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RESUMO

PRODUCAO DA FITOMASSA, ANALISE FITOQUIMICA E POTENCIAL
CITOGENOTOXICO DE TOMILHO (THYMUS
VULGARIS L.)

AUTORA: Carmine Aparecida Lenz Hister
ORIENTADORA: Solange Bosio Tedesco

O tomilho (Thymus vulgaris L.) vem despertando o interesse de pesquisadores por
seu amplo emprego na industria alimenticia e cosmética, além de sua utilizacdo com
fins medicinais. Objetivou-se analisar a influéncia das estagfes climéticas, inverno e
verdo, e de diferentes concentracdes de nitrogénio, sobre a producao da fitomassa,
do rendimento e do teor do 6leo essencial de tomilho, bem como elucidar a
composicdo quimica do 6leo essencial nas duas estacfes, assim como avaliar o
potencial de citogenotoxicidade tanto dos extratos agquosos, como do 6leo essencial
das plantas cultivadas. Os experimentos de inverno e de verdo foram conduzidos em
estufa, no periodo de 2018 a 2020. A massa fresca e seca foi avaliada para calcular
a producdo de fitomassa, e a producdo de Oleo essencial foi avaliada quanto ao
rendimento e ao teor. A cromatografia liquida e gasosa foi utilizada para determinar
a composicdo quimica dos extratos aquosos e do 6leo essencial de tomilho,
respectivamente. O teste de Allium cepa foi empregado na analise do potencial
citogenotoxico. O delineamento utilizado no experimento em estufa foi o inteiramente
casualizado, conduzido em esquema fatorial (2X5), em duas estacdes do ano e
cinco concentracdes de nitrogénio na solucdo nutritiva (5, 7, 9, 11 e 13 mmol.L™?).
Todos os dados foram submetidos a andlise de varidncia. Os dados referentes a
producdo de fitomassa, de rendimento e de teor do 6leo essencial foram analisados
por Skott-Knott e regresséo polinomial. Os dados relativos ao teste de A. cepa foram
comparados pelo teste de Skott-Knott. Os dados referentes a andlise fitoquimica do
Oleo essencial foram submetidos & estatistica multivariada, com analise de
agrupamento. Os resultados demonstraram que o0 nitrogénio, acrescentado a
solugdo nutritiva, promoveu um aumento do crescimento vegetativo das plantas de
tomilho apenas quando a temperatura era elevada. O aumento na fitomassa
promoveu um maior rendimento do 6leo essencial. Durante o inverno, o teor de 6leo
essencial foi maior nos dois tratamentos com as maiores doses de nitrogénio.
Entretanto, durante o verdo, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
com doses diferentes de nitrogénio e o teor de 6leo. Os extratos aquosos
apresentaram potencial citotoxico, pela inibicdo da diviséo celular, e genotdxico, pela
observacéo de irregularidades cromossdmicas; e o 0leo essencial mostrou atividade
antiproliferativa, porém menos intensa, e, também, a atividade genotoxica pelo teste
de A. cepa. Foi possivel detectar o acido galico em uma amostra de extrato aquoso
de tomilho, por cromatografia liquida. A cromatografia gasosa confirmou o timol
como composto majoritario do 6leo essencial de tomilho, nas concentracdes de
45,94% e 52,41% no veréo e no inverno, respectivamente.

Palavras-chave: Allium cepa. Cromatografia. Estacdes. Extrato aquoso. Oleo
essencial.



ABSTRACT

PHYTOMASS PRODUCTION, PHYTOCHEMICAL ANALYSIS AND
CYTOGENOTOXIC POTENTIAL OF THYME (THYMUS
VULGARIS L.)

