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RESUMO

CONCENTRACAO E COMPOSICAO DA SOLUGCAO NUTRITIVA NA PRODUCAO
E CITOGENOTOXICIDADE DO OLEO ESSENCIAL DA SALVIA OFFICINALIS L.

AUTORA: Suany M? Gomes Pinheiro
ORIENTADOR: Jeronimo Luiz Andriolo

A sélvia apresenta diversas propriedades terapéuticas, além de produzir éleo essencial que é muito
utilizado na industria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos. O trabalho teve como objetivo
determinar a influéncia da concentragdo e composi¢éo da solugdo nutritiva na producéo de massa fresca
e seca de salvia em diferentes intervalos de coleta, do rendimento e da composicdo quimica do 6leo
essencial e seu efeito sobre a divisao celular e material genético de Allium cepa L. Os experimentos
foram conduzidos no Departamento de Fitotecnia da UFSM, em sistema de cultivo sem solo. O primeiro
experimento foi conduzido no periodo de setembro de 2016 a fevereiro de 2017, no qual foram testadas
cinco concentragdes de solugdes nutritivas (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 dS m™?) e trés intervalos de coleta (50,
100 e 150 DAP). O segundo experimento foi implantado no més de setembro de 2017 no qual foram
avaliadas diferentes composicGes da solucéo nutritiva. Os tratamentos foram constituidos por diferentes
combinagdes dos nutrientes: (N)a - (K)a (Ca + M@)b; (N)a - (K)b (Ca + MQ@)a; (N)b - (K)a (Ca + M@)s; (N)b
- (K)o (Ca + Mg),, sendo “a” considerado nivel alto e “b” nivel baixo, além da testemunha. Nos dois
experimentos, a extracdo do dleo essencial das folhas foi realizada por hidrodestilagdo em aparelho de
clevenger. As varidveis analisadas foram: massa fresca e seca de folhas, teor, rendimento e composicéo
quimica do 6leo essencial. E no segundo experimento foram analisados, ainda, os teores de macro e
micronutrientes nas plantas. Um terceiro experimento foi realizado no Laboratério de Citogenética
Vegetal do Departamento de Biologia da UFSM, no qual se avaliou o efeito genotéxico e
antiproliferativo do 6leo essencial a uma concentracdo de 0,25 % através do teste de Allium cepa. Os
resultados mostraram que a maior producdo de massa fresca e rendimento de 6leo é obtida com a
condutividade elétrica, da solugéo nutritiva, de 1,0 dS m™* e concentrag@es baixas de N (9,20 a 9,30
mmol L), associadas a relacéo catidnica (K/ Ca + Mg) baixa (0,30) ou préxima a 1,00, com coleta aos
130 ou 150 DAP. Os principais compostos encontrados no dleo essencial da salvia sdo a canfora e tujona
e este na concentracgdo de 0,25 %, apresenta efeito antiproliferativo e auséncia de genotoxicidade.

Palavras-chave: Lamiaceae. Solucdo nutritiva. Allium cepa L. Cultivo sem solo.



ABSTRACT

CONCENTRATION AND COMPOSITION OF NUTRITIVE SOLUTION IN SALVIA
OFFICINALIS L. ESSENTIAL OIL PRODUCTION AND CYTOGENOTOXICITY

AUTHOR: Suany M? Gomes Pinheiro
ORIENTER: Jerénimo Luiz Andriolo

Salvia has several therapeutic properties, besides producing essential oil that is widely used in the
pharmaceutical, food and cosmetics industries. The objective of this work was to determine the influence
of nutrient solution concentration and composition on the production of fresh and dry salvia mass at
different collection intervals, yield and chemical composition of the essential oil and its effect on cell
division and genetic material Allium cepa L. The experiments were conducted at the Department of
Plants Sciencesof the UFSM in soilless cultivation. The first experiment was conducted from September
2016 to February 2017, in which five concentrations of nutrient solutions were tested (1.0, 2.0, 3.0, 4.0,
5.0 dS m?) and three collection intervals (50, 100 and 150 DAP). The second experiment was
implemented in September 2017, in which different nutrient solution compositions were evaluated. The
treatments consisted of different combinations of nutrients: (N)a - (K)a (Ca + Mg)s; (N)a - (K), (Ca +
Mg)a; (N)b - (K)a (Ca + MQ)b; (N)s - (K)b (Ca + Mg)a, where “a” is considered high level and “b” low
level, besides the control. In both experiments, the essential oil was extracted by hydrodistillation in a
clevenger device. The variables analyzed were: fresh and dry leaf mass, content, yield and chemical
composition of the essential oil. And in the second experiment were also analyzed the levels of macro
and micronutrients in plants. A third experiment was carried out at the Plant Cytogenetics Laboratory
of the UFSM Department of Biology, which evaluated the genotoxic and antiproliferative effect of the
essential oil at a concentration of 0.25% by the Allium cepa test. The results showed that the highest
fresh mass production and oil yield is obtained with the electrical conductivity of the nutrient solution
of 1.0 dS m? and low N concentrations (9.20 to 9.30 mmol L), associated with a low (0.30) or close to
1.00 cationic (K / Ca + Mg) ratio, with collection at 130 or 150 DAP. The main compounds found in
sage essential oil are camphor and tujone and this at 0.25 % concentration, has antiproliferative effect
and absence of genotoxicity

Keywords: Lamiaceae. Nutrient solution. Allium cepa L. Soilless cultivation
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1. INTRODUCAO

O mercado mundial de 6leos essenciais movimenta anualmente cerca de US$ 15 bilhdes,
com crescimento aproximado de 11 % ao ano. O Brasil apresenta lugar de destaque nesse
mercado, devido a producéo de 6leo essencial de citros, o qual é subproduto da industria do
suco. No entanto, apesar do pais ser beneficiado por sua biodiversidade de recursos naturais, a
producdo de Oleos essenciais, de outras espécies, ainda sofre com problemas como a falta de
qualidade, representatividade e baixos investimentos no setor. Isso faz com que seja necessario
0 investimento e desenvolvimento de pesquisas que visem otimizar a producao desses produtos,
a fim de atenderem a demanda. No mercado de 6leos essenciais, ha, pelos menos, 300 de
interesse comercial (SOCIEDADE NACIONAL DE AGRICULTURA, 2017) e dentre eles
podemos citar o da salvia (Salvia officinalis L.) que apresenta varias propriedades bioldgicas.

A sélvia é uma espécie pertencente a familia Lamiaceae e originaria da regido Sul da
Europa (POVH; ONO, 2006). Apesar de ser uma espécie aclimatada na regido Sul do Brasil
(POVH, 2008), pode ter seu crescimento reduzido devido as altas médias anuais de precipitacdo
pluviométrica que a regido apresenta, tendo em vista que a espécie alcanga melhor crescimento
em ambientes de clima quente e sem excesso de umidade. Dessa forma, o cultivo em ambiente
protegido sem solo pode ser uma alternativa para otimizar o crescimento dessa cultura no Sul
do Brasil e obter uma matéria-prima de qualidade para a extracdo de 6leo essencial. Através
desse sistema é possivel minimizar os efeitos adversos do ambiente, proporcionar melhor
planejamento relacionado a producdo de massa fresca e seca , podendo reduzir o ciclo da cultura
e melhorar a capacidade de rebrota, acarretando maior regularidade de oferta no decorrer do
ano de cultivo, além de se ter um maior controle no fornecimento de nutrientes. (ANDRIOLO,
2017; SANTOS, 2012).

Em qualquer sistema de cultivo o manejo adequado da nutricdo das plantas €
fundamental para se obter bons resultados. No cultivo protegido sem solo os nutrientes sdo
fornecidos através de uma solugdo nutritiva, cuja concentracdo de ions é medida pela
condutividade elétrica (ANDRIOLO, 2017). Segundo Gruda (2009), diferentes propriedades
dessa solucdo nutritiva como concentragdo de nutrientes, pH e proporc¢des de ions podem
proporcionar melhora na qualidade do produto obtido. Na literatura sdo escassas informagoes
acerca da concentragdo e composicao da solucdo nutritiva que favoreca a producéo, rendimento

e qualidade do 0Oleo essencial da salvia em sistemas de cultivo sem solo no Brasil.
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Outro fator relevante no cultivo de plantas medicinais séo técnicas de coletas, tendo em
vista que um sistema de producéo para fins de extracdo comercial de 6leos essenciais deve levar
em conta, entre outros fatores, a producdo de massa fresca e seca e sua distribuicdo ao longo do
ano. No entanto, para tais espécies, os resultados obtidos ainda sdo contrastantes. Para algumas
plantas medicinais, menores intervalos entre coletas aumentam a produgéo de massa seca e 0
rendimento do 6leo essencial, enquanto outras apresentam efeitos contrérios (BERGO et al.,
2005; BLANCK et al., 2012). Para a salvia, ndo foram encontrados na literatura resultados
indicando o efeito do intervalo entre coletas na producdo de massa fresca e seca e de 6leo
essencial, bem como na composicéo deste.

Os Oleos essenciais produzidos em diferentes condi¢fes de cultivo estdo sujeitos a
alteracdes em sua composi¢do quimica, podendo alterar seu valor terapéutico. Essas alteracdes
podem ser determinadas sobre a divisao celular e o material genético, através do sistema Allium
cepa. Esse método consiste em avaliar o indice de divisdo celular mitética, fornecendo
informacdes sobre o potencial que a substancia tem de inibir ou aumentar a proliferacéo celular
e 0 numero de alteracdes cromossdmicas causadas pelo 6leo essencial (BAGATINI et al., 2007;
FRESCURA, 2012), podendo dessa forma, fornecer a populacdo informacGes importante

quanto ao uso desse produto.

1.1. OBJETIVO GERAL

O trabalho teve como objetivo determinar a influéncia da concentracdo e composicao
da solucdo nutritiva na producdo de massa fresca e seca de salvia em diferentes intervalos de
coleta, no rendimento, na composi¢do quimica do 0leo essencial e seu efeito sobre a divisdo

celular e material genético de Allium cepa L.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar diferentes intervalos de coletas associados a distintas concentragdes de solucdo
nutritiva no crescimento de plantas de salvia e no rendimento do 6leo essencial.

b) Avaliar as alteracdes na composicdo do Oleo essencial de salvia cultivada em diferentes
concentracdes de solucdo nutritiva e o efeito do 6leo essencial sobre a divisao celular e o

material genético de Allium cepa L.
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c) Identificar o efeito de diferentes combinagdes de concentragBes de nitrogénio, potassio,
calcio e magnésio na solugdo nutritiva e seus efeitos no crescimento da planta, no rendimento
de 6leo essencial, na divisao celular e no material genético de Allium cepa L.

d) Determinar teores de macro e micronutrientes nos diferentes 6rgaos das plantas de sélvia

(raiz, caule e folha), cultivadas com distintas composic¢des de solugéo nutritivas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. ASALVIA

A Salvia officinalis L., popularmente conhecida como salvia, é uma espécie pertencente
a familia Lamiaceae, originaria da regido Sul da Europa, sendo muito difundida na Bacia do
mediterraneo, Sudoeste da Africa, América central e América do Sul onde devido as suas
propriedades medicinais (antidispéptica, anti-inflamatoria, antisséptica e antioxidante, etc) e
condimentares ¢ largamente cultivada (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2011; AVATO et al.,
2005; POVH, 2008).

Classificada como uma planta perene a salvia pode viver até 8 a 12 anos. No entanto, é
aconselhavel que com 2 a 3 anos de cultivo as plantas sejam substituidas, uma vez que a
producdo podera ser afetada a medida que essas vao ficando mais velhas. (FERREIRA et al,
2012). A espécie € de pequeno porte, considerada um subarbusto lenhoso. As folhas superiores
sdo sésseis e as inferiores sdo pecioladas, opostas, finamente reticuladas e levemente recobertas

por fina penugem. As flores sdo pequenas, geralmente, azuladas (POVH, 2008).
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Figura 1 — Salvia officinalis L. cultivada em ambiente protegido sem solo no Departamento de Fitotecnia da

Universidade Federal de Santa Maria.

Para a regido do Mediterrdneo o florescimento ocorre na primavera/verdo, conforme
Costa et al (2000) e Ferreira et al (2012). No entanto, esse pode divergir conforme a regido na
qual a planta é cultivada. Em Cuba Hernandéz et al (2000), afirma que a partir de estudos
fenoldgicos realizados em Havana e Sancti Spiritus o crescimento da salvia é muito lento,
apresentado floragdo escassa. Quanto ao florescimento no Hemisfério Sul, segundo Lorenzi;

Mattos (2008), as plantas de Salvia officinalis florescem entre os meses de agosto e dezembro.

Figura 2— Salvia officinalis L. cultivada em ambiente protegido sem solo no Departamento de Fitotecnia da

Universidade Federal de Santa Maria.
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Essa planta tem importancia devido a sua ampla utilizagéo, tendo em vista que suas
folhas sdo utilizadas como condimento e na preparacdo de chas, e a partir delas e das unidades
florais é extraido o Gleo essencial, utilizado para fins terapéuticos, devido a alta quantidade de
principios ativos. Segundo Povh e Ono (2006), a espécie apresenta teor de 6leo essencial
variando de 0,5 % a 1,1 % e apresenta em sua composicao quimica, cis-tujona, canfora, 1,8-
cineol, trans-tujona, cafeno, borneol, entre outros compostos (POVH, 2008). No entanto, o
rendimento e a composicao deste 6leo podem variar, dependendo do manejo e das condigdes

ambientais as quais as plantas estdo submetidas (MORAIS, 2009).

2.2. FATORES QUE INTERFEREM NO RENDIMENTO E NA COMPOSICAO QUIMICA
DO OLEO ESSENCIAL.

O metabolismo vegetal € dividido em metabolismo primario e secundario. O primério é
comum em todas as espécies vegetais e essencial ao crescimento e desenvolvimento das plantas.
O secundario € um conjunto de processos metabdlicos restritos a algumas espécies, ou seja, nao
tem funcdo direta nos processos de crescimento e desenvolvimento dos vegetais, sendo
influenciado, principalmente, pelo ambiente (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A partir desse metabolismo secundario sdo produzidas substancias que podem
apresentar atividades bioldgicas. Dentre essas substancias, destacam-se 0s 6leos essenciais, que
sdo “misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, em geral odoriferas e liquidas
obtidas de matéria-prima vegetais” (SIMOES et al., 2017 p. 167). Na constituicio desses 6leos
sdo encontrados, principalmente, fenilpropanoides e terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos),
sendo este Gltimo mais representativo (BIASI; DESCHAMPS, 2009). Os terpenos, por sua vez,
sdo formados pela fusdo de unidades isoprénicas de cinco carbonos e sdo sintetizados a partir
de duas vias metabdlicas distintas, sendo elas; a rota do &cido mevalonico e a rota do MEP-
metileritritol fosfato (TAIZ; ZEIGER, 2013). Essas rotas metabdlicas podem ser influenciadas
por diversos fatores ambientais, afetando assim, consequentemente, a producdo e composicao
dos dleos essenciais.

A nutricdo mineral € um dos fatores que mais influéncia na producéo de biomassa e 6leo
essencial, bem como em sua composicéo, tendo em vista que baixas ou altas concentracGes de
nutrientes podem influenciar de forma positiva ou negativa o crescimento da planta, bem como

a producdo e qualidade de 6leo essencial.



15

O nitrogénio € o nutriente mais requerido pela planta para obtengdo de maior acimulo
de massa fresca e seca, uma vez que esta presente na estrutura molecular de aminoécidos, &cidos
nucléicos, pigmentos e nas enzimas fundamentais para o crescimento das plantas (TAIZ;
ZEIGER, 2013). No entanto, sua atuacdo no aumento da producao de metabdlitos secundarios
ainda é contrastante, uma vez que para algumas espécies de plantas medicinais, concentraces
mais baixas desse nutriente podem proporcionar melhores resultados para o rendimento de 6leo
essencial.

Frescura (2014) avaliando diferentes concentracGes de N (5.55, 8.05, 10.55, 13.05 e
15.55 mmol L) na solugdo nutritiva para producdo de 6leo na cultura do alecrim (Rosmarinus
officinalis L), obteve melhor resultado quando a concentracao desse nutriente foi de 8,52 mmol
L%, 0 que é considerada média a baixa em relagdo a algumas horticolas (PARDOSSI, 2011).

O fosforo, por sua vez é fundamental para compor o isopreno ativo IPP (isopentenil
pirofosfato), unidade bésica de formacdo dos oOleos essenciais, além de ser importante
componente em umas das rotas (MEP- metileritritol fosfato) de producdo desse metabolito
secundario (FREITAS, 2006). No entanto, nem sempre 0 aumento desse nutriente acarreta uma
maior producdo de 6leo essencial. Rodrigues et al. (2004), avaliando a cultura da menta em
diferentes concentra¢des de fdsforo na solucdo nutritiva observou que a concentracéo de 19,48
mg L, apesar de no ter proporcionado o maior crescimento das plantas, foi a melhor com
relagdo ao teor de dleo essencial. Esses autores, relataram ainda que o maior crescimento das
folhas obtidos com a maior concentracéo de fésforo (30,00 mg L) ocasionou uma diluigdo do
oleo, resultando em menor teor.

O Potassio, célcio e magnésio sdo reguladores de enzimas na sintese de metabolitos
vegetais e a quantidade desses nutrientes fornecidos a planta vai interferir na taxa de ativagao
enzimatica e reacBes quimicas, podendo, dessa forma, ocasionar alteracdo na produgdo de
metabolitos secundarios (TAIZ; ZEIGER, 2013). Santos (2008), estudando diferentes
concentragdes da solucdo nutritiva de Furlani et al. (1999) na producéo de orégano (Origanum
vulgaris L.) e agrido da terra (Barbarea verna), observaram que para as duas espécies a menor
concentracéo estudada (50 %) foi suficiente para um bom desenvolvimento da cultura.

