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Resumo

O objetivo deste trabalho foi o de analisar a morfoanatomia dos frutos de anis-estrelado (lllicium verum Hook f.), com
a finalidade de contribuir com sua correta identificacdo botanica. Os frutos foram analisados macroscopicamente e
microscopicamente levando em consideracdo aspectos como deiscéncia, extensdo longitudinal e transversal em sua
porcéo inferior e dorsal, considerando a regido mediana, formato e coloragdo das sementes e o tamanho dos frutos.
Testes histoquimicos também foram empregados para identificacdo de compostos fendlicos, mucilagem, pectina,
lipidios, amido, terpenos e oleorresinas. Os resultados evidenciaram foliculos de tamanho médio de 10 mm longitudinal
e 2 mm transversal e sua deiscéncia pode ocorrer tanto na superficie superior como na inferior. As sementes
apresentaram formato eliptico e endosperma. O tegumento externo evidenciou células fortemente lignificadas e
dispostas radialmente, sentido longitudinal, com pontoac¢des. O pedunculo, de formato estelar com trés projeces e
sistema vascular constituido por um cilindro vascular com xilema e floema primarios, células parenquimaticas em plano
transversal e células condutoras longitudinalmente. O epicarpo, constituido por células alongadas nos planos transversal
e longitudinal e o mesocarpo por células parenquimaticas com espacos secretores e esclereides. A histoquimica foi
positiva para lipideos e pectina. Nossos achados disponibilizam novos dados que podem auxiliar na identificagdo
inequivoca dos frutos I. verum, dada a escassa informagdo disponivel na literatura, que foi discrepante em alguns
aspectos como: a disposicao de feixes vasculares e da ocorréncia de cavidades no mesocarpo em oposicao a idioblastos.
Palavras-chave: Illicium verum; Anis-estrelado; Morfoanatomia; Controle-de-qualidade.

Abstract

The objective of this work was to analyze the morphoanatomy of star anise fruits (lllicium verum Hook f.), in order to
contribute to their correct botanical identification. The fruits were analyzed macroscopically and microscopically, taking
into account aspects such as dehiscence, longitudinal and transverse extension in their lower and dorsal portions,
considering the median region, shape and coloring of the seeds and the size of the fruits. Histochemical tests were also
used to identify phenolic compounds, mucilage, pectin, lipids, starch, terpenes and oleoresins. The results showed
follicles with an average size of 10 mm longitudinally and 2 mm transversally, and their dehiscence can occur on both
the upper and lower surfaces. The seeds showed elliptical shape and endosperm. The external integument showed
strongly lignified cells and arranged radially, longitudinally, with pits. The peduncle is stellar in shape with three
projections and a vascular system consisting of a vascular cylinder with primary xylem and phloem, parenchyma cells
in a transverse plane and conducting cells longitudinally. The epicarp contained elongated cells in the transverse and
longitudinal planes and the mesocarp contained parenchyma cells with secretory spaces and sclereids. Histochemistry
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was positive for lipids and pectin. Our findings provide new data that can help in the unequivocal identification of I.
verum fruits, given the scarce information available in the literature, which was discrepant in some aspects such as: the
arrangement of vascular bundles and the occurrence of cavities in the mesocarp as opposed to idioblasts.