AUTHOR: Carmine Aparecida Lenz Hister
ADVISOR: Solange Bosio Tedesco

Thyme (Thymus vulgaris L.) has been attracting the interest of researchers for its
wide use in the food and cosmetic industries, besides its use for medicinal purposes.
The objective was to analyze the influence of the climatic seasons, winter and
summer, and of different nitrogen concentrations, on the production of phytomass,
yield and essential oil content of thyme, as well as to elucidate the chemical
composition of the essential oil in both seasons, and to evaluate the potential
cytotoxicity of both the aqueous extracts and the essential oil of the plants grown.
The winter and summer experiments were conducted in a greenhouse from 2018 to
2020. Fresh and dry mass was evaluated to calculate phytomass production, and
essential oil production was evaluated for yield and content. Liquid and gas
chromatography was used to determine the chemical composition of the aqueous
extracts and thyme essential oil, respectively. The Allium cepa test was employed to
analyze the cytogenotoxic potential. The design used in the greenhouse experiment
was entirely randomized, conducted in a factorial scheme (2X5), in two seasons of
the year and five nitrogen concentrations in the nutrient solution (5, 7, 9, 11 and 13
mmol.L?). All data were submitted to variance analysis. The data concerning
phytomass production, yield and essential oil content were analyzed by Skott-Knott
and polynomial regression. The data concerning the A. cepa test were compared by
the Skott-Knott test. The data concerning the phytochemical analysis of the essential
oil were submitted to multivariate statistics, with cluster analysis. The results showed
that nitrogen, added to the nutrient solution, promoted an increase in the vegetative
growth of thyme plants only when the temperature was high. The increase in
phytomass promoted a higher essential oil yield. During the winter, the essential oil
content was higher in the two treatments with the highest nitrogen doses. However,
during the summer, there was no significant difference between the treatments with
different nitrogen doses and the oil content. The aqueous extracts showed cytotoxic
potential, by inhibiting cell division, and genotoxic potential, by observing
chromosomal irregularities; the essential oil showed antiproliferative activity, but less
intense, and also genotoxic activity by the A. cepa test. It was possible to detect
gallic acid in a sample of thyme aqueous extract by liquid chromatography. Gas
chromatography confirmed thymol as the major compound in thyme essential oil, at
concentrations of 45.94% and 52.41% in summer and winter, respectively.

Keywords: Allium cepa. Chromatography. Seasons. Aqueous extract. Essential oil.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para fins medicinais é tdo antiga quanto a propria
histéria da humanidade. Através das geracdes, as antigas civilizacdes passaram seu
conhecimento empirico acumulado, o que resultou na disseminagcdo do uso de
plantas para fins curativos e, hoje em dia, desperta o interesse dos cientistas em
comprovar os beneficios da medicina tradicional.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) define plantas medicinais
como: “espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propdsitos terapéuticos” e
uso tradicional como: “aquele alicercado no longo historico de utilizacdo no ser
humano demonstrado em documentacdo técnico-cientifica, sem evidéncias
conhecidas ou informadas de risco a saude do usuario” (ANVISA, 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a Medicina Tradicional e
Complementar (MT&C), tendo principalmente como base as plantas, contempla um
amplo conjunto de préticas e cuidados com a saude que ndo fazem parte do escopo
da medicina convencional e ndo esta totalmente integrada ao sistema de salde
dominante, sendo que este tipo de medicina alternativa € utilizada por cerca de 88%
da populacdo mundial (WHO, 2019). No Brasil, inexistem dados sobre o nimero de
pessoas que fazem uso das plantas medicinais, mas, presumivelmente segue essa
tendéncia mundial, tanto no consumo das plantas in natura, como em preparacgoes
de chés e, também, de fitoterapicos (CARVALHO et al. 2007).

A populacdo de baixa renda é a principal utilizadora das plantas para fins
terapéuticos, muitas vezes como Unica alternativa, pois ndo tem condi¢cdes de
adquirir farmacos industrializados, especialmente por seu elevado custo. Em um
sistema mais humanizado, os fitoterdpicos tém demonstrado serem efetivos, pois
possuem caracteristicas preventivas, otimo custo-beneficio e facil divulgacdo nas
comunidades (TOLEDO et al. 2003). Entretanto, muitas preparagdes que utilizam
plantas medicinais ainda carecem de estudos cientificos que garantam seguranca de
uso, uma vez que muitas plantas podem apresentar potenciais efeitos toxicos, que,
por vezes, ainda s&o ignorados. Além disso, o0s conhecimentos botanicos,
agrondmicos, etnofarmacologicos e quimicos devem ser buscados a fim de

confirmar a qualidade das plantas medicinais e seus derivados.
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De um modo geral, a grande dificuldade de estudo e producao de fitoterapicos
de qualidade no Brasil € que a maioria desses € obtida de plantas silvestres, sem
locais definidos ou épocas de coleta (SANTOS, 2016). O cultivo de plantas
medicinais para diversos fins, incluindo producéo de fitoterapicos, € uma pratica que
deve ser aprimorada cada vez mais, sanando os problemas de qualidade. Outra
medida de melhoria na cadeia produtiva de plantas para fins terapéuticos se da
posteriormente, com a colheita, a armazenagem e a rotulagem adequada.