Segundo Andriolo et al. (2010), para alcancar alta produtividade associada a boa
qualidade dos produtos no sistema de cultivo sem solo, além da concentracéao ideal da solucéo
nutritiva, uma alternativa seria a modificacdo na proporcao entre ions na solugédo, fazendo com
que o equilibrio idnico favorega a absor¢do de alguns ions, melhorando assim a qualidade do

produto. Esses mesmos autores concluiram que o aumento da concentracdo de potassio na
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solugéo nutritiva diminui o crescimento, a producdo e a qualidade das frutas de morango. Em
plantas medicinais tém sido realizados diferentes estudos com a nutricdo mineral, inferindo que
distintas composicdes de solugdes nutritivas podem modificar a producdo de biomassa ou de
metabolitos secundarios (SOUZA, 2006; VALMORBIDA et al., 2006). No entanto, para a
sélvia os resultados ainda sdo escassos.

Maia et al. (2001), avaliaram o crescimento da espécie Mentha arvensis L. e o teor e
qualidade do 0leo essencial a partir da solucdo modificada de Hoagland; Arnon (1950). Nesse
estudo, altos niveis de N promoveram aumento no peso das folhas, mas com menor teor de dleo
(0,97 %) e baixo teor de mentol, ou seja, menor qualidade do 6leo. No entanto, para niveis mais
elevados de Ca e Mg e baixo nivel de P observou-se um aumento no teor de 6leo, sem alteragdes
significativas na qualidade. Valmorbida et al. (2006), estudando M. piperita L., em solugédo
nutritiva de Hoagland; Arnon (1950) verificaram que o maior nivel de potassio utilizado ndo
resultou em maior rendimento de 6leo essencial. E que, para melhor rendimento e qualidade
desse produto, a M. piperita deve ser cultivada com reducdo de 50 a 75 % da quantidade de
potassio proposta para a solucdo completa de Hoagland; Arnon (1950). Segundo Souza (2006),
como a producdo de metabdlitos secundarios é uma resposta da planta ao ambiente, nem sempre
serdo alcancados os melhores resultados quando se oferecer tudo o que a planta necessita para
0 crescimento.

Outro fator de relevancia que afeta a producéo de 6leo essencial das plantas € o intervalo
das coletas. Em Piper hispidinervum C. DC. (pimenta longa) o rendimento de dleo essencial
foi maior quando se realizou apenas uma coleta no intervalo de 12 meses comparado a duas
coletas durante esse periodo (BERGO et al., 2005). Na cultura do geranio, para as variaveis de
biomassa e 0leo essencial, os melhores resultados de quantidade foram obtidos com intervalo
de oito semanas comparados a periodos de doze e dezesseis semanas, ou seja, periodos longos
de colheita sdo menos produtivos (BLANCK et al., 2012). Menores intervalos de coleta
associados a maior producao de massa fresca e seca, reduzem os custos operacionais da cultura
acarretando menor gasto para o produtor.

A avaliacdo de técnicas adequadas de manejo de plantas medicinais é fundamental para
otimizar a producdo de massa fresca e seca, bem como de 6leo essencial, em termos de

quantidade e qualidade que atenda as exigéncias do mercado.
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2.3. GENOTOXICIDADE

As plantas medicinais vém sendo muito utilizadas para o tratamento de algumas
doencas, devido a seus principios ativos. No entanto, apesar do crescimento no consumo, sao
poucos os estudos referentes a acdo que 0s compostos presentes nessas plantas podem causar
no material genético e na divisao celular do organismo a eles exposto. Um dos testes que vem
sendo utilizado para a avaliacdo desses efeitos € o sistema de Allium cepa (PASQUALLI et al.,
2015; FRESCURA et al., 2013; TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012). O teste ¢é validado
pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica e o Programa Ambiental das Nagdes
Unidas (CABREARA; RODRIGUEZ, 1999), além de apresentar resultados semelhantes aos
obtidos com testes feitos em animais in vitro, certificando dessa forma a sua eficiéncia.
(CAMPAROTO et al., 2002, PINHO et al., 2010).

Luz et al. (2012) avaliando o potencial citotdxico e genotdxico de Plantago major L.
em sistemas teste de Allium cepa e no teste de micronicleo em medula dssea de roedores
também observaram resultados semelhantes para ambos 0s testes.

O teste de Allium cepa consiste manter as raizes de cebola em contato com a substancia
a ser testada por 24 horas. Sendo avaliados em seguida, o indice mit6tico que é indicador da
proliferacdo adequada das células e as alteracBes cromossdmicas que sdo indicadores de
genotoxicidade, (BEGATINI et al., 2007; FRESCURA, 2014; TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE, 2012). Xavier et al. (2009), estudando a citotoxicidade de extratos de
Salvia officinalis concluiu que este possui atividade antiproliferativa, ou seja, inibi a divisdo
celular. Segundo El Hadri et al. (2010) o alfa-humuleno presente na espécie pode contribuir
para inibicdo do crescimento de células tumorais. Pesquisas relacionadas a genotoxicidade de
compostos com atividades bioldgicas sdo de suma importancia, tendo em vista que tais
resultados podem ser relevantes na fabricacdo de novos farmacos (PURVES et al., 1995;
VARANDA, 2006).
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ARTIGO 1

Concentracéo da solucdo nutritiva no crescimento e producéo de 6leo essencial de Salvia

officinalis

Resumo

A salvia é uma espécie rica em 0leo essencial, utilizada na industria farmacéutica, alimenticia e de
cosméticos. O trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes concentragdes da solucéo
nutritiva na producdo de massa fresca e seca de folha, teor, rendimento e composi¢do quimica do éleo
essencial da salvia. O experimento foi conduzido no Departamento de Fitotecnia da UFSM, em cultivo
sem solo, no periodo de setembro de 2016 a fevereiro de 2017. Foram testadas cinco concentragdes de
solucdo nutritiva (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 dS m™?) e trés intervalos de coletas (50, 100 e 150 dias ap6s o
plantio - DAP). A producdo maxima de massa fresca e seca de folhas, 304 e 63 g planta?,
respectivamente, foi obtida quando as plantas foram coletadas aos 150 DAP e cultivadas com solugao
nutritiva com condutividade elétrica de 1,0 dS m™. O rendimento do 6leo essencial ndo diferiu quando
as plantas foram coletadas uma Unica vez aos 150 DAP e duas vezes, sendo a primeira aos 50 DAP e a
segunda aos 110 DAP, alcangcando uma producdo méaxima de 0,85 mL planta, com condutividade
elétrica de 1,0 dS m™. Quanto a composicdo quimica do 6leo essencial os principais compostos
encontrados foram a canfora e a tujona, para todos os tratamentos. O sistema de cultivo sem solo é uma
alternativa para o cultivo da salvia para fins de extracao de 6leo essencial.

Palavras-chave: Lamiaceae; condutividade elétrica, planta medicinal, cultivo sem solo

Concentration of the nutrient solution in the growth and production of Salvia officinalis
essential oil

Abstract

Salvia is a species rich in essential oil which, in turn, is widely used in the pharmaceutical, food and
cosmetics industry. The objective of this work was to evaluate the influence of different nutrient solution
concentrations on fresh and dry leaf mass production, content, yield and chemical composition in sage
essential oil. The experiment was conducted at the Department of Plant Science of UFSM, in soilless
cultive from September 2016 to February 2017. Five concentrations of nutrient solution (1.0, 2.0, 3.0,
4.0, 5.0 dS m?) and three, between planting and harvesting (50, 100 and 150 DAP) were tested. The
maximum yield of fresh and dry leaf mass, 304 and 63 g plant?, respectively, was obtained when the
plants were collected at 150 DAP and cultivated with nutrient solution whose electrical conductivity
was 1.0 dSm. The essential oil yield did not differ when plants were collected only once at 150 DAP
and twice, the first being at 50 DAP and the second at 110 DAP, reaching a maximum yield of 0.85 mL
plant?, with conductivity. 1.0 dS m* power supply. Regarding the chemical composition of the essential
oil the main compounds found were camphor and tujona, for all treatments. The soilless cultivation
system is an alternative for the cultivation of sage for essential oil extraction purposes.

Keywords: Lamiaceae; electrical conductivity; medicinal plant, soilless cultivatiol
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INTRODUCAO

A Salvia officinalis € uma espécie originaria da regido Mediterranea, pertencente a familia
Lamiaceae. Essa familia é importante na producdo de 6leos essenciais, que devido as suas
propriedades medicinais s&o utilizados na indUstria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos.
Os 06leos essenciais sdo provenientes do metabolismo secundario das plantas e, por isso, 0
rendimento e a composicdo quimica sofrem influéncia de fatores ambientais e das técnicas de
manejo utilizadas durante o cultivo da espécie.

A sélvia tem seu crescimento e desenvolvimento favorecidos em regides de climas
temperado-quente, com temperatura média de 20 a 25 °C (Ribeiro & Diniz, 2008). Na regido
Sul do Brasil o clima é subtropical imido do tipo "Cfa" (com precipitacdo abundante e bem
distribuida ao longo de todo o ano) conforme a classificacdo de Koppen (Alvares et al., 2014).
O elevado indice pluviométrico da regido pode ser prejudicial ao crescimento da sélvia, uma
vez que a planta néo tolera excesso de umidade.

Outro fator que se deve considerar € que como 0s Oleos essenciais da espécie sao
armazenados em estruturas secretoras externas denominadas tricomas glandulares (Biasi &
Deschamps, 2009), o impacto das gotas de chuva e dos ventos pode causar perdas desses
metabdlitos secundarios. Sendo assim, uma técnica alternativa para a producgdo dessa espécie €
o0 cultivo em ambiente protegido sem solo, o qual é capaz de proporcionar maior producéo,
tendo em vista que diminui os efeitos adversos do ambiente, além de permitir um melhor
controle no manejo da espécie (Andriolo, 2017).

Na técnica de cultivo sem solo, geralmente, o fornecimento de nutrientes é realizado por
fertirrigagdo, ou seja, para suprir a necessidade nutricional das plantas os sais fertilizantes sdo
dissolvidos em &gua a qual é fornecida aos vegetais. No entanto, a concentragdo ideal desses
nutrientes depende da cultura, principalmente em se tratando de espécies cujo principal produto
sdo metabolitos secundarios, os quais podem ter sua sintese alterada devido as diferentes
condigdes de cultivo.

Para a maioria das hortalicas, em cultivo sem solo, a condutividade elétrica indicada da
solugdo nutritiva situa-se entre 1,0 e 2,5 dS m™* (Andriolo, 2017), sendo que valores acima do
limite superior podem causar estresse salino nas plantas. Contudo, em se tratando de plantas
aromaticas e medicinais o estresse pode favorecer a sintese de 6leos essenciais, tendo em vista
que esses podem ter sua producdo estimulada como uma forma de adaptacdo da planta ao
estresse (Morais, 2009). Meira et al., 2013, avaliando diferentes laminas de irrigagédo
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(0,50xETO; 0,75XETO; 1,0xETO; 1,25XETO; 1,5XETO e 1,75xETO), na producdo de 6leo
essencial de Melissa officinalis, observaram que houve reducdo na producdo de massa fresca e
seca e aumento no rendimento de 6leo com a menor lamina de irrigacéo, inferindo-se que o
estresse hidrico favoreceu a producédo desse metabdlito. Entretanto, essa afirmacdo ndo pode
ser tida como padrdo, ou seja, dependendo da espécie e de qual fator estd atuando sobre ela a
producdo de Oleos essenciais pode ser reduzida, bem como a composi¢do quimica pode ser
alterada, comprometendo sua qualidade.

Outro fator que pode alterar a producdo de metabdlito secundario é a idade das plantas, uma
vez que esse fator associado as condi¢Bes ambientais e ao manejo interfere na sintese desse
produto (Morais et al., 2009; Frescura et al., 2018). Em plantas de alecrim (Rosmarinus
officinalis), cultivadas com diferentes concentracdes de solucdo nutritiva (1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e
5,0 dS m?) coletadas aos 100 e 160 DAP, em cultivo sem solo, Frescura et al. (2018)
observaram que ndo houve interacdo significativa entre as condutividades elétricas e as duas
épocas de coleta. No entanto, a condutividade de 2,0 dS m™ foi a que apresentou maior
rendimento de dleo essencial (0,87 g. planta™) quando a coleta foi realizada aos 160 DAP.
Quanto a composicdo quimica do 6leo ndo houve variacdo significativa para os distintos
tratamentos.

Aziz et al. (2013) avaliaram o crescimento, a producdo e a composicdo de dleo essencial de
Salvia officinalis em diferentes condutividades (0, 1,7, 3,1 e 4,7 dS m™) obtidas a partir de
variacdes na concentracdo de NaCl na solucdo, em duas épocas de coleta, e concluiram que o
aumento da CE reduziu a producdo de massa seca. A reducdo foi mais significativa quando as
plantas foram submetidas a CE mais alta (4,7 dS m™), apresentando uma reducdo de 88,26 e
137,17 % no primeiro e segundo cortes, respectivamente, quando comparada ao controle. Para
o rendimento do Oleo essencial também foi observada a mesma tendéncia, ou seja, com o
aumento da CE a producéo de 6leo essencial diminuiu, obtendo-se os valores de 0,10 mL planta”
! para o controle e de 0,05 mL planta™ para a CE de 4,7 dSm™, no primeiro corte, e de 0,24 mL
planta ! ( controle) e de 0,07 mL planta™ ( CE de 4,7 dSm™) no segundo corte.

O objetivo do trabalho foi determinar a influéncia de diferentes concentragdes da solugédo
nutritiva associadas a diferentes intervalos de coleta na producdo de massa fresca e seca,

rendimento e composi¢do quimica no 6leo essencial da Salvia officinalis em cultivo sem solo.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no interior de um abrigo coberto com polietileno aditivado
anti-UV com 100um de espessura no Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM) entre os periodos de setembro de 2016 a fevereiro de 2017. O clima da
regido, segundo a classificacdo climatica de Koppen é subtropical umido "Cfa" (precipitacdo
abundante e bem distribuida ao longo de todo o ano) (Alvares et al., 2014).

Durante o periodo experimental a temperatura média do ar e a radiagdo solar global
acumulada foram coletadas diariamente por uma estacdo meteorolégica automatica a cerca de
300 m de distancia. Valores médios registrados para temperatura e radiacédo solar global foram,
respectivamente, 14,6 °C e 325,9 MJ.m? em setembro; 18,5 °C e 679,4 MJ.m em outubro;
20,15 °C e 698,0 MJ.m em novembro; 23,3°C e 692,59 MJ.m2 em dezembro de 2016 e 24,0
°C ¢ 671,7 MJ.m em janeiro e 24,0 °C e 437,1 MJ.m em fevereiro de 2017.

O dispositivo para cultivo das plantas foi constituido por cinco bancadas com telhas de
fibrocimento, revestidas com filme transparente de polietileno de baixa densidade com
espessura de 100 um. As telhas com 3,65 m de comprimento, 1 m de largura, € 0,8 m de altura
foram apoiadas a uma estrutura de alvenaria formando uma declividade de 1%. Sobre o0s canais
das telhas foram colocadas britas basalticas de granulometria média. As mudas de salvia com
aproximadamente 10 cm de altura foram adquiridas no comércio local e transplantadas para
vasos de polipropileno de 3 dm?®, preenchidos com substrato organico H. Decker Hortaligas®
(tabela 1). O transplantio foi realizado no dia 16 de setembro de 2016.

Tabela 1. Composicao e caracteristica do substrato.
Table 1. Composition and characteristic of substrate.

Densidade
em base Umidade Capacidade de  Condutividade
Composicéo seca pH maxima retencdo de agua elétrica
330
Turfa kg/m3 58 55 % 70 % 1,2dSm?

Fertilizante mineral

Calcério calcitico
Fonte: rétulo da embalagem

O fornecimento da solugéo nutritiva foi realizado através de fita gotejadora conectada a uma
bomba submersa (bomba de aquario, 8 W, vazdo de 540 L h) no interior do reservatorio,
acionada por um programador horario. Para cada fileira de vasos, foi distribuida uma fita
gotejadora, com um gotejador por planta e vazio média de 0,5 L.h't. Foram feitas até cinco
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fertirrigacdes diarias de 15 minutos durante o periodo experimental. Em cada fertirrigacao foi
empregado um coeficiente de drenagem néo inferior a 30 %. A solugéo drenada foi recolhida
ao reservatério de origem, em sistema fechado. O volume da solucéo nutritiva foi completado
sempre que o volume era igual ou inferior a 50 % do volume inicial. A condutividade elétrica,
que era aferida trés vezes na semana atraves do condutivimetro, foi mantida proxima ao valor
inicial, tolerando-se um desvio de 10 %, utilizando para suas correcfes, agua ou aliquotas de
nova solucéo nutritiva, dependendo da necessidade. O pH foi mantido entre 5,5 e 6,5 tolerando-
se um desvio de 0,2 unidades, e mediante a adicdo de NaOH ou H2SO4 na concentracdo 1 N,
eram feitas as correcfes necessarias. Este também era aferido trés vezes durante a semana com
0 auxilio de um pHmetro.