Keywords: Illicium verum; Star anise; Morphoanatomy; Quality control.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue analizar la morfoanatomia de frutos de anis estrellado (lllicium verum Hook f.), con el
fin de contribuir a su correcta identificacién botanica. Los frutos se analizaron macroscépica y microscépicamente,
teniendo en cuenta aspectos como la dehiscencia, extension longitudinal y transversal en sus porciones inferior y dorsal,
considerando la regién mediana, forma y color de las semillas y el tamafio de los frutos. También se utilizaron pruebas
histoquimicas para identificar compuestos fenélicos, mucilagos, pectinas, lipidos, almidon, terpenos y oleorresinas. Los
resultados mostraron foliculos con un tamafio promedio de 10 mm longitudinalmente y 2 mm transversalmente, y su
dehiscencia puede ocurrir tanto en la superficie superior como en la inferior. Las semillas presentaron forma eliptica y
endospermo. El tegumento externo presentaba células fuertemente lignificadas y dispuestas radialmente,
longitudinalmente, con fosas. El pedinculo tiene forma estelar con tres proyecciones y un sistema vascular constituido
por un cilindro vascular con xilema y floema primarios, células parenquimatosas en un plano transversal y células
conductoras longitudinalmente. El epicarpio contenia células alargadas en los planos transversal y longitudinal y el
mesocarpio contenia células de parénquima con espacios secretores y esclereidas. La histoquimica fue positiva para
lipidos y pectina. Nuestros hallazgos aportan nuevos datos que pueden ayudar en la identificacidn inequivoca de frutos
de I. verum, dada la escasa informacidn disponible en la literatura, la cual discrepaba en algunos aspectos como: la
disposicién de los haces vasculares y la aparicion de cavidades en el mesocarpio como opuesto a los idioblastos.
Palabras clave: Illicium verum; Anis estrellado; Morfoanatomia; Control de calidad.

1. Introducéo

A espécie Illicium verum Hook f. (syn.: lllicium san-ki Perr), familia Schisandraceae, popularmente conhecido como
anis-estrelado é uma arvore perene nativa do continente asiatico, cujos frutos secos sdo amplamente utilizados na medicina
popular (Wang et al., 2011; Lim, 2012). A espécie recebe este nome pois botanicamente, cada foliculo constituinte do fruto é
conectado a uma regido central, a columela, culminando em um formato semelhante a uma estrela, sendo também chamada
vulgarmente de badiana ou badiana-da-china (Brasil, 2019).

Produzida principalmente na China e Vietnd, de onde € nativa e, de I4, exportada em escala mundial, I. verum possui
grande utilidade na culinaria, por aromatizar alimentos, além das industrias de bebidas e doces. O extrato de anis-estralado é rico
em acido chiquimico, substancia importante que a indistria farmacéutica utiliza para a sintese do Fosfato de Oseltamivir
(Tamiflu®), medicamento da classe terapéutica dos antivirais para o tratamento da gripe influenza (Silva et al., 2020).

Entre seus usos medicinais populares, o decocto dos frutos secos é empregado em tratamento de dispepsias e outros
distirbios gastrointestinais. As propriedades medicinais e terapéuticas de . verum, sdo atribuidas ao trans-anetol, um
fenilpropandide que também é o componente majoritario do 6leo essencial, em concentracdes que compreendem mais de 90%
da composicdo do dleo essencial (Marinov & Valcheva-Kuzmanova, 2015). Para esse 6leo, ja foram descritas atividades
antioxidante, inseticida, fumegante e antimicrobiana (Dzamic et al., 2009).

No entanto, deve-se destacar que uma espécie cultivada no Japdo, o lllicium anisatum L., é muito semelhante
morfologicamente ao I. verum. E utilizada por chineses em alguns tratamentos de pele (Chempakam & Balaji, 2008; Wang et
al., 2011), porém, ndo € indicada para consumo por via oral por ser toxica, com efeitos neurol6gicos e gastrointestinais (lze-
Ludlow et al., 2004; Wang et al., 2011), como alucinagdes, convulsdes, vomitos e diarreias devido a compostos téxicos chamados
veranisatinas e anisatinas (Howes et al., 2009).