Além do uso das plantas na prevencao e na cura de enfermidades, diversos
outros usos sao atribuidos as plantas e aos seus derivados, que vem despertando
interesse, principalmente nas industrias alimenticia e cosmética. Além disso, um
elemento resultante do metabolismo secundario vegetal que esta sendo amplamente
utilizado é o 6leo essencial, podendo-se citar alguns dos seus usos medicinais
como: aromaterapicos, antitumorais, antidepressivos, antimicrobianos, inseticidas,
acaricidas, etc. (SIMOES e SPITZER 2004); como herbicidas, no controle alternativo
de fitopatégenos e também como alelopaticos (FIORI et al., 2000; KAGALE et al.,
2004; MORAIS, 2009b; MOTOYAMA et al., 2003). A busca por uma vida cada vez
mais saudavel, aliada ao consumismo verde e a demanda por produtos vegetais
biodegradaveis, tende a aumentar cada vez mais a utilizacdo de 6leos essenciais
nas mais variadas areas.

Dentre as espécies que vém despertando interesse no meio cientifico e que
merece atengdo esta a Thymus vulgaris L., conhecida popularmente por tomilho.
Suas folhas e ramos jovens sao amplamente utilizados na culinéria. No entanto, é na
medicina popular que seu uso € mais difundido (LORENZI; MATOS, 2008).
Usualmente, o tomilho € utilizado no tratamento de doencas respiratorias (tosse,
bronquite e asma), sob a forma de cha, pomada, xarope ou por inalacdo de vapor
(JAVED et al., 2013), e, também, tem acdo antisséptica, antimicrobiana, carminativa
e desinfetante (HOSSEINZADEH et al., 2015). O odleo essencial, resultante do
metabolismo secundario do tomilho, é amplamente utilizado pela indastria cosmética
e, também, farmacéutica, principalmente por suas propriedades antioxidantes
(ASBAGHIAN et al., 2011).

A producao de plantas é bastante influenciada pelas esta¢cdes do ano, assim
como os metabdlitos secundarios, que frequentemente sofrem a influéncia das

condi¢cdes ambientais (KUTCHAN, 2001), apesar da existéncia de um controle
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genético. Segundo destacado por Silva (2005), além da alta dependéncia do
ambiente para a producdo de 6Oleo essencial, a época onde h4 maior producédo de
0leo pode ndo coincidir com a época de maior concentracdo de um composto
quimico de interesse ou ainda com a maior producédo de fitomassa nas plantas. Além
disso, outro fator que também pode alterar o metabolismo secundario é a
disponibilidade de nutrientes. Nesse sentido, alguns macronutrientes, como
nitrogénio (N), potassio (K) e fosforo (P), afetam varias rotas bioquimicas do
metabolismo secundario das plantas (TAIZ, et al., 2017).

De acordo com Andriolo (1999), as estufas permitiram o ajuste do ambiente
as plantas, possibilitando a extenséo do periodo de producdo para épocas e regides
antes ndo aptas a agricultura. Ademais, o cultivo fora do solo, utilizando substrato
para sustentacdo das raizes e solucéo nutritiva para fertirrigacdo, segundo Martinez
(2006), pode fornecer condi¢cbes Gtimas para o crescimento e a producdo. Nesse
cenario, sistemas de cultivo protegidos e fora do solo permitem planejar
adequadamente a producéo, tendo um maior controle no fornecimento de nutrientes
e como consequéncia uma maior produtividade e melhor qualidade do produto final
(ANDRIOLO, 2017).

As plantas da familia Lamiaceae, a qual pertence o tomilho, possuem
estruturas externas, chamadas tricomas, armazenadoras de Oleo essencial
(HEINZMANN et al., 2017; STICHER, 2015). Assim, deve-se levar em conta que
intempéries, como o0 vento e 0 impacto de gotas de chuva podem causar perdas
desse metabdlito secundario (PINHEIRO, 2019). Nesse sentido, o cultivo em
ambiente protegido se torna uma possibilidade para a producédo de T. vulgaris em
grande escala, uma vez que esse método reduz as adversidades climaticas, além de
controlar o fornecimento de nutrientes e de agua, e, ainda, manter tanto a qualidade,
guanto o rendimento da producao.

Alem disso, diferentes sistemas de cultivo e manejo podem alterar a
gualidade das plantas medicinais e de seus componentes bioativos. Assim, a
elucidacdo das substancias presentes e seus potenciais efeitos (benéficos ou
toxicos) sdo de suma importancia para que a populacdo em geral tenha seguranca
na utilizacdo de determinadas plantas medicinais. Nesse sentido, testes preliminares
devem ser realizados, principalmente no tocante a toxicidade e a mutagenicidade. O

uso de organismos-alvo como bioindicadores, através de métodos in vivo, pode
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revelar possiveis efeitos danosos sobre os cromossomos. No ambiente natural, a
primeira parte da planta a ser exposta a agentes toxicos dispersos no solo e na agua
€ a raiz, portanto, sua analise representa um meétodo rapido para o monitoramento
da toxicidade (VIEIRA e SILVEIRA, 2018).