A solucdo nutritiva empregada foi baseada em Frescura et al, (2018), para a cultura do
alecrim (Rosmarinus officinalis). Para essa solu¢do a condutividade padrdo é de 1,0 dS m*e a
composicao iénica foi em mmol.L™: 8,3 de NOs~ 1,0 de NH4™; 0,7 de H2PO47; 5,0 de K*; 1,5 de
Ca2"; 1,25 de Mg?* e 1,25 de SO4%*. Os micronutrientes foram fornecidos nas concentragdes de,
em mg.L™, 0,03 de Mo; 0,26 de B; 0,06 de Cu; 0,50 de Mn; ,22 de Zn e 1,0 mg.L™ de Fe na
forma quelatizada.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com 5 repetigdes, em
fatorial 5 x 3, sendo cinco concentragdes de solugdo nutritiva (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0dS m™) e
trés intervalos de coleta a partir do plantio (50, 100 e 150 dias ap6s o plantio (DAP)), sem
substituicdo das plantas. Também se buscou analisar o efeito de uma e duas coletas durante o
periodo experimental, ou seja, foi comparado os resultados de uma Unica coleta realizada aos
150 DAP com os de duas coletas, sendo a primeira realizada aos 50 DAP e a segunda aos 110
DAP, em um mesmo grupo de plantas.

As concentragdes foram mdaltiplos da solugdo de Frescura et al. (2018), de forma a obter
condutividades de 1,0 (T1, testemunha), 2,0 (T2), 3,0 (T3), 4,0 (T4) e 5,0 (T5) dS m™. Até os
15 DAP as plantas de todos os tratamentos foram cultivadas com solucdo padrdo, cuja
condutividade foi de 1,0 dS m™ e somente ap6s esse periodo foram fornecidas as solugdes com
as demais concentracdes de sais (2,0, 3,0, 4,0 € 5,0 dS m).

O fator concentracéo da solucdo foi aplicado em cada bancada e as plantas foram divididas
em trés grupos com dez plantas Uteis para aplicacdo dos fatores intervalos entre o plantio e a
coleta (DAP) e numero de coletas na mesma planta. A posi¢édo de cada grupo foi sorteada em
cada bancada. Em cada uma das coletas as avaliacGes foram realizadas em nove plantas, sendo
cinco utilizadas para a determinagdo de massa fresca e seca da parte aérea e quatro para o
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rendimento e qualidade do dleo essencial. Ao se realizar a coleta as folhas foram separadas das
hastes e o material foi pesado separadamente.

Em todas as concentracdes de solucdo foi realizada a coleta do grupo de plantas aos 50
DAP. Essas plantas foram deixadas a rebrotar e procedeu-se uma segunda coleta aos 110 DAP.
ApOs essa coleta as plantas apresentaram mortalidade de 100 %, ndo havendo, portanto, mais
coletas. No segundo grupo de plantas a primeira coleta foi feita aos 100 DAP e nesse grupo
também ndo houve mais coletas, pois apresentaram mortalidade de 100%. No terceiro grupo de
plantas foi feita apenas a coleta prevista aos 150 DAP, quando o experimento foi encerrado.

O corte foi feito na altura de 10 cm de forma a manter pelo menos trés gemas axilares
visiveis, de forma similar como procedido em alecrim por Frescura et al. (2018). A massa fresca
de folhas foi determinada imediatamente ap0ds a coleta e a massa seca de folhas, apds secagem
em estufa de circulacdo forcada de ar, na temperatura de 60 °C, até obter massa constante entre
duas determinagdes sucessivas. A massa fresca de folhas utilizada para a obtencdo do dleo
essencial foi armazenada em freezer, de aproximadamente -4° C, até 0 momento da extracao.

O 6leo essencial foi avaliado quanto ao seu teor, rendimento, e a sua composicdo quimica.
A composicdo quimica do 6leo essencial foi avaliada através de Cromatografia Gasosa acoplada
a Espectrometria de Massas (CG-EM). O cromatdgrafo utilizado foi um Shimadzu, modelo GC-
2010 (Shimadzu, Kyoto, JP); a coluna capilar foi uma Restek Rtx®-5MS ( 30 m x 0,25 mm,
espessura de filme 0,25 um; Restek, Pennsylvannia, EUA); hélio foi empregado como gas de
arraste em um fluxo de 1,69 mL/min; a temperatura do injetor foi mantida a 240°C; Um volume
de 1 pL de cada amostra foi injetado em modo split em uma razdo de 1:30. A rampa de
temperatura do forno da coluna foi programada linearmente de 40 a 260°C (a 4°C/min). As
condi¢des de analise empregadas no espectrometro de massas (Shimadzu, GCMS-QP2010
Ultra) foram: as temperaturas da interface e da fonte de ions foram mantidas a 260°C e a 230°C,
respectivamente; varredura de m/z na faixa de 35-500 amu em uma frequéncia de aquisicao de
dados de 0,30 scan/s. Os volateis foram identificados pelo espectrometro de massas single
quadrupole com ionizagéo por impacto eletronico (El) gerado a 70 eV no modo de aquisi¢do
por varredura.

A identificacdo de componentes individuais foi realizada usando seus indices de retencédo
relativa e por comparacdo dos espectros de massas com a biblioteca de moléculas disponivel.
Os dados obtidos foram processados utilizando o software GCMS Postrun Analysis Versédo
4.11. Os componentes do 6leo foram identificados pela comparacdo de seus espectros de massa
com os da biblioteca Wiley 9 (Palisade Corporation, Newfield, NY). O indice de retencéo foi
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obtido de acordo com o método de van den Dool e Kratz para padrdes de n-alcanos C7-C30
(Supelco Analytical). A identificacdo dos compostos baseada na comparacgao dos indices de
retencdo obtidos experimentalmente foi procedida atraves de comparacdo com os indices de
retencdo disponiveis na literatura (ADAMS, 2007).

Ao final do experimento, as plantas que foram submetidas a duas coletas (aos 50 e 110 DAP)
tiveram a producdo de massa fresca e seca de folhas, teor e rendimento de dleo essencial
somados, obtendo-se assim o acumulado das duas coletas. E esses resultados foram entdo
comparados com os obtidos quando se realizou apenas uma coleta aos 150 DAP.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia pelo teste F, e em seguida as
diferencas entre as médias das variaveis quantitativas foram avaliadas por regressao polinomial,

a 5 % de probabilidade do erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as varidveis de massa fresca e massa seca de folhas, de acordo com a andlise de
variancia, houve interacdo significativa (P<0,05) entre as condutividades elétricas (CE) da
solucdo nutritiva com os diferentes intervalos de coleta e com o nimero de coletas.

Na figura 1 A, observa-se que quando as folhas foram coletadas aos 50 DAP, a CE néo
influenciou na produgdo de massa fresca de folhas, uma vez que, para as diferentes
condutividades essa variavel ndo teve diferenca significativa, alcancando uma média de 57,66
g planta?® de folhas, a qual representou aproximadamente 75 % da massa fresca total da parte
aérea da planta. As plantas coletadas nesse periodo atingiram menor producdo em comparagado
com as que foram coletadas aos 100 e 150 DAP. Aos 100 DAP a maxima producdo de massa
fresca de folhas foi de 252,00 g planta™ com CE de 2,60 dS m™. Essa producéo equivaleu a 70
% da massa fresca total da parte aérea da planta. Para as folhas coletadas aos 150 DAP, houve
um decréscimo linear, no qual, & medida que a CE aumentou a produgdo de massa fresca de
folhas diminuiu. Esse decréscimo foi de aproximadamente 55 %, comparando as plantas que
foram cultivadas com condutividade de 1,0 dS m™ com as de 5,0 dS m™, alcangando valores de
304,00 g planta™ de folhas (62 % da massa fresca total da parte aérea da planta) e 134,00 g
planta® de folhas (65 % da massa fresca total da parte aérea da planta) de massa fresca,

respectivamente.
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Figura 1- Massa fresca (A) e seca de folhas (B) de plantas de Salvia officinalis cultivadas com diferentes concentragdes da
solucgdo nutritiva (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 dS m™1) coletadas aos 50 DAP, 100 DAP, 150 DAP. DAP= dias apés o plantio. Santa
Maria, RS, Brasil, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Figure 1- Fresh (A) and dry mass of Salvia officinalis plants (B) cultivated with different concentracions of nutrient solution (1.0; 2.0; 3.0;
4.0; 5.0 dS m*) harvested at 50 DAP, 100 DAP, 150 DAP. DBH = days after planting. Santa Maria, RS, Brazil, Federal University of Santa
Maria (UFSM).

Quanto a producdo de massa seca de folhas (figura 1 B.), o efeito da condutividade foi similar
aquele na massa fresca. As plantas que foram coletadas aos 50 DAP ndo diferiram
significativamente quando submetidas as distintas condutividades, obtendo-se média de 10,85
g planta’’. Nas plantas coletadas aos 100 DAP, a produgdo maxima também foi alcancada com
uma CE de 2,6 dS m™ com valor de 44,5 g planta™ de massa seca de folhas. No entanto, para
as plantas em que foi realizada apenas uma coleta aos 150 dias a maior producédo foi obtida
quando a CE foi mantida em 1,0 dS m™ (61,64 g planta?), sendo superior em aproximadamente
50 % da produc&o obtida naquelas cultivadas com condutividade de 5,0 dS m™ (31,39 g planta
1.

Os resultados apresentados indicam que o crescimento da planta de séalvia foi afetado
também pelo periodo em que as plantas ficaram submetidas a CEs elevadas. As plantas
coletadas aos 50 DAP foram fertirrigadas com solugcdes que apresentaram altas CEs por
aproximadamente 35 dias, tendo em vista que até os 15 DAP as plantas de todos os tratamentos
foram cultivadas com solugdo padrdo com condutividade de 1,0 dS m™. Somente apds esse
periodo é que foram fornecidas as solugdes com CEs mais elevadas. Além disso, como no inicio
do cultivo as temperaturas foram mais amenas (inverno/primavera), o efeito da condutividade
pode ter sido menor devido a menor transpiragdo das plantas.

Esses resultados foram semelhantes ao encontrado por Pinheiro (2016), no qual estudando a
influéncia de diferentes periodos (0, 20, 30, 40 e 50 dias) de salinidade (CE de 5,0 dS m™) no
crescimento de plantas de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) cultivadas em sistema de cultivo

sem solo e em condicGes climaticas similares ao experimento atual, observou que ndo houve
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diferenca significativa entre os tratamentos. Plantas cultivadas com condutividade elétrica de
5,0 dS m durante 50 dias apresentaram, em média a mesma producdo de massa seca daquelas
que foram cultivadas com CE de 1,0 dSm™, atingindo 54 g planta ™.

Tounekti & Khemira (2015), também encontraram resultados semelhantes, os quais
avaliando a espécie da Salvia officinalis durante quatro semanas sob diferentes concentracdes
de NaCl (0, 50, 75 e 100 mM), observaram que as plantas até os 40 dias de cultivo ndo variaram
sua massa seca com os distintos tratamentos. Nos resultados atuais o efeito é atrubuido somente
a CE, pois ndo houve o efeito de ions toxicos como o Na e o Cl.

Os resultados indicam que quanto maior o tempo de cultivo com altas CEs menor é o
crescimento da salvia. Quando foi realizada a coleta aos 100 DAP o crescimento maximo foi
alcancado quando a CE da solucéo nutritiva foi de 2,6 dS m™, apresentando uma reducéo a
partir desta CE. No entanto, para aquelas plantas que foram cultivadas até os 150 DAP, é mais
indicado que a CE seja mantida em 1,0 dS m™, pois acima desse valor, ha uma redugdo na
producdo. As plantas de sélvia, segundo o critério utilizado por Soares Filho et al. (2016),
podem ser consideradas moderadamente sensiveis a salinidade, tendo em vista que houve uma
reducdo de aproximadamente 50 %, na producdo de massa seca, quando comparadas as plantas
testemunhas. Para a cultura, o crescimento e a produgdo podem ser afetados negativamente
quando a condutividade elétrica da solucio nutritiva é superior a 5 dS m™,

Em plantas de Lippia gracilis Schauer, espécie rica em 6leos essenciais, submetidas a
estresse por NaCl (5 mM; 50 mM; 75 mM; e 100 mM) por 40 dias, Ragagnin et al. (2014)
observaram que o NaCl, em todas as concentragdes, reduziu a taxa de crescimento relativo em
comparacao com a testemunha. Os autores atribuiram tal resultado as alteracGes causadas pelo
estresse salino em alguns mecanismos fisioldgicos da planta, como absorcdo de &gua,
fechamento estomatico e fotossintese.

Com relagdo ao numero das coletas, os resultados indicaram que as plantas sé suportam o
corte da parte aérea quando realizada aos 50 DAP. Aos 100 DAP houve morte das plantas,
sendo possivel realizar no maximo duas coletas em uma mesma planta, a primeira aos 50 DAP
seguida de outra aos 110 DAP. De acordo com o observado pode-se inferir, ainda, que o rebrote
foi afetado pela condutividade elétrica. Nas plantas que foram coletadas ao 50 DAP e cultivadas
com CE de 1,0 até 4,0 dS m™* houve 100 % de rebrote. No entanto, para aquelas que foram
cultivadas com CE de 5,0 dS m™ apenas 30 % rebrotaram. Ja naquelas coletadas aos 100 DAP

a taxa de mortalidade foi de 100% para todos os tratamentos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tounekti%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26401409
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khemira%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26401409
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A rebrota depende principalmente da quantidade de assimilados estocados no caule
remanescente e no sistema radicular. Por exemplos, espécies forrageiras que sdo submetidas a
cortes frequentes durante o seu ciclo necessitam, para a emissdo de novas folhas, da
disponibilidade e capacidade de translocacdo de fotoassimilados e nutrientes que estdo
armazenados no colmo e na raiz (Aranjuelo et al., 2015; Molero et al., 2018). Os niveis de
hormbnios de crescimento também influenciam na rebrota. A auxina, por exemplo, é
encontrada principalmente nos meristemas apicais. No entanto, ao realizar o corte do apice
caulinar, as gemas laterais, até entdo dormentes, precisam reativar seu crescimento para a
emissdo de ramos laterais. Sendo esse processo afetado pela idade fisioldgica dos meristemas.
(Taiz & Zeiger, 2013; Balla, 2016).

Yokota et al. (2017) avaliando a producdo de manjericdo em duas alturas de corte (4° e 8°
no) e duas densidades de plantas (uma e duas plantas por vaso), observaram que ndo houve
diferenga significativa para as diferentes densidades. No entanto, quando o corte foi realizado
na altura do 8° n6 o nimero de brotacGes foi superior em aproximadamente 40 % daquele obtido
qguando o corte foi realizado no 4° nd. Os autores atribuiram tais resultados as reservas de
carboidratos, uma vez que, ap0s o0 corte, o0 retorno do crescimento depende dessas reservas, e
que quando o corte é feito mais baixo a recuperacdo é mais lenta.

A medida que avanca o crescimento e o desenvolvimento da planta as gemas mais velhas
das hastes passam a sofrer dominéncia apical das gemas mais novas localizadas nos apices
caulinares (Balla et al., 2016). Ao efetuar a coleta, as gemas mais velhas podem estar dormentes
ou inativas, dificultando ou impedindo o rebrote. Dessa forma, pode-se inferir que em plantas
mais velhas seja necessario adaptar a altura de corte das hastes, de forma a deixar gemas axilares
mais novas para o possivel rebrote. No entanto, para uma defini¢do precisa da altura de corte
s80 necessarias pesquisas mais detalhadas.

A producdo maxima acumulada de massa fresca de folhas (figura 2 A.) foi semelhante com
uma e duas coletas, mas foi afetada pela condutividade elétrica. Os valores obtidos foram de
304 g planta’ quando a CE foi de 1,0 dS m™ (uma coleta) e de 307 g planta* quando a CE foi
mantida 2,6 dS m™ (duas coletas).

Quanto a producdo de massa seca acumulada de folhas (figura 2 B.), quando foi realizada
uma coleta a maxima producéo foi de 63 g planta™, sendo, por sua vez, superior & maxima
producio alcancada quando se realizou duas coletas na qual se obteve 52,81 g planta™ de massa
seca de folhas. As CEs que proporcionaram esses resultados foram de 1,0 dS m™ e de 2,6 dS

m‘l, respectivamente, ou seja, as mesmas para a massa fresca.
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Figura 2: Massa fresca (A) e seca (B) acumulada de folhas de Salvia officinalis cultivadas com diferentes concentracfes de
solugdo nutritiva (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 dS m™) e submetidas a duas coletas (sendo a primeira aos 50 DAP e a segunda aos 110
DAP); e uma coleta aos 150 DAP durante o periodo experimental. Santa Maria, RS, Brasil, Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM).

Figure 2: Accumulated fresh (A) and dry (B) mass of Salvia officinalis leaves cultivated with different nutrient solution concentrations (1.0,
2.0, 3.0, 4.0, 5.0 dS m-1) and submitted to two harvests (the first at 50 DAP and the second at 110 DAP); and one harvest at 150 DAP during
the experimental period. Santa Maria, RS, Brazil, Federal University of Santa Maria (UFSM).

A realizacdo de um ou dois cortes afetou a produgdo acumulada de massa fresca e seca, as
quais foram afetadas pela CE. As plantas que foram coletadas duas vezes durante o periodo
experimental alcancaram a producdo maxima quando a condutividade foi mantida em 2,6 dS
m, enquanto aquelas que foram coletadas apenas uma vez atingiram a produgdo maxima com
a CE de 1,0 dS m™. Esses resultados podem ser atribuidos a idade fisioldgica da area foliar da
planta. Nas plantas com duas coletas a idade fisiol6gica média foi mais baixa e provavelmente
menor a competicdo pela radiacdo solar no interior do dossel das plantas. Isso significa mais
folhas em crescimento ao mesmo tempo, com reflexos na demanda por nutrientes. Nas plantas
coletadas apenas uma vez a idade fisiologica média da area foliar foi mais elevada, havendo um
namero maior de folhas velhas ou senescentes, com baixa atividade fisioldgica e,
consequentemente, menor demanda por nutrientes. Nessas plantas a fracdo da radiagéo solar
interceptada nas folhas basais pode também ser mais baixa, devido ao sombreamento pelas
folhas novas (Niinemets, 2016).

Quanto ao teor de 6leo essencial (tabela 2) ndo houve interacao significativa entre os fatores,
diferindo apenas para as épocas de coletas, no qual apresentou teor maximo de 6leo essencial
guando a coleta foi realizada aos 100 e 150 DAP (0,37 e 0,34 %, respectivamente).

Para o rendimento do 6leo essencial houve interacdo significativa (P<0,05) entre as distintas
CEs da solucdo nutritiva com os diferentes intervalos de coleta (figura 3). O rendimento de 6leo
das plantas coletadas aos 100 e 150 DAP decresceu linearmente com o aumento da CE. Quando

as plantas foram coletadas aos 50 DAP o rendimento de 6leo essencial foi de aproximadamente
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0,17 mL planta, independente da CE da solugdo. Esse valor representa em média 24 % e 20
% do rendimento de dleo essencial obtido nas plantas que foram coletadas aos 100 DAP (0,73
mL planta®) e 150 DAP (0,85 mL planta?), respectivamente. Os resultados para o rendimento
do 6leo essencial obtido aos 50 DAP podem ter sido influenciados pela baixa producdo de
massa fresca das plantas coletadas nesse periodo, uma vez que comparada as demais a producéo
representou aproximadamente 22 % e 19 % da massa fresca obtida aos 100 e 150 DAP,
respectivamente. O rendimento méaximo (0,85 g planta™) foi obtido em plantas coletadas aos
150 DAP na CE de 1,0 dS m™* (figura 3 A.).

Tabela 2: Teor de 6leo essencial de plantas de Salvia officinalis coletadas aos 50 DAP, 100 DAP, 150 DAP. DAP= dias ap0s
o plantio. Santa Maria, RS, Brasil, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Table 2: Essential oil content of Salvia officinalis plants harvested at 50 DAP, 100 DAP, 150 DAP. DBH = days after planting
Santa Maria, RS, Brazil, Federal University of Santa Maria (UFSM).

Periodos de coleta Teor de 6leo essencial (%)
50 DAP 0,26 B
100 DAP 0,37 A
150 DAP 0,34 A

Meédias seguidas pela mesma letra ndo difere estatisticamente pelo teste de Skott-Knot a 5 % de probabilidade de erro. Santa
Maria, RS, Brasil, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Means followed by the same letter do not differ statistically by the Skott-Knot test at 5% probability of error. Santa Maria, RS,
Brazil, Federal University of Santa Maria (UFSM).
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Figura 3: Rendimento de 6leo essencial de Salvia officinalis cultivadas com diferentes concentragdes de solugao nutritiva (1,0;
2,0; 3,0; 4,0; 5,0 dS m™) e coletadas aos 50 DAP, 100 DAP, 150 DAP. DAP= dias ap6s o plantio. Santa Maria, RS, Brasil,
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
Figure 3: Essential oil yield of Salvia officinalis cultivated with different nutrient solution concentrations (1.0, 2.0, 3.0, 4.0,
5.0 dS m-1) and collected at 50 DAP, 100 DAP, 150 DAP. DBH = days after planting. Santa Maria, RS, Brazil, Federal
University of Santa Maria (UFSM).

Para o teor acumulado de 6leo essencial (tabela 3) houve diferenca significativa apenas para
0 namero de coletas, no qual realizando duas coletas foi alcancado o teor méaximo de 0,62 %.
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Em contrapartida para o rendimento acumulado de dleo (figura 4) ndo houve diferenca
significativa quando realizada uma ou duas coletas, havendo apenas diferenca por efeito da CE
da solucéo nutritiva, ou seja, ao somar o rendimento das duas coletas obtendo-se 0 acumulado,
esse se equivaleu aos rendimentos obtidos com apenas uma coleta aos 150 DAP. Entretanto,
para as distintas concentracdes de solucdo houve diferenca significativa, na qual ade 1,0 dS m"
! proporcionou maior rendimento de dleo essencial (0,85 mL planta™) enquanto, que a CE de

5,0 dSm™ resultou no menor rendimento de 6leo.

Tabela 3: Teor acumulado de 6leo essencial de plantas de Salvia officinalis submetidas a uma e duas coletas durante o periodo
experimental. Santa Maria, RS, Brasil, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Table 3: Accumulated essential oil content of Salvia officinalis plants submitted to one and two harvests during the
experimental period. Santa Maria, RS, Brazil, Federal University of Santa Maria (UFSM).

NUmero de coletas Teor de 6leo essencial (%)
1 0,33B
2 0,62 A

Médias seguidas pela mesma letra ndo difere estatisticamente pelo teste de Skott-Knot a 5 % de probabilidade de erro. Santa
Maria, RS, Brasil. Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Means followed by the same letter do not differ statistically by the Skott-Knot test at 5% probability of error. Santa Maria, RS,
Brazil, Federal University of Santa Maria (UFSM).
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Figura 4: Rendimento acumulado de 6leo essencial de Salvia officinalis cultivadas com diferentes concentragdes de solugdo
nutritiva (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 dS m™) e coletadas aos 50 DAP, 100 DAP, 150 DAP. DAP= dias apés o plantio Santa Maria,
RS, Brasil, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Santa Maria, RS, Brasil, Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM).

Figure 4: Accumulated essential oil yield of Salvia officinalis cultivated with different nutrient solution concentrations (1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0
dS m-1) and collected at 50 DAP, 100 DAP, 150 DAP. DBH = days after planting Santa Maria, RS, Brazil, Federal University of Santa Maria
(UFSM).

Alves et al. (2015) analisando a influéncia do estresse salino, por NaCl (0,01; 1,2; 2,3; 3,4 e

4,5 dS m™) no rendimento de 6leo essencial de manjericio (Ocimum basilicum), espécie
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pertencente a mesma familia da S. offiinalis observaram a mesma tendéncia, ou seja, a medida
que aumentou a salinidade o rendimento do 6leo foi decrescendo.

Esses resultados podem estar relacionados ao fato de que quando a planta esta sob condicfes
de salinidade alguns mecanismos fisioldgicos séo afetados como a reducdo da area foliar que
afeta o crescimento e, consequentemente, o rendimento do dleo essencial, além de causar
alteracdo no metabolismo primério, devido principalmente a reducdo na fotossintese e no
crescimento.

A partir do momento que altera o metabolismo primario, a producdo de metabdlitos
secundarios podera ser afetada, tendo em vista que os metabolitos primarios sdo percussores
para a producdo de metabolitos secundérios. Por exemplo, os 6leos essenciais sdo constituidos,
principalmente, de terpenos que sdo formados por unidades ativa basicas chamadas de IPP
(isopentenil difosfato). Esse IPP, por sua vez, pode ser sintetizado por duas rotas, sendo uma
delas a do MEP (metileritritol fosfato), a qual a partir da glicose forma dois intermediarios o 1-
desoxi-D-xilulose e 2- metileritritol fosfato, que em Gltima instancia irdo formar o IPP (Simd&es
et al., 2017). Sendo assim, a medida que a fotossintese é afetada, a producdo de glicose é
reduzida. Como a glicose é precursora para a formacdo de terpenos, o rendimento do 6leo
essencial consequentemente podera ser menor.

Quanto a composicao quimica do 6leo essencial (tabela 4) foram encontrados, uma média
de 60 compostos nas plantas em todos os tratamentos. Dentre esses compostos nove
representaram mais de 60 % da quantidade total de 6leo essencial: borneol, canfora, cafeno,
cariofileno, epimanool, tujona, viridiflorol, 1,8 cineol e a-humuleno. Contudo, a canfora e
tujona foram os que apresentaram maiores teores, corroborando com os resultados de outros
autores (Grdisa et al., 2015; Sabry et al., 2016) ao avaliarem a composi¢do quimica do 6leo
essencial da sélvia. As concentracBes desses dois compostos variaram entre 12,01 a 28,64 % e
15,12 a 29,68 %, respectivamente. Cabe ressaltar que apesar do Oleo essencial da Salvia
officinalis ser constituido por varios compostos, a predominancia da canfora e tujona é um dos
parametros utilizados para diferenciar essa espécie das demais do género Salvia (Grdisa et al.,
2015).

Lakusi¢ et al. (2013) avaliando a composi¢do quimica do 6leo essencial de Salvia officinalis
em duas regides diferentes (Belgrado na Sérvia e Ucka na Croacia), bem como a interferéncia
do estagio de desenvolvimento das plantas nos teores dos componentes do 6leo obtiveram
resultados semelhantes ao do presente estudo. Foram observados maiores teores de canfora em

folhas mais velhas e teores de a-humuleno superiores em folhas mais jovens. No entanto, no
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mesmo trabalho, o teor maximo de a-humuleno foi 33,3 %, ou seja, 26,54 % a mais do que 0
encontrado no presente trabalho (6,76%). Para a canfora o teor méaximo foi semelhante para 0s
dois trabalhos, sendo que para aquele foi de 30,6% e para este de 28,65%. Essa diferenca em
relacdo ao teor de a-humuleno pode estar diretamente relacionada a fatores ambientais, uma
vez que as condigBes climaticas nos dois experimentos sdo diferentes, bem como a fatores

genéticos e as técnicas de manejo utilizadas durante o cultivo.

Tabela 4. Principais compostos do dleo essencial de Salvia. officinalis coletadas aos 50, 100, 110 (segundo intervalo) e 150
DAP, cultivadas em diferentes condutividades elétricas da solugo nutritiva (1,0; 2,0; 3,0; 4,0;5,0 dSm™1).

Table 4- Main essential oil compounds of S. officinalis harvested at 50, 100, 110 (second interval) and 150 DAP, cultivated in different
electrical conductivities of nutrient solution (1.0; 2.0; 3.0; 4.0; 5.0 dSm™?).

Condutividade elétrica (dS m?)

Compostos (%) 1 2 3 4 5
50 DAP
Borneol 1,86 3,96 3,12 2,24 2,45
Canfora 18,05 24,53 22,79 23,22 17,53
Canfeno 3,28 5,86 4,74 514 4,49
Cariofileno 4,26 3,53 3,65 2,96 2,61
Epimanool 14,28 9,26 10,37 10,28 8,91
Tujona 27,31 18,91 16,45 21,27 29,68
Viridiflorol 5,89 5,52 7,11 6,64 6,45
1,8 cineol 6,03 6,65 8,55 6,33 6,62
a-humuleno 6,76 5,53 5,36 5,34 5,39
Total (%) 87,72 83,75 82,14 83,42 84,13
100 DAP
Borneol 4,09 2,59 2,21 3,15 2,04
Canfora 26,29 28,64 20,88 23,25 24,67
Canfeno 6,29 6,47 4,61 7,47 6,37
Cariofileno 2,52 1,79 1,98 2,09 2,10
Epimanool 5,77 7,77 6,62 7,20 6,44
Tujona 21,29 19,02 20,97 21,76 25,86
Viridiflorol 6,31 5,78 4,65 6,02 5,03
1,8 cineol 4,87 7,94 4,47 6,40 7,73
a~humuleno 5,42 4,07 4,14 3,34 2,47
Total (%) 82,85 84,07 70,53 80,68 82,71
150 DAP
Borneol 3,47 3,56 2,44 3,65 2,97
Canfora 25,97 28,65 27,04 26,76 21,61
Canfeno 7,33 7,48 7,06 7,46 4,49
Cariofileno 1,92 2,31 1,98 1,70 1,57
Epimanool 5,26 5,95 6,57 8,63 8,36
Tujona 20,39 18,79 20,10 16,47 26,32
Viridiflorol 4,85 5,66 5,88 487 5,49
1,8 cineol 5,67 6,04 6,62 8,84 6,01
a-humuleno 3,34 3,77 4,19 3,09 3,26

Total (%) 78,2 82,21 81,88 81,47 80,08
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110 DAP (segundo intervalo)

Borneol 0,04 4,82 3,28 3,71 1,44
Canfora 23,55 23,20 22,55 26,31 12,01
Cafeno 7,49 7,34 7,41 8,70 4,48
Cariofileno 3,37 3,15 2,31 - 3,43
Epimanool 6,49 5,43 5,60 6,44 8,70
Tujona 18,54 2191 17,19 15,12 15,71
Viridiflorol 4,80 4,30 4,78 5,30 6,39
1,8 cineol 5,96 6,92 8,49 6,93 8,66
a-humuleno 3,63 5,53 2,89 3,30 3,78
Total (%) 73,87 82,6 74,50 75,81 64,60

Algumas pesquisas apontam que as propriedades medicinais dos 6leos essenciais sdo devidas
as interacBes dos compostos produzidos pelo metabolismo secundario. Segundo estudos
realizados por Ehrnhofer-Ressler et al. (2013) os compostos volateis como tujona, canfora, 1,8
cineol e o borneol sdo eficientes na acao anti-inflamatéria em fibroblastos gengivais humanos.
Delamare et al. (2007) testando a atividade do 6leo essencial de Salvia officinalis sobre Bacillus
cereus, Bacillus megatherium, Bacillus subtilis, Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria e
Klebsiella oxytoca, obtiveram resultados satisfatorios, conferindo a esse 6leo, cujos principais
compostos foram a cénfora, tujona 1,8-cineol, borneol ¢ B-pinene, acdo bacteriostatica e
bactericida.

Os resultados indicam que o cultivo em ambiente protegido sem solo pode ser uma
alternativa para o cultivo da Salvia officinalis com fins de extracdo comercial do 6leo essencial
na regido central do Sul do Brasil, apresentando a canfora e tujona como 0s compostos
majoritarios.

A coleta pode ser realizada uma Unica vez aos 150 DAP ou ainda duas vezes na mesma
planta, sendo a primeira a partir dos 50 DAP e a segunda a partir dos 110 DAP. O diferimento
do periodo de coleta pode facilitar o estabelecimento de cronogramas de producgéo para fins
comerciais. No entanto, para ambos os casos a CE da solugéo nutritiva deve ser mantida em 1,0

dS m para alcangar um maior rendimento de 6leo essencial.
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ARTIGO 2

PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DE SALVIA OFFICNALIS L. EM
DIFERENTES COMPOSICOES DE SOLUCOES NUTRITIVAS

RESUMO

O 6leo essencial de salvia, por suas propriedades terapéuticas, desperta o interesse de diversos setores
da industria, no entanto os estudos direcionados para a producdo da matéria prima utilizada para extragéo
do 6leo ainda séo escassos. O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes composicdes de
solucbes nutritivas na producdo de massa fresca e seca, rendimento, teor e composicao quimica do 6leo
essencial de Salvia officinalis L. O trabalho foi realizado no Departamento de Fitotecnia da UFSM. O
cultivo da espécie foi conduzido em ambiente protegido sem solo, entre os periodos de setembro de
2017 a janeiro de 2018. Foram testadas cinco composic¢Oes de solugdes nutritivas, com variagdo nas
concentracdes dos nutrientes (testemunha = (N), — (K)s(Ca +MQ)p; S1 = (N)a — (K)a(Ca + Mg)p ;S2 =
(N)a — (K)a(Ca + M@)p; S3= (N)s — (K)a(Ca + Mg)p; S4= (N)b — (K)s(Ca + MQg)a), e dois intervalos de
coleta (98 e 130 DAP). O 6leo essencial foi extraido por hidrodestilacdo em aparelho de clevenger. Para
as variaveis analisadas (massa seca e fresca de folhas, rendimento e teor do 6leo essencial) os melhores
resultados foram obtidos quando a coleta foi realizada aos 130 DAP e com solucdo nutritiva com
menores concentracdes de N (9,20 a 9,30 mmol L) associadas a relagdo catidnica baixa (0,30) ou
préxima a 1,00. Os principais compostos encontrados no 6leo essencial para essas condigdes foram a
canfora (23,27-24,91 %), tujona (24,17- 31,1%) e 1,8 cineol (10,51- 11,11%).

Palavras-chave: Nutricdo mineral, Metabolismo secundério, Lamiaceae, Cultivo sem solo.
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ABSTRACT

The salvia essential oil, due to its therapeutic properties, arouses the interest of several sectors of the
industry, however the studies directed to the production of the raw material still used for oil extraction
are still scarce. The objective of this work was to evaluate the influence of different nutrient solution
compositions on fresh and dry mass production, yield, content and chemical composition of Salvia
officinalis L essential oil. The work was carried out in the plant sciences department of UFSM. The
cultivation of the species was conducted in a protected environment without soil, between September
2017 and January 2018. Five nutrient solution compositions were tested, with variation in nutrient
concentrations (control = (N), — (K)p(Ca +Mg)p; S1 = (N)a — (K)a(Ca + Mg), ;S2 = (N)a — (K)a(Ca +
MQ)p; S3= (N), — (K)a(Ca + MQg)p; S4= (N), — (K)s(Ca + Mg)a.), and two collection intervals (100 and
130 DAP). The essential oil was extracted by hydrodistillation in a clevenger apparatus. For the variables
tested (dry and fresh leaf mass, yield and essential oil content) the best results were obtained when the
collection was performed at 130 DAP and with nutrient solution with lower concentrations of N (9.20
to 9.30 mmol L-1) associated with the low cationic ratio (0.30) or close to 1.00. The main compounds
found in the essential oil for these conditions were camphor (23.27-24.91%), thujone (24.17-31.1%) and
1.8 cineol (10.51-11.11%).

Keywords: Mineral nutrition, Secondary metabolism, Lamiaceae, Soilless cultivation

1. INTRODUCAO

A demanda por compostos bioativos, de determinados setores da industria, aumenta o
interesse de pesquisas direcionadas as plantas medicinais. Entretanto, quando se trata de
técnicas de cultivo para a producdo de algumas espécies, os estudos ainda séo escassos. E dentre
essas se encontra a Salvia officinalis L, cuja qual pode ser extraido éleo essencial, produto que
agrega valor a espécie, por possuir varias propriedades medicinais, como; antifungica
(JIROVETZ et al., 2007), antibacteriana (BHAT et al., 2016) e antiproliferativa (ALEXA et al.,
2018).

Os 0Oleos essenciais sdo resultado do metabolismo secundario das plantas, sendo sua
sintese afetada por fatores genéticos, ambientais e de cultivo. Segundo alguns autores
(PINHEIRO, 2016; KUHN, 2018; e MAMBRI, 2018), o rendimento do 6leo essencial esta
diretamente ligado a producdo de massa fresca e seca, ou seja, maior producdo de material
vegetal tende a proporcionar maiores rendimentos. No entanto, este fato ndo infere em uma
melhor qualidade quimica deste produto, no qual pode apresentar baixa qualidade apesar de ter
rendimento satisfatorio. Entdo, estudos que visem desenvolver novas técnicas de cultivo para
aumentar o rendimento, como também manter a qualidade desejada do produto, séo
fundamentais para atender a demanda em diferentes setores do mercado

O cultivo em ambiente protegido sem solo pode ser uma alternativa, tendo em vista que,

apresenta vantagens, por ser um sistema menos complexo do que o solo, podendo dessa forma
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ter um maior controle no fornecimento de nutrientes, além de minimizar as condi¢6es adversas
do ambiente e evitar uma maior incidéncia de pragas (ANDRIOLO, 2017). Nesse sistema de
cultivo, utilizando solucéo nutritiva, a composicdo desta deve atender as demandas nutricionais
da espécie e as relacdes idnicas, entre os sais, devem estar em equilibrio para que ndo haja o
antagonismo entre os nutrientes (ANDRIOLO, 2017). Para algumas espécies aromaticas e/ou
medicinais tém sido realizados estudos referentes a nutricdo mineral, mostrando que alteracdes
nas concentracGes de nutrientes na solucdo nutritiva podem alterar o rendimento de massa
fresca e seca, bem como do 6leo essencial e a qualidade deste.

Chysargyris et al. (2017), avaliando cinco niveis de potassio (K) (275-300-325-350-375
mg L) sobre as caracteristicas morfologicas e bioquimicas da lavanda (Lavandula
angustifolia) cultivada em sistema hidropdnico, observaram que a concentracdo de 300 mgL*
de K proporcionou maior rendimento de éleo essencial, em comparacdo aos demais. Para a
composic¢do do 6leo essencial também foram observadas diferencas significativas, na qual o
teor do composto majoritario, 1,8 cineol, foi maior nos tratamentos k 275, k 300 e k 350.

Daivid; Boaro (2009), avaliando, dentre outras variaveis, o rendimento de 6leo essencial
de Mentha piperita em diferentes variacbes na composicdo de solucdo nutritiva n® 2 de
Hoagland; Arnon (1950), cujas propor¢des foram: 50 % de N, P, K e 25 % de Mg; 50 % de N,
P, Ke Mg; 65 % de N, 50 % de P, 25 % de K e 100 % de Mg; 100 % de N, P, K e Mg,
observaram que o melhor rendimento de éleo essencial foi obtido quando houve uma reducéo
de 35 % de N, 50% de P, 75% de K (65 % N/ 50 % P / 25 % K / 100 % Mg). Resultado
semelhante ao obtido por Valmorbida (2006), no qual cultivando a mesma espécie (menta)
observou que com a reducdo de K em 50 a 75 % na solucdo n° 2 de Hoagland; Arnon (1950),
proporcionou melhor resultado para o rendimento e para a qualidade do 6leo essencial.

Contudo, a resposta das plantas a nutricdo mineral varia de espécie para espécie, por
isso a importancia de pesquisas que visem otimizar o manejo nutricional, principalmente, para
culturas como a sélvia que apesar de despertar o interesse de setores da industria, os estudos
referentes a nutricdo mineral ainda s&o escassos.

O trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes composicfes de
solugdes nutritivas na producdo de massa fresca e seca de folhas, teor, rendimento e composi¢éo

quimica do 6leo essencial de Salvia officinalis.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no interior de um abrigo coberto com polietileno aditivado
anti-UV com 100um de espessura no Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM) entre setembro de 2017 a janeiro de 2018. O clima da regido, segundo a
classificacdo climéatica de Képpen € subtropical umido "Cfa".

Durante o periodo experimental a temperatura méedia do ar, dentro do abrigo, foi medida
pelo datalogger e a radiacdo solar global acumulada foi coletada diariamente por uma estacéo
meteoroldgica automatica a cerca de 300 metros de distancia. Os valores médios para essas
variaveis foram, respectivamente, 21,99 °C e 359,36,9 MJ.m setembro; 22,04 °C e 542,94
MJ.m2 outubro; 23,69 °C e 731,52 MJ.m2 em novembro; 28,60 °C e 744,81 MJ.m?2 em
dezembro e 27,31 °C e 687,69 MJ.m em janeiro.

O experimento foi constituido de cinco bancadas com telhas de fibrocimento, revestidas
com filme transparente de polietileno de baixa densidade com espessura de 100 um. As telhas
eram de 3,65 m de comprimento, 1 m de largura, e 0,8 m de altura, e foram apoiadas a uma
estrutura de alvenaria formando uma declividade de 1 %. Sobre os canais das telhas (0,06 m de
altura e 0,18 m) foram colocados britas basalticas de granulometria média utilizada na
construcdo civil.

A solucdo nutritiva foi distribuida através de fita gotejadora, com o auxilio de uma
bomba submersa no reservatorio. A fita foi disposta de maneira que ficasse um gotejador (vazao
média de 0,5 L.h1) por planta. Foram utilizadas até cinco fertirrigacGes diarias de 15 minutos
durante o periodo experimental. Em cada fertirrigagdo foi empregado um coeficiente de
drenagem néo inferior a 30 %. A solucdo drenada foi recolhida ao reservatorio de origem, em
sistema fechado. O volume da solucdo nutritiva foi completado sempre que esse era igual ou
inferior a 50 % do volume inicial. A condutividade elétrica foi mantida proxima a 1,0 dSm?,
tolerando-se um desvio de 10 %, utilizando para suas corre¢des, dgua ou aliquotas de nova
solugéo nutritiva, quando necessario. O pH foi mantido entre 5,5 e 6,5 tolerando-se um desvio
de 0,2 unidades e mediante a adicdo de NaOH ou H2SO4 na concentragéo 1 N, sendo realizadas
as correcOes necessarias dependendo da necessidade. Cabe ressaltar que para se ter o controle
da CE e do pH, esses eram aferidos, pelo menos, trés vezes na semana através do condutivimetro

e do pHmetro, respectivamente.



40

As mudas de sélvia com aproximadamente 10 cm de altura foram adquiridas no
comércio local e transplantadas para vasos de polipropileno de 3 dm?®, preenchidos com areia.
O transplantio foi realizado no dia 15 de setembro de 2017.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, em fatorial 5 x 2, sendo
cinco diferentes composi¢des de solucdes nutritivas e dois intervalos de coleta (98 e 130 DAP),
com cinco repeticdes, cada. Os tratamentos foram constituidos por quatro combinacdes (Tabela
1), de niveis altos (a) e baixos (b) de nitrogénio (N), potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg),
além da testemunha, cuja composicdo da solucdo é baseada na de Frescura et al.( 2018),
utilizada para a cultura do alecrim (Rosmarinus officinalis). Conforme a tabela 1, os
micronutrientes foram fornecidos nas concentragdes de, em mg.L, 0,03 de Mo; 0,26 de B; 0,06
de Cu; 0,50 de Mn; ,22 de Zn e 1,0 mg.L™ de Fe na forma quelatizada.

Tabela 1 — Composicdes das solugdes nutritivas que foram empregadas no experimento

Tratamento Concentragéo idnica (mmol L)
N total H,PO4 K* Ca** Mg?* RC*
Testemunha: (N)s— (K)s(Ca +Mgy )b 9,30 0,70 5,00 1,50 1,25 0,90
Solugdo 1 (S1):  (N)a— (K)a(Ca + MQg)p 14,30 1,50 8,00 2,00 10 133
Solugdo 2 (S2):  (N)a— (K)s(Ca + MQ)a 14,60 2,50 5,50 4,00 20 0,46
Solucdo 3 (S3):  (N)y — (K)a(Ca + Mg)s 9,00 1,00 7,00 1,25 05 2,00
Solugéo 4 (S4):  (N)p — (K)n(Ca + Mg)a 9,20 1,00 3,00 3,00 2,0 0,30

*RC= Rela¢do catibnica

Esses tratamentos foram definidos de formar a obter dois niveis de nitrogénio e dois
niveis da relacéo catibnica entre o potassio e a soma do célcio mais magnésio. Os dois niveis
de nitrogénio, alto e baixo, foram em torno de 14 e 9 mmol L, respectivamente. As relactes
catibnicas foram 1,33 e 2,0 no nivel alto, e de 0,46 e 0,30 no nivel baixo. A relacdo entre célcio
e magnésio foi mantida entre 1,5 a 2,5, para os tratamentos. A concentracdo de fosforo, com
excecdo da testemunha, foi mantida entre 1,0 e 2,5 indicada na literatura para o cultivo de
plantas horticolas em cultivos sem solos (PARDOSSI, 2011).

Em cada bancada as plantas foram divididas em dois grupos com dez plantas Gteis. No
primeiro grupo de plantas foi feito uma coleta aos 98 DAP. Essas plantas foram deixadas a

rebrotar e a parte aérea foi colhida aos 130 DAP. No segundo grupo de plantas foi feita apenas
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uma coleta aos 130 DAP, quando o experimento foi encerrado. Em cada uma das coletas as
avaliacOes foram realizadas em dez plantas, sendo cinco utilizadas para a determinagéo de
massa fresca e massa seca da parte aérea, e cinco para o rendimento e qualidade do 6leo
essencial. Os orgdos aéreos das plantas (folha e caule) foram pesados separadamente. O corte
foi realizado na altura de 15 cm, deixando aproximadamente cinco gemas axiliares.

A massa fresca foi determinada imediatamente ap0s a coleta e a massa seca apos
secagem em estufa de circulacdo forcada de ar, na temperatura de 60 °C, até obter massa
constante entre duas determinagdes sucessivas. A massa fresca de folhas utilizada para a
obtencdo do 6leo essencial foi armazenada em freezer, de aproximadamente -4° C, até o
momento da extragdo. O processo utilizado foi por hidrodestilacdo em aparelho de clevenger.

O oleo essencial foi avaliado quanto ao seu rendimento e teor, sendo aquele calculado a
partir da relacéo entre a massa fresca total de folhas (g planta™) e a quantidade de 6leo essencial
obtida (g) e esse foi obtido a partir da relagdo entre o peso do 6leo essencial e o da amostra,
sendo o resultado expresso em porcentagem.

A composicdo quimica do 6leo essencial foi avaliada através de Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). O cromatografo utilizado foi um Shimadzu,
modelo GC-2010 (Shimadzu, Kyoto, JP); a coluna capilar foi uma Restek Rtx®-5MS (30 m x
0,25 mm, espessura de filme 0,25 pum; Restek, Pennsylvannia, EUA); hélio foi empregado como
gas de arraste em um fluxo de 1,69 mL/min; a temperatura do injetor foi mantida a 240°C; Um
volume de 1 pL de cada amostra foi injetado em modo split em uma razao de 1:30. A rampa de
temperatura do forno da coluna foi programada linearmente de 40 a 260°C (a 4°C/min). As
condicBes de andlise empregadas no espectrébmetro de massas (Shimadzu, GCMS-QP2010
Ultra) foram: as temperaturas da interface e da fonte de ions foram mantidas a 260°C e a 230°C,
respectivamente; varredura de m/z na faixa de 35-500 amu em uma frequéncia de aquisicao de
dados de 0,30 scan/s. Os volateis foram identificados pelo espectrdmetro de massas single
quadrupole com ionizagéo por impacto eletronico (El) gerado a 70 eV no modo de aquisi¢do
por varredura.

A identificacdo de componentes individuais foi realizada usando seus indices de
retencdo relativa e por comparacdo dos espectros de massas com a biblioteca de moléculas
disponivel. Os dados obtidos foram processados utilizando o software GCMS Postrun Analysis
Versao 4.11. Os componentes do 6leo foram identificados pela comparacgéo de seus espectros
de massa com os da biblioteca Wiley 9 (Palisade Corporation, Newfield, NY). O indice de
retencdo foi obtido de acordo com o método de van den Dool e Kratz para padrées de n-alcanos
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C7-C30 (Supelco Analytical). A identificacdo dos compostos baseada na comparagdo dos
indices de retencdo obtidos experimentalmente foi procedida através de comparacdo com 0s
indices de retencao disponiveis na literatura (ADAMS, 2007).

Ao final do experimento, as plantas que foram submetidas a duas coletas (aos 98 e 130
DAP) tiveram a produgdo de massa fresca, massa seca, rendimento e teor de 6leo essencial
somados, obtendo-se assim o acumulado das duas coletas. E esses resultados foram entdo
comparados com os obtidos quando se realizou apenas uma coleta aos 130 DAP.

Foram avaliados os teores de macro e micronutrientes nos diferentes 6rgéos das plantas,
coletadas uma Unica vez aos 130 DAP. Para tanto, ap6s determinacéo da massa seca, 0s 0rgaos
das cinco plantas coletadas foram moidos separadamente em moinho tipo Willey e coletadas
amostras em cada Orgdo. Em seguida, o tecido foi submetido a digestdo sulfarica e
nitropercldrica no extrato, sendo analisado o teor total de N, K, P, Ca, Mg e micronutrientes
(TEDESCO, 1995).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e em seguida as
diferencas entre as médias das variaveis foram comparadas pelo teste de Skott-Knott a 5% de

probabilidade de erro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo significativa entre a época de coleta e as diferentes composicdes de
solugdes nutritivas. Quando as plantas foram coletadas aos 98 dias apds o plantio (DAP) néo se
obteve diferenca significativa entre as producdes de massa fresca alcangadas com a solugéo
testemunha (208,60 g planta™), a S1 (164,82 g planta™) e a S2 (173,759 planta™). Para aquelas
coletadas aos 130 DAP, ndo houve diferenca significativa entre a testemunha e o tratamento
S4, que alcancaram uma produgdo maxima de 282,71 e 289,02 g planta™®de massa fresca de
folhas, respectivamente. Com relacdo a producdo de massa seca de folhas, observou-se que a
maxima producio alcancada aos 98 DAP foi de 50,87 g planta™ com a solugéo testemunha. E
aos 130 DAP as méximas produgdes de massa seca de folhas foram de 61,60 e 65,66 g planta”
! com a solucéo testemunha e a S4, respectivamente, ndo havendo diferenca significativa entre
ambas (Tabela 2).
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Tabela 2: Massa fresca e seca de folhas de plantas de Salvia officinalis cultivadas em diferentes
composi¢des de solugdes nutritivas e coletadas aos 98 e 130 dias apds o plantio, Santa Maria, RS,

Universidade Federal de Santa Maria.

Massa fresca de folhas (g planta™) Massa seca de folhas (g planta™?)
Dias ap0s o plantio Dias ap6s o plantio
Composicéo da solucéo
nutritiva 98 130 98 130
Testemunha 208,60 b A 282,71a A 50,87 a A 61,60 a A
S1 - (N)a— (K)a(Ca + Mg)s 164,82 b A 217,25aB 36,60aB 46,24 a B
S2 - (N) — (K)p (Ca + Mg)a 173,75a A 21755aB 37,58aB 46,76 a B
S3 - (N)s — (K)a (Ca + Mg)p 116,27 b B 173,59 aB 25,58aB 35,12aB
S4 - (N)p — (K)o (Ca + MQ)a 138,17b B 289,02a A 30,78b B 65,66 a A

Médias seguidas pela mesma letra maidscula entre linhas e mindsculas entre colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Para a producdo acumulada de massa fresca e seca de folhas ndo houve interacéo
significativa entre 0 niUmero de coletas e a composicdo da solucdo nutritiva (tabela 3). Houve
diferenca significativa apenas entre as composicdes. Pode-se observar que para a producédo
acumulada de massa fresca os valores mais elevados foram obtidos quando as plantas foram
cultivadas com a solugéo testemunha (287,5 g planta ) e com a S4 (256,30 g planta), ndo
havendo diferenca significativa entre esses dois tratamentos. As solugfes S1 e S2 ndo diferiram
entre si e a média mais baixa foi obtida com a solucdo S3. Para massa seca a significancia da
diferenca entre os tratamentos foi similar aquela da massa fresca, alcancando um valor maximo

de 63,00 g planta?, para a testemunha e a S4 (tabela 3).

Tabela 3: Produgdo acumulada de massa fresca e seca de folhas de plantas de Salvia officinalis

cultivadas em diferentes composicoes de solugdes nutritivas.

Massa seca de folhas (g

Composicéo da solugdo nutritiva Massa fresca de folhas (g planta-1) planta™t)
Testemunha 2857 A 63,0 A
S1- (N)a— (K)a(Ca+ Mg)s 2092 B 45,0B
S2- (N)a— (K)s(Ca + Mg)a 204,0 B 439B
S3- (N)o— (K)a(Ca + Mg)s 1650C 56,2C
S4- (N)»— (K)b (Ca+ Mg)a 256,3 A 63,0 A

Médias seguidas pela mesma letra entre linhas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p
< 0,05).



44

Os resultados indicam que o aumento das concentragdes de N e de K na solucéo nutritiva
ndo foi eficiente para aumentar o crescimento das plantas de salvia. Solugdes que apresentaram
relacdo catibnica equilibrada ou mais baixa, associada a concentracfes baixas de nitrogénio
favoreceram o aumento da producdo de massa fresca e seca de folhas. Embora as
condutividades elétricas dos tratamentos S1, S2 e S3 (1,20, 1,15 e 1,13 dSm'%, respectivamente)
tenham sido ligeiramente mais elevadas em comparagio com a testemunha (1,10 dSm™) e a da
S4 (1,00 dSm'Y), € pouco provavel que a condutividade elétrica tenha reduzido o crescimento
das plantas nessa condicé&o.

Na solucéo testemunha a relacéo catiénica foi de aproximadamente 0,91, ou seja, bem
préxima a recomendada para a maioria das culturas, que seria de 1,0. Para a S4 essa relagdo foi
a mais baixa, testada, no experimento com valor de 0,30, ou seja, apresentando maior
concentracgdes de calcio e magnésio. Esses resultados diferem do que normalmente é encontrado
na literatura, nos quais, concentraces mais altas de nitrogénio, estimulam a producdo de massa
fresca e seca. No entanto, os resultados do presente trabalho podem ser explicados pelo fato da
sélvia ser uma planta originaria da regido mediterranea, a qual apresenta solos calcarios e pobres
em nitrogénio. Sendo assim, quando a espécie € submetida a altas concentracdes de N o efeito
desse nutriente na planta pode ser prejudicial.

Resultados semelhantes foram encontrados por Nchu et al. (2017), o qual estudando a
influéncia de duas concentracdes de N (4,85 mmol/l) e (1,15 mmol/l)) no cultivo de H.
cymosum subsp. Cymosum, observaram que ndo houve diferenca significativa para o
crescimento das plantas quanto as concentrac@es utilizadas. O autor atribuiu o resultado ao fato
de que, por a planta ser originaria de uma regido da Africa do Sul, pobre em nutrientes, a
exigéncia desses é baixa, ndo sendo necessarias concentracOes elevadas para o cultivo da
espécie analisada.

Frescura et al. (2014), também encontraram respostas semelhantes avaliando diferentes
concentragdes de N em solugéo nutritiva (5.55, 8.05, 10.55, 13.05 e 15.55 mmol.L?), para a
cultura do alecrim (Rosmarinus officinalis), e, observaram que a maior produgdo de massa
fresca foi obtida na concentragdo intermediaria de N (9,40 mmol.L?).

Quanto ao rendimento do Oleo essencial houve interacdo significativa entre as
composicdes de solugdes nutritivas e o periodo de coleta. Quando as plantas foram coletadas
aos 98 DAP as solucbes que apresentaram maior rendimento foram a testemunha (0,41 g planta”
1Y e a S4 (0,40 g plantal), ndo havendo diferenca significativa entres elas. Os mesmos
tratamentos foram melhores quando a coleta foi realizada aos 130 DAP, na qual se alcangou o
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rendimento méaximo de 0,51 g planta™ de leo essencial (Tabela 4). Para o teor de 6leo essencial,
ndo houve diferenca significativa para os tratamentos testados, alcan¢ando-se uma média de
0,23 %.

Tabela 4: Rendimento de 6leo essencial de plantas de Salvia officinallis cultivadas em
diferentes composic@es de solugfes nutritivas e coletadas ao 98 e 130 dias ap6s o plantio, Santa

Maria, RS, Universidade Federal de Santa Maria.

Rendimento de éleo essencial (g planta™?)

Dias apés o plantio

Composic¢do da solucdo nutritiva 98 130
Testemunha 041bA 051aA
S1- (N)a— (K)a(Ca + Mg)p 0,20b B 0,37aB
S2- (N)a— (K)s (Ca + Mg)a 0,30bB 0,46 a A
S3- (N)s — (K)a(Ca + Mg)s 0,25aB 0,17acC
S4- (N)s — (K)b (Ca + Mg)a 0,40 b A 051aA

Médias seguidas pela mesma letra maitscula entre linhas e mintsculas entre colunas, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Para o rendimento e teor acumulado de 6leo essencial ndo houve interacdo significativa
entre as composicdes de solugbes nutritivas e o nimero de coletas. O rendimento apresentou
diferenca apenas para as composi¢des alcancando maior producdo quando as plantas foram
cultivadas com a solugio testemunha (0,52 g planta ) e a S4 (0,50 g planta ), ndo havendo
diferenca significativa entre essas (tabela 5). O teor, por sua vez, apresentou diferenca apenas
para 0 numero de coletas, ou seja, quando foi realizada uma unica coleta, aos 130 DAP, essa

variavel obteve melhor resultado de 0,37 % (tabela 6).

Tabela 5: Rendimento acumulado de 0leo essencial de plantas de Salvia officinallis cultivadas
em diferentes composicdes de solucGes nutritivas, Santa Maria, RS, Universidade Federal de

Santa Maria.
Composicdo da solucdo nutritiva Rendimento de dleo essencial (g planta?)
Testemunha 0,52 A
S1- (N)a— (K)a (Ca + Mg)s 0,33B

S2- (N)a — (K)b (Ca + Mg)a 0,40 B
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S$3- (N) — (K)a (Ca + Mg)p 022C

S4- (N)s — (K)o (Ca + Mg)a 0,50 A
Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Tabela 6: Teor acumulado de dleo essencial de plantas de Salvia officinallis submetidas a uma
e duas coletas durante o periodo experimental, Santa Maria, RS, Universidade Federal de Santa

Maria.

Numero de coleta Teor de 6leo essencial ( %)
1 0,37 A
2 0,22B

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

De acordo com os resultados pode-se observar que ao se realizar uma coleta aos 130
DAP, esta proporcionou rendimento de 6leo superior em aproximadamente 20 % quando
comparado ao maior rendimento obtido quando as plantas foram coletadas aos 98 DAP.
Entretanto, quando se realizou a soma do rendimento de dleo de duas coletas, durante o periodo
experimental (a primeira aos 98 e a segunda aos 130DAP), esse ndo variou de forma
significativa quando comparado ao rendimento obtido de apenas uma coleta aos 130 DAP.

O maximo rendimento de 6leo essencial obtido, 0,52 g planta * foi superior em mais de
70 % ao rendimento encontrado no trabalho realizado na Polonia por Zawislak (2014), no qual
obteve aproximadamente uma producdo maxima de 0,15 g planta™ de 6leo essencial de Salvia
officinalis, quando a coleta foi realizada em agosto, ap0s trés anos de cultivo. Esses resultados
podem ter sido influenciados pelas condic¢des de cultivo, uma vez que, no trabalho de Zawislak
(2014) o experimento foi realizado em campo, ou seja, pode ter tido uma maior influéncia de
fatores adversos do ambiente (temperatura, radiacdo solar, chuvas, ventos, perdas de nutrientes)
durante o experimento. Fato esse, que pode ter sido minimizado pelo ambiente protegido. Além
de que, no sistema de cultivo sem solo pode-se ter um maior controle dos nutrientes fornecidos
havendo menos perdas, 0 que proporciona uma nutricdo mais eficiente para o crescimento e
desenvolvimento da planta.

Quando se utiliza solugdo nutritiva para a fertilizacdo das plantas € fundamental que
haja um equilibrio i6nico entre as cargas, para que dessa forma as raizes consigam absorver 0s
nutrientes necessarios, sem que haja competicdo entres esses. Como se pode observar na

solucdo testemunha, houve um maior equilibrio entre as cargas, principalmente quanto aos
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cations, uma vez que, a relacdo catidnica foi de 0,91, o que proporcionou bons rendimentos de
6leo essencial. Em contrapartida, a solugdo que apresentou relagdo catiénica mais baixa também
apresentou, juntamente com a solucdo testemunha, melhores resultados. Tal fato infere que
solugdes nutritivas com altas concentragdes de célcio e magnésio associadas as baixas
concentragfes de nitrogénio também influenciam de forma positiva a produgdo de Oleo
essencial da sélvia. Trabalhos avaliando esses dois nutrientes (Ca e Mg), em outras espécies,
demonstraram a eficiéncia, desses, em cultivos, cuja finalidade é a producéo de 6leo essencial.
Estudo realizado com a cultura do orégano (Origanum vulgare ssp. hirtum), espécie
pertencente a mesma familia da sélvia (Lamiaceae) e de origem mediterranea, foi realizado em
duas localidades no norte da Grécia (Herso e Eptalofos) sendo avaliadas cinco concentraces;
0%, 0,5% Ca?*, 1% Ca?*, 1% Mg?*e 2% Mg?*. O célcio foi aplicado via foliar em forma de
CaCl, contendo 35% de Ca e o Mg? * foi aplicado como MgSOs-7H20 contendo 10% de Mg.
Para o teor de 6leo essencial ndo foi observada diferenca significativa. No entanto, o rendimento
de dleo essencial foi superior com a aplicacio de Ca™ e Mg*? para as duas localidades. Os
autores observaram um aumento médio de 22 % com Ca*?e Mg*2 comparado com o rendimento
do tratamento controle. Os autores atribuiram esse resultado a maior producdo de massa seca
nos tratamentos que foram realizadas as aplicacOes desses nutrientes, justificando que a espécie
do orégano é mais adaptada a solos calcarios e que acumulam quantidades significativas,
principalmente de calcio, em seus 6rgaos, fazendo com que a utilizagdo desses nutrientes na
fertilizacdo da espécie seja muito importante para otimizar a producdo (DORDAS, 2009).
Outra pesquisa também relacionada a esses dois nutrientes foi realizada com a cultura
da camomila (Matricaria recutita). O experimento foi realizado em solo e foram testadas cinco
doses de calcio e magnésio (0, 50, 100, 150 e 200 mg pot* tendo 10 kg de solo) e a interagéo
entre elas. Os resultados mostraram que a interacdo das doses méximas desses nutrientes
proporcionou melhores rendimentos para todas as variaveis analisadas, dentre elas massa fresca
de flores por planta (26,94 g) e teor de 6leo essencial (1,10 %) (UPADHYAY; PATRA, 2011).
Os o6leos essenciais, apesar de serem resultado do metabolismo secundario das plantas,
estdo diretamente ligados ao metabolismo primario, uma vez que este € precursor daquele. Os
terpenos, por exemplo, principais constituintes dos 6leos essenciais sdo sintetizados a partir do
metabolismo primario por duas rotas distintas a do acido mevalonico e a rota do metileritritol
fosfato (MEP) (TAIZ; ZEIGER, 2013). Sendo assim, ao fornecer quantidades de nutrientes
ideais para o crescimento e desenvolvimento das plantas consequentemente a sintese desses

compostos secundarios podera ser afetada de forma positiva.
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Na composicao do 6leo essencial foram encontrados, em média, 60 compostos. Porém,
10 representam mais de 65 % dos constituintes (tabela 7). Os tratamentos testados influenciaram
na composicao e nos teores dos compostos. Quando a coleta foi realizada aos 98 e 130 DAP
0s Oleos essenciais, independente da solucdo na qual as plantas foram cultivadas, apresentaram
como trés compostos majoritarios a canfora que variou de 13,36 a 24,91 %), a tujona cuja
variacdo foi de 12,74 a 31,10 % e 1,8 cineol que variou de7,42 a 13,58%), com excec¢do do 6leo
essencial obtido quando as plantas foram cultivadas com a S4 e coletadas 130 DAP, na qual
apresentou o alfa- pineno ( 10,31 %) como um dos trés compostos majoritarios, além da canfora

e tujona.

Tabela 7: Principais compostos do 6leo essencial extraido de folhas de Salvia officinalis
cultivada em diferentes composicdes de solucdes nutritivas e coletadas aos 98, 130 e 110

(segundo intervalo) dias apds o plantio, Santa Maria, RS, Universidade Federal de Santa Maria.

Composic¢do da solugdo nutritiva

Compostos (%) T Sl S2 S3 S4
98 DAP
Borneol 5,42 3,29 3,89 7,93 4,18
Canfora 20,21 13,36 22,87 16,98 20,56
Canfeno 7,16 3,95 6,26 5,64 4,89
Cariofileno - 2,24 1,1 2,89 1,96
Manool 3,68 5,06 3,53 3,32 3,44
Tujona 13,27 20,94 26,96 14,98 27,79
Viridiflorol 3,9 4,69 4,73 4,16 4,32
1,8 cineol 7,42 9,69 13,58 7,64 12,19
o-humuleno 3,14 0,26 0,11 0,2 3,3
a-pineno 3,94 3,78 3,36 3,88 6,26
Total (%) 68,14 67,26 86,39 67,62 88,89
130 DAP
Borneol 5,09 4,84 5,48 3,3 4,66
Canfora 24,91 13,36 24,28 15,18 23,27
Canfeno 5,01 9,52 9,03 4,99 7,26
Cariofileno 2,71 1,98 1,53 2,09 2,13
Manool 3,67 3,67 5,93 6,78 3,84
Tujona 31,1 13,71 12,74 26,13 24,17
Viridiflorol 5,48 4,86 4,58 5,99 4,4
1,8 cineol 11,11 12,64 12,41 8,61 10,51
a-humuleno 3,11 5,09 34 5,69 3,9
a-pineno 2,18 5,38 8,22 10,31 6,48
Total (%) 94,37 75,05 87,6 89,07 90,62

130 DAP (segundo intervalo)
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Borneol 2 1,2 3,05 2,96 3,54
Canfora 8,52 8,57 12,17 12,72 14,39
Canfeno 2,27 2,74 3,71 3,35 4
Cariofileno 0,58 0,99 1,13 1,44 1,29
Dotriacontane 12,73 24,26 - - -
Hexatriacontane 45,01 - - - -
Manool 3,23 4,09 7,35 6,27 38,95
Tetrapentacontane - 25,48 31,82 34,29
Tujona 10,03 11,96 16,52 16,14 13,54
Viridiflorol 1,75 2,69 3,6 3,62 34
1,8 cineol 4,37 4,81 6,91 1,75 7,54
o-humuleno 1,89 1,57 3,06 3,35 3,39
a-pineno 1,26 2,41 2,1 2,57 3,24
Total (%0) 93,64 90,77 91,42 88,46 93,28

Quanto ao segundo intervalo houve uma maior variacdo nas composi¢des dos 6leos
essenciais, apresentando alguns compostos ndo comuns encontrados na espécie da salvia. Para
a testemunha os compostos majoritarios foram o hexatriacontane com 45 %, o dotriacontane
com 12,73 % e tujonas com 10 %. Para a S1 foram encontrados 24,26 % de dotriacontane,
25,48% de tetrapentacontane e 11,96 % de tujonas. Para as S2 e S3 0s compostos majoritarios
foram respectivamente, canfora 12,17 e 12,72 %, tetrapentacontane 31,82 e 34,29 % e tujona
16,52 e 16,14 %. Para a S4 foram encontrados teor de 14, 39 % de c&nfora, 38,95 % de manool
e 13, 54 % de tujona.

Os compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial da salvia, quando as plantas
foram coletadas aos 98 e 130 DAP, foram semelhantes a alguns trabalhos que também
determinaram a composicdo desse 6leo (PORTE et al., 2013, GARCIA et al., 2015, GRDISA
et al., 2015, SABRY et al., 2016). A canfora e tujona sdo 0s compostos que caracterizam o
o0leo essencial da salvia. No entanto, os teores desses podem variar bastante, principalmente
com relacdo as condigdes de cultivo da espécie. Zawislak (2014) avaliando a composi¢do
guimica do 6leo essencial da salvia na Pol6nia, em duas épocas de coleta, maio e agosto,
observou que a primeira época 0s compostos majoritarios foram tujona (28,00 %), 1,8 cineol
(18,04 %) e viridiflorol (10,83%). Enquanto, que para a segunda época 0s principais compostos
foram céanfora (18,08 %), 1,8 cineol (16,08 %) e tujona (13,09 %).

Os compostos presentes nos Oleos essenciais sao responsaveis por suas propriedades
bioldgicas, podendo algumas dessas estarem diretamente ligadas a um Unico composto ou a
interacdo de dois ou mais compostos. Abu-Darwish et al. (2013), realizando teste in vitro,

através de medida da producdo de Oxido nitrico utilizando macrofagos de camundongos,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abu-Darwish%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24224168
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concluiu que o 6leo essencial de sélvia é anti-inflamatorio e 0 composto em maior quantidade
encontrado foi 0 1,8 cineol e a canfora. Para Pierozan et al. (2009) avaliando 6leos essenciais
de diferentes espécies de salvia em microrganismo Gram-positivos observaram que a salvia
officinalis, € um eficiente antimicrobiano, e que em sua composicdo apresentavam
principalmente tujona, 1,8 cineol e canfora. Trabalhos realizados com 6leos essenciais e suas
propriedades medicinais sdo de fundamental importancia, uma vez que, a partir desses
compostos podem ser desenvolvidos novos farmacos e cosméticos.

Para quando houve a coleta no segundo intervalo, os teores dos principais compostos do
6leo essencial diferiram do que normalmente é encontrado. Estudo realizado por Zawislak
(2014) também foi detectado o manool com um teor de 6,62 %, composto esse que também
apresentou, no presente trabalho, teor significativo (38,95 %) no 6leo essencial obtidos a partir
de plantas cultivadas com a S4 e submetidas ao segundo corte. Para 0s demais constituintes
encontrados em maiores quantidades como: Hexatriacontane e o Tetrapentacontano n&o foram
encontrados na literatura relatos desses compostos presentes em 6leo essenciais de Salvia
offcinalis.

Quanto ao teor de macronutrientes encontrados nas folhas, caule e raiz houve diferenca
significativa parao N, P, K, Ca e Mg, com excec¢éo do teor de N encontrado no caule, que néo
apresentou diferenca entre os tratamentos. Para os teores de micronutrientes foi observada
diferenca significativa apenas nas concentra¢es de Cu, Zn e Mn nas raizes (tabela 8).

Segundo Epstein; Bloom (2006), os teores de nutrientes para a maioria das culturas
variam de: nitrogénio: 0,5-6 %, fdsforo: 0,15-0,5 %, potassio: 0,8-8 %, célcio 0,1-6 %,
magnésio: 0,05-1 %, ferro: 0,002-0,06 %, manganés: 0,001-0,06, zinco: 0,001-0,025 %, cobre:
0,0002-0,005 %. Sendo assim, para todos os nutrientes os teores foliares estdo na media, com
excecdo do fosforo que para os teores nas folhas e caule variaram de 0,10 a 0,14 % e 0,13 a

0,16 %, respectivamente, ou seja, abaixo da média.



Tabela 8- Teores de macro e micronutrientes em diferentes 6rgdos da planta de Salvia officinalis (folha, caule e raiz). Santa Maria, RS,
Universidade Federal de Santa Maria.

Teor de nutrientes na folha

N P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn
Composicdo da solucdo nutritiva a/kg
Testemunha 957B 1,10B 4757A 475B 565B 0,18 A 0,025A 0,013A 0,22 A
S1- (N)a— (K)a (Ca + Mg)s 10,30B 127A 51,7A 397B 481B 015A 0,020A 0,015A 0,18A
S2- (N)a— (K)y (Ca + Mg)a 11,09B 143A 3557B 7,08A 656A 016A 0016A 0,017A 021A
S3- (N)p — (K)a (Ca + Mg)s 1097B 130A 5317A 3,19B 380C 020A 0,019A 0,014A 013A
S4- (N)p — (K)p (Ca + Mg)a 1388A 108B 2997B 590A B850A 0,16A 0,016A 0,016A 016A
Teor de nutrientes no caule
Composic¢do da solugdo nutritiva a/kg
Testemunha 6,32A 133B 20,72B 323B 283A 0,058A 0011A 0,007A 0,082A
S1- (N)a— (K)a (Ca + Mg)s 6,83A 151A 3043A 268B 167B 0,051A 0014A 0,008A 0,060A
S2- (N)a— (K)p (Ca + Mg)a 6,72A 161A 21,08B 266B 286A 0057A 0012A 0,015A 0,045A
S3- (N)b — (K)a (Ca + Mg)s 571A 143B 2741A 251B 215B 0,047A 0011A 0,009A 0,080A
S4- (N)p — (K)p (Ca + Mg)a 6,88A 137B 2108B 456A 339A O0058A 0014A 0014A 0,09A
Teor de nutrientes na raiz
Composicéo da solucdo nutritiva g/kg
Testemunha 1450B 137A 2402A 477B 6,92B 2,01 A 0,020B 0,024 B 0,43B
S1- (N)a — (K)a (Ca + Mg)s 1422B 182A 22,73A 752A 698B 242A 0,046 A 0,030B 0,73A
S2- (N)a— (K)s (Ca + M@)a 1366B 2,03A 20,00A 725A 752B 173A 0,030B 0,075A 0,67A
S3- (N)p — (K)a(Ca + Mg)p 1377B 18A 2356A 525B 623B 231A 0,025B 0,020B 0,35B
S4- (N)p — (K)p (Ca + Mg)a 1630A 201A 1590A 563B 879A 210A 0,020B 0,030B 0,43B

Médias seguidas pela mesma letra entre linhas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Pode-se observar que o maior teor de N nas folhas e na raiz foi obtido com a S4, apesar
desta apresentar baixa concentracdo de N em sua composicdo. Este resultado pode estar
relacionado ao fato de que neste mesmo tratamento as plantas apresentaram maior crescimento
de raiz (19,90 g planta®) (tabela 9) influenciando na absorcdo de N.

O fornecimento de solugGes nutritivas com concentragdes de N mais baixas tende a
produzir maior nimero de raizes (COSTA, 2014) e esse processo é mais estimulado quando se
tem um fornecimento de célcio mais elevado, que é o caso da S4. O célcio esta envolvido na
divisdo celular, ou seja, quando este nutriente é fornecido em quantidades adequadas o
crescimento das regiGes meristematicas das raizes € estimulado, aumentando a absor¢éo de agua
e nutrientes, o que proporciona uma maior producdo de massa fresca e seca (MONTEIRO;
SILVEIRA, 2011).

Tabela 9: Massa seca de raiz de plantas de Salvia officinalis cultivadas em diferentes
composigdes de solugdes nutritivas e coletadas aos 130 DAP. Santa Maria, RS, Universidade

Federal de Santa Maria.

Composi¢do da solugdo nutritiva Massa seca de raiz (g planta)
Testemunha 17,06 B
S1- (N)a— (K)a(Ca + Mg)s 14,28 B
S2- (N)a— (K)b (Ca + Mg)a 15,39 B
S3- (N) — (K)a (Ca + Mg)p 14,28 B
S4- (N)b — (K)s (Ca + Mg)a 19,86 A

Médias seguidas pela mesma letra entre colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
(p <0,05).

Estudos realizados com a finalidade de avaliar a influéncia do célcio no crescimento das
plantas vém sendo realizados. Domingues et al. (2016), avaliando dentre outros parametros o
crescimento e a acumulacdo de célcio, potassio e magnésio nas folhas e gréos de cultivares de
feijdo em resposta a concentracéo de célcio na solucéo nutritiva, observaram que quando foram
testadas doses altas de calcio (2,20; 2,75; 3,30; 3,85; 4,40 e 4,95 mmol L) houve uma aumento
linear da massa seca da parte aérea, raizes e da acumulacdo de calcio nas folhas e grdos. Para a
espécie da Mentha piperita foi observada a mesma tendéncia. No qual, testando cinco

concentracdes de calcio (200, 160, 120, 80 e 40 mg LY), a partir da solugdo nutritiva n °© 2 de
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Hoagland; Arnon (1950) concluiu-se que o aumento de célcio foi benéfico para a produgéo de
mateéria seca no final do desenvolvimento (FAZIO, 2011).

A partir dos resultados pode-se concluir que para a producdo de Salvia officinalis com
a finalidade de extracdo de Gleo essencial é ideal que a composicdo da solucdo nutritiva
apresente concentragdes baixas de N (9,20 a 9,30 mmol L) associadas a relagdo catidnica baixa
(0,30) ou proxima de 1,00. Para tais condi¢des a coleta deve ser realizada uma Unica vez para
uma melhor qualidade do 6leo, cujos compostos majoritarios séo; canfora (23,27-24,91 %),
tujona (24,17- 31,1%) e 1,8 cineol (10,51- 11,11%).
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ARTIGO 3

AVALIACAO DA CITOGENOTOXICIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE SALVIA
OFFICINALIS L. CULTIVADA SOB DIFERENTES CONDUTIVIDADES
ELETRICAS E COMPOSICOES DE SOLUCOES NUTRITIVAS.

RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antiproliferativo e genotoxico do 6leo essencial da Salvia
officinalis, cultivada em diferentes condutividades elétricas (CE) e composi¢des de solugdes nutritivas,
sobre o material genético de Allium cepa L. As plantas foram cultivadas no Departamento de Fitotecnia
da Universidade Federal de Santa Maria. A extragdo do 6leo essencial das folhas foi realizada por
hidroestilacdo em aparelho de Clevenger. Para avaliar o efeito antiproliferativo e genotoxico do dleo
essencial na concentracdo de 0,25 % sobre o material genético de Allium cepa, foram utilizados quatro
bulbos por tratamentos, totalizando quatro repeti¢cbes. Os tratamento foram constituidos dos 6leos
essenciais, obtidos de plantas cultivadas sob cinco diferentes CEs (1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 dSm?) e
composicBes de solucBes nutritivas (solu¢do padréo, (N)a — (K)a (Ca + Mg)b, (N)a — (K)» (Ca + MQ)a,
(N)» — (K)a (Ca + Mg)s e (N)» — (K)s(Ca + MQ),, na concentracdo de 0,25 %, e de trés tratamentos
controle; glifosato (controle positivo), dgua destilada (controle negativo) e o etanol, no qual o 6leo foi
diluido, totalizando 13 tratamentos. Os bulbos foram colocados para enraizarem em agua destilada e
depois de emitidas as raizes, essas foram colocadas em contato com os tratamentos durante 24 horas. A
seguir foram coletadas e fixadas em fixador Carnoy 3:1 (etanol: &cido acético) por mais 24 horas. Apos,
foram mantidas em recipientes com etanol 70 % até o momento da preparacao das laminas. A preparacao
das laminas foi realizada pela técnica do esmagamento e o material corado com orceina acética 2 %,
sendo analisadas 2000 células por tratamento. Foram calculados o indice mitético e o nimero das
alteracfes cromossOmicas, para determinar o efeito antiproliferativo e genotdxico, respectivamente. Os
dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e em seguida as diferencas entre as medias
das variaveis foram comparadas pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Para todos 0s
tratamentos o 6leo essencial de Salvia officinalis, na concentracédo de 0, 25 %, foi antiproliferativo e nao
genotdxico.

Palavras-chave: Allium cepa. Alteragdo cromossémica. indice mit6tico

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the antiproliferative and genotoxic effect of the essential oil
of Salvia officinalis, cultivated in different concentrations and nutrient solution composition, under the
genetic material of Allium cepa. The plants were grown in the Plant Science Department of the Federal
University of Santa Maria. Extraction of the essential oil from leaves was performed by hydroestillation
in a Clevenger apparatus. To evaluate the antiproliferative and genotoxic effect of the essential oil at the
concentration of 0.25 % on the genetic material of Allium cepa, four bulbs were used per treatments,
totaling four replicates. The treatments consisted of essential oils, obtained from plants grown under
five different ECs (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 and 5.0 dSm™) and nutrient solution compositions (standard
solution, (N)a — (K)a(Ca + M), (N)a — (K)s (Ca + Mg)a, (N)s — (K)a (Ca + Mg), and (N), — (K)s(Ca +
Maq)a), at the concentration of 0.25 % and glyphosate (positive control), distilled water (negative control)
and ethanol, in which the oil was diluted, totaling 13 treatments. The roots were then placed in contact
with the treatments for 24 hours and then collected and fixed in Carnoy 3: 1 fixative (ethanol: acetic
acid) for another 24 hours. Then they were kept in containers with 70 % ethanol until the moment of
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preparation of the slides. The slides were prepared by crushing and stained with 2% acetic orcein and
2000 cells were analyzed. The mitotic index and the number of the chromosomal changes were
calculated to determine the antiproliferative and genotoxic effect, respectively. The data were submitted
to analysis of variance by the F test, and then the differences between the means of the variables were
compared by the Skott-Knott test with a 5% probability of error. For all treatments the essential oil of
Salvia officinalis at the concentration of 0.25% was antiproliferative and non-genotoxic.

Keyword: Allium cepa. Chromosomal alteration. Mitotic index

1. INTRODUCAO

O estudo de plantas medicinais nas ultimas décadas vem crescendo bastante. Isso se
deve principalmente ao fato dessas plantas apresentarem atividades bioldgicas de interesse para
diversas areas de pesquisa. O género Salvia, por exemplo, é um dos mais vastos da familia
Lamiaceae apresentando cerca de 900 espécies, dentre essas a Salvia officinalis L. & uma das
mais conhecidas e utilizada para fins terapéuticos. Esta espécie apresenta varias propriedades
medicinais, sendo elas: anticancerigenas, anti-inflamatdrias, antinociceptivas, antioxidantes,
antimicrobianas, hipoglicémicas e hipolipemiantes (GHORBANI et al., 2017).

Os orgdos da planta utilizados sdo as folhas e flores dos quais podem ser preparados
chéds, banhos e extraido o O&leo essencial. Esse, apresenta propriedades biologicas
(antimicrobiana, antifangica, antiproliferativa...), que podem ser utilizadas como alternativas
para medicamentos tradicionais (SOOKTO et al., 2013; LEMLE, 2017; ALEXA et al., 2018)
No entanto, o uso desses produtos muitas vezes é de forma indiscriminada, ou seja, a populagédo
ndo tem um embasamento cientifico para tal e muitas vezes as recomendacdes sao feitas com
base em conhecimento popular, podendo comprometer a satde de seus consumidores (HISTER
etal., 2017).

Para conferir maior seguranca no consumo de determinadas substancias podem ser
realizados bioensaios, estes, por sua vez, sdo utilizados como bioindicadores de alteragdes no
material genético (FARIA et al., 2017). O teste de Allium cepa., por exemplo, é um deles. A
indicagéo de alteracOes significativas no material genético das células de pontas de raizes da
cebola pode ser um indicativo de genotoxicidade, bem como o aumento do nimero de células
em diviséo pode sugerir agéo proliferativa (CABUGA JUNIOR et al., 2017). Este teste, por ser
validado como um eficiente bioteste pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (P1SQ,
OMS), é muito utilizado para avaliagdes de genotoxicidade e antiproliferatividade para algumas

substancias.
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Alguns autores utilizam o ensaio de Allium cepa para testes preliminares de
genotoxicidade e citotoxicidadae de pesticidas (GOUJON et al., 2014; DATTA et al., 2018),
qualidade da agua (ATHANASIO et al., 2014; DUARTE et al., 2014; CABUGA JUNIOR et
al., 2017) e sobre substancias que sdo obtidas de algumas plantas utilizadas na medicina popular
(PASQUALL, 2015; CIAPPINA et al., 2017; HISTER et al., 2017).

Ciappina et al. (2017) avaliando através do teste de Allium cepa o efeito tdxico,
citotoxico e genotoxico do latex bruto e diluido a uma concentracdo de 50 %, obtido do pinhéo-
manso (Jatropha curcas L.), que por sua vez € muito utilizado para tratar algumas enfermidades
(micose, Ulcera, queimaduras, etc.), observaram efeito toxico, antiproliferativo e genotdxico.
Concluindo dessa forma que o uso indiscriminado dessa substancia pode trazer riscos a satde
humana.

Pesquisas, com 06leos essenciais, também ja foram realizadas utilizando o teste de
Allium cepa para avaliar a acdo antiproliferativa e genotoxica (MAMBRI, 2016; PINHEIRO,
2016; KUHN, 2018). Pinheiro (2016) analisando o 6leo essencial de alecrim, na concentragéo
de 0,20 %, observou que este ndo se mostrou genotoxico e que o efeito antiproliferativo foi
observado apenas para aquele obtido das plantas cultivadas sob condicéo salina (5,0 dSm™?). O
autor atribuiu esses resultados a composicdo quimica do 6leo, que nesse tratamento alcangou
teores maiores de eugenol, verbenone, borneol e alfa-cafeno. Cabe ressaltar, que as
propriedades terapéuticas dos Oleos essenciais dependem de sua composicdo e esta é
influenciada por fatores genéticos, ambientais e de manejo, ou seja, a medida que se for
desenvolvendo novas técnicas de cultivos, é interessante avaliar se o 6leo essencial produzido
a partir dessas possuem propriedades desejadas para fins medicinais.

Desta forma, o trabalho teve como objetivo avaliar a citogenotoxicidade do 6leo
essencial de Salvia officinalis cultivadas em ambiente protegido sem solo, sob diferentes

concentracdes e composicdes de solugdes nutritivas sobre o material genético de Alium cepa.

2. MATERIAL E METODOS

A sélvia (Salvia officinalis) utilizada na extragdo do 6leo essencial foi cultivada em
ambiente protegido, sem solo, coberto com polietileno aditivado anti-UV com 100um de
espessura, no departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria. O clima da

regido, segundo a classificagdo climatica de Koppen é subtropical tmido "Cfa".
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Foram realizados dois experimentos nos quais as mudas foram obtidas em comércio
local e depois foram transplantadas para vasos de polipropileno de 3 dm=. No primeiro
experimento, os vasos foram preenchidos com substrato comercial H. Decker Hortali¢as®, e no
segundo, com areia. Cada experimento foi constituido por cinco bancadas, formadas por telhas
de fibrocimento. As telhas eram de 3,65 m de comprimento, 1 m de largura, e 0,8 m de altura,
e foram apoiadas a uma estrutura de alvenaria formando uma declividade de 1 %. Sobre os
canais das telhas (0,06 m de altura e 0,18 m) foi colocado brita basaltica média, utilizada na
construcdo civil. Para realizar a fertirrigacdo, foram utilizadas fitas gotejadoras, sendo estas
organizadas de forma que ficasse um gotejador por planta. A solugdo nutritiva era armazenada
em um reservatorio, cujo volume méaximo era de 500 litros, sendo este completado como agua
ou solucdo nutritiva sempre que o volume era igual ou inferior a 50 % do inicial.

O primeiro experimento foi realizado em setembro de 2016 a fevereiro de 2017, no qual
foram testadas cinco concentragdes de solugdo nutritiva (1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 dSm™?). A
solugéo nutritiva empregada como base foi a descrita por Frescura (2018), para a cultura do
alecrim (Rosmarinus officinalis L.), cuja condutividade padro € de 1,0 dSm™ e a composicéo
ionica é em mmol.L%: 8,3 de NOs7; 0,3 de NH4*; 0,7 de HoPO47; 5,7 de K*; 1,5 de Ca?" 1,25 de
Mg?* e 1,25 de SO+%. Os micronutrientes foram fornecidos nas concentragdes de, em mg.L™,
0,03 de Mo; 0,26 de B; 0,06 de Cu; 0,50 de Mn; 22 de Zn e 1,0 mg.L? de Fe na forma
quelatizada. As diferentes CEs foram alcancgadas a partir de concentragdes multiplas da solugéo
padréo.

O segundo experimento foi realizado de setembro de 2017 a janeiro de 2018, neste
foram testadas cinco composic¢des de solugdes nutritivas (variando concentracfes altas (a) e
baixas (b) dos nutrientes), incluindo a testemunha que €é a solucdo padrdo de Frescura (2018),
utilizada no experimento 1. As diferentes composicdes de solucdes nutritivas estdo descritas na
tabela 1. Cabe ressaltar que a condutividade elétrica mantida foi de 1,0 dSm™ para todos os

tratamentos.

Tabela 1 — Composicdes das solugdes nutritivas empregadas no cultivo, em ambiente protegido

e sem solo, de Salvia officinalis. Santa Maria, RS, Universidade Federal de Santa Maria, 2018.

Tratamento Concentragéo idnica (mmol L)

N total H,PO4 K* Ca? MgZ+
*Testemunha: (N),— (K)p (Ca +Mg)p 9,30 0,70 3,00 1,50 1,0
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Solug&o 1 (S1): (N)a— (K)a(Ca + Mg)s 14,30 1,50 800 200 1,0
Solucio 2 (S2):  (N)a— (K)s (Ca + Mg)a 14,60 2,50 550 4,00 20
Solugio 3 (S3):  (N)p — (K)(Ca + Mg)s 9,00 1,00 700 1,25 05
Solugéo 4 (S4):  (N)»— (K)» (Ca + Mg)a 9,20 1,00 300 300 20

*Solucdo testemunha baseada na de Frescura et al., 2018.

Para manter as CEs ideais de cada tratamento, foram realizadas medicfes dessa
variavel, com o auxilio do condutivimetro, pelo menos de trés vezes por semana, e quando
necessario eram feitas as corre¢des. Essas, por sua vez, eram realizadas quando havia um desvio
de 10 % para mais ou para menos, podendo ser acrescentado agua ou aliquotas de nova solucao
dependendo da necessidade. O pH foi medido com a mesma frequéncia da CE, com o auxilio
do pHmetro, e, se apresentasse 0,2 unidades a mais ou a menos da margem de 5,5 a 6,5, eram
realizadas as corre¢Bes necessarias, ou seja, adicionando NaOH ou H>SO4 na concentracgdo 1
N, conforme a necessidade.

Para a extracdo do 6leo essencial foi realizada a coleta de quatro plantas por tratamento,
150 e 130 dias apos o plantio (DAP), no primeiro e segundo experimento, respectivamente.
Depois de coletadas, as folhas foram armazenadas em freezer a temperatura de -4 °C até o
momento da extracdo do 6leo essencial.

A extracdo foi realizada no laboratério de Biometria do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), através do aparelho de Clevenger pelo processo
de hidrodestilacdo. Para realizar a extracao foram preparadas quatro amostras de 150 g de folhas
de cada tratamento, constituindo assim quatro repetigdes.

O o6leo essencial foi diluido em etanol, a uma concentragdo de 0,25 %, para a realizacdo
da avaliacdo do seu efeito genotoxico e antiproliferativo sobre o material genético e ciclo celular
de Allium cepa. Este teste foi realizado no Laboratério de Citogenética Vegetal e
Genotoxicidade do Departamento de Biologia da UFSM. Foram utilizados 13 grupos de quatro
bulbos, ou seja, 13 tratamentos com quatro repeti¢cbes cada. Dos 13 tratamentos, trés foram
controles: o etanol, no qual o 6leo foi diluido; a &gua destilada como o controle negativo e o
glifosato a 2 % como controle positivo.

As cebolas foram colocadas para enraizarem por aproximadamente 96 horas, em agua
destilada. As raizes, entdo, foram mantidas em contato com os tratamentos (tabela 2) por 24

horas. Passado esse periodo elas foram cortadas e transferidas para o fixador etanol: &cido
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acético (3:1) por 24 horas. E logo ap6s acondicionadas em recipientes com etanol 70 % e

mantidas sob refrigeracdo até o0 momento da preparacao das laminas para as leituras.

Tabela 2 —Descri¢édo dos tratamentos utilizados para o teste de Allium cepa. Santa Maria, RS,
Universidade Federal de Santa Maria, 2018.

Tratamento Descricéo do Tratamento
T1 Glifosato 2%
T2 Agua destilada
T3 Etanol
T4 OE 0,25% - CE 1,0dS m*
T5 OE 0,25% - CE 2,0 dS m?
T6 OE 0,25% - CE 3,0dS m*
T7 OE 0,25% - CE 4,0 dS m*
T8 OE 0,25% - CE 5,0dS m*
T9 OE 0,25% - solucéo padréo
T10 OE 0,25% - (N)a — (K)a (Ca + Mg)s
T11 OE 0,25% - (N)a— (K)» (Ca + MQ@)a
T12 OE 0,25% - (N)p— (K)a(Ca + Mg)s
T13 OE 0,25% - (N)p — (K)b (Ca + Mg)a

OE = 6leo essencial; CE = condutividade elétrica

A preparacdo das laminas foi realizada pela técnica do esmagamento (GUERRA;

SOUZA, 2002) e o material corado com orceina acética 2 %. As laminas foram analisadas em

microscopio 6tico com aumento de 40 vezes. Para a determinacdo do indice mitético (IM) e do

namero de alteracbes cromossdmicas (AC) foram analisadas 2000 células por tratamento.

Sendo o IM calculado a partir do nimero de células em divisao dividido pelo numero total de

células e o indice de alteracdo cromossdmica calculado a partir do nimero de alteracdes

encontradas dividido pelo nimero total de células. Os dois resultados foram multiplicados por

100, para os valores serem apresentados em porcentagem.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e em seguida as

diferengas entre as médias das variaveis foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade de erro. Os testes foram realizados com o auxilio do programa SISVAR®, versao

5.3.
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

Os possiveis efeitos antiproliferativo e genotoxico do 06leo essencial de sélvia na
concentracdo de 0,25 % foram avaliados através do sistema teste vegetal de Allium cepa. O
namero de células em interfase, em divisdo celular, bem como o indice mitético (IM) e o

namero de alteragdes cromossdémicas (AC) sdo mostrados na tabela 3.

Tabela 3 — NUumero de células em interfase e em diviséo, indice mitético e alteracdes cromossémicas

de pontas de raizes de Allium cepa submetidas aos tratamentos com dleo essencial de Salvia

officinalis, cultivada em ambiente protegido sem solo Santa Maria, RS, Universidade Federal de
Santa Maria, 2018.

N © de Células em N © Células em

Descricdo do Tratamento interfase divisdo IM (%) AC
T1 = Glifosato 2% 1932 68 325D 1
T2 = Agua destilada 1785 215 10,75 A 0
T3 = Etanol 1923 77 3,75D 0
T4=0E0,25%-CE 1,0dS m 1879 121 575C 0
T5=0E0,25% - CE 2,0dS m 1913 87 4,00D 0
T6=0E0,25% - CE3,0dSm™ 1882 118 6,00 C 1
T7=0E0,25% - CE 4,0dSm 1936 64 3,00D 0
T8 =0E0,25% - CE5,0dSm 1940 60 3,00D 0
T9 = OE 0,25 % - solugéo padrao 1909 91 4,50 D 0
T10 =0E 0,25 % - (N)a— (K)a (Ca + MQ)s 1882 118 575C 1
T11=0E 0,25 % - (N)a — (K)» (Ca + Mg)a 1913 87 450D 0
T12 = OE 0,25 % - (N)b— (K)a (Ca + Mg)s 1872 128 6,25C 0
T13=0E 0,25 % - (N)s — (K)» (Ca + MQ)a 1841 159 8,00 B 0

OE = ¢dleo essencial; IM = indice mitotico; AC= alteragGes cromossdmicas. Médias seguidas pela mesma letra na linha
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Observa-se que, para todos os tratamentos, houve diferenca significativa do indice
mitotico, quando comparados a agua destilada, ou seja, o Oleo essencial de salvia na
concentracédo de 0, 25 % se mostrou antiproliferativo, uma vez que inibiu a divisdo celular de
A. cepa. Podendo destacar os tratamentos T7 e T8, os quais inibiram em mais de 70 % a divisao
celular (IM = 3%). Tais 6leos foram obtidos a partir de plantas cultivadas com solug&o nutritiva
cuja condutividade elétrica era de 4,0 e 5,0 dSm?, respectivamente.

Os 0leos essenciais sdo constituidos de uma mistura de varios compostos, sendo assim
a interagdo desses e/ou a predominancia de determinados constituintes podem caracterizarem
uma atividade bioldgica. A antiproliferatividade é uma delas, e essa por sua vez, é de interesse

comercial, tendo em vista que inibe a divisdo celular. Cabe ressaltar que quando células
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comecam a se dividir de forma desordenada, podem desencadear a formacdo de tumores
malignos (PANATHUR et al., 2013). Sendo assim, pesquisas direcionadas para a descoberta
de compostos bioativos que impedem a divisao celular é de fundamental importancia.

Alexa et al. (2018) avaliando os efeitos antiproliferativo, antifingico e alelopatico do
6leo essencial da Salvia officinalis. e do Thimus vulgaris., em duas concentragdes (50 e 100
ug.mL?), observaram que os dleos essenciais se mostraram antiproliferativos em duas
linhagens celulares de melanoma (melanoma humano A375 e de camundongo B164A5).
Segundo os resultados, o dleo essencial de salvia a uma concentracio de 100 pg.mL*
apresentou uma taxa de inibicdo de 50,5 % para a linha celular de melanoma murino
(camundongo) e 47,5 % para a linha celular de melanoma humano. Esses resultados podem ser
atribuidos a composicdo quimica do 6leo essencial da salvia que geralmente apresenta como
principais compostos a canfora, tujonas e 1,8 cineol (GARCIA et al., 2016, GRDISA et al.,
2015, SABRY et al., 2016).

Estudos foram realizados por Privitera et al. (2014) com o objetivo de analisar o efeito
de duas concentragdes (100 e 200 pg. mL™) do dleo essencial da salvia e de seus trés principais
compostos em células de cancer de pulmédo humano. Os autores observaram que, para a dose
de 100 ug.mL?, o 6leo essencial ndo se mostrou antiproliferativo, no entanto quando foi
utilizado o tratamento com a mistura de tujona, 1,8-cineol e canfora, com essa mesma dose
cada, houve inibicdo do crescimento de linhas celulares, apds 48 horas de tratamento. Para a
concentracdo de 200 pg. mL?, do dleo essencial, bem como, das misturas dos principais
compostos, houve uma inibicdo celular ap6s 72 horas de tratamento. Os autores atribuiram tais
resultados ao efeito sinérgicos dos principais compostos encontrados no 6leo essencial da
sélvia, uma vez que, quando foram feitas combinagfes com esses compostos, observou-se efeito
antiproliferativo em doses menores do que a do 6leo essencial.

Quanto a acdo genotdxica, ndo foram observadas nas células das cebolas alteracfes
cromossémicas em numero significativo. Apenas no T1 foi observada uma célula binucleada,
no T6 uma metafase com cromossomo perdido e no T11 uma anafase com ponte, conforme

figura 1.
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Figura 1 — Células meristematicas de pontas de raizes de Allium cepa. A — cromossomo perdido
(indicado pela seta) em célula de tratamento com 6leo essencial de Salvia officinalis, a 0,25 %,
extraido a partir das plantas que foram cultivadas com CE de 3,0 dSm™ (T6); B — célula normal
em anafase (T2 - controle negativo em agua destilada); C — célula normal em tel6fase (T2); D

— Célula binucleada, indicada pela seta (T1 - controle positivo em glifosato 2%).

Fonte: (PINHEIRO, 2019)

Estudos ja foram realizados para testar a agdo genotoxica do 0leo essencial de Salvia
officinalis, Diab et al. (2018) estudaram, a seguranca e a atividade moduladora do 6leo essencial
de Salvia officinalis (SEO) contra o possivel efeito genotdxico do tetracloreto de carbono
(CCl4), na medula 6ssea de camundongos e células germinativas masculinas. Este teste foi
analisado por tratamento oral com diferentes concentragdes do 6leo essencial (0,1, 0,2 € 0,4 mL
/ kg de animal), por 10 dias. Para avaliar o efeito protetor do SEO foi realizado um tratamento
simultdneo com o CCl4 + SEO. Os resultados mostraram que as trés concentracoes de SEO
eram seguras € nao genotoxicas, e que esse pode ser um modulador de danos genéticos e
alteraces histologicas induzidas pelo CCI4 nos testiculos.

Pesquisas relacionadas a agdo genotoxica de Oleos essenciais sdo de fundamental
importancia para alertar a populagdo quanto ao seu uso, garantindo maior seguranca no
consumo. Cabe ressaltar, ainda, que testes que avaliam alteracdo no material genético sdo muito

utilizados para desenvolver novos farmacos, tendo em vista que esses conferem informacoes
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sobre a capacidades de novos medicamentos causarem alteracbes cromossomicas, que podem
resultar em mutacdoes (LAVANDEIRA, 2014).

De forma geral, pode-se dizer que, apesar dos diferentes tratamentos testados, o 6leo
essencial da Salvia officinalis apresenta efeito antiproliferativo e ndo genotdxico. No entanto,
0 que pode variar € a intensidade desse efeito, ou seja, 0s 6leos essenciais que foram obtidos de

tratamentos cujas CEs eram mais elevadas a inibicéo celular foi mais acentuada.
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2. DISCUSSAO GERAL

O cultivo de plantas em ambiente protegido sem solo pode ser uma alternativa para o
cultivo convencional, tendo em vista que reduz a sazonalidade, possibilita melhor
sistematizacdo de tecnologias para o controle eficiente da irrigacdo, temperatura e umidade
relativa do ar, diminui os efeitos adversos do ambiente (ventos, chuvas, geadas, etc), além de
minimizar danos ao meio ambiente, tendo em vista que essa técnica pode ser realizada em
sistema fechado, ndo havendo descarte da solugéo no ambiente (CARINE, 2016; ANDRIOLO,
2017)

Para algumas culturas, como a alface, o cultivo em ambiente protegido sem solo esta
consolidado (CARDOSO, 2018). Entretanto, para espécies aromaticas e medicinais, cuja
finalidade da producdo é a extracdo de 6leos essenciais, 0s estudos ainda sdo incipientes. Plantas
cultivadas para tal finalidade necessitam de um maior controle dos fatores ambientais externos,
bem como das técnicas de manejo, uma vez que 0s Oleos essenciais sdo resultados do
metabolismo secundario dos vegetais, ou seja, sua sintese esta diretamente ligada as relacdes
da planta com o0 meio na qual é cultivada.

Neste tipo de sistema, geralmente, o fornecimento dos nutrientes é feito através de
solugdes nutritivas (ANDRIOLO, 2017). Sendo necessario, portanto, estabelecer uma solucéo
ideal para a espécie a fim de atender as exigéncias nutricionais das plantas e alcancar maior
rendimento e qualidade do produto.

Analisando em conjunto o primeiro e segundo artigo, observou-se que para um maior
rendimento de 6leo essencial da salvia a condutividade elétrica da solucdo nutritiva deve ser
mantida em 1,0 dS m™ e a composigdo dessa solucéo deve apresentar concentragdes baixas de
N (9,20 a 9,30 mmol L) associadas a relagdo catidnica baixa (0,30) ou proximaa 1,00, podendo
a coleta ser realizada a partir dos 130 ou 150 DAP.

Esses resultados foram superiores aos obtidos por Zawislak, (2014), demonstrando que
esse tipo de sistema favorece a producéo de 6leo essencial, uma vez que o rendimento obtido
no atual trabalho foi aproximadamente 70 % a mais do que o alcangado por Zairovisk, (2014)
0 qual cultivou a salvia em sistema de cultivo convencional. Outro fator que se pode destacar
ao comparar esses dois trabalhos é que no sistema de cultivo em ambiente protegido sem solo
a colheita pode ser realizada mais precoce, sem comprometer o rendimento do 6leo essencial.
Sendo esse, um fator muito importante pois reduz os custos do produtor com o0 manejo durante

o cultivo, além de proporcionar uma oferta de matéria prima mais escalonada.
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Cabe ressaltar que quando o objetivo é extracdo de 6leo essenciais € de fundamental
importancia considerar ndo somente o rendimento, mas a composi¢do quimica desse, ou seja,
obter um produto que atenda as exigéncias do mercado. Entdo, nos dois artigos foram avaliados
a composicdo do 6leo essencial e foi observado que os principais compostos encontrados foram
a canfora e tujona, que por sua vez, caracterizam o 0leo essencial da espécie (GRDISA et al.,
2015).

Os compostos encontrados nos 6leos essenciais, devido as suas propriedades bioldgicas,
vém despertando interesse de alguns setores industriais, principalmente na industria
farmacéutica e de cosmeéticos, que se utilizam dessas propriedades para formular novos
produtos.

No artigo trés foi avaliada a antiproliferatividade do 6leo essencial de salvia e de acordo
com os resultados encontrados se constatou que esse 6leo na concentracdo de 0,25 % obtido de
plantas cultivadas em diferentes condutividades elétricas e composic¢Ges de solugdes nutritivas
tem agéo antiproliferativa. Ressaltando que a antiproliferatividade tem sido muito buscada
dentre os compostos de plantas medicinais, uma vez que se trata de um efeito contrario aos
carcindgenos (KUNH, 2018).

Através dos resultados foi possivel observar ainda, que o 6leo de sélvia ndo €
genotdxico, ou seja, ndo causou numeros significativos de alteragdo no material genético de
Allium cepa, caracteristica também importante pois a genotoxicidade de determinada substancia
pode causar mutac@es genéticas (BIANCHI, 2008)

De forma geral, baseando-se nos dados obtidos, verifica-se que o cultivo sem solo em
ambiente protegido é uma alternativa viavel para a producdo de dleo essencial de sélvia
garantido resultados satisfatorios para o rendimento e qualidade desse.
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4. CONCLUSAO

e A solucio nutritiva ideal para o cultivo da salvia deve apresentar CE de 1,0 dS m*
com concentragdes baixas de N (9,20 a 9,30 mmol L) associadas a relagdo catidnica
baixa (0,30) ou proxima a 1,00. Quanto a coleta, esta deve ser realizada a partir dos
130 ou 150 DAP.

e A espécie da salvia € moderadamente sensivel a CE de 5,0 dS m™.

e Os principais compostos encontrados no 6leo essencial da salvia sdo a canfora e
tujona.

e O Oleo essencial de salvia a uma concentracdo de 0,25 %, apresenta efeito

antiproliferativo e ndo é genotdxico.
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