A separacgdo entre as duas espécies, costuma ser realizada visualmente, pelo nimero de foliculos (geralmente seis a oito
em |. verum e mais que nove em I. anisatum) (Wang et al., 2011); ou pela presenca de um odor mais fraco em I. anisatum
(Chempakam & Balaji, 2008). A confirmagdo dos testes visuais e organolépticos é confirmada por cromatografia gasosa,
verificando-se o teor de trans-anetol, que na linhagem tdxica ndo costuma passar de 3% (Cook & Howard, 1966; Wang et al.,
2011).
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Ressalta-se que as drogas vegetais necessitam de rigoroso controle de qualidade, pois inimeras espécies sdo
comercializadas sem nenhuma garantia, o que favorece a ocorréncia de problemas como venda de espécies falsificadas,
armazenamento inadequado, identificacdo botanica equivocada, presenca de contaminantes, embalagens inadequadas ao produto
e auséncia de prazo de validade (Pereira et al., 2011; Miguel & Miguel, 1999). No caso do I. verum, por exemplo, a semelhanca
macroscopica entre ela e a espécie adulterante pode ocasionar, facilmente, casos de intoxicacdo para o consumidor, o que ressalta
ainda mais a importancia do seu conhecimento morfoanatémico.

Assim, neste trabalho objetivou-se caracterizar morfoanatomicamente frutos de anis-estrelado para contribuir com sua
correta identificacdo botanica e analisar a presenca de classes de compostos quimicos. Essas analises pretendem auxiliar no

controle de qualidade do produto comercializado além de garantir maior seguranga de uso.

2. Material e Métodos

2.1 Aquisi¢do do material
Os frutos de I. verum foram adquiridos em estabelecimentos comerciais de produtos naturais de forma aleatéria, num
total de 600g em junho de 2021.

2.2 Andlises macroscopicas

Para as analises macroscépicas, foram observados cerca de 50 foliculos em estereomicroscopios e fotografados
digitalmente. Foram analisadas as seguintes caracteristicas: deiscéncia, extensdo longitudinal e extensdo transversal em sua
porcéo inferior ou dorsal, sempre considerando a regido mediana, formato e coloragdo das sementes. O tamanho dos frutos foi

obtido a partir da medicao de 50 foliculos utilizando o software Image J e calculada a média aritmética dos valores obtidos.

2.3 Andlises microscopicas e histoquimicas

Para as analises anatdmicas e histoquimicas, aproximadamente 20 foliculos, bem como 0 mesmo nimero de pedinculos,
columelas e sementes, foram fervidos por 120-150 minutos em agua destilada e seccionados a mao, com auxilio de lamina de
barbear, nos planos transversal e longitudinal. As sec¢des foram coradas com solugdo aquosa de safranina e azul de Alcian 9:1
(Bukatsch, 1972) e montadas em laminas histolégicas semipermanentes com glicerina 40%.

Para a deteccdo de substancias quimicas foram realizados os seguintes testes: cloreto férrico para compostos fenélicos
(Johansen, 1940); vermelho de ruténio para mucilagem e pectina (Johansen, 1940); Sudan IV e Sudan Black B para lipidios
(Pearse, 1972); lugol para amido (Johansen, 1940) e; reagente de NADI para os terpenos (6leos essenciais) e oleorresinas (David
& Carde, 1964).

As laminas foram observadas em microscopia ética e as imagens foram capturadas diretamente do microscopio com o

uso de camera digital.

3. Resultados

Em relacdo a deiscéncia dos foliculos, foi observado que esta pode ocorrer tanto pela superficie superior quanto pela
superficie inferior. Seu tamanho apresentou 10 mm de extensdo longitudinal e 2 mm de extensdo transversal (Figera 1). A
semente liberada possui formato eliptico (Figura 2a) com tegumento externo e interno (Figuras 2b, c) e endosperma (Figura 2).
O tegumento externo é composto por uma camada de células fortemente lignificadas, dispostas radialmente no sentido
longitudinal, com pontoag8es (Figura 2c), enquanto o tegumento interno era formado por aproximadamente quatro camadas de
células vivas adjacentes ao endosperma (Figura 2¢), o qual evidenciou intensa atividade de divisao celular (Fig. 2d), muitos grdos

de amido e muitas gotas lipidicas reveladas pelo teste com Sudan 1V (Figuras 2e, f).
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Figura 1 - Frutos de Illicium verum. a, c, f: superficie ventral do fruto, mostrando os foliculos abertos ap6s eliminacéo das
sementes. b, d, e: superficie dorsal do fruto. b, e: foliculos abertos ap6s eliminagdo das sementes. d: foliculos fechados. AF =

abertura dos foliculos; C = columela; F = foliculo.

2mm

Fonte: Autores (2022).

Figura 2 - Cortes longitudinais das sementes de Illicium verum. E = endosperma; DC = divisdes celulares; GL = gotas lipidicas;

T = tegumentos; TE = tegumento externo; Tl = tegumento interno.

Fonte: Autores (2022).
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O pedanculo (Figura 3) apresentou contorno estelar, com trés projecGes (Figura 3a). Epiderme composta por células de
formato irregular com paredes periclinais mais espessas que as anticlinais (Figura 3b). Interno a epiderme, o cértex foi observado
formado por células parenquimaticas (Figura 3c). O sistema vascular era composto por um cilindro vascular com xilema e floema
primarios ao redor de uma medula composta por células parenquimaticas (Figura 3 a,c) em plano transversal e, em plano
longitudinal, as células condutoras foram observadas axialmente (Figura 3 d).

Figura 3 - Pedunculo de Illicium verum. a-c: cortes transversais. d: corte longitudinal. C = cortex; CV = cilindro vascular; E =
epiderme; EV = elemento de vaso; P = projecdes.

30 pm

Fonte: Autores (2022).

A columela apresentou contorno arredondado, com leves ondulagdes (Figura 4 a) e epiderme composta por células com
paredes anticlinais maiores que as periclinais (Figura 4 b). Interno & epiderme observou-se um cortex semelhante ao do
pedinculo. O xilema e floema primérios, também eram semelhantes aos encontrados no pedinculo, porém ja se observou uma

certa desorganizacdo nessa estrutura e, nas porcfes superiores, os feixes vasculares encontravam-se dispostos radialmente e
direcionando-se aos foliculos (Figuras 4 c,d).
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Figura 4 - Columela de Illicium verum. a-d: cortes transversais. g,f: cortes transversais do foliculo de I. verum. C = cdrtex; E =

epiderme; Ep = epicarpo; EV = elemento de vaso; M = medula; Me = mesocarpo.

Fonte: Autores (2022).

Nos foliculos, o epicarpo revelou células alongadas em plano transversal (Figuras 4 e,f) e células alongadas em plano
longitudinal (Figura 4 ). O mesocarpo era constituido por células parenquimaticas com espacos secretores (Figuras 4 e) e
esclereides ramificadas com projecdes curtas (Figura 5 a). Muitas células parenquimaticas do mesocarpo continham gotas
lipidicas, evidenciadas pelos testes com Sudan 1V e Sudan Black B (Figuras 5 b-d). Dentre as células parenquimaticas os espagos
secretores foram observados como cavidades formadas por processos de esquizogénese e lise (Figuras 5 e-g, i-k), com epitélio
contendo material lipidico, também detectado pelos testes acima citados (Figuras 5 h-k).

Ainda no mesocarpo, foram visualizados feixes vasculares dispostos longitudinalmente (Figuras 5 I,m), oriundos do
pedinculo e da columela, onde estavam dispostos axialmente. O endocarpo apresentou-se composto por fibras dispostas

radialmente no plano transversal.
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Figura 5 - Cortes transversais do foliculo de Illicium verum. Ep = epicarpo; Es = esclereide; EV = elementos de vaso; GL =

gotas lipidicas; Me = mesocarpo; setas tracejadas = septos entre 0s espagos secretores; * = espagos secretores.

Fonte: Autores (2022).

4. Discussao

O estudo de Macrini (2012), que realizou a analise macroscopica de duas amostras de anis-estrelado, sugere que apenas
0s caracteres macroscOpicos e fitoquimicos sdo o suficiente para diferenciacdo da referida espécie e de seu adulterante.
Entretanto, ressaltamos que a microscopia é o padrdo ouro para uma identificacdo inequivoca de um dado material vegetal, dada
as possiveis semelhangas macroscopicas e quimicas entre espécies do mesmo género.

Em relacdo ao tamanho dos foliculos, neste trabalho foi encontrado o valor de 10 mm de extensdo longitudinal, enquanto
na Farmacopeia Brasileira o valor varia de 10 a 20 mm (Brasil, 2019). Porém, a diferenca no tamanho de frutos, de uma forma
geral, pode estar relacionada ao estagio de maturacdo (Borges et al., 2010; Schulz et al., 2014), que é regulada por fatores
epigenéticos (Taiz et al., 2017) ou a procedéncia da amostra (Pereira et al., 2017).

A literatura também cita que na época da maturacéo o foliculo torna-se deiscente e abre-se no bordo superior (sutura
ventral), por uma larga fenda, que deixa ver sua face interna lisa e brilhante, de cor castanho-amarelada, e uma Unica semente
oval, castanho-avermelhada ou castanho-amarelada, dura e brilhante, truncada na base, onde se distinguem o hilo e a micrépila
bastantes préximos um do outro (Brasil, 2019). No entanto, neste estudo, foi observado que a deiscéncia dos foliculos pode ser

tanto pela superficie superior (bordo superior — sutura dorsal), quanto pela superficie inferior (bordo inferior — sutura ventral).
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Os frutos sdo classificados como deiscentes (frutos secos) ou indeiscentes (frutos carnosos) (Taiz et al., 2017). A deiscéncia dos
frutos do tipo foliculo, como no caso do anis estrelado, ocorre pela abertura de uma fenda longitudinal, que se forma na sutura
ventral ou marginal (Souza, 2006). Em I. verum e mais oito espécies de lllicium foi reportada a deiscéncia ventral dos foliculos
(Romanov, 2013), mas nada na literatura reporta a deiscéncia dorsal para o género.

Em relacdo as analises anatdmicas de I. verum, a literatura traz poucas informacdes. Em Joshi et al. (2005), por exemplo,
os autores levantaram caracteristicas Uteis para distinguir 1. verum de I. anisatum, como a caracterizacao das células do foliculo.
Ja Putiyanan e Charoensupet (2010) analisaram as caracteristicas microscépicas do fruto e de seu p6, o que revelaram a presenca
de esclereides de paredes espessas, células parenquimaticas marrom-avermelhado no mesocarpo e células com paredes finas no
endocarpo, o que também foi verificado neste estudo, porém em cortes histolégicos.

Observagoes sobre a morfologia dos foliculos, no que se refere a sua superficie, trouxeram poucas informag6es para
caracterizar a espécie, como a estrutura da cuticula que é muito variavel e ndo pode servir como um carater confidvel para
identificacdo (Fritz et al., 2008).

Os trabalhos encontrados na literatura (Brasil, 2019; Putiyanan & Charoensupet, 2010; Romanov et al. 2013) mostram
no mesocarpo a presenca de xilema e floema dispostos em feixes no sentido axial, vistos no plano transversal. No entanto,
observamos que esses tecidos condutores, dispdem-se no plano transversal, como células alongadas, o que caracteriza uma
disposicgéo longitudinal, vistas em plano transversal. 1sso pode ser verificado pela disposi¢do destes no pedinculo e na columela,
vistos em plano transversal como feixes e, quando séo emitidos aos foliculos sdo observados como células dispostas radialmente.

A descri¢do anatémica dos frutos de I. verum encontrada em Brasil (2019), descreve o seu mesocarpo com idioblastos
secretores oleiferos, esféricos e com paredes finas. Neste trabalho, foram observadas no mesocarpo muitas cavidades secretoras
formadas por meio de processo esquisolisigeno, no qual as células separam-se e sofrem lise para a formacéo dos espacos. Ja
Romanov et al. (2013) n&o relataram a presenca de nenhuma das duas estruturas. Na literatura, a diferenca entre idioblastos e
cavidades é bem descrita e, enquanto idioblastos sdo células secretoras que se destacam por seu formato, tamanho e
principalmente pelo conteddo no tecido onde ocorrem as demais células (Souza, 2003; Castro & Machado, 2012), podendo estar
isoladas ou em grupos (Ferri et al. 1981), as cavidades sdo espacos que podem se originar pela dissolucdo de células ou pela
separacdo de células ao longo da lamela média ou ainda, pela combinagdo de ambos os processos (Souza, 2003), como foi aqui
observado. No entanto, vale destacar que h& opiniGes divergentes, sobre o padrdo de desenvolvimento de cavidades em alguns
taxa (Evert, 2013). Como exemplo, existe o trabalho de Turner et al. (1998), no qual os autores observaram que a aparéncia
lisigena € resultado de artefatos de fixagdo. Ainda é necessério ressaltar que cavidades séo diferentes de canais secretores, visto
que Col, ja em 1903, destacou pela primeira vez a diferenca entre canais e cavidades, considerando que as cavidades sdo mais
curtas e mais largas (Souza, 2003).

O teste para lipideos totais foi confirmatério para os reagentes Sudan IV e Black B, apresentando coloracdo alaranjada
e negro-azulada, respectivamente. A principal funcdo de lipideos nas plantas é de reserva de energia para sobrevivéncia do
vegetal, uma vez que esta classe de compostos provém da glicose produzida pela fotossintese. Além disso, os lipideos estdo
provavelmente relacionados a processos de defesa contra herbivoria conforme discutido por Appezzato-da-Gléria et al. (2008).
Além disso, estruturas secretoras podem ser Gteis em estudos taxondmicos e para isso, ndo s6 a correta identificacdo das
estruturas é necessaria, mas também verificar sua localizagéo dentro do 6rgdo analisado (Cury & Appezzato-da-Gloéria, 2009).

No entanto, as cavidades podem também estar envolvidas com o armazenamento de terpenos e fenilpropanoides, mas
também de outros compostos do metabolismo secundario, como alcaloides e compostos fenolicos (Ventrella & Vieira, 2009).

O teste com vermelho de ruténio foi positivo para a presenca de pectina na amostra. A coloracdo caracteristica se
concentrou na camada do endocarpo do fruto. A pectina é uma macromolécula, um heteropolissacarideo que contém residuos

de acido galactur6nico. Nos vegetais, possui fungdo na adesdo celular, firmando-as durante seu processo de crescimento,
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amadurecimento e processamento (Paiva et al., 2009). Como fibra solivel, tem importante funcdo na digestdo, ajudando a
hidratar o material fecal, melhorando sua eliminaco e a flora intestinal, atuando entdo como laxante natural (Zanin, 2020).

O reagente de Nadi, corante para terpenos, ndo apresentou coloragdo azul nos cortes feitos, atestando a auséncia deste
grupo de metabolitos secundarios na amostra. Isto poderia ser justificado pela perda de terpenos de mais baixo peso molecular
(monoterpenos), durante o processo de amolecimento do material vegetal, ocasionada pela volatilizacdo, degradacdo durante o
processo ou pelas condicdes de armazenamento da amostra no local de venda. Os testes para cloreto férrico e para cloreto de

zinco, assim como Nadi, também néo apontaram a presenca de compostos fenélicos e de amido na amostra, respectivamente.

5. Concluséo

Os resultados obtidos neste trabalho adicionaram novos dados para a identificacdo de I. verum, principalmente em
relagdo ao que foi descrito em Brasil (2019), uma vez que o restante da literatura nacional fornece dados anatdmicos escassos
sobre a espécie principalmente com relagdo a microscopia e a literatura internacional pouco contribuiu com essas informagdes.
Dentre os dados obtidos, ressaltamos principalmente aqueles que estdo em desacordo com os da Farmacopeia brasileira, como a
disposicdo dos feixes vasculares nos foliculos e a ocorréncia de cavidades no mesocarpo ao invés de idioblastos, tal como esta

descrito nessa referéncia.
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