Entre os biotestes toxicogenéticos, o teste de Allium cepa L. (cebola),
desenvolvido por Levan (1938), é amplamente utilizado para identificar provaveis
efeitos prejudiciais de inUmeras substancias sobre as células meristematicas de
raizes de cebola. Por isso, esse bioteste € considerado ideal para uma verificacao
prévia de efeitos genotoxicos e antiproliferativos, por apresentar grande
sensibilidade e correlacdo com testes que utilizam células animais (BAGATINI et al.,
2007; TEDESCO e LAUGHINGHOUSE 1V, 2012).

Maiores estudos sdo requeridos, visto que as plantas sdo uma fonte
inesgotavel de moléculas quimicas, muitas desconhecidas, que podem servir de
modelo para produtos quimicos sintéticos, servindo como matéria-prima para
produtos de baixo custo, eficazes e ambientalmente seguros. Nessa perspectiva, a
producao de plantas bioativas, com controle de fatores abiéticos, € importante para a
geracdo de subprodutos vegetais padronizados, com controle de qualidade, visando
a constancia de componentes quimicos, que atendam as mais variadas
necessidades tanto dos produtores como dos consumidores (MORAIS, 2009b).

Em vista do exposto, uma das areas mais importantes na pesquisa de plantas
medicinais é a investigacéo das diferentes condicdes ambientais sobre o rendimento
quantitativo e qualitativo dos 6leos essenciais, cujo beneficio econémico se eleva
com o aumento da porcentagem de compostos bioativos desses 6leos nas plantas.
Diante da extensa utilizacdo de T. vulgaris na medicina popular, na culinaria e
também na indUstria, sdo0 necessarios maiores estudos que busquem o
preenchimento de lacunas no conhecimento sobre alguns fatores de producéo, usos
medicinais e toxicidade envolvendo essa importante espécie, 0 que evidencia a
necessidade de estudos sobre o modo o qual variaveis, tais como estagbes
climaticas (inverno e verdo) e diferentes concentracdes de N, influenciam a
producdo de fitomassa do tomilho, as concentracbes de principios ativos no 0leo
essencial, bem como os efeitos antiproliferativos e/ou genotéxicos do extrato aquoso

e do 6leo essencial.
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11 OBJETIVOS

1.1.1. Geral

Analisar a influéncia das estacdes climéaticas, inverno e veréo, e de diferentes
concentracfes de nitrogénio, sobre a producdo da fitomassa, do rendimento e do
teor do Oleo essencial de Thymus vulgaris, bem como elucidar a composi¢cédo
quimica do Oleo essencial nas duas estacbes e o0s efeitos genotdxicos e
antiproliferativos dos extratos aquosos e do 6leo essencial, pelo teste de Allium

cepa.

1.1.2. Especificos

a) Verificar a producdo de fitomassa e de Oleo essencial de T. vulgaris,
guando cultivada nas estacdes climaticas do inverno e do verao;

b) Avaliar a producdo de fitomassa, o rendimento e o teor do 6leo essencial
de T. vulgaris, quando expostas as concentracdes diferentes de N;

c) Verificar a existéncia de potenciais efeitos genotdxicos e antiproliferativos
dos extratos aquosos e do 6leo essencial de T. vulgaris, pelo teste in vivo de Allium
cepa; e

d) Analisar a fitoquimica dos extratos aquosos e do Oleo essencial de T.

vulgaris, e verificar se ha alteracdes quanto as estacfes climaticas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS, AROMATICAS E CONDIMENTARES

Podem ser consideradas plantas medicinais aquelas que possuem
substancias (principios ativos), seja em suas folhas, flores, caule ou raizes, com
finalidade terapéutica. As plantas ditas aromaticas sdo aquelas com compostos que
possuem aroma, normalmente agradavel, caracteristico; e as condimentares sao
aquelas utilizadas como tempero, uma vez que conferem um sabor caracteristico, e
gue no passado eram chamadas de especiarias e utilizadas na conservagao de
alimentos (CARVALHO, 2015).

A histéria da utilizacdo de plantas com fins curativos remonta de tempos
anteriores a escrita. Inicialmente, este conhecimento empirico acumulado, através
de um processo lento de aprendizagem, porém eficaz, foi difundido oralmente
através das geracfes. Desde os primérdios da humanidade, as plantas também
serviram como alimento e como especiarias as populacdes antigas.

Nos dias atuais, a utilizacdo das plantas para fins terapéuticos e medicinais é
uma préatica bastante difundida pela populacdo, principalmente por pessoas com
menor poder aquisitivo, que as vezes ