas para as próximas etapas deste estudo. 

3.3.3 Caracterização microestrutural 

A morfologia das suspensões coloidais foi observada por meio de 

microscopia óptica, como apresentado na Figura 3.10.  
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FIGURA 3.10. Imagens ópticas das suspensões coloidais preparas com a mistura 

dos óleos essenciais de alecrim, erva-cidreira e laranja na 

proporção 1:1:1. As setas vermelhas apontam para micro 

gotículas (b). 

 

Verificamos a coloração azul nas imagens que está relacionada ao 

complexo formado entre as moléculas de amilose e o iodo. Já o tom arroxeado 

está relacionado ao complexo do iodo com as moléculas de amilopectina. Nas 

Figuras 3.10a, 3.10b e 3.10c podemos verificar que com o processo de 

gelatinização do amido há a formação de uma rede contínua ao invés da 
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formação de grânulos de amido. Este processo pode ser consequência do 

processo de gelatinização do amido em que há a liberação de moléculas de 

amilose da rede cristalina durante o processo de aquecimento, ocasionando na 

aparência de espalhamento do biopolímero ao invés de verificarmos a formação 

de grânulos de amido.
86

 

Verificamos também que as suspensões coloidais apresentaram 

forma aproximadamente esférica com distribuição das gotículas por todo o 

volume analisado. As Figuras 3.10b, 3.10d, 3.10e e 3.10f também indicam que 

há uma distribuição heterogênea do tamanho das gotículas. Estas características 

foram melhor visualizadas por Microscopia Eletrônica de Varredura. As 

imagens podem ser verificadas na Figura 3.11. 

As micrografias apresentas na Figura 3.11 confirmaram que as 

gotículas da mistura dos óleos essenciais foram encapsuladas individualmente 

com formato aproximadamente esférico, embora variações de tamanho sejam 

evidentes. As micropartículas apresentaram pico de frequência inferior a 18,0 

μm. Além disso, mais de 70% das partículas apresentaram tamanhos entre 10 e 

25 μm. Esta variação na distribuição do tamanho das partículas pode ser 

relacionada a força centrífuga do homogeneizador, uma vez que em distâncias 

maiores do centro (que seria a barra magnética) são geradas gotículas maiores 

devido às forças menores exercidas sobre as gotículas dos óleos.
114

 

Também foi possível observar que elas eram multinucleadas 

(Figura 3.11e). Os defeitos superficiais, incluindo poros e saliências encontrados 

são resultados da secagem irregular e evaporação do líquido da emulsão das 

suspensões coloidais durante o processo de perda da água
115

 após a aplicação 

das suspensões coloidais na fita dupla face de carbono para o preparo dos stubs. 
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FIGURA 3.11. Imagens de microscopia eletrônica das suspensões coloidais 

preparas com a mistura dos óleos essenciais de alecrim, erva-

cidreira e laranja na proporção 1:1:1. As figuras (a), (c) e (e) 

foram obtidas utilizando detector SE (secondary electrons), 

difenciando as amostras em função da topografia e as figuras 

(b) e (d) detector BSE (backscattered electrons), diferenciando 

as amostras em função da composição química. 
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3.3.4 Estabilidade térmica dos óleos essenciais em suspensão coloidal 

A análise termogravimétrica (TGA) nos permitiu avaliar a 

estabilidade térmica das suspensões coloidais contendo os óleos essenciais 

(Apêndice A). Na Tabela 3.6 resumimos os dados obtidos para cada amostra 

analisada. Observamos curvas não-isotérmicas de decomposição com perda de 

massa em três estágios para o biopolímero e óleos essenciais puros e curvas com 

quatro estágios para as suspensões coloidais (Tabela 3.6).  

O primeiro estágio corresponde a perda de água, que corresponde à 

aproximadamente 77% do teor de massa de todas as amostras analisadas.
115

 O 

segundo estágio está relacionado a decomposição térmica da molécula de amido 

para as amostras contendo apenas o biopolímero e a degradação térmica das 

moléculas contidos nos óleos essenciais, considerando as amostras que tinham 

os óleos essenciais puros.
116

 

Para os resultados da TGA das suspensões coloidais, consideramos 

que o segundo estágio em que há um aumento de massa, pode ser um artefato da 

análise não diretamente relacionado a amostra. Nas temperaturas mais altas, a 

linha de base do TGA indicou um aparente ganho de peso. Este fato foi 

previamente descrito
 

por Zainal et al. (2021) e pode estar relacionado à 

flutuabilidade do gás presente no recipiente. À medida que a temperatura 

aumenta, o gás que envolve o recipiente da amostra sofre alterações na 

densidade, ocasionando em mudanças na massa que pode ser erroneamente 

atribuída à amostra (de acordo com o princípio de Arquimedes).
117

 

Os últimos estágios de degradação podem ser relacionados à 

evaporação da água ligada as moléculas de amido e também a degradação do 

biopolímero e surfactante. Observamos também ganhos de estabilidade térmica 

nos óleos essenciais após o preparo das suspensões coloidais conforme indicado 

pela segunda perda de peso relacionada à evaporação dos constituintes voláteis 

mudando para temperaturas mais altas (superiores à 200°C).
116

 Isto pode estar 
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relacionado as propriedades do biopolímero que pode reduzir a taxa de 

transferência de calor no sistema coloidal.
118 

 

TABELA 3.6. Resumo dos dados obtidos para as análises de TGA. 

Amostra 
Faixa de 

temperatura (ºC) 

Perda de 

massa (%) 

Resíduo à 

800 ºC 

Biopolímero 

28 a 130 97,2 

0,58 130 a 400 1,84 

400 a 800 0,36 

OE alecrim  

(suspensão coloidal) 

28 a 140 96,0 

0,00 
140 a 210 1,84 

210 a 450 4,45 

450 a 800 1,37 

OE alecrim  

(livre) 

30 a 140 95,6 

0,00 140 a 400 3,63 

400 a 800 0,77 

OE erva cidreira  

(suspensão coloidal) 

34 a 180 92,1 

0,22 
180 a 230 1,30 

230 a 450 5,54 

450 a 800 3,39 

OE erva cidreira  

(livre) 

28 a 140 96,6 0,00 

140 a 400 2,85 

400 a 800 0,58 

OE laranja  

(suspensão coloidal) 

23 a 150 94,8 0,01 

150 a 400 3,96 

400 a 800 1,26 

OE laranja  

(livre) 

31 a 140 96,4 0,32 

140 a 400 2,73 

400 a 800 0,52 

OE mistura 

(suspensão coloidal) 

28 a 150 92,7 0,10 

150 a 220 0,55 

220 a 400 4,64 

400 a 800 3,14 

OE mistura  

(livre) 

22 a 130 96,2 1,04 

130 a 400 2,42 

400 a 800 0,36 
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3.3.5 Estudos da cinética de liberação em solo 

 Os dados obtidos nos estudos de liberação das suspensões coloidais 

e para os óleos emulsionados em água estão apresentados na Figura 3.12. 

Podemos verificar que o preparo das suspensões coloidais aumentou a  retenção 

de todos os óleos essenciais no solo, quando mantidos à 40°C.  
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FIGURA 3.12. Curvas do monitoramento da concentração da 

cânfora, limoneno e linalol presente nas 

suspensões coloidais individuais (a) e na mistura 

dos óleos essenciais (b). 

 

Observamos que após quatro horas, as suspensões coloidais ainda 

continham pelo menos 50% do teor inicial de cada óleo essencial, quando 

avaliamos as formulações contenho os óleos individuais (Figura 3.12.a). Por 

outro lado, quando avaliamos os óleos essenciais emulsionados em água e 

polissorbato
®
80, verificamos que mais de 75% do teor havia sido liberado para o 
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ambiente após 4 h do experimento. Portanto, estes dados sugerem que o amido 

modificado atuou como um material de parede, promovendo uma maior 

proteção ao material de núcleo volátil, diminuindo a influência da temperatura 

nas suspensões coloidais. 

Na Figura 3.12b apresentamos a curva de liberação obtida para a 

suspensão coloidal contendo a mistura dos óleos essenciais. Verificamos que 

esta combinação torna a amostra mais complexa e, neste contexto, a volatilidade 

de cada molécula bioativa é determinante para a cinética de liberação. Após as 

primeiras duas horas iniciais, verificamos uma taxa de liberação maior para o 

limoneno (maior volatilidade), seguido pela liberação das moléculas de cânfora 

e linalol. 

Para a avaliação dos mecanismos de liberação dos óleos essenciais 

nas suspensões coloidais, analisamos os coeficientes de determinação para 

diferentes modelos cinéticos (Tabela 3.7). Descobrimos que os valores dos 

coeficientes de determinação mostraram que o modelo matemático de 

Korsmeyer-Peppas descreveu melhor a relação entre a liberação dos óleos 

essenciais nas suspensões coloidais com coeficientes de determinação (r
2
) mais 

próximos de 1.  

Nestes casos, os valores do expoente difusional (n) foram utilizados 

para descrever o mecanismo de liberação (Tabela 3.7). Por exemplo, o valor de 

n = 0,46 para a suspensão coloidal contendo óleo essencial de alecrim (0,43 < n 

< 0,85) indica que a taxa de liberação dos seus constituintes corresponde a 

fenômenos não-Fickianos ou anômalos, envolvendo uma cinética de primeira 

ordem em que a liberação do óleo essencial de alecrim depende 

simultaneamente dos fenômenos de inchaço das gotículas internas e da difusão 

do biopolímero. Os valore de n superiores à 0,85 obtidos para as suspensões 

coloidais contendo o óleo de laranja e a mistura dos três óleos indica  que o 

processo de relaxamento das macromoléculas do biopolímero que controla a 

taxa de liberação dos óleos essenciais. Este processo também rege a cinética de 
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liberação de ordem zero que foi o melhor modelo para descrever o mecanismo 

de liberação das suspensões coloidais contendo o óleo essencial de erva-

cidreira.
119–121

 

 

TABELA 3.7. Parâmetros cinéticos de liberação dos óleos essenciais de alecrim, 

erva-cidreira e laranja livres e em suspensão coloidal. 

Amostra 

Coeficiente de determinação (r
2
)  

Ordem 

zero 

Primeira 

ordem 

Higuchi Korsmeyer 

Peppas 

n 

OE alecrim 0,91 0,97 0,99 0,99 0,46 

OE erva-cidreira 0,95 0,91 0,87 0,85 0,82 

OE laranja 0,94 0,83 0,91 0,99 1,30 

Mistura 

Cânfora 0,99 0,97 0,94 0,99 0,97 

Linalol 0,99 0,95 0,94 0,99 0,95 

Limoneno 0,90 0,89 0,74 0,97 3,32 

OE = óleo essencial. n = coeficiente difusional. 

 

3.3.6 Quantificação e qualificação analítica 

Para avaliarmos o desempenho do método desenvolvido para a 

obtenção das suspensões coloidais e a quantificação dos ativos e garantirmos a 

sua confiabilidade, realizamos a investigação da seletividade, limite de detecção, 

limite de quantificação, linearidade, precisão e exatidão. 

 

3.3.6.1 Seletividade 

Para avaliar a seletividade do método de encapsulamento, extração 

e análise por cromatografia gasosa dos óleos essenciais comparamos os 

cromatogramas do extrato obtido na análise da matriz de amido nativo e amido 

modificado isentas dos óleos essenciais (Figura 3.13a e 3.13b) com o extrato da 

amostra fortificada com os óleos essenciais (Figura 3.13c). 
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FIGURA 3.13. Representação do cromatograma do extrato da matriz de (a) 

amido e (b) amido modificado isentas dos óleos essenciais e (c) 

fortificadas com 1 mg L
-1

 de cânfora, limoneno e linalol na 

matriz de amido nativo e amido modificado (tR = 5,4 min: 

limoneno, tR = 9,6 min: cânfora, tR = 10,0 min: linalol e tR = 

16,3 min: padrão interno).  
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Constatamos que as amostras de amido nativo e amido modificado, 

apesar de possuírem uma composição complexa, não apresentaram interferentes 

nos mesmos tempos de retenção da cânfora, limoneno e linalol ou do padrão 

interno, pois estes biopolímeros não possuíam compostos voláteis nas condições 

de análise utilizadas. 

A seletividade baseia-se na capacidade de um método em 

quantificar com precisão o analito na presença de todos os outros componentes 

potenciais na amostra.
122

 Portanto, a etapa de preparo de amostra se torna 

determinante para a eliminação de interferências da matriz que poderiam 

influenciar a identificação do analito.
123

 Neste trabalho, utilizamos a técnica de 

headspace para a extração dos óleos essenciais em suspensão coloidal que 

também é considerada como uma técnica de clean-up por garantir que em uma 

dada matriz, apenas as substâncias voláteis serão extraídas e analisadas.
124

 

Dessa forma, o método desenvolvido neste estudo mostrou-se 

seletivo, pois não apresentou interferentes da matriz no mesmo tempo de 

retenção da cânfora, limoneno e linalol. Também se mostrou confiável para a 

análise dos analitos uma vez que produziu diferentes respostas analíticas para 

diferentes substâncias, possibilitando distinguir a resposta dos analitos de 

interesse das outras respostas produzidas por componentes da matriz 

(biopolímeros).
125

 

 

3.3.6.2 Linearidade da resposta do detector, LOD e LOQ 

Matrizes complexas podem alterar a resposta do analito em análises 

cromatográficas.
126

 Componentes da matriz, como metabólitos secundários, 

impurezas ou produtos de degradação, coeluem ou podem coeluir junto ao 

analito interferindo no sinal analítico como, por exemplo, na ionização do 

analito.
127

 Além disso, a matriz pode possuir substâncias quelantes que 

indisponibilizam o composto ou componentes não voláteis que se acumulam no 

sistema cromatográfico originando novos sítios ativos.
128
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O efeito de matriz pode ser positivo ou negativo, aumentando ou 

suprimindo o sinal analítico.
127

 Contudo, independente do efeito provocado, o 

efeito de matriz prejudica parâmetros analíticos de validação, pois resulta em 

altas (>100 %) ou baixas taxas de recuperação do analito, interferindo na 

exatidão e gerando imprecisão dos resultados.
127

 

Baseados nisso e, considerando que temos trabalhado com 

metodologias para o encapsulamento de óleos essenciais há alguns anos
129,130

, 

optamos por construir as curvas de calibração utilizando extratos de matriz, 

aumentando a confiabilidade dos resultados e reduzindo a quantidade de 

experimentos. Dessa forma, as curvas de calibração foram preparadas utilizando 

extrato da matriz (amido nativo e modificado solubilizado em acetona, como 

descrito na seção 3.2.6 Qualificação analítica) nas concentrações de 5,0010
-2

 a 

5,00 mg L
-1

 contendo 5,0010
-1 

mg L
-1

 do padrão interno. 

Assim, a linearidade do método proposto foi avaliada em função 

das curvas de calibração preparadas na matriz biopolimérica (Figura 3.14). Foi 

utilizado o método de padronização interna, relacionando-se a concentração dos 

analitos com a razão das áreas (área do analito/área do padrão interno). As 

equações de regressão, os valores dos coeficientes de correlação determinados e 

a relação entre os coeficientes lineares e angulares estão apresentados na Tabela 

3.8. 
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FIGURA 3.14. Curvas analíticas preparadas em extrato da matriz para a cânfora 

(a), linalol (b) e limoneno (c). 
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TABELA 3.8. Equações das retas e os respectivos coeficientes de determinação 

obtidos para as curvas de calibração, valores de LOD e LOQ. 

Analito Equação r
2
 

LOD LOQ 

mg L
-1

 

Cânfora y = 5,35.x – 0,581 0,998 1,0010
-3

 15,010
-3

 

Linalol y = 4,96.x – 0,538 0,998 2,0010
-3

 18,010
-3

 

Limoneno y = 4,97.x – 0,298 0,999 2,0010
-3

 18,0 10
-3

 

r
2
 = coeficiente de determinação; LOD = limite de detecção; LOQ = limite de quantificação. 

 

As curvas de calibração foram lineares e cobriram uma faixa de 

5,0010
-2

 a 5,00 mg L
-1

 com coeficientes de determinação (r
2
) maiores que 0,99 

independente dos efeitos matriciais, indicando uma correlação entre a área dos 

picos dos analitos e a sua concentração, evidenciando um ajuste superior a 99% 

no modelo.
131

 A análise de variância (ANOVA) e os gráficos dos resíduos das 

amostras da curva de calibração em relação à regressão ajustada são 

apresentados no Apêndice B. 

Os valores de LOD e LOQ relacionam-se com o desempenho do 

método qualificado.
122

 O limite de detecção (LOD) para métodos 

cromatográficos representa a menor quantidade da substância estudada que pode 

ser diferenciada do ruído do equipamento com segurança. Entretanto, o LOD 

não implica que o analito seja quantificável.
132

 O limite de quantificação (LOQ) 

é a menor quantidade do analito que pode ser quantificada com exatidão. 

Os resultados encontrados estão apresentados na Tabela 3.8. A 

sensibilidade e linearidade do método também foram demonstradas pelos baixos 

valores do LOD obtidos, que foram significativamente inferiores ao mínimo 

necessário estabelecido na faixa de trabalho da curva de quantificação, para o 

controle de qualidade das suspensões coloidais carregadas com cânfora, linalol e 

limoneno. 
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3.3.6.3 Precisão e exatidão 

A precisão foi avaliada em termos de repetitividade dos resultados. 

Assim, realizou-se cálculo da estimativa do coeficiente de variação (CV) de sete 

repetições do procedimento otimizado de encapsulamento, extração por 

headspace e quantificação por CG-DIC. Os coeficientes de variação (CV%) 

obtidos para as sete repetições na concentração de 3,00 mg L
-1

 foram inferiores à 

3% para todas as amostras (Tabela 3.9). 

 

TABELA 3.9. Acurácia (%A) e coeficiente de variação (CV%). 

Concentração 

mg L
-1

 

Acurácia (%A) (CV%) 

Cânfora Linalol Limoneno 

6,00×10
-2a

 97,6 (6,89) 93,1 (5,72) 102 (8,23) 

2,00
a
 89,0 (3,33) 91,8 (2,99) 101 (2,78) 

3,00
b
 99,9 (2,31) 98,0 (2,04) 101 (1,27) 

a = média de três repetições; b = média de sete repetições; CV% = coeficiente de 

variação. 

 

Estes resultados demonstraram a repetitividade do método, uma vez 

que os coeficientes de variação se encontraram abaixo do limite máximo aceito 

para amostras complexas, em que são aceitáveis CV% de até 20% para amostras 

complexas, como por exemplo, amostras contendo extrato de amido. Valores de 

CV% < 20% indicam uma baixa influência de erros aleatórios nos resultados 

obtidos.
133

  

A exatidão do procedimento para o preparo de suspensões coloidais 

contendo óleos essenciais e extração por headspace foi avaliada realizando 

ensaios de recuperação, em que a porcentagem de extração foi calculada 

adicionando a cânfora, linalol e limoneno em concentrações superiores ao limite 

de quantificação (LOQ) sendo elas 6,00×10
-2

; 2,00 e 3,00 mg L
-1

. Assim, os 
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ensaios de recuperação foram realizados extraindo as moléculas bioativas após a 

fortificação do extrato da matriz de amido.  

Os resultados obtidos para a extração dos ativos, bem como os seus 

coeficientes de variação estão representados na Tabela 3.9. Os resultados 

apresentados na Tabela 3.9 indicam uma concordância entre os valores 

experimentais e teóricos e demonstram uma baixa influência de erros 

sistemáticos.  

 

3.4 Conclusões 
 

Na primeira etapa deste estudo, caracterizamos os óleos essenciais 

de alecrim, erva-cidreira e laranja e demonstramos a diversidade da sua 

composição química. Ficou evidente uma diferença na composição química que 

pode também promover diferentes respostas biológicas.  

Demonstramos que as suspensões coloidais contendo os óleos 

essenciais de alecrim, erva-cidreira e laranja foram obtidas com sucesso. O 

planejamento fatorial indicou que a principal variável que deveria ser controlada 

para obter a melhor recuperação dos óleos essenciais foi a concentração do 

surfactante (polissorbato
®
80).  

Trabalhando nas condições otimizadas e incorporando a lignina e os 

resíduos de banana e pequi, concluímos que é possível preparar suspensões 

coloidais contendo amido modificado como biopolímero obtendo valores de 

recuperação dos COVs superiores a 85%. Foi possível prepararmos formulações 

com morfologia microesférica, com tamanho médio de partícula inferior a 18 

µm com teor dos óleos essenciais superiores à 85% (v v
-1

) após o preparo das 

suspensões coloidais. 

O desenvolvimento e validação do método de quantificação foram 

compatíveis com as características intrínsecas dos óleos essenciais e dos 

biopolímeros. Os efeitos da matriz foram abordados usando curvas de calibração 
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correspondentes à matriz. Com isso, o método analítico foi qualificado, 

apresentando linearidade, seletividade, precisão e exatidão para a análise 

quantitativa da cânfora, linalol e limoneno. Além disso, o método analítico 

apresentou vantagens como a simplicidade operacional.  

A estabilidade térmica e o mecanismo de liberação controlada nas 

suspensões coloidais foram semelhantes, independente do óleo essencial 

utilizado ou da mistura dos óleos. Os mecanismos de liberação mostraram que a 

liberação dos óleos essenciais depende principalmente do transporte difusional e 

das propriedades relaxantes da cadeia do biopolímero.  

Os dados apresentados nesta seção incluem o primeiro passo no 

desenvolvimento de sistemas de entrega controlada para a liberação lenta de 

produtos contendo os óleos essenciais de alecrim, erva-cidreira e laranja. Esses 

produtos foram utilizados na última seção deste estudo avaliando-se suas 

potenciais aplicações como bioestimulantes vegetais em plantas de tomate. 
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4 Métodos analíticos para a análise de amostras 

vegetais: preparo de amostras e análises constitutivas 

 

 

 

4.1 Introdução 
 

Para o estudo de moléculas com ação bioestimulante, uma etapa 

crucial é a investigação sobre os seus mecanismos de ação sob as plantas.
53

 Há 

evidências de que os bioestimulantes podem aumentar a resistência das plantas 

aos estresses ambientais afetando a resposta constitutiva e os mecanismos 

moleculares de priming.
134

 Neste contexto, a metabolômica é o método 

adequado para analisar as moléculas relacionadas as respostas das plantas sob a 

ação de estimulantes vegetais. 
135

 

A caracterização da diversidade química envolve uma variedade de 

etapas antes de chegar à análise metabolômica (Figura 4.1)
53

. O desenho do 
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estudo é essencial para a obtenção de dados de alta qualidade. Esta etapa 

associada ao preparo da amostra é crucial para obter a cobertura máxima do 

metaboloma
53,136

 e a qualidade dos métodos de extração é fundamental para a 

aquisição de resultados confiáveis.
53,137

 Portanto, é necessário um protocolo 

otimizado e padronizado para promover uma extração eficiente de metabólitos, a 

fim de garantir a reprodutibilidade, especialmente ao realizar experimentos que 

coletam informações biologicamente significativas para nos ajudar a 

compreender um fenótipo.
138 

 

1 Desenho do estudo

Controle Tratamento

2 Preparo da amostra

4 Processamento dos dados 5 Análise estatística e interpretação

3 Aquisição dos dados

Compostos 

alvo

Não 

direcionado

 

FIGURA 4.1. Representação esquemática das etapas para a realização de 

um estudo metabolômico. 

Adaptado: Nephali et al. (2020)
53

.  

 

Baseados em estudos metabolômicos, Arroussi et al. (2018)
139

 

demostraram que a aplicação de exopolissacarídeos de microalgas pode 

apresentar efeito bioestimulante em cultivares de tomate (Solanum 

lycopersicum) sob estresse salino. Os exopolissacarídeos, além de estimularem o 

crescimento das plantas (parte aérea e radicular), equilibram as proporções de 
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K
+
/Na

+
, induzem a atividade de enzimas eliminadoras de espécies reativas de 

oxigênio e a biossíntese de compostos fenólicos e outras moléculas 

antioxidantes. Além disso, também favorecem a biossíntese de moléculas de 

ácido graxo de cadeia longa, como o eicosano e o heptacosano. Estas moléculas 

estão envolvidas na construção da cera foliar, fortalecendo as cutículas da planta 

e criando uma barreira eficaz contra a perda de água, infecções bacterianas e 

fúngicas, além de proteger os tecidos dos raios UV.
140

 

Além de permitir uma exploração dos mecanismos moleculares da 

ação dos bioestimulantes, a análise metabolômica pode auxiliar a relacionar as 

respostas agronômicas às fases de desenvolvimento das plantas. Alfosea-Simón 

et al. (2022)
141

, por exemplo, conseguiram demonstrar que a fase fenológica tem 

um maior impacto na diferenciação metabolômica em comparação com a 

variação genotípica aos estudarem quatro cultivares de tomate com 

características agronômicas muito distintas. Estes resultados podem auxiliar a 

determinar qual a fase de desenvolvimento da planta pode ser a mais adequada 

para a aplicação de determinado bioestimulante. 

Considerando esse contexto, nós selecionamos os cultivares de 

tomate como modelo de matriz vegetal. A domesticação e o melhoramento do 

tomate têm sido impulsionados principalmente pela modificação dos fenótipos 

dos frutos para satisfazer os desejos dos agricultores e promover ganhos 

econômicos, como aumento dos frutos e da produtividade.
142,143

 Entretanto, estes 

processos estão associados a uma redução da diversidade genética e na perda de 

qualidades importantes dos frutos, como a perda do sabor e da resistência a 

patógenos.
142,144

 

Assim, nesta etapa da pesquisa, optamos por avaliar métodos de 

extração (extração sólido-líquido assistida por banho de ultrassom e extração por 

headspace) para caracterizar os metabólitos não voláteis e voláteis presentes nas 

folhas do tomate Solanum pimpinellifolium e Solanum lycopersicum. Com este 

estudo pretendemos estabelecer as condições mais adequadas para a extração 
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dos metabólitos e que permitam na terceira etapa determinar as variações no 

metaboloma do tomate após a aplicação das formulações contendo os óleos 

essenciais. 

 Análise multivariadas, como análise de componentes principais 

(PCA) também foi utilizada para fornecer as semelhanças e dissimilaridades 

entre os perfis metabolômicos e auxiliar a compreensão dos efeitos dos estágios 

de desenvolvimento das plantas nos metabólitos sintetizados pelos cultivares de 

tomate avaliados. 

 

4.2 Material e métodos 

4.2.1 Reagentes 

A solução padrão estoque de cafeína (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

EUA) foi preparada em água na concentração de 100 μg mL
-1

 e armazenada a 

8°C. O mesmo procedimento foi utilizado preparando uma solução padrão de 

bisabolol (Sigma-Aldrich) à 500 μg mL
-1

 em glicerol. Cafeína e bisabolol foram 

utilizados como padrões internos para Cromatografia Líquida e Gasosa, 

respectivamente. Metanol e diclorometano grau HPLC da Supelco (Carolina do 

Norte, Estados Unidos), piridina 99,8% v v
-1

 (Sigma-Aldrich), glicerol (Synth, 

São Paulo, Brasil) e água ultrapura (Milli-Q, Millipore, Merck KGaA, 

Darmstadt, Alemanha) foram utilizados como solventes.  

Ácido fórmico grau LC-MS, (Fluka, Missouri, Estados Unidos) foi 

utilizado na fase móvel da cromatografia líquida. N,O-Bis (trimetilsilil) 

trifluoracetamida (BSTFA) com 1% de clorotrimetilsilano (TMCS) (Sigma-

Aldrich) foi utilizado para o preparo das amostras de metabólitos primários e o 

cloreto de sódio (Synth, São Paulo, Brasil) foi utilizado no preparo das amostras 

para a extração por headspace. 
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4.2.2 Material vegetal  

Sementes da espécie de Solanum pimpinellifolium (acesso PI 

126925) foram fornecidas pelo banco de germoplasma da Embrapa Hortaliças 

(Brasília, Brasil). Além deste cultivar, também adquirimos em comércio local a 

variedade de tomate cultivada BRS Iracema (Solanum lycopersicum var. 

cerasiforme), um híbrido do tomate cereja que apresenta alto rendimento e 

tolerância à patógenos. Este estudo está registrado no SisGen (Sistema Nacional 

de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado) 

recebendo o cadastro de acesso n° AFF721B. 

As plantas de tomate foram cultivadas para a obtenção da 

quantidade de sementes necessárias para realizarmos os ensaios de crescimento. 

Os procedimentos foram realizados em casa de vegetação sob telado 

transparente para proteger as plantas contra os agentes externos e a infestação de 

pragas. As sementes foram germinadas em sementeiras e após 30 dias do plantio 

foram transplantadas para vasos de 4,5 L preenchidos com terra vegetal 

(composta por turfa, serragem de madeira e bagaço de cana), areia e húmus de 

minhoca na proporção de 3:1:1. As plantas foram irrigadas diariamente e de 

forma uniforme até atingirem 60% de umidade, tomando-se o cuidado de não 

serem submetidas a volumes muito altos ou baixos para evitar estresse hídrico. 

A umidade foi determinada com medidor de umidade do solo digital, PHD-3000 

(SVE Super). Como os cultivares selecionados apresentavam crescimento 

indeterminado e o cultivar de Solanum pimpinellifolium era de crescimento 

rasteiro, foi necessário adicionarmos tutores aos vasos (estacas de bambu de 1 m 

de comprimento).  

 

4.2.3 Coleta das amostras de folhas de tomate 

Utilizamos a primeira folha mais jovem totalmente formada (ápice 

do caule) e a mais velha (base do caule) das plantas de tomate nas análises. As 

amostras foram coletadas e congeladas com nitrogênio líquido, promovendo o 
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quenching metabolômico, transportadas para o laboratório e particionadas em 

dois lotes. O primeiro lote foi liofilizado (Liotop L101, Liobras, São Paulo, 

Brasil), moído e posteriormente fracionado em peneira de malha 80 mesh e 

armazenado a -20°C. O segundo lote deste material, foi mantido fresco e 

armazenado em ultrafreezer Sanyo MDF-U56VC (Panasonic, Osaka, Japão) a -

80°C. 

 

4.2.4 Protocolos de extração de metabólitos secundários  

Utilizamos uma amostra contendo uma mistura de folhas de todos 

os cultivares na mesma proporção para otimizarmos os métodos de extração. A 

resposta (variável dependente) considerada para medir a qualidade dos métodos 

de extração foi o número de compostos isolados nos extratos e a área 

cromatográfica total dos picos isolados. As variáveis independentes foram 

selecionadas com base em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de 

pesquisa
145

 e nos estudos de Kwon et al. (2019)
146

 e Mun et al. (2021)
147

. 

Detalhes sobre os métodos de extração são apresentados abaixo. 

 

4.2.4.1 Compostos orgânicos não voláteis das folhas de tomate 

Como diferentes parâmetros podem afetar a eficiência da extração 

sólido-líquido assistida por banho de ultrassom (EAU), um planejamento fatorial 

foi realizado para determinar quais variáveis apresentaram efeitos significativos 

na extração dos metabólitos. Foram avaliadas duas variáveis independentes: 

tempo (5, 20 e 35 min) e mistura extratora – solução de etanol (30%, 50% e 70% 

v v
-1

) e um planejamento fatorial 2
2 

com quatro pontos centrais foi realizado. 

Assim, o material botânico liofilizado (2,5 mg) foi submetido à extração em 

tubo de vidro (8 mL) contendo 500 μL da mistura extratora em uma frequência 

de 60 kHz utilizando banho de ultrassom Elma (Tovatech, Alemanha). 

O processo de extração ocorreu duas vezes consecutivas. Assim, o 

solvente da primeira extração era substituído após o primeiro ciclo e o 
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sobrenadante reservado, para análises posteriores. O precipitado era submetido a 

uma nova extração com 500 μL da mistura extratora. Após o último ciclo de 

extração, os sobrenadantes foram centrifugados (3.200 × g, por 30 min a 10°C) e 

filtrados em membrana de PVDF de 0,20 μm, e 10 μL dos extratos foram 

diluídos em água para um volume final de 500 μL. O padrão interno foi 

adicionado (10 μL de cafeína 100 μg L
-1

) e as amostras foram analisadas por 

UHPLC-q-TOF-MS/MS (Agilent Technologies, CA, Estados Unidos, 6545 

LC/Q-TOF). 

Para avaliarmos os metabólitos primários presentes nos extratos, 50 

μL do extrato resultante (sem a etapa da diluição em água) foram transferidos 

para frasco de micro reação (0,300 mL). Após a completa evaporação do 

solvente, foram adicionados 60 μL de piridina e, após 5 min, 100 μL do reagente 

de derivação (BSTFA + TMCS 1%). A mistura foi aquecida a 60°C por 30 min 

em estufa de secagem G4023D Gehaka (São Paulo, Brasil) para promover a 

trimetilsililação de álcoois, aminas, ácidos carboxílicos, entre outros.
148,149

 Em 

seguida, os extratos obtidos foram diluídos em diclorometano (adicionando 40 

μL), filtrados em membrana de PTFE de 0,22 μm e analisados por CG-EM 

(Shimadzu, CG-EM TQ8040).  

 

4.2.4.2 Compostos orgânicos voláteis das folhas de tomate 

Para determinar a condição ideal para a extração dos metabólitos 

voláteis por headspace estático, foi utilizado um planejamento fatorial 2
2
 e 

quatro pontos centrais. Para isso, foram avaliadas duas variáveis independentes: 

tempo (5, 15 e 25 min) e força iônica com 500 μL solução de NaCl (0, 15 e 30% 

m v
-1

). 

O material botânico fresco (100 mg) foi submetido à extração por 

headspace utilizando um frasco de 10 mL. O bisabolol foi usado como padrão 

interno adicionando 25 μL da solução de trabalho (500 mg L
-1

, solução 

preparada em glicerol) ao frasco de headspace. Os frascos foram selados com 
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tampa de alumínio e septo de PTFE/SIL e, após extração utilizando 75ºC e 500 

rpm os compostos voláteis foram analisados por CG-EM (Shimadzu, CG-EM 

TQ-8040). 

 

4.2.5 Análises cromatográficas 

A análise não-alvo dos componentes orgânicos não voláteis foi 

realizada em um sistema de cromatografia líquida de ultra-alto desempenho 

(Agilent 1290) equipado com uma coluna Zorbax Eclipse Plus Penil-hexil 

(Rapid Resolution HD, 2,1 × 100 mm, 1,8 μm, Agilent) como fase estacionária. 

As temperaturas do forno da coluna e do amostrador automático foram de 40°C 

e 10°C, respectivamente. Um gradiente de fluxo constante (0,300 mL min
-1

) 

combinando o solvente A (0,1% ácido fórmico/água) e o solvente B (0,1% ácido 

fórmico/metanol) foi usado nas seguintes condições: 15%-85% B (0-9 min), 

90% B (9-14 min) e 15%B (14-15 min) com 5 min de pós-corrida. O volume de 

injeção foi de 5,0 μL. A ionização e análise dos íons foi realizada por meio de 

um espectrômetro de massa com tempo de voo quádruplo (Agilent 6.545 Q-TOF 

MS) equipado com uma fonte de ionização por eletrospray (ESI) em modo de 

íon positivo e tensão capilar de 3,5 kV. A temperatura da fonte foi de 320ºC e do 

gás de dessolvatação foi de 350°C. O fluxo de gás de dessolvatação foi de 11 L 

min
-1

 e o fluxo de gás no cone foi de 8 L min
-1

, com um fragmento de 250 V, 

tensão do skimmer de 65 V e nozzle de 0 V. Os dados de EM foram coletados e 

avaliados de 50 a 1.700 Da. 

Os compostos derivatizados foram analisados em cromatógrafo a 

gás Shimadzu (CG 2010 Plus) acoplado a um espectrômetro de massas 

sequencial (EM TQ-8040). Para esta análise, utilizamos uma coluna capilar de 

DB-5 UI (Agilent, fase estacionária de 5% de difenil e 95% de 

dimetilpolissiloxano, 30 m × 0,25 mm de diâmetro interno × 0,25 μm de 

espessura do filme) e Hélio 5.0 como gás carreador (vazão 1,10 mL min
-1

). As 

condições cromatográficas foram as seguintes: temperatura do injetor a 280°C; a 
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temperatura da coluna inicialmente em 100°C foi mantida por 4 min. Em 

seguida, foi aquecida a uma taxa de 10°C min
-1

 a 290°C, permanecendo nessa 

temperatura por 11 min. A temperatura de transferência da interface foi de 

280ºC e da fonte de íons foi de 200ºC. A injeção foi em modo split (10:1) e o 

volume da amostra injetada foi de 1,0 μL. Os espectros de massa de impacto de 

elétrons foram registrados a 70 eV de energia de ionização, com a massa do 

quadrupolo de aquisição variando de 45 a 600 Da, no modo scan, com 0,3 

varreduras s
-1

. Os dados também foram coletados por meio do software GCMS 

Real Time Analysis 4.11 (Shimadzu). 

Os compostos orgânicos voláteis também foram analisados por um 

cromatógrafo a gás Shimadzu (CG 2010 Plus). Para esta análise utilizamos uma 

coluna capilar VF-Wax MS (Agilent, fase estacionária de polietilenoglicol, 30 m 

× 0,25 mm de diâmetro interno × espessura de filme de 0,25 μm) e Hélio 5.0 

como gás de arraste (vazão 1,50 mL min
-1

). Os parâmetros cromatográficos 

foram os seguintes: temperatura do injetor 180°C; a temperatura da coluna 

inicialmente em 40°C mantida por 1 min, depois aquecida a uma taxa de 10°C 

min
-1

 até 230°C mantendo essa temperatura por 4 min. A temperatura da 

interface foi de 230ºC e da fonte de íons de 270°C. A injeção foi no modo 

splitless e o volume da amostra injetada foi de 1000 μL. O analisador de massas 

quadrupolar operou com uma ionização de elétrons a 70 eV e varredura variando 

de 45 a 500 Da com 0,3 varreduras s
-1

. 

Amostras de controle de qualidade (extratos contendo a mistura de 

todos os cultivares) e a solução do padrão interno também foram injetadas 

continuamente para monitorar a estabilidade dos sistemas. 

 

4.2.6 Métodos de processamento de dados 

Os dados de espectrometria de massas obtidos por experimentos de 

cromatografia líquida foram deconvoluídos e integrados usando o algoritmo 

“Molecular Feature Extraction” no software Mass Hunter Qualitative Analysis 
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Workflows B.08.00 (Agilent Technologies). Neste processamento ocorreu o 

alinhamento do tempo de retenção e definimos os “molecular features”, 

combinando o tempo de retenção, a massa (incluindo isótopos, estados de carga, 

adutos, perdas neutras) e informações quantitativas (área/intensidade de pico). 

Os dados dos “molecular features” resultantes foram tabelados. A identificação 

dos “molecular features” foi realizada por comparação com os dados da 

METLIN, do MassBank e do m/z cloud spectral e por comparação com dados de 

estudos publicados na literatura científica. 

Para a análise dos dados obtidos no sistema de cromatografia 

gasosa, os dados brutos foram convertidos para o formato “.CSV”. A 

identificação dos compostos foi realizada por comparação com os dados 

espectrais da biblioteca NIST (versão 17.0) e com o software AMDIS GC/MS 

(versão 2.73).  

Uma vez que as informações relevantes foram extraídas na primeira 

etapa para cada plataforma, os dados de cada tratamento foram combinados e 

analisados para melhorar a capacidade de previsão estatística e facilitar a 

interpretação.
150,151

 Para isto, nós utilizamos uma combinação dos dados que é 

baseada na fusão básica de blocos de dados de diferentes técnicas analíticas após 

o pré-processamento. Assim, os dados foram organizados em uma matriz 

composta por variáveis (colunas), como a abundância relativa do pico de cada 

constituinte identificado, enquanto os objetos (linhas) foram os cultivares 

amostrados. A matriz resultante foi dimensionada e utilizada para os cálculos 

estatísticos realizados no software Mass Profile Profinder 15.0 (Agilent 

Technologies). Nesta etapa do processamento de dados, os dados de alta 

resolução foram recalibrados com base na massa exata do padrão interno e 

consideramos uma variação de massa de até 2 ppm. Realizamos também o 

alinhamento do tempo de retenção e consideramos uma variação de até 0,15 

min. A centralização dos dados na média foi a normalização escolhida como o 

pré-tratamento ideal para construir o modelo final. Após o tratamento estatístico 
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dos dados, a matriz obtida foi convertida no formato .CSV para gerarmos as 

figuras na plataforma MetaboAnalyst (versão 6.0).
152

 

 

4.2.7 Análise estatística 

Os diferentes valores de área e número dos compostos obtidos por 

meio dos métodos de otimização das extrações foram avaliados utilizando a 

análise de variância (ANOVA), o teste F (5% de probabilidade) e a 

determinação de coeficientes de regressão. Estas análises foram realizadas com 

o objetivo de verificar a existência de diferenças significativas entre as variáveis 

estudadas nas condições de otimização das extrações. Para essas análises foram 

utilizadas as rotinas computacionais propostas por Pereira e Pereira-Filho 

(2018)
153

 e o software Octave 4.4 (2018). 

 

4.3 Resultados e discussão 

4.3.1 Obtenção das sementes e condições de cultivo 

As plantas de tomate foram cultivadas para a obtenção da 

quantidade de sementes necessárias para realizarmos os ensaios da avaliação do 

potencial bioestimulante das suspenções coloidais contendo os óleos essenciais, 

uma vez que a quantidade de sementes fornecidas pela Embrapa era insuficiente 

para a condução de todos os experimentos. Assim, cada cultivar foi germinado 

em triplicata. Na Figura 4.2a ilustramos a utilização de tutores nos vasos após o 

transplante das mudas para sustentar o caule flexível do tomateiro.  

Na Figura 4.2 destacamos as diferenças fenotípicas que podem ser 

observadas entre os cultivares selecionados. As plantas de S. pimpinellifolium 

apresentaram maior crescimento aéreo e maior ramificação lateral em 

comparação com o cultivar S. lycopersicum (Figura 4.2a). O menor tamanho do 

cultivar S. lycopersicum pode ser compensado pela maior aérea foliar (Figura 

4.2b e 4.2d)  que propicia em um aumento na capacidade da planta de aproveitar 

a energia solar para a realização da fotossíntese.
154
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FIGURA 4.2. Etapas do crescimento das mudas de tomate. (a). Destaque para a 

planta contendo estaca de bambu (b). Diferenças observadas na 

morfologia das folhas (c) e frutos dos tomates de diferentes 

cultivares de tomate (d, e, f). 

 

Na Figura 4.2c destacamos a diferença na coloração das primeiras 

inflorescências nos tomateiros o que também pode estar relacionado com as 

diferenças genéticas dos cultivares, uma vez que eles foram cultivados no 

mesmo ambiente e sob as mesmas condições de cultivo. Na Figura 4.2e também 

destacamos a diferença no tamanho entre os frutos do S. lycopersicum, com 

aproximadamente 2 cm de diâmetro, com os tomates de S. pimpinellifolium com 

frutos de aproximadamente 1 cm de diâmetro. O cultivar S. pimpinellifolium é 

considerado uma Planta de Introdução
2
 (PI) e possui uma maior variabilidade 

genética para muitas características agrícolas, sensoriais e biologicamente 

                                                           
2
 A introdução de plantas consiste em levar um genótipo ou grupo de genótipos de plantas para novos ambientes 

onde antes não eram cultivados. A introdução pode envolver novas variedades de uma cultura já cultivada na 

área, parentes selvagens da espécie de cultura ou uma espécie de cultura totalmente nova. 
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importantes que podem ser perdidas durante os programas de melhoramento 

tradicionais para a obtenção dos cultivares comerciais, como o S. 

lycopersicum.
155

 

Os frutos de S. pimpinellifolium, por exemplo, apresentam baixo 

rendimento e frutos do tamanho de ervilhas que inviabilizam o seu cultivo em 

grande escala. Entretanto, este é considerado o progenitor selvagem do 

tomateiro cultivado pela alta tolerância às condições de estresse. Além disso, 

apresenta uma quantidade de licopeno 40 vezes maior que os tomates 

domesticados e um sabor intenso que foi perdido durante os processos de 

melhoramento no desenvolvimento do tomate cultivado.
156,157

  

Aproximadamente 100 dias após o início do plantio, os frutos foram 

colhidos e as sementes foram extraídas, lavadas com água e secas em 

temperatura ambiente em filtros de papel (25±5ºC). As sementes foram 

armazenadas em envelopes de papel pardo e mantidas em geladeira (14ºC). 

Estas sementes foram utilizadas para o cultivo das plantas que foram utilizadas 

para avaliarmos a influência do estágio de desenvolvimento na produção dos 

metabólitos.  

Dessa forma, foram germinadas 20 sementes para cada cultivar de 

acordo com o descrito na seção 4.2.2 Material vegetal. Após 7 dias da 

germinação (Figura 4.3), selecionamos as 20 plântulas que tinham as 

características fenotípicas mais semelhantes (altura do caule e tamanho do 

cotilédone). As plântulas selecionadas foram transferidas para vaso de 4,5 L e 

seguimos o procedimento de plantio descrito na seção 4.2.2 Material vegetal. 

Após emergir as duas primeiras folhas verdadeiras, realizamos a 

coleta das amostras referentes ao estágio de crescimento inicial. Quando as 

plantas possuíam duas hastes laterais completas (com sete folhas cada), 

realizamos a coleta das folhas referentes ao crescimento vegetativo. Para isto, 

coletamos as folhas que estavam na primeira haste, considerando o ápice do 

caule, pois estas seriam as folhas mais jovens. Para avaliarmos o estágio de 
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floração, após a emergir a primeira florescência, coletamos as folhas mais 

jovens (da haste mais próxima do ápice do caule). Com exceção das plantas em 

crescimento inicial, para todos os outros estágios, foram coletadas três folhas 

por plantas e utilizamos cinco plantas para cada experimento. 

 

Germinação Crescimento inicial Crescimento vegetativo

Frutos verdes Frutos maduros

 

FIGURA 4.3. Ciclos do desenvolvimento das plantas de tomate: da 

germinação à obtenção de frutos maduros. 

 

4.3.2 Metodologias de extração dos metabólitos 

Nesta etapa da pesquisa investigamos a extração sólido-líquido 

assistida por banho de ultrassom (extração assistida por ultrassom - EAU) e a 

extração por headspace estático. Nosso objetivo foi melhorar as análises de 

diferentes metabólitos sintetizados pelas plantas de tomate nos diferentes 

estágios de desenvolvimento. Esta etapa é fundamental para a análise 

metabolômica, garantindo um perfil químico bastante diverso. Os resultados do 

desenvolvimento das metodologias de extração são descritos a seguir. 
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4.3.2.1 Compostos orgânicos não voláteis nas folhas de tomate 

A extração sólido-líquido (ESL) é um dos métodos convencionais 

para o preparo de amostras. Para este estudo, associamos a extração sólido-

líquido ao processo de ultrassom para acelerar a transferência de massa entre a 

amostra e a mistura extratora. Isso ocorre através da formação, crescimento e 

colapso de bolhas no solvente extrator (ou cavitação). Assim, avaliamos a 

influência da composição da mistura extratora e do tempo na transferência de 

massa. Para isto, avaliamos a quantidade de compostos extraídos e também o 

somatório total da área dos compostos. Estes dados estão apresentados na Tabela 

4.1. 

 

TABELA 4.1. Matriz do planejamento para a extração dos compostos fixos por 

ESL-EAU e as respostas dependentes. 

Ensaio 
Mistura 

Extratora
a
 
Tempo

b
 

“Molecular 

features” 
Área total

c
 

1
d
 2

 d
 1

d
 2

d
 Soma () 

1 1 (70%) 1 (35) 3165 2354 2,1910
8
 3,5810

9
 3,7910

9
 

2 -1 (30%) 1(35) 2632 2391 3,1510
9
 3,1110

9
 6,2610

9
 

3 1 (70%) -1 (5) 2906 2682 2,5410
8
 2,7410

9
 2,9910

9
 

4 -1 (30%) -1 (5) 3017 2181 3,2310
9
 3,3010

9
 6,5210

9
 

5 0 (50%) 0 (20) 3288 2329 4,4110
9
 2,9910

9
 7,4010

9
 

6 0 (50%) 0 (20) 3285 2235 4,5710
9
 3,2010

9
 7,7710

9
 

7 0 (50%) 0 (20) 3346 2449 5,3610
9
 3,8810

9
 9,2410

9
 

8 0 (50%) 0 (20) 3168 2146 4,3810
9
 4,0810

9
 8,4610

9
 

a = solução de etanol; b = tempo em minutos; c = somatório das áreas dos compostos obtidos no primeiro e 

segundo ciclo de extração; d = os números 1 e 2 se referem ao primeiro e segundo ciclo de extração. 

 

Podemos verificar na Tabela 4.1 que a quantidade de compostos 

(“molecular features”) teve uma variação de 1,3 vezes entre o menor (2632) e o 
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maior (3346) valor obtido, independente do primeiro ou segundo ciclo de 

extração. Já a variação na área total quando consideramos o somatório dos dois 

ciclos de extração teve uma variação de mais que 3 vezes entre o menor 

(2,9910
9
) e o maior valor (9,2410

9
). A partir dos resultados obtidos, 

calculamos os efeitos de cada variável independente com base no número de 

compostos obtidos no primeiro ciclo de extração e no somatório da área dos 

compostos obtidos em ambos os ciclos. Nós desconsideramos a quantidade de 

compostos obtidos no segundo ciclo, pois comparando os cromatogramas após o 

processo de deconvolução, não verificamos a extração de moléculas diferentes 

no seguro ciclo de extração. Entretanto, vale destacar que a renovação do 

solvente extrator nas múltiplas extrações levou ao retorno às condições iniciais 

de equilíbrio sólido-líquido e favoreceu uma partição das moléculas extraíveis 

da matriz para o solvente. Assim, as múltiplas extrações proporcionaram uma 

extração mais completa do conteúdo total dos compostos químicos da matriz.
158

 

Por isso, para o cálculo dos efeitos de cada variável, consideramos o somatório 

das áreas dos compostos extraídos nos dois ciclos de extração. 

Os valores das respostas foram transformados em um peso 

dimensional denominado desejabilidade individual (di). A desejabilidade global 

(Dg) foi derivada do cálculo da média geométrica dos valores de di de cada 

experimento.
139

 Estes dados podem ser observados na Tabela 4.2. 

Os valores de desejabilidade variam em uma escala de 0 a 1, sendo 

considerados desejáveis quanto mais próximos os valores forem de 1.
159

   

Baseando nisso, podemos considerar que os experimentos no ponto central 

apresentaram valores de desejabilidade adequados (superiores à 0,80). Os 

experimentos 1 e 4 apresentaram valores de desejabilidade superiores à 0,44, 

indicando a necessidade de alguns ajustes nos experimentos. Já os experimentos 

2 e 3 apresentaram valores inferiores à 0,26 que indicam baixa eficiência para a 

extração. Com base nestes resultados, gráficos de efeito foram construídos a 

partir dos dados de Dg conforme mostrado na Figura 4.4. 
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TABELA 4.2. Valores de desejabilidade individual e global obtidos ao 

avaliarmos a mistura extratora e o tempo na ESL-EAU. 

Ensaio 
Mistura 

Extratora
a
 

Tempo
b
 

Mistura Extratora Tempo 
Dg 

di di 

1 1 (70%) 1 (35) 0,75 0,13 0,44 

2 -1 (30%) 1(35) 0,00 0,52 0,26 

3 1 (70%) -1 (5) 0,38 0,00 0,19 

4 -1 (30%) -1 (5) 0,54 0,57 0,55 

5 0 (50%) 0 (20) 0,92 0,71 0,81 

6 0 (50%) 0 (20) 0,91 0,76 0,84 

7 0 (50%) 0 (20) 1,00 1,00 1,00 

8 0 (50%) 0 (20) 0,75 0,87 0,81 

a = solução de etanol; b = tempo em minutos; di = desejabilidade individual e Dg = desejabilidade global. 
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FIGURA 4.4. Representação dos efeitos das variáveis investigadas sobre a ESL-

EAU. Sendo as variáveis avaliadas a mistura extratora, o tempo de 

extração e a interação entre as duas. 
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Na Figura 4.4. podemos verificar que a mistura extratora apresentou 

maior influência sobre o processo de extração em comparação com o tempo, que 

apresentou efeito negligenciável (inferior à 10%). 

O efeito negativo da composição da mistura extratora (Figura 4.4) 

indicou menor extração dos compostos em maiores concentrações de solvente 

orgânico. Resultados semelhantes também foram obtidos por Li et al. (2019)
160

 e 

Gao et al. (2021)
161

 utilizando proporções de etanol em torno de 60% (v v
-1

) para 

a extração de polifenóis. Verificamos assim, que a mudança na polaridade do 

solvente interfere diretamente na eficiência da extração dos metabólitos, uma 

vez que a polaridade da mistura extratora deve ser compatível com a polaridade 

das moléculas alvo.
161

 Os nossos dados também demonstram que a diminuição 

na concentração do etanol para 30% (v v
-1

)  não foi favorável para a eficiência 

de extração, cujo o platô foi atingido com 50% (v v
-1

)  de etanol na composição. 

Além disso, também verificamos que mesmo que o efeito negativo do tempo 

possa ser negligenciado, ao utilizamos o tempo de 20 min, obtivemos as 

melhores eficiências de extração em comparação com os outros tempos 

avaliados (veja os resultados apresentados para os experimentos de 5 a 8, Tabela 

4.2).  

Estes resultados podem ser melhor observados ao compararmos os 

cromatogramas obtidos para a análise da amostra obtida de acordo com o 

experimento 1, 5-8. Na Figura 4.5 destacamos os molecular features detectados 

nos primeiros 5 min da eluição cromatográfica. Após o processo de 

deconvolução, verificamos o aumento na área dos metabólitos extraídos ao 

utilizarmos 60% (v v
-1

) de etanol como mistura extratora e 20 min de extração. 
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Extração proposta no ensaio 1

Extração proposta nos ensaios 5 a 8

 

FIGURA 4.5. Cromatograma dos compostos totais extraídos para 

as amostras obtidas no experimento 1 e nos 

experimentos no ponto central (5 a 8). 

 

Para selecionar o modelo mais adequado entre os diversos ajustes 

aos dados experimentais, realizamos a análise de variância dos dados que pode 

ser verificada na Tabela 4.5.  

 

TABELA 4.3. Análise de variância (nível de confiança de 95%) para a ESL. 

Fonte de 

variação 

Soma dos 

quadrado

s 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 
F Ftab 

Regressão 0,0809 3 0,0270 0,2015 6,59 

Resíduo 0,5354 4 0,1338   

Total 0,6163 7 0,0880   

Erro puro 0,0244 4 0,081 62,79 10,13 

Falta de ajuste 0,5110 1 0,510   

r
2
 0,9604     

 

 Obtivemos um valor de r
2
 de 0,9604, indicando que o modelo de 

regressão explicaria pelo menos 96% da variabilidade das respostas. Entretanto, 

uma análise mais minuciosa demonstrou que um modelo de regressão não é 
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adequado para prever valores. Verificamos que o valor de F  foi inferior ao valor 

de Ftab. Entretanto, o valor de F devem ser cerca de 10 vezes maior do que o 

Ftab.
162

 Além disso houve uma falta de ajuste significativa, confirmando que os 

dados apresentados não se ajustam ao modelo de regressão. Estes dados indicam 

que para a proposição de um modelo de regressão, seria necessário ajustar os 

intervalos avaliados no planejamento fatorial como também incorporarmos 

pontos axiais em busca de um intervalo com significância estatística para 

propormos um modelo com maior capacidade preditiva. 

Com base nos dados apresentados, optamos por realizar a extração 

dos metabólitos fixos utilizando solução de etanol a 50% v v
-1

 por 20 min em 

banho ultrassônico. Esta metodologia tem a vantagem de permitir a extração de 

múltiplas amostras simultaneamente nas mesmas condições operacionais. Além 

disso, seguimos realizando dois ciclos de extração. Este processo foi realizado 

para a extração dos metabólitos das folhas de tomate em diferentes estágios de 

desenvolvimento. Após o preparo das amostras para as análises por UHPLC-q-

TOF-MS/MS, o solvente foi evaporado e realizamos a derivatização e análise 

por CG-EM, como descrito em 4.2.4.1 Compostos orgânicos não voláteis das 

folhas de tomate.  

Uma ilustração dos cromatogramas obtidos pode ser verificada na 

Figura 4.6. Verificamos que o método de extração avaliado também é eficiente 

para a análise de moléculas do metabolismo primário, uma vez que a análise das 

amostras após a derivatização permitiu a identificação de moléculas 

pertencentes as classes dos ácidos graxos, ácidos orgânicos e carboidratos. Estas 

informações adicionais, nos auxiliarão na avaliação das semelhanças e 

diferenças entre os dois cultivares selecionados para este estudo. 
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FIGURA 4.6. Representação dos cromatogramas obtidos após  o 

processo de derivatização e análises por CG-EM. 

 

4.3.3 Compostos orgânicos voláteis nas folhas de tomate 

A extração de compostos voláteis por headspace estático é uma 

técnica automatizada que requer pouco ou nenhum preparo da amostra, 

diminuindo a possibilidade de contaminação, decomposição e volatilização 

prévia das moléculas.
163

 Esta técnica também garante que apenas as moléculas 

voláteis sejam introduzidas no injetor do sistema cromatográfico,
164

 

minimizando o número de etapas e o efeito de matriz em comparação com os 

métodos tradicionalmente utilizados (por exemplo, extração sólido-líquido). 

Levando em consideração estas vantagens, a técnica foi avaliada neste estudo. 

Avaliamos a influência da força iônica e do tempo na extração das moléculas 

voláteis no número de compostos e na área como apresentado na Tabela 4.4. 

Para a extração dos compostos orgânicos voláteis, observamos que a 

quantidade de compostos teve uma variação de pelo menos 3 e 12 vezes entre o 

maior (29 compostos e 1,0910
7 
de área total) e menor (9 compostos e 9,02 10

5
 

de área total) valor obtido considerando o número e o somatório da área para os 

compostos extraídos. Estes resultados foram convertidos em valores de 

desejabilidade global (Tabela 4.5) e utilizados para calcularmos os efeitos de 

cada variável (Figura 4.7). 
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TABELA 4.4. Matriz do planejamento para a extração compostos 

voláteis por headspace e as respostas dependentes. 

Ensaio Força iônica
a
 Tempo

b
 Nº de compostos Área 

1 1 1 25 4,2210
6
 

2 -1 1 20 2,1510
6
 

3 1 -1 29 1,0910
7
 

4 -1 -1 9 9,0210
5
 

5 0 0 11 1,8610
6
 

6 0 0 13 1,4010
6
 

7 0 0 10 2,0610
6
 

8 0 0 13 1,4710
6
 

 

 

TABELA 4.5. Valores de desejabilidade individual e global obtidos ao 

avaliarmos a força iônica e o tempo na extração por 

headspace. 

Ensaio Força iônica
a
 Tempo

b
 
Nº de compostos Área 

Dg 
di di 

1 1 1 0,80 0,33 0,57 

2 -1 1 0,55 0,12 0,34 

3 1 -1 1,00 1,00 1,00 

4 -1 -1 0,00 0,00 0,00 

5 0 0 0,10 0,10 0,10 

6 0 0 0,20 0,05 0,12 

7 0 0 0,05 0,11 0,08 

8 0 0 0,20 0,06 0,13 
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É interessante destacarmos que ao contrário do observado para a 

ESL, na extração por headspace os experimentos realizados no ponto central 

foram os que apresentaram valores de desejabilidade global insatisfatórios 

(<0,20). Além disso, se considerarmos o desvio padrão relativo para as 

replicatas no ponto central, verificamos uma distribuição nos dados de 21%. 

Entretanto, como a técnica de headspace apresenta limitações para a sua 

reprodutibilidade, como a qualidade do septo e a amostragem utilizando 

temperatura controlada, consideramos aceitáveis limites de desvio padrão 

relativo de até 20%.
124

 

Na Figura 4.7 observamos um efeito positivo da força iônica na 

extração dos compostos voláteis (efeito>10%), indicando uma melhoria na 

eficiência e sensibilidade da extração com a adição de solução de NaCl.  
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FIGURA 4.7. Representação dos efeitos das variáveis investigadas 

sobre a extração por headspace. Sendo as variáveis 

avaliadas a força iônica e o tempo de extração. 

 

O aumento na força iônica promovido pela adição de um sal 

inorgânico numa solução pode reduzir a solubilidade dos compostos orgânicos 

na matriz (como as folhas de tomate) e acelerar a sua liberação para o headspace 

(denominado de efeito salting out).
165
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Para avaliarmos um modelo de regressão adequado, realizamos a 

análise de variância dos dados (Tabela 4.6). Obtivemos um valor de r
2
 de 

0,9982. Entretanto, assim como o observado para a ESL, verificamos que um 

modelo de regressão não foi adequado para prever valores e há uma diferença 

significativa entre a falta de ajuste e o erro puro, confirmando que os dados 

apresentados não se ajustam ao modelo de regressão.  

Com base nos resultados, selecionamos as condições de extração do 

experimento 3 para seguirmos com a análise dos metabólitos produzidos pelas 

plantas de tomate nos diferentes estágios de desenvolvimento. Assim, utilizamos 

solução de NaCl (30% m v
-1

) e tempo de aquecimento de 5 min, para a extração 

dos compostos voláteis utilizando 100 mg de amostra e 75ºC. 

 

TABELA 4.6. Análise de variância (nível de confiança de 95%) para a extração 

por headspace. 

Fonte de 

variação 

Soma dos 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 
F Ftab 

Regressão 0,5284 3 0,1761 2,5955 6,59 

Resíduo 0,2714 4 0,0679   

Total 0,7998 7 0,1143   

Erro puro 0,0014 4 0,0005 566,84 10,13 

Falta de ajuste 0,2799 1 0,2700   

r
2
 0,9982     

 

    

4.3.4 Caracterização química das folhas de tomate 

Os compostos orgânicos primários, secundários e os voláteis foram 

extraídos e avaliados das folhas de tomate utilizando os protocolos de extração 

que desenvolvemos. Uma vez selecionados os métodos de extração, a 

composição dos metabólitos nos cultivares foi individualmente avaliada. Os 
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cromatogramas de íons totais são mostrados na Figura 4.8. Dentre os compostos 

isolados, apenas aqueles com no mínimo a fórmula molecular identificada foram 

selecionados para discutirmos os resultados obtidos com as análises 

multivariadas. As informações químicas sobre os compostos são apresentadas no 

Apêndice D e E. 

 

Compostos orgânicos voláteisMetabólitos primáriosMetabólitos secundários

 

FIGURA 4.8. Representação das principais classes química detectadas nas 

folhas de tomate. 

 

 Os dados apresentados na Figura 4.8 demonstraram que as técnicas 

de extração avaliadas associadas com a fusão dos dados obtidos nas análises por 

cromatografia líquida e gasosa utilizando um perfil não direcionado de aquisição 

dos dados permitiram a obtenção e identificação de uma diversidade de classes 

químicas. Os compostos classificados como outros são referentes às moléculas 

que ainda não foram identificadas a nível de propormos uma estrutura química. 

  

4.3.5 Influência dos estágios de desenvolvimento no perfil químico 

das folhas de tomate 

Como primeiro passo de interpretação, realizamos uma análise 

multivariada detalhada para investigar as inclinações e agrupamentos dos dados, 

bem como para identificar os principais metabólitos que modularam as 

alterações nas plantas de S. pimpinellifolium e S. lycopersicum durante os 
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estágios de desenvolvimento (Figura 4.9). Esta abordagem não supervisionada 

sugeriu uma maior diferenciação na composição química das plantas de tomate 

na fase de plântula em comparação com os outros estágios.   

 

(a) (b)

(c) (d)

 

FIGURA 4.9. Gráficos de scores (a) e loadings (b) para a primeira e segunda 

componentes das amostras de S. pimpinellifolium e S. 

lycopersicum (c – scores e d - loadings) nos estágios de plântula, 

crescimento vegetativo e floração. 
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O estabelecimento da plântula (ou mudas) é uma das etapas cruciais 

durante o ciclo de vida das plantas.
166

 Este estágio é caracterizado pelo rápido 

crescimento radicular com posterior alongamento do epicótilo (caule 

embrionário das plantas). Por isso, esta etapa é acompanhada por intensa e 

complexa atividade metabólica.
166,167

 

Avaliando os metabolitos que podem ser relacionados a esta maior 

diferenciação dos cultivares em estágio de plântula (Figura 4.9b), selecionamos 

algumas moléculas que foram identificadas na Figura 4.10. 
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FIGURA 4.10. Compostos cuja variação na área durantes os estágios de 

variação foram determinantes para o agrupamento na análise 

por PCA para o cultiva S. pimpinellifolium (a) e S. 

lycopersicum (b). 
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  Dentre as moléculas apresentadas, a giberelina A13 se destaca, pois 

foi detectada apenas nas plantas no estágio de plântula do cultivar S. 

pimpinellifolium. Seu cromatograma, espectro de massas do pico base e 

estrutura química pode ser observado na Figura 4.11a.  
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FIGURA 4.11. Cromatograma e espectro de massas com destaque para a massa 

do pico base da giberelina A13. Resumo da biossíntese das 

giberelinas (b). Variação na área da giberelina A13 em função 

do cultivar e do estágio de desenvolvimento (c). Letras 

diferentes no topo das barras representam a diferença estatística 

(p ≤ 0,05) entre as médias pelo teste de Tukey. 

Adaptado: Rota biossintética das giberelinas de Binenbaum et al. (2018).
168

 

 

 A giberelina A13 (GA13) é uma forma não biologicamente ativa do 

ácido giberélico (GA3). As giberelinas são fitormônios que desempenham um 

papel fundamental na germinação das sementes, expansão das folhas e 
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alongamento dos caules.
168,169

 Características que justificam a detecção destas 

moléculas nas plantas em estágio de plântula. As giberelinas se movimentam ao 

longo das plantas por meio de seus precursores não bioativos para realizar as 

suas funções. Entretanto, como elas se movimentam ou onde se acumulam ainda 

são pontos que precisam de investigação.
168

  

 A giberelina A13 é um intermediário para a conversão da giberelina 

A12 para seus derivados com hidroxilação no carbono 13, que são consideradas 

as formas biologicamente mais ativas.
168

 Na Figura 4.11 observamos que para o 

cultivar comercial (S. lycopersicum) não ocorreu uma grande modulação da 

giberelina A13, sendo esta detectada em todos os estágios de desenvolvimento 

das plantas. Esta diferença observada em comparação com o cultivar de S. 

pimpinellifolium (Planta de Introdução) pode ser reflexo do processo de 

domesticação dos cultivares de tomate. A manipulação no metabolismo das 

giberelinas, seja por meio de alterações genéticas ou por aplicação exógena das 

moléculas, é um dos caminhos utilizado pelos melhoristas de plantas para gerar 

plantas com características agronômicas desejáveis, como uma rápida e eficiente 

germinação, obtenção de plantas com maiores folhas para favorecer o processo 

biossintético e melhorar o rendimento das culturas.
170

  

  O ácido clorogênico também foi associado ao agrupamento dos 

cultivares em função do estágio de desenvolvimento no gráfico de PCA 

apresentado na Figura 4.9 e seu impacto foi maior no cultivar de S. 

pimpinellifolium. O ácido clorogênico é um dos principais produtos da 

biossíntese dos fenilpropanoides e, além de contribuir com as respostas das 

plantas à estresses bióticos e abióticos, está relacionado ao processo de 

enraizamento das plantas (Figura 4.12).
171

  

  Um ponto interessante para se observar é que durante o estágio de 

floração é possível verificarmos no caule das plantas de tomate a formação de 

raízes adventícias (Figura 4.12). O ácido clorogênico em conjunto com outros 

compostos fenólicos pode estimular a auxina, atuando como cofatores para o 
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início do crescimento da raiz,
172

 mas também podem atuar como precursores da 

formação de lignina.
171

 Outro ponto importante para considerarmos é que o 

cultivar comercial apresentou maior produção de raízes adventícias. O 

desenvolvimento de novas raízes na parte aérea das plantas é um importante 

fator para estimular a sobrevivência das plantas sob condições ambientais 

adversas (estresses hídrico, salino e bióticos).
173

 Por exemplo, a formação de 

raízes adventícias é frequentemente estimulada em plantas de tomate em 

condições de inundação.
174

 Este processo pode ter sido estimulado nas plantas 

do cultivar comercial durante o processo de melhoramento das plantas. Vale 

destacar que o processo de enraizamento adventício é complexo e envolve uma 

série de moléculas além do ácido clorogênico.
173 
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FIGURA 4.12. Cromatograma e espectro de massas para o ácido 

clorogênico (a). Representação de raízes 

adventícias no caule do tomate (b). 
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  Ainda em relação a biossíntese dos fenilpropanoides, verificamos 

que as moléculas de kaempferol e quercetina glicosiladas (rutina) tiveram 

influência no agrupamento das plantas do cultivar de S. pimpinellifolium (Figura 

4.13). Estas moléculas estão associadas a atividade antioxidante, proteção contra 

a luz UV e mecanismos de resistência entre as plantas e patógenos.
175

 O grau de 

glicosilação nestas moléculas é um fator importante para determinar a sua 

capacidade de transporte no tecido celular.
176

 Alguns estudos demonstraram que 

o processo de domesticação pode inibir a produção destas moléculas em 

cultivares comerciais e o cruzamento com espécies selvagens podem restaurar a 

via dos flavonóis.
177

  

 

Narigenina

Dehidrokaempferol

Kaempferol Quercetina

Dehidroquercetina

Naringenina 3-dioxigenase

Flavonol sintase Flavonol sintase

Flavonoide 3',5’-

hidroxilase

Flavonoide 3',5’-

hidroxilase

Flavonoide 3'-

monooxigenase

Flavonoide 3'-monooxigenase
 

FIGURA 4.13. Obtenção das moléculas de kaempferol e 

quercetina a partir da molécula de narigenina 

(via dos fenilpropanoides).  

Adaptado: KEGG Pathway Maps. 
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  Um contraponto interessante sobre a biossíntese dos 

fenilpropanoides nos cultivares de tomate em estudo é que, enquanto o cultivar 

designado como Planta de Introdução possui uma modulação dos flavonóis 

glicosilados durantes os estágios de desenvolvimento, o cultivar comercial (S. 

lycopersicum) apresentou uma modulação na biossíntese da cianidina (detectada 

em quantidades traço), uma antocianina, e da sua isoflavona precursora, a 

leucocianidina (veja a Figura 4.14). 
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ácido cumárico
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dihidroquercetina dihidrokaempferol dihidromiricetina
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FIGURA 4.14. Representação esquemática da via dos fenilpropanoides, com 

destaque para a biossíntese de antocianinas. 

Adaptado: Zhang et al. (2019).
178
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  O estudo apresentado por Bovy et al. (2007)
175

 indicou que uma 

inibição na atividade da enzima flavonol sintase (ou do inglês Flavonol Synthase 

– FLS, como representado na Figura 4.14), pode direcionar a conversão dos 

flavonóis (substratos dos processos moleculares das enzimas EFS) em 

antocianinas, impedindo o seu acúmulo e favorecendo o fluxo metabólico.  Este 

processo também pode influenciar na coloração das flores e frutos das plantas de 

tomate, como destacamos na Figura 4.3. As flores do cultivar S. lycopersicum 

apresentam uma coloração mais intensa em comparação com o cultivar S. 

pimpinellifolium.  

  Nós verificamos que o conteúdo da antocianina foi maior nos 

estágios iniciais de desenvolvimento das plantas de S. lycopersium. Durante o 

desenvolvimento inicial das plantas, elas passam por um intenso período de 

estresse bioquímico para o desenvolvimento do sistema radicular e foliar e esta 

pode ser uma estratégia para maximizar o acúmulo de polifenóis com alta 

atividade antioxidante para a proteção contra eventuais estresses abióticos e 

bióticos, como o estresse hídrico e salino.
179

 Este processo já foi observado em 

plantas de batata-doce.
180

     

  Além de seu papel no caule e nas folhas, as antocianinas nas plantas 

são moléculas com ação antioxidante que podem prolongar a vida útil dos 

frutos.
161

 Entretanto, muitas variedades de tomate, incluindo o S. lycopersicum 

não apresentam a biossíntese destas moléculas no fruto. Este fato tem sido alvo 

de estudos com modulação genética para favorecer o desenvolvimento de 

cultivares com uma maior biodisponibilidade das antocianinas nos frutos devido 

a suas propriedades antiescleróticas, antitumorais e antidiabéticas.
181

  

  Vale destacar que o processo de acúmulo de antocianinas no tecido 

foliar das plantas de tomate não está diretamente relacionado ao processo de 

domesticação, uma vez que cultivares selvagens também apresentam esta 

característica.
175

 Estes dados também demonstram que o controle transcricional 

coordenado dos genes biossintéticos estruturais pode ser um mecanismo para 
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determinar a composição final dos metabólitos secundários presentes nas 

plantas. 

  Por fim, destacamos também a molécula da tomatidina, um 

alcaloide esteroidal derivado metabolicamente do colesterol (Figura 4.15a) que 

apresentou modulação durante as fases de desenvolvimento das plantas de S. 

lycopersicum e foi umas das moléculas que influenciou no agrupamento das 

amostras deste cultivar (Figura 4.15b).  
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FIGURA 4.15. Resumo da biossíntese da tomatidina a partir do colesterol (a). 

Modulação na área da tomatidina em função das fases de 

desenvolvimento e do cultivar estudado. Letras diferentes no 

topo das barras representam a diferença estatística (p ≤ 0,05) 

entre as médias pelo teste de Tukey. (b). Pico e espectro de 

massas da tomatidina (c).  
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  Na Figura 4.15c apresentamos o espectro de massas para a 

tomatidina. O valor de m/z 416,3533 foi atribuído ao íon precursor [M+H]
+
. Em 

seguida, observamos os fragmentos com valores de m/z 398,1846 (atribuído à 

perda de água, [M-H2O]
+
) e os fragmentos com m/z 273,2220, 255,2107 e 

161,1328 que são atribuídos a fragmentação do núcleo espirossolano, estrutura 

base desta classe de alcaloides que contem um nitrogênio secundário. Sua 

fragmentação origina em uma série de hidrocarbonetos insaturados
182

, como 

demonstrado na Figura 4.16. 
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FIGURA 4.16. Etapas da fragmentação da tomatidina. 

 

  A tomatidina e seus glicosídeos podem ser encontrados em tecidos 

do tomateiro com uma cadeia ramificada de sacarídeos e são responsáveis pela 

defesa contra fitopatógenos, herbívoros e doenças do tomateiro. Em geral, a 

forma glicosilada da tomatidina apresenta melhores atividades antifúngicas.
183
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Ao contrário das outras moléculas citadas anteriormente, a tomatidina é uma 

molécula frequentemente detectada em plantas de tomate domesticado e seus 

parentes selvagens.   

   Dentre a diversidade de moléculas encontradas em nosso estudo, 

os glicoalcaloides, como a tomatidina e seus derivados glicosilados também são 

sintetizados pelos frutos de tomate e têm sido associados à múltiplas 

propriedades benéficas de promoção da saúde, incluindo efeitos antibióticos, 

anticancerígenos, cardioprotetores, antiobesidade, antiaterosclerose e 

antiosteoporose.
184

 

 

4.3.6 Influência dos cultivares no perfil químico das folhas de tomate 

 Para auxiliar na distinção das respostas dos cultivares avaliados, nesta 

seção comparamos as modulações constitutivas confrontando as respostas 

apresentadas entre cada cultivar nos três estágios de desenvolvimento avaliados. 

 

4.3.6.1 Plântula 

  Analisando os metabólitos produzidos por ambos os cultivares na 

fase de plântula, verificamos uma boa separação das amostras no gráfico de 

PCA (Figura 4.17a). Com base nisto, nós utilizamos o gráfico de volcano  para 

identificar os metabólitos que diferiram significativamente entre os dois 

cultivares. O gráfico de volcano está apresentado na Figura 4.17b. O eixo x deste 

tipo de gráfico é o logaritmo do fold change, ou seja, a taxa de variação entre o 

valor máximo e mínimo entre as duas variáveis consideradas. O eixo y é o 

logaritmo do p-valor do fold change. Dessa forma, os pontos de interesse no 

gráfico são aqueles que aparecem mais próximos do topo e distantes do centro, 

ou seja, aqueles que têm alta significância estatística e acentuada variação de 

magnitude. Baseados nisto, extraímos as informações do gráfico de volcano e na 

Figura 4.17c apresentamos algumas das moléculas que tiveram uma variação 

significativa entre os dois cultivares. 
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FIGURA 4.17. Fotografia das plantas em estágio de plântula. Gráfico de PCA 

(a) e volcano (b) obtidos comparando os metabólitos produzidos 

para as plantas em estágio de plântula. Moléculas 

diferencialmente expressas pelos cultivares (c).. 

 

Pela Figura 4.17c, verificamos uma alteração significativa da alfa e 

beta-tomatina quando comparamos os dois cultivares em estágio de plântula. A 

beta-tomatina é um intermediário da biossíntese da alfa-tomatina (Figura 4.18), 

tendo, portanto uma forma biologicamente menos ativa que a alfa-tomatina, mas 

ainda colaborando na resistência à estresse abióticos em plantas de tomate.
183
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beta-Tomatina

alfa-Tomatina

Tomatidina

 

       FIGURA 4.18. Biossíntese da alfa-tomatina e seu espectro de massas. 

 

Na Figura 1.19 demonstramos algumas das etapas de fragmentação 

da molécula de alfa-tomatina. O valor de m/z 1034,5565 foi atribuído ao íon 

precursor [M+H]
+
. Em seguida, observamos o fragmento com valor de m/z 

1016, atribuído à perda de água do íon [M+H]
+
. Em seguinda, detectamos o 

valor de m/z 578,7749 que pode ser atribuído a perdas das duas unidades do 

monossacarídeo D-glicose e da unidade de xilose seguida pela perda de todas as 

unidades de monossacarídeos, apresentando assim o valor de m/z de 416,3537 

referente a sua forma aglicona, a tomatidina. Estas estruturas podem ser 

observadas na Figura 4.19.
185,186
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FIGURA 4.19. Etapas da fragmentação da alfa-tomatina. 

 

É interessante observarmos que o cultivar comercial (S. 

lycopersicum) apresenta menor teor de alfa-tomatina e em geral é modulado 

pela tomatidina, quando comparado com o nosso cultivar considerado uma 

Planta de Introdução (S. pimpinellifolium). O processo de domesticação e 

melhoramento do tomate reduziu o conteúdo de glicoalcalóides para aumentar a 

palatabilidade dos frutos com a redução na biossíntese da alfa-tomatina, que tem 

sabor amargo.
184

 Tal processo justificaria o maior teor destes glicoalcaloides em 

nosso cultivar designado como uma Planta de Introdução. 

A alfa-tomatina é encontrada principalmente em tecidos verdes, 

como caules, folhas e frutos imaturos. Na fase de crescimento vegetativo e na 

fase inicial de crescimento e desenvolvimento reprodutivo, a alfa-tomatina atua 
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como um composto defensivo, auxiliando as plantas na resistência a doenças e 

infestações de insetos.
187

 Além disso, a alfa-tomatina e sua aglicona secretada 

pelas raízes do tomate também atuam na rizosfera das plantas. Os efeitos destas 

moléculas nas comunidades bacterianas do solo foram avaliados in vitro por 

Nakayasu et al. (2021)
188

, revelando que ambos os compostos influenciaram a 

microbiota de forma dependente da concentração. Estas moléculas modulam as 

comunidades bacterianas no solo e da rizosfera, favorecendo o crescimento de 

micro-organismos benéficos à cultura do tomate e, ao mesmo tempo, inibindo o 

crescimento de micro-organismos patógenos ao tomate. 

   Verificamos na Figura 4.20a com mais clareza a detecção da 

isoflavona (leucocianidina). Como discutimos anteriormente, esta isoflavona foi 

uma das moléculas responsáveis pela diferenciação das amostras do cultivar 

comercial durante os diferentes estágios de desenvolvimento das plantas. 

Avaliando cada estágio do desenvolvimento de maneira isolada, observamos que 

esta isoflavona e sua antocianina derivada foram apenas detectadas no cultivar 

comercial (S. lycopersicum). Este fato pode estar relacionado a coloração 

arroxeada das folhas de tomate que apenas foram detectados nas plantas do 

cultivar comercial (Figura 4.20a).  

 

Solanum

pimpinellifolium

Solanum

lycopersicum

(a)

Ácido indol-3-acrílico

(b)

Solanum

pimpinellifolium

 

FIGURA 4.20. Fotografia demostrando a diferença na coloração das folhas de 

tomate (a). Estrutura química do ácido indol-3-acrílico (b). 
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Na figura 4.20b também apresentamos a estrutura química do ácido 

indol-3-acrílico, uma das moléculas com maior indução no S. pimpinellifolium 

durante o estágio vegetativo. Esta molécula já foi isolada em plantas de tomate e 

pode estar relacionada ao metabolismo das auxinas. Assim, esta molécula está 

indiretamente relacionada ao crescimento do caule e nas alterações morfológicas 

das plantas.
189

 

 

4.3.6.2 Crescimento vegetativo 

Na Figura 4.20 apresentamos uma ilustração das plantas em estágio 

de crescimento vegetativo, o gráfico de PCA (Figura 4.21a), volcano (Figura 

4.20b) e alguns dos metabólitos diferencialmente expressos (Figura 4.21c). 

Durante o crescimento vegetativo, observamos o desenvolvimento 

de um caule principal forte, um sistema radicular mais profundo e mais folhas e 

ramos, independente do cultivar estudado. Nesta etapa é importante que os 

tomateiros tenham bastante luz solar, água e nitrogênio para crescerem bem 

sendo uma das etapas em que os tomateiros consomem a maior quantidade e 

diversidade de nutrientes, enquanto que nas outras fases de desenvolvimento o 

consumo ocorre de maneira direcionada.
190

  

Nesta fase, o nitrogênio é importante para a formação da clorofila, 

responsável pelo desenvolvimento das raízes, caules e folhas. O nitrogênio 

promove o crescimento da altura das plantas, da área foliar e do número de 

flores.
190

 Com o tempo, a copa foliar maior ajuda a gerar mais energia para a 

planta, que é necessária para as etapas seguintes. Uma molécula que pode ser 

relacionada ao ganho de energia na planta é o ácido glicérico, um dos produtos 

iniciais da fotossíntese.
191

  

Esta molécula, assim como outros ácidos orgânicos estão 

envolvidos em inúmeras vias metabólicas em todas as plantas. O metabolismo 

dos ácidos orgânicos é de fundamental importância a nível celular para diversas 

vias bioquímicas, incluindo a produção de energia, a formação de precursores 
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para a biossíntese de aminoácidos e a nível de toda a planta auxiliando na 

modulação do metabolismo como uma estratégia de adaptação ao meio 

ambiente.
192
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FIGURA 4.21. Fotografia das plantas em estágio de crescimento vegetativo. 

Gráfico de PCA (a) e volcano (b) obtidos comparando os 

metabólitos produzidos para as plantas em estágio de plântula. 

Moléculas diferencialmente expressas pelos cultivares (c).  

 

Observando a variação no teor do ácido glicérico entre os cultivares 

avaliados (Figura 4.21c), encontramos uma maior indução para o cultivar 

comercial. As folhas das plantas geralmente ficaram maiores após a 
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domesticação para favorecer o processo biossintético. Por isso, ocorreu a  

indução de um maior acúmulo de moléculas de carbono (proveniente também 

dos ácidos orgânicos), dentre outras moléculas.
193

   

Outro ponto que podemos destacar é o peptídeo que apresentou 

uma maior indução no cultivar de S. pimpinellifolium. Durante o crescimento 

vegetativo das plantas, moléculas de pequenos peptídeos podem atuar como 

sinalizadores químicos que coordenam a comunicação intercelular em vários 

aspectos do desenvolvimento das plantas.
194

 Peptídeos vegetais contendo 

tirosina, por exemplo, podem auxiliar no crescimento radicular.
195

 

É importante mencionar que o peptídeo mencionado em nossos 

dados ainda não está completamente identificado. Entretanto, é possível afirmar 

que ele é um composto formado majoritariamente por moléculas de tirosina 

ocorrendo a indução maior no cultivar considerado como uma Planta de 

Introdução. Esta diferença na indução entre os cultivares estudados pode ser 

relacionado ao processo de domesticação.
196

 

 

4.3.6.3 Floração 

  Na Figura 4.22 apresentamos uma fotografia das flores do cultivar 

de S. lycopersicum. Para este estágio, verificamos que não há uma boa separação 

das amostras no gráfico de PCA (Figura 4.22a). Nesta etapa do 

desenvolvimento, assim como na anterior, as plantas estão direcionando seu 

metabolismo para o fornecimento de carbono aos órgãos sumidouros, como 

raízes, flores, frutos, botões e folhas jovem.
197

 Apesar disso, utilizamos o gráfico 

de volcano para identificar os metabólitos que poderiam diferir 

significativamente entre os dois cultivares.  

  Neste estágio conseguimos encontrar uma diferença significativa do 

clausarinol, uma piranocumarina linear. Esta molécula já foi detectada em frutas 

cítricas e em maçã.
198

 O acúmulo de piranocumarinas é considerado raro nas 

plantas. Mas, quando encontrada em sua forma mais biologicamente ativa para 
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as plantas, as cumarinas têm sido relacionadas a um mecanismo de resistência à 

micro-organismos fitopatogênicos. Estas moléculas, que são majoritariamente 

sintetizadas pelas raízes e podem modular os micro-organismos do solo, também 

auxiliam na mobilização do ferro, favorecendo na sua absorção.
199
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FIGURA 4.22. Fotografia das plantas em estágio de floração. Gráfico de PCA 

(a) e volcano (b) obtidos comparando os metabólitos produzidos 

para as plantas em estágio de plântula. Moléculas 

diferencialmente expressas pelos cultivares (c).  

 

  Uma outra molécula que apresentou modulação significativa para a 

diferenciação dos cultivares foi o aldeído da giberelina A12. Esta molécula faz 

parte da rota principal da biossíntese das giberelinas sendo a giberelina A12 

precursora de todas as giberelinas.  
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  Nas plantas com flores, a formação, desenvolvimento e 

funcionamento adequados das inflorescências (órgãos reprodutores) nas plantas 

são cruciais para manter a continuidade de uma espécie. Este processo também é 

regulado pelos fitormônios, como as giberelinas, jasmonatos, auxinas e 

citocinas, cuja a presença e equilíbrio adequado são indispensáveis para o bom 

desenvolvimento dessas estruturas.
200

 As giberelinas são necessárias para o 

crescimento normal de quase todos os órgãos das plantas por meio da promoção 

da divisão celular e/ou alongamento celular. Além disso, promovem mudanças 

de desenvolvimento ou mudanças de fase, incluindo a germinação das sementes 

e a transição do desenvolvimento vegetativo para o reprodutivo das plantas.
201

 

 

4.4 Conclusões 

Nesta etapa da pesquisa demonstramos que a padronização dos 

métodos de extração melhorou o rendimento e a eficiência da extração das 

amostras, tornando-as mais eficazes para a extração de uma maior diversidade 

de metabólitos. Conseguimos demonstrar que os métodos avaliados foram 

eficazes para caracterizar as mudanças no metaboloma das plantas de tomate em 

diferentes estágios de desenvolvimento. 

Fornecemos evidências de que a domesticação do tomate alterou o 

perfil dos alcaloides glicosilados, fenilpropanoides e das giberelinas durante as 

fases de desenvolvimento do cultivar comercial (S. lycopersicum) e do cultivar 

considerado uma Planta de Introdução (S. pimpinellifolium). Além disso, 

verificamos um maior acúmulo de moléculas relacionadas com os mecanismos 

de defesa constitutivos no cultivar de S. pimpinellifolium, como a tomatidina e a 

alfa-tomatina. As alterações promovidas pela domesticação dos cultivares foram 

mais determinantes para a diferenciação entre os cultivares do que os diferentes 

estágios de desenvolvimento avaliados. 

Estes dados podem contribuir para a compreensão molecular da 

diversidade fenotípica em cultivares de tomate, desde a qualidade da planta até 
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os mecanismos de resistência e adaptação. Além disso, utilizamos essas 

informações para avaliarmos os efeitos da aplicação de óleos essenciais nos 

cultivares de tomate e verificarmos se o uso de óleos essenciais promoveu efeito 

bioestimulante no desenvolvimento das plantas e ocasionou em alterações nos 

mecanismos constitutivos de defesa dos cultivares de tomate de S. lycopersicum 

e S. pimpinellifolium. 
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5 Influência de estimulantes vegetais na 

diversidade química de cultivares de tomate 
 

 

5.1 Introdução 

Os bioestimulantes estão entre as preparações naturais que 

estimulam o metabolismo, promovem o crescimento e protegem as plantas de 

patógenos quando aplicados em pequenas quantidades.
202

 Entretanto, os 

resultados da aplicação dos bioestimulantes são dependentes da (i) espécie 

vegetal, (ii) tipo de cultivar, (iii) fatores ambientais, (iv) tipo de bioestimulante, 

(v) modo de aplicação e também da (vi) dose e do (vii) tempo de aplicação.
202,203
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Os bioestimulantes podem ser utilizados como extratos prontos 

para uso em pó ou diluídos em solução aquosa. Dependendo dos resultados 

esperados, eles podem ser introduzidos no sistema de irrigação e absorvidos 

pelas plantas juntamente com a água. Além disso, os bioestimulantes podem ser 

aplicados na parte aérea ou radicular das plantas e, também nas sementes, 

dependendo de sua composição e resultados esperados.
203,204

 Por exemplo, em 

geral, quando aplicados nas folhas, protegem as plantas contra estresses bióticos 

e abióticos. Já os bioestimulantes quando aplicados no solo afetam 

primeiramente a estrutura da raiz, aumentando, entre outros fatores, a sua 

capacidade de absorção de nutrientes. Estes são apenas os primeiros efeitos 

observados, uma vez que os bioestimulantes podem atuar no metabolismo das 

plantas e influenciar a saúde e a microbiota do solo.
203,204

 

Outro ponto importante é que os bioestimulantes podem ser 

utilizados regularmente durante todo o período vegetativo ou de forma pontual, 

ou seja, aplicado uma única vez durante o declínio da atividade metabólica da 

planta, em uma situação de estresse por exemplo.
203

  

Uma vez que conhecemos algumas das principais rotas moduladas 

pelos cultivares de S. lycopersicum e S. pimpinellifolium em condições normais 

de cultivo, nesta estapa da pesquisa avaliamos os efeitos da aplicação das 

formulações contendo o óleo essencial de alecrim, erva-cidreira, laranja e da 

mistura dos três óleos na mesma proporção. Para isto, avaliamos as alterações na 

parte aérea (área foliar,  teor de clorofila A, B e total, a altura e comprimento do 

caule), na parte radicular (massa seca e comprimento das raízes) e na biossíntese 

dos metabólitos presentes nas folhas.  

 

5.2 Material e métodos 

5.2.1 Reagentes 

A solução padrão estoque de cafeína (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

EUA) foi preparada em água na concentração de 100 μg mL
-1

 e armazenada a 
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8°C. O mesmo procedimento foi utilizado preparando uma solução padrão de 

bisabolol (Sigma-Aldrich) à 500 μg mL
-1

 em glicerol. Cafeína e bisabolol foram 

utilizados como padrões internos para a análise por Cromatografia Líquida e 

Gasosa, respectivamente. Metanol grau HPLC da Supelco (Carolina do Norte, 

Estados Unidos), glicerol (Synth, São Paulo, Brasil) e água ultrapura (Milli-Q, 

Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) foram utilizados como 

solventes.  

Ácido fórmico grau LC-MS (Fluka, Missouri, Estados Unidos) foi 

utilizado na fase móvel da cromatografia líquida. O cloreto de sódio (Synth, São 

Paulo, Brasil) foi utilizado no preparo das amostras para a extração por 

headspace. 

 

5.2.2 Preparo das formulações bioestimulantes 

As formulações com ação bioestimulante foram preparadas 

conforme o protocolo avaliado na sessão 3 Desenvolvimento de formulações 

contendo óleos essenciais apresentada neste estudo.  

Dessa forma, as suspensões coloidais foram preparadas adicionando 

1,80 g do amido de mandioca modificado, 25 mg de lignina, 25 mg de resíduo 

de banana e 25 mg do resíduo de pequi em 60 mL de água deionizada em 

Erlenmeyer (125 mL). O sistema foi mantido sob agitação magnética (1200 

rpm) e aquecimento à 90±5ºC utilizando chapa de aquecimento com agitação 

magnética (IKA RT 10, Baden-Württemberg, Alemanha) por 60 min para 

promover a gelatinização dos grânulos de amido. Este sistema foi denominado 

de A. Após a completa solubilização do biopolímero, o sistema foi mantido sob 

agitação à 600 rpm e sem aquecimento até atingir a temperatura de 30ºC.  

Paralelamente, em um Erlenmeyer (50 mL), 300 mg de Tween
®
80 

foram emulsionadas em 4000 µL de água e 1000 µL do óleo essencial. O 

sistema foi mantido em agitação magnética de 1200 rpm e aquecimento à 
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30±5ºC por 5 min na mesma chapa com agitação magnética. Este sistema foi 

denominado de B. 

A emulsão resultante (sistema B) foi transferida gota a gota para o 

sistema A com o auxílio de uma bomba peristáltica e agulha hipodérmica BD 

(0,60 mm × 25 mm e 23G 1), para reduzir o diâmetro das partículas resultantes 

(veja a Figura 3.2, na seção 3.2.5 Sínteses das suspensões coloidais). Após a 

completa transferência, a suspensão coloidal resultante foi mantida sob agitação 

sem aquecimento por 30 min à 12000 rpm e posteriormente armazenada em 

temperatura ambiente (25±5°C). Foram preparadas formulações contendo os 

óleos individuas de alecrim, erva cidreira e laranja, mas também preparamos 

uma formulação contendo uma mistura dos óleos essenciais de laranja, alecrim e 

erva-cidreira nas proporções de 1:1:1 (m m
-1

). Uma suspenção coloidal com a 

ausência dos óleos essenciais também foi preparada como controle. 

 

5.2.3 Cultivo das plantas de tomate e aplicação dos bioestimulantes 

Para cada cultivar, 60 sementes foram germinadas em outubro de 

2023 (primavera) em sementeiras e, após 7 dias do plantio, 30 plântulas para 

cada cultivar foram transplantadas para vasos de 4,5 L preenchidos com solo, 

areia e húmus de minhoca na proporção de 3:1:1. As plantas foram irrigadas 

diariamente e de forma uniforme até atingirem 60% de umidade, tomando-se o 

cuidado de não serem submetidas a volumes muito altos ou baixos para evitar 

estresse hídrico. A umidade foi determinada com medidor de umidade do solo 

digital, PHD-3000 (SVE Super). Como os cultivares selecionados apresentavam 

crescimento indeterminado e o cultivar Planta de Introdução também era de 

crescimento rasteiro, foi necessário adicionarmos tutores aos vasos (estacas de 

bambu de 1 m de comprimento). Os vasos foram mantidos em casa de vegetação 

com telado transparente, seguindo assim o fotoperíodo natural e temperatura 

controlada de 30-35ºC durante o dia.   
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Para examinar os efeitos da aplicação das soluções bioestimulantes, 

as plantas foram divididas em grupos de 5 plantas por grupo e foram agrupadas 

da seguinte forma: controle (plantas não tratadas, recebiam apenas água), 

biopolímero (plantas controle, tratadas apenas com formulação contendo o 

biopolímero, sem a adição dos óleos essenciais), alecrim (plantas tratadas com a 

formulação do óleo essencial de alecrim), erva-cidreira (plantas tratadas com a 

formulação do óleo essencial de erva-cidreira), laranja (plantas tratadas com a 

formulação do óleo essencial de laranja) e mistura (plantas tratadas com a 

formulação contendo os óleos essenciais de alecrim, erva-cidreira e laranja na 

proporção de 1:1:1 m m
-1

). Este processo foi realizado para o cultivar de S. 

lycopersicum e S. pimpinellifolium. 

Após emergir a primeira dupla de folhas verdadeiras, as plantas 

foram tratadas uma vez por semana com 3 mL dos bioestimulantes diluídos para 

uma concentração de 0,3% v v
-1

 dos ativos utilizando pipeta plástica (Figura 

5.1).  

Controle

Polímero

OE alecrim

OE erva 

cidreira

OE laranja

OE Mistura 

(1:1:1)

3 mL (0.3% v/v)

3 mL (0.3% v/v)

 

FIGURA 5.1. Representação da montagem dos experimentos de cultivo do 

tomate em casa de vegetação. 
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Para a administração do bioestimulante, uma pipeta era inserida a 

uma profundidade de 1 cm do solo e próxima a raiz das plantas. O processo de 

diluição também foi realizado para a formulação contendo apenas os 

biopolímeros. Dessa forma, todas as formulações foram diluídas 5 vezes. Os 

bioestimulantes foram aplicados no final da tarde, sempre após as 16 horas para 

que a temperatura ambiente da casa de vegetação fosse inferior à 30ºC. Além 

disso, antes da aplicação as plantas também eram regadas. O processo de 

aplicação semanal foi realizado por sete semanas. Após este período, realizamos 

a coleta do material vegetal. 

 

5.2.4 Coleta das amostras de folhas de tomate 

Para as análises dos metabólitos, utilizamos as três folhas mais 

jovens (ápice do caule) e as três folhas mais velhas (base do caule) das plantas 

de tomate.  Entretanto, nesta etapa folhas com diferentes idades não foram 

misturadas. Assim, as amostras foram congeladas com nitrogênio líquido para 

quenching metabólico, transportadas para o laboratório e particionadas em dois 

lotes. O primeiro lote foi liofilizado (Liotop L101, Liobras, São Paulo, Brasil), 

moído e posteriormente fracionado em peneira de malha 80 mesh e armazenado 

a -20°C. O segundo lote deste material, foi mantido fresco e armazenado em 

ultrafreezer Sanyo MDF-U56VC (Panasonic, Osaka, Japão) a -80°C. 

 

5.2.5 Avaliações fisiológicas 

Para medir o teor de clorofila total das plantas, foi utilizado o 

Medidor de Clorofila CFL 1030 (Falker, Rio Grande do Sul, Brasil) de acordo 

com as instruções do fabricante. Também determinamos a altura das plantas, o 

diâmetro do caule, a área da superfície foliar, o comprimento das raízes e a sua 

respectiva massa seca. A área foliar foi medida utilizando o bloco de calibração 

e o aplicativo desenvolvidos pela PetiolePro
®
, de maneira que conseguimos 

medir a área foliar sem retirá-las das plantas. 
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5.2.6 Extração dos metabólitos primários e secundários  

Este protocolo foi realizado de acordo com os métodos avaliados na 

sessão 4 “Métodos analíticos para a análise de amostras vegetais: preparo de 

amostras e análises constitutivas” deste estudo. Dessa forma, o material 

botânico liofilizado (2,5 mg) foi submetido à extração em tubo de vidro (8 mL) 

contendo 500 μL da mistura extratora composta por etanol e água na proporção 

de 1:1 (v v
-1

) em uma frequência de 60 kHz utilizando banho de ultrassom Elma 

(Tovatech, Alemanha) por 20 min. 

O processo de extração ocorreu duas vezes consecutivas. Assim, o 

solvente era substituído após o primeiro ciclo e o precipitado era submetido a 

uma nova extração com 500 μL da mistura extratora e o sobrenadante anterior 

reservado. Após o último ciclo de extração, os sobrenadantes de um mesmo 

extrato foram misturados, centrifugados (3.200 ×g, por 30 min a 10°C) e 

filtrados em membrana de PVDF de 0,20 μm e 25 μL dos extratos foram 

diluídos em água para um volume final de 1000 μL. O padrão interno foi 

adicionado (10 μL de cafeína 10 mg L
-1

) e as amostras foram analisadas por 

UHPLC-q-TOF-MS/MS (UHPLC 1290 Agilent e q-TOF-MS/MS Bruker, 

Estados Unidos). 

 

5.2.7 Extração dos metabólitos voláteis 

Para esta etapa, o material botânico fresco (100 mg) foi submetido à 

extração por headspace utilizando um frasco de 10 mL contendo 500 μL de 

solução de NaCl 30% (m v
-1

). O bisabolol foi usado como padrão interno 

adicionando 25 μL (500 mg L
-1

, solução preparada em glicerol) ao frasco de 

headspace. Os frascos foram selados com tampa de alumínio e septo de 

PTFE/SIL e, após extração por 5 min a 75ºC os compostos voláteis foram 

analisados por CG-EM (Shimadzu, CG-EM TQ-8040). Seguimos o protocolo 

apresentado na sessão 4 “Métodos analíticos para a análise de amostras 

vegetais: preparo de amostras e análises constitutivas.” 



 

126 

 

5.2.8 Análises cromatográficas 

A análise não-alvo dos componentes orgânicos não voláteis foi 

realizada em um sistema de cromatografia líquida de ultra-alto desempenho 

(Agilent 1290 Infinity II) equipado com uma coluna Zorbax Eclipse Plus Penil-

hexil (Rapid Resolution HD, 2,1 × 100 mm, 1,8 μm, Agilent) como fase 

estacionária. As temperaturas do forno da coluna e do amostrador automático 

foram de 40 e 10°C, respectivamente. Um gradiente de fluxo constante (0,300 

mL min
-1

) combinando o solvente A (0,1% ácido fórmico/água) e o solvente B 

(0,1% ácido fórmico/metanol) foi usado nas seguintes condições: 15%-85% B 

(0-9 min), 90% B (9-14 min) e 15%B(14-15 min) com 5 min de pós-corrida. O 

volume de injeção foi de 5,0 μL. A ionização e análise dos íons foi realizada por 

meio de um espectrometro de massas com tempo de voo quadrupolo (Impact 

HD Bruker) equipado com uma fonte de ionização por eletrospray (ESI) em 

modo de íon positivo e tensão capilar de 3,6 kV. A temperatura do gás de 

dessolvatação foi de 180°C com um fluxo de 8 L min
-1

, com um End Plate 

Offset de 450 V e pressão no nebulizer de 4 Bar. Os dados de EM foram 

coletados e avaliados de 50 a 1700 Da. 

Os compostos orgânicos voláteis foram analisados por um 

cromatografo a gás Shimadzu (CG 2010 Plus). Para esta análise utilizamos uma 

coluna capilar VF-Wax MS (Agilent, fase estacionária de polietilenoglicol, 30 m 

× 0,25 mm de diâmetro interno × espessura de filme de 0,25 μm) e Hélio 5,0 

como gás de arraste (1,50 mL min
-1

). Os parâmetros cromatográficos foram os 

seguintes: temperatura do injetor 180°C; a temperatura da coluna inicialmente 

em 40°C mantida por 1 min, depois aquecida a uma taxa de 10°C min
-1

 até 

230°C mantendo essa temperatura por 4 min. A temperatura da interface foi de 

230ºC e da fonte de íons de 270°C. A injeção foi no modo splitless e o volume 

da amostra injetada foi de 1000 μl. O analisador de massas quadrupolar operou 

com uma ionização de elétrons a 70 eV e varredura entre 45 e 500 Da com 0,3 

varreduras s
-1

. 
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Amostras de controle de qualidade (extratos contendo a mistura de 

todos os cultivares) e a solução padrão interno também foram injetadas 

continuamente para monitorar a estabilidade dos sistemas. 

 

5.2.9 Métodos de processamento de dados 

Para esta etapa, os dados de EM obtidos por experimentos de 

cromatografia líquida foram recalibrados com base na massa exata do calibrante 

(1 mmol L
-1

 de formiato de sódio em acetonitrila) usando um modo de regressão 

quadrática de calibração de alta precisão no software Bruker Profile Analysis 

v2.1 (Bruker Daltonics). Posteriormente, os dados foram convertidos para o 

formato “.mzXML”. No software MZMine 3, as amostras foram processadas. 

Assim detectamos os “molecular features”, selecionamos os isótopos, 

realizamos o alinhamento do tempo de retenção combinando a massa (incluindo 

isótopos, estados de carga, adutos, perdas neutras) e informações quantitativas 

(área/intensidade de pico) e eliminamos os valores redundantes. Os dados dos 

“molecular features” resultantes foram tabelados. A identificação dos 

“molecular features” foi realizada por comparação com os dados da METLIN, 

do MassBank, do m/z cloud spectral, com os dados da plataforma SIRIUS e por 

comparação com dados de estudos publicados na literatura científica. A matriz 

obtida foi convertida no formato .CSV para realizarmos as análises estatísticas 

na plataforma MetaboAnalyst (versão 6.0).
152

 

Para a análise dos dados obtidos no sistema de cromatografia 

gasosa, os dados brutos foram convertidos para o formato “.CSV”. A 

identificação dos compostos foi realizada por comparação com os dados 

espectrais da biblioteca NIST (versão 17.0) e com o software AMDIS GC/MS 

(versão 2.73).  

Uma vez que as informações relevantes foram extraídas na primeira 

etapa para cada plataforma, os dados de cada tratamento foram combinados. 

Para isto, os dados foram organizados em uma matriz composta por variáveis 
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(colunas), como a abundância relativa do pico de cada constituinte identificado, 

enquanto os objetos (linhas) foram os cultivares amostrados. A matriz resultante 

foi dimensionada, a centralização dos dados na média foi a normalização 

escolhida como o pré-tratamento e a matriz final foi utilizada para os cálculos 

estatísticos realizados na plataforma MetaboAnalyst (versão 6.0).
152

  

 

5.2.10 Análise estatística 

Para avaliar os dados obtidos nas análises fisiológicas (área foliar, 

altura e comprimento do caule, comprimento e massa seca das raízes e teor de 

clorofila) a análise de variância (ANOVA) e o teste de Tukey (5% de 

probabilidade) foram realizadas com o objetivo de verificar a existência de 

diferenças significativas entre as respostas obtidas. As análises foram realizadas 

por meio do software estatístico SPSS
®
. 

 

5.3 Resultados e discussão 

5.3.1 Observações fenotípicas e efeitos dos bioestimulantes nos 

parâmetros de crescimento 

Para avaliar os efeitos da aplicação dos bioestimulantes no crescimento 

das plantas, uma série de parâmetros de crescimento foram medidos ao final do 

experimento e podem ser observadas nas Figuras 5.2 e 5.3. 

A observação macroscópica das plantas não demonstrou alterações 

no turgor e esverdeamento das folhas em comparação com as plantas controle 

para os dois cultivares analisados após a aplicação dos bioestimulantes. 
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FIGURA 5.2. Efeito dos tratamentos com os bioestimulantes no crescimento das plantas de S. pimpinellifolium. Os parâmetros 

da planta estudados incluem a área foliar, altura, diâmetro do caule e teor de clorofila. Letras diferentes no topo 

das barras representam a diferença estatística (p ≤ 0,05) entre as médias pelo teste de Tukey.  
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FIGURA 5.3. Efeito dos tratamentos com os bioestimulantes no crescimento das plantas de S. lycopersicum. Os parâmetros da 

planta estudados incluem a área foliar, altura, diâmetro do caule e teor de clorofila.Letras diferentes no topo das 

barras representam a diferença estatística (p ≤ 0,05) entre as médias pelo teste de Tukey. 
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Verificamos que as plântulas que receberam a formulação 

preparada com o óleo essencial de erva-cidreira morreram após 48 h da primeira 

aplicação para ambos os cultivares. Por isso, apenas para este tratamento, as 

plântulas mortas foram substituídas por plantas reservas excedentes que foram 

germinadas ao mesmo tempo das plantas que morreram e que estavam 

condicionadas nas mesmas condições dos experimentos.  

O óleo essencial de erva cidreira é composto majoritariamente pela 

molécula de linalol. Esta molécula já apresentou efeito fitotóxico para algumas 

espécies de trigo e alfafa, interferindo na germinação das sementes e inibindo o 

desenvolvimento radicular das plantas.
205

 Com base nisto, as novas plantas 

passaram a receber o bioestimulante contendo o óleo essencial de erva cidreira 

apenas quando já possuíam dois pares de folhas e sistema radicular mais 

desenvolvido. Assim, após 48 h da primeira aplicação do bioestiulantes 

contendo erva-cidreira não observamos a morte das plântulas e seguimos com os 

experimentos. 

Ao final do experimento, realizamos a análise dos parâmetros de 

crescimento das plantas. De maneira geral as plantas do cultivar S. 

pimpinellifolium eram maiores, com área foliar e diâmetro do caule menores em 

comparação com o cultivar de S. lycopersicum.  Este perfil, que foi observado 

independente do tratamento e foi atribuído as diferenças genéticas entre os 

cultivares. 

Na Figura 5.2 também verificamos que a utilização da formulação 

contendo a mistura dos óleos essenciais reduziu de maneira significativa o 

crescimento das plantas do cultivar de S. pimpinellifolium, ao mesmo tempo em 

que aumentou a área superficial média das folhas. Esta poderia ser uma forma da 

planta de mitigar o efeito adverso da redução no tamanho, pois o aumento da 

área foliar ajudaria a manter as taxas fotossintéticas da planta
206

 e, conforme 

observamos na Figura 5.2, independente do tratamento todas as plantas 

mantiveram os teores de clorofila A e B. Apenas a aplicação do óleo essencial 
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de laranja não interferiu na altura das plantas ao compararmos os resultados com 

o grupo controle. 

Outro ponto de destaque para as plantas do cultivar de S. 

pimpinellifolium é que embora a aplicação da formulação contendo apenas o 

biopolímero não tenha interferido no crescimento ou na área foliar média das 

folhas quando comparado ao tratamento controle, esta formulação diminuiu de 

maneira significativa o diâmetro do caule das plantas. Alguns estudos têm 

demostrado que a redução do diâmetro do caule pode ser reflexo de plantas sob 

condições de estresse que podem reduzir a altura e quantidade de folhas, mas 

também podem direcionar seus metabólitos para outros processos, como o 

crescimento radicular.
207,208

  

Na Figura 5.4 apresentamos os dados obtidos para o crescimento 

radicular das plantas do cultivar de S. pimpinellifolium. Embora não tenhamos 

detectado diferenças estatisticamente significativas para a massa seca das raízes, 

verificamos algumas diferenças para o crescimento radicular. As plantas tratadas 

com as formulações contendo os óleos essenciais de alecrim, erva-cidreira e 

laranja apresentaram um aumento no crescimento radicular. O estimulo no 

crescimento das raízes pode auxiliar as plantas a aumentarem a absorção de 

nutrientes e favorecer a busca por água.
203,204

 Este efeito não foi observado 

quando utilizamos a misturas de todos os óleos, indicando que a mistura dos 

componentes pode acarretar em um antagonismo das moléculas bioativas 

presentes para o cultivar de S. pimpinellifolium.  

Analisando os resultados apresentados pelas plantas do cultivar de 

S. lycopersium na Figura 5.3, não observamos diferenças significativas na área 

da superfície foliar e no teor de clorofila. Entretanto, a aplicação da formulação 

contendo o óleo essencial de alecrim, erva-cidreira e a mistura dos óleos 

reduziram de maneira significativa a altura das plantas, assim como também 

observado para as plantas de S. pimpinellifolium. 
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FIGURA 5.4. Efeito dos tratamentos com os bioestimulantes no crescimento das 

plantas de S. pimpinellifolium. Os parâmetros da planta estudados 

iguais no topo das barras indicam que não há diferença estatística 

(p ≤ 0,05) entre as médias pelo teste de Tukey. 

 

Avaliando as alterações na parte radicular das plantas do cultivar de 

S. lycopersicum, verificamos que também ocorreu um estimulo para o 

crescimento das raízes após a aplicação das formulações contendo os óleos 

essenciais. Em nosso estudo não foi possível avaliarmos se a aplicação das 

formulações favoreceu o desenvolvimento de raízes laterais e/ou apenas o 

alongamento das raízes. Entretanto, a maior expansão das raízes apresentada por 

ambos os cultivares após o tratamento pode ter impacto positivo na resposta das 

plantas em condições de estresse hídrico.
21

 Além disso, as alterações no 

crescimento radicular podem ser associadas a diversos efeitos no solo. 

Compreender os efeitos deste bioestimulante na fertilidade do solo também pode 

contribuir para o desenho de estratégias de fertilização mais eficientes.
209

 



 

134 

 

0

10

20

30

40

50

C
o

n
tr

o
le

P
o

lí
m

er
o

M
is

tu
ra

O
E

 a
le

cr
im

O
E

 e
rv

a 
ci

d
re

ir
a

O
E

 l
ar

an
ja

C
o

m
p

ri
m

en
to

 d
a 

ra
iz

 (
cm

)

alecrim laranjaerva-cidreira

misturapolímerocontrole

0

1

2

3

4

5

C
o

n
tr

o
le

P
o

lí
m

er
o

M
is

tu
ra

O
E

 a
le

cr
im

O
E

 e
rv

a 
ci

d
re

ir
a

O
E

 l
ar

an
ja

M
as

sa
 s

ec
a 

d
a 

ra
iz

 (
g
) a

a
a

a

a
a

a
ab

abc

bcd
cd

d

 

FIGURA 5.5. Efeito dos tratamentos com os bioestimulantes no crescimento das 

plantas de S. lycopersicum. Os parâmetros da planta estudados 

iguais no topo das barras indicam que não há diferença estatística 

(p ≤ 0,05) entre as médias pelo teste de Tukey. 

 

5.3.2 Efeitos dos bioestimulantes no metaboloma das plantas de 

tomate 

  Inicialmente propusemos a avaliação dos metabólitos utilizando as 

folhas mais velhas e mais jovens dos cultivares, para verificarmos se 

observaríamos alterações no metaboloma e se estas alterações seriam sistêmicas 

ou modulariam de maneira mais intensa as folhas mais jovens. Na Figura 5.6 

apresentamos o gráfico de PCA apenas para os extratos obtidos das folhas mais 

velhas e dos dois cultivares. 
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S. pimpinellifolium - Alecrim

S. pimpinellifolium - Controle

S. pimpinellifolium - Erva-cidreira

S. Pimpinellifolium - Laranja

S. pimpinellifolium - Mistura

S. pimpinellifolium - Polímero

S. lycopersicum - Alecrim

S. lycopersicum - Controle

S. lycopersicum - Erva-cidreira

S. lycopersicum - Laranja

S. lycopersicum - Mistura

S. lycopersicum – Polímero

Controle de Qualidade

 

FIGURA 5.6. Gráfico de PCA obtido comparando os metabólitos extraídos após 

o tratamento das plantas com a aplicação das formulações 

contendo os óleos essenciais para o cultivar de S. 

pimpinellifolium e S. lycopersicum. 

 

Podemos observar que não houve tendências de agrupamento entre 

as amostras e também entre as suas respectivas réplicas ao avaliarmos as folhas 

mais velhas. Entretanto, o agrupamento das amostras do grupo classificado 

como controle de qualidade em uma região próxima ao centro dos dois eixos do 

PC1 e PC2 indica que a maior variabilidade dos dados pode ser relacionada as 

variações biológicas e não a alguma variabilidade na extração das amostras ou 

no instrumento de análise. Dessa forma, seguimos avaliando as amostras 

considerando apenas as folhas mais jovens. Na Figura 5.7 apresentamos o 

gráfico de scores e loadings obtidos para as plantas de S. pimpinellifolium após a 

aplicação das formulações. 
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(a) (b)

 

FIGURA 5.7. Gráficos de scores (a) e loadings (b) para a primeira e segunda 

componentes das amostras de S. pimpinellifolium após o 

tratamento com as formulações contendo óleos essenciais. 

 

Observamos uma separação entre os tratamentos (Figura 5.7a) e as 

amostras controle e que receberam formulação do biopolímero. Estas amostras 

foram agrupadas e influenciadas principalmente por moléculas de dissacarídeos 

e de alcaloides glicosilados. Para estas amostras, as moléculas destas classes 

apresentaram maior indução (maior área) em comparação com os outros 

tratamentos.  As amostras tratadas com a formulação contendo o óleo essencial 

de alecrim foram mais influenciadas por moléculas de ácidos graxos, enquanto 

que os cultivares que receberam a formulação contendo o óleo essencial de erva-

cidreira, laranja e a mistura dos óleos essenciais apresentaram uma maior 

indução do ácido gama-aminobutírico e de nucleosídeos da purina. 

O ácido gama-aminobutírico (GABA) é um regulador de muitos 

aspectos do crescimento das plantas e tem um papel fundamental na melhoria da 

resistência das plantas aos estresses abióticos e bióticos. Além disso, o GABA 

atua como uma molécula sinalizadora amplamente distribuída nas plantas e pode 

estar envolvido em vários processos, incluindo a regulação do pH, o 
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metabolismo do carbono e do nitrogênio
210

  e auxiliando no crescimento das 

raízes principais e das raízes adventícias.
211

 O aumento da indução do GABA 

pode ser um dos fatores que favoreceram o aumento das raízes das plantas 

tratadas com os bioestimulantes. Na Figura 5.8 comparamos cada tratamento de 

maneira isolada com o grupo controle.  

 

(a)

(b)

(d)

(c)

(e)

 

FIGURA 5.8. Gráfico de PCA comparando as amostras controle com as tratadas 

com biopolímero (a), com a formulação de alecrim (b) e (d) com 

as amostras tratadas com óleo essencial de erva-cidreira, laranja e 

a mistura agrupada como tratamento e seus respectivos gráficos 

de volcano em (c) e (e). 

 



 

138 

 

Confirmamos que não há uma clara separação entre as amostras 

que foram tratadas com as formulações contendo apenas o biopolímero (Figura 

5.8a). Verificamos aqui que os metabólitos primários, secundários e voláteis que 

extraímos neste estudo não podem ser diretamente relacionados a redução no 

diâmetro do caule que observamos para as plantas de S. pimpinellifolium. 

Na Figura 5.8b demonstramos a separação entre as amostras 

tratadas com as formulações de alecrim e as plantas controle, com base no 

gráfico de volcano selecionamos algumas moléculas que apresentaram variações 

significativas com o tratamento (Figura 5.8c).   

Dentre as moléculas encontradas podemos destacar os nucleosídeos 

de purina e alguns compostos orgânicos derivados de carboidratos e/ou contendo 

carboidratos conjugados que tiveram sua biossíntese induzida durante o 

tratamento com o óleo essencial de alecrim. Ambas as classes de compostos são 

importantes como fonte de energia para o desenvolvimento das plantas e como 

blocos de construções para uma série de metabólitos.  

Nas plantas, os nucleosídeos de purina são substratos para a 

biossíntese de dinucleotídeos de nicotinamida adenina (NAD e NADP), 

alcalóides de purina e citocinas.
212

 Este efeito tem sido mais pronunciado em 

plantas de tomate que foram tratados com a utilização de bioestimulantes 

compostos por aminoácidos, uma vez que estas estruturas são a base para a 

síntese de outras moléculas como as aminas e as purinas.
213

 

Os dados obtidos para os tratamentos com a aplicação das 

formulações de erva-cidreira, laranja e a mistura apresentaram um maior 

agrupamento (Figura 5.7a) e por isso foram agrupados para a análise dos 

metabólitos estatisticamente significativos (Figura 5.8d). Extraindo as 

informações do gráfico de volcano (Figura 5.8e), verificamos que as plantas 

tratadas com os bioestimulantes (erva-cidreira, laranja e mistura de óleos) 

também apresentaram uma maior indução na biossíntese de carboidratos e 

moléculas derivadas indicando o acúmulo de fontes de carbono para o 
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desenvolvimento das plantas. Estas plantas também apresentaram um aumento 

na indução do trans-hex-2-enal, um aldeído que tem sido relacionado ao cheiro 

das folhas frescas, junto a outros compostos voláteis de folhas verdes.
214

 Esta 

molécula também pode ser considerada um sinal químico da indução da 

expressão gênica associada à condições de estresse, além de proteger as plantas 

da ação de fungos e insetos
215

, por exemplo, atraindo inimigos naturais dos 

insetos herbívoros.
216

 

Um ponto em comum que distingue todas as plantas que passaram 

pelo tratamento com as formulações contendo os óleos essenciais das plantas 

classificadas como controle ou que receberam apenas o biopolímero foi a 

diminuição na indução da molécula de alfa-tomatina e de moléculas de ácidos 

graxos. Este processo foi menos intenso para o tratamento com alecrim.  

Uma supressão na biossíntese de glicoalcaloides foi observada por 

Lewis et al. (2023) ao aplicarem o extrato de Ascophylum nodosum como 

bioestimulante vegetal em plantas de tomate. Esta pode ser uma estratégia das 

plantas que, em condições de estresse, direcionam seu metabolismo para a 

síntese de moléculas de defesa específicas.
217

 Além da molécula de tomatina, os 

acídos graxos de maneira geral também constituem um sistema de defesa das 

plantas em situações de estresse biótico e abiótico. Estes dados indicam uma 

remodelação do metabolismo de defesa das plantas de tomate quando tratadas 

com os óleos essenciais. 

Na Figura 5.9 apresentamos o gráfico de scores e loadings obtidos 

para as plantas de S. lycopersicum após a aplicação das formulações. É 

interessante observamos novamente uma tendência de agrupamento entre as 

amostras controle com aquelas tratadas com a formulação contendo apenas o 

biopolímero. Verificamos também uma maior diferenciação das amostras 

tratadas com a formulação contendo o óleo essencial de erva-cidreia. 

Dentre as moléculas associadas a maior diferenciação, podemos 

destacar o ácido quínico, que apresentou maior indução na sua biossíntese nas 
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plantas tratadas com a formulação de erva-cidreira em comparação com todos os 

outros tratamentos. 

(a) (b)

 

FIGURA 5.9. Gráficos de scores (a) e loadings (b) para a primeira e segunda 

componentes das amostras de S. lycopersicum após o tratamento 

com as formulações contendo óleos essenciais. 

 

O ácido quínico, além de atuar como uma fonte de carbono para a 

biossíntese de diversas moléculas, tal como o ácido clorogênico, está 

relacionado aos mecanismos de defesa das plantas, além de apresentar 

propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Esta poderia ser uma estratégia 

das plantas para deixá-las preparadas para ativar o sistema de defesa. 

Na Figura 5.10 comparamos cada tratamento de maneira isolada 

com o grupo controle. Assim como observamos para as plantas de S. 

pimpinellifolium, não há uma clara separação entre as amostras que foram 

tratadas com as formulações contendo apenas o biopolímero (Figura 5.10a). 

Verificamos que o biopolímero e os adjuvantes utilizados não apresentaram 

diferenças significativas nos metabólitos sintetizados pelas folhas de ambos os 

cultivares, nas condições utilizadas neste estudo. 
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  Para o cultivar de S. lycopersicum, verificamos uma maior distinção 

para as amostras tratadas com o óleo essencial de erva-cidreira e, por isso, 

realizamos uma análise de PCA em que ele foi comparado com todos os outros 

tratamentos, denominados de controle na Figura 5.10b. Construímos em seguida 

o gráfico de volcano (Figura 5.10c) para detectarmos as moléculas com variações 

significavas entre os tratamentos. 

 

(a) (b)

(c)

 

FIGURA 5.10. Gráfico de PCA comparando as amostras controle com as 

tratadas com biopolímero (a) e com a formulação de erva-

cidreira e seu respectivo gráfico de volcano em (c). 
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  Dentre as moléculas relacionadas a separação dos grupos, podemos 

destacar uma maior indução de monossacarídeos, compostos orgânicos contendo 

nitrogênio e ácido quínico, que tiveram um aumento significativo na sua 

biossíntese para as amostras tratadas com a formulação de erva-cidreira. Por 

outra lado, estas mesmas amostras tiveram uma redução na biossíntese do ácido 

piroglutâmico, nucleosideos de purina e do tras-hex-2-enal. 

  O ácido piroglutâmico é um derivado de aminoácidos de ocorrência 

natural que atua nas plantas melhorando a taxa de fotossíntese e a ação 

antioxidante, mantendo o equilíbrio osmótico e hídrico das plantas, sendo, 

portanto, um metabólito que auxilia as plantas a superarem condições de 

estresse, como por exemplo um desequilíbrio osmótico.
218

 

 Com base nas principais moléculas destacadas como respostas das 

plantas aos tratamentos, poderíamos considerar que as moléculas 

bioestimulantes atuariam de maneira similar às mais diversas condições de 

estresse que ocorrem com as plantas. Assim, os bioestimulantes podem ser 

reconhecidos pelos sistemas de defesa das plantas como uma situação de 

estresse, promovendo a ativação ou fortalecimentos dos seus mecanismos de 

defesa e, por isso, verificamos que a maior modulação na biossíntese de 

metabólitos ocorre com moléculas relacionadas a defesa das plantas. Assim, 

alguns bioestimulantes atuariam também como um priming de defesa das 

plantas.
219

 Banakar et al. (2023) por exemplo, demostraram que plantas de arroz 

tratadas previamente com um bioestimulante a base de algas vermelhas 

promoveu uma indução de defesa das plantas à brusone, uma doença fungica.
220

  

  Esta também pode ser uma estratégia desenvolvidas pelas plantas 

quando recebem óleo essenciais e passam a apresentar tolerância ao estresse 

térmico. Em nosso estudo, observamos o crescimento das raízes, que auxilia a 

sobrevivência em ambientes adversos. Para responder a estas hipóteses seria 

necessário, além dos experimentos realizados promovermos estudos em 
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condições adversas e também avaliarmos as alterações no trascriptoma das 

plantas estudadas. 

 Por fim, também é interessante observamos que de maneira geral as 

plantas do cultivar S. pimpinellifolium apresentaram modulações na biossíntese 

de metabólitos secundários, principalmente na biossíntese dos glicoalcaloides. 

Estas são importantes moléculas de defesas
187

 que foram moduladas nas plantas 

de tomate seja avaliando os estágios de desenvolvimento das plantas ou a 

aplicação das formulações dos óleos essenciais. As variedades de tomate 

selvagens possuem uma maior diversidade de mecanismo de defesa a condições 

adversas e muitas delas podem ser perdidas durante os processos de 

melhoramento.
221

 Por outro lado, ao avaliarmos as respostas apresentadas pelas 

plantas do cultivar comercial S. lycopersium verificamos que mesmo com o 

aumento no crescimento radicular, outras classes de moléculas foram moduladas 

nas plantas. Sendo estas principalmente pertencentes ao metabolismo primário 

das plantas e moléculas associadas ao fornecimento de energia.  

 

5.4 Conclusões 

Demonstramos aqui que formulações contendo os óleos essências 

de alecrim, erva-cidreira e laranja podem apresentar efeito bioestimulante em 

plantas de S. pimpinellifolium e S. lycopersicum, induzindo o crescimento das 

raízes. Entretanto, a mistura dos óleos essenciais não promove um sinergismo do 

efeito bioestimulante. 

Verificamos que a aplicação das formulações contendo os óleos 

essenciais modulam principalmente o metabolismo de glicoalcaloides, ácidos 

graxos e ácidos orgânicos que estariam associados a mecanismos de defesa e a 

obtenção de energia pelas plantas de tomate. 

Fornecemos evidências de que a aplicação de bioestimulantes 

contendo óleos essenciais alteram as respostas metabolômicas das folhas de 
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tomate e estimulam mecanismos de resistência relacionados a situações de 

estresses bióticos e abióticos. 
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6 Conclusões gerais e perspectivas 

 

 

  Nesse estudo demonstramos que é possível produzir 

bioestimulantes vegetais contendo óleos essenciais como substâncias bioativas e 

utilizando materiais biopolímericos. Os sistemas coloidais preparados 

promoveram a retenção dos óleos essenciais e aumentaram a resistência térmica 

dos ativos. Podemos concluir que a utilização de amido modificado associado 

com adjuvantes é uma alternativa viável para o preparo de suspensões coloidais, 

promovendo um sistema de liberação controlada para os bioestimulantes 

vegetais.  

  Verificamos também que a padronização das técnicas de extração 

dos metabólitos dos materiais vegetais é uma etapa essencial para garantir a 
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qualidade dos dados em análises metabolômicas. Utilizando os métodos 

estudados, observamos que o processo de domesticação das plantas de tomate 

modulou o metabolismo dos alcaloides e isoflavonas.  

  Por fim, demonstramos que os óleos essenciais não apresentam 

sinergismo quando combinados, mas quando aplicados de maneira isolada 

estimulam o crescimento radicular das plantas, atuando como bioestimulantes do 

crescimento vegetal. Com base nestes resultados, podemos questionar quais os 

impactos da aplicação destas moléculas na rizosfera das plantas, no conteúdo 

nutricional do solo e também quais seriam os efeitos da aplicação destas 

substâncias nos frutos de tomate. Estudos baseados nestes questionamentos 

associados as técnicas ômicas, como a metabolômica e a trascriptômica, 

poderiam contribuir para compreendermos os efeitos da aplicação destas 

moléculas de maneira integral nas plantas. 
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Apêndice A 

 

 

 

FIGURA A1. Curvas de TGA e DTG referentes ao biopolímero (amido 

modificado). 

 

 

FIGURA A2. Curvas de TGA e DTG referentes ao óleo essencial de alecrim 

(livre). 
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FIGURA A3. Curvas de TGA e DTG referentes ao óleo essencial de alecrim 

(suspensão coloidal). 

 

 

FIGURA A4. Curvas de TGA e DTG referentes ao óleo essencial de erva 

cidreira (livre). 
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FIGURA A5. Curvas de TGA e DTG referentes ao óleo essencial de erva 

cidreira (suspensão coloidal). 

 

 

FIGURA A6. Curvas de TGA e DTG referentes ao óleo essencial de laranja 

(livre). 
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FIGURA A7. Curvas de TGA e DTG referentes ao óleo essencial de laranja 

(suspensão coloidal). 

 

 

FIGURA A8. Curvas de TGA e DTG referentes a mistura dos óleos essências de 

alecrim, erva cidreira e laranja 1:1:1 (livre). 
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FIGURA A9. Curvas de TGA e DTG referentes a mistura dos óleos essências de 

alecrim, erva cidreira e laranja 1:1:1 (suspensão coloidal). 
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Apêndice B 
 

TABELA B1. Análise de variância para o ajuste linear dos modelos (nível de 

confiança de 95%). 

Curva 
Fonte de 

variação 

Soma dos 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrada 
F Ftab 

Cânfora 

Regressão 2198,87 1 2198,87 28706,27 4.49 

Resíduo 1,69 22 0,08   

Total 2207,85 23    

Erro puro 0,78 16 0,05 3,07 3.26 

Falta de ajuste 0,90 6 0,15   

Linalol 

Regressão 1877,45 1 1877,45 23512,35 4.30 

Resíduo 1,76 22 0,08   

Total 1884,81 23    

Erro puro 1,12 16 0,07 1,52 2,74 

Falta de ajuste 0,64 6 0,11   

Limoneno 

Regressão 1885,50 1 1885,50 32134,02 4,30 

Resíduo 1,29 22 0,06   

Total 1889,41 23    

Erro puro 0,99 16 0,06 0,83 2,74 

Falta de ajuste 0,31 6 0,05   
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Apêndice C 
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FIGURA C1. Gráficos dos resíduos para as 

curvas de calibração da 

cânfora (a), linalol (b) e 

limoneno (c). 
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Apêndice D 

Tabela D1. Compostos detectados em folhas de tomate utilizando UHPLC-q-TOF-MS/MS. 

Compostos 
Principais 

fragmentos 

Íons precursores detectados Fórmula 

molecular 

Erro 

(ppm) (M+H)
+
 (M+Na)

+
 (M+K)

+
 

Cafeína  

(padrão interno) 

 

138,06 195,0873 217,0645 - C8H10N4O2 1,41 

Giberelina A13 

 

333,14 

287,10 
379,1450 - - C20H26O7 1,67 



 

174 

 

Quercetina 3-

rutinosídeo 

 

303,04 611,1648 633,1389 - C27H30O16 -1,14 

Kaempferol 3-

rutinosídeo 

 

287,10 595,1632 - - C27H30O15 3,54 



 

175 

 

Tomatidina 

 

398,18 

273,22 

255,21 

161,13 

416,3516 - - C27H45NO2 2,17 

alfa-Tomatina 

 

1016,54 

528,77 

416,35 

1034,5609 1056,5359 - C50H83NO21 0,52 

beta-Tomatina 

 

416,35 902,5117 - - C45H75NO17 1,24 

Esculeosídeo A 

 

- 1270,6068 1292,5856 - C58H95NO29 0,50 
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Xantina 

 

200,04 

145,04 

 

- - 219,0265 C7H8N4O2 -1,36 

Glucosídeo de 

solasodina 

 

253,19 

157,10 
576,3898 - - C33H53NO7 0,32 

O-glucosil-

tomatidina 

 

255,21 

 161,13 

147,11 

578,4067 - - C33H55NO7 1,57 



 

177 

 

Cianidina 

 

241,04 

213,05 
287,0560 - - C15H11O6

+
 1,74 

Leucocianidina 

 

163,04 

155,04 
307,0813 - - C15H14O7 0,32 

Ácido gama-

aminobutírico 

 

86,06  

69,03 
104,0709 - - C4H9NO2 2,88 



 

178 

 

Ácido indol 3-

acrílico 

 

170,06  

132,08 
188,0703 - - C11H9NO2 2,32 

Nucleosídeo de 

purina 
- 

152  

136  

124 

113 

268,1038 - - C10H13N5O4 -0,27 

Peptídeo 

pequeno 
- 101 - - 119,0192 CH6NO4 0,28 

Peptídeo 

pequeno 
- 

119  

101  

74 

137,0298 - - CH4N4O4 -0,71 

Peptídeo 

pequeno 
- 

132  

114 

105  

86 

- - 151,0090 CH6NO6 0,26 



 

179 

 

Peptídeo 

pequeno 
- - 296,1239 - - C13H17N3O5 1,29 
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Apêndice E 

Tabela E1. Compostos detectados em folhas de tomate utilizando CG-EM. 

 

Compostos 
Principais fragmentos Fórmula molecular 

Bisabolol 

Padrão Interno 

 

204, 161, 119, 109, 69 C15H26O 

Ácido cafeico (TMS) 

 

396, 381, 307, 249, 219, 191, 73 
C18H32O4Si3 



 

181 

 

Ácido clorogênico 

(6TMS) 

 

345, 255, 73 C16H18O9 

Ácido esteárico (TMS) 

 

341, 297, 145, 129, 117, 73 C21H44O2Si 

Ácido linoleico (TMS) 

 

337, 262, 129, 117, 95, 81, 73, 55 C21H40O2Si 

Ácido málico (3TMS) 

 

149, 148, 147, 115, 99, 75, 73 C13H30O5Si3 

Hexanal 
 

72, 57, 44 C6H12O 



 

182 

 

trans-Hex-2-enal 
 

97, 83, 69, 41 C6H10O 

D-Limonene 

 

121, 94, 79, 67, 68 C10H16 

1-Penten-3-ol 

 

57, 41, 43 C5H10O 

 

 

 

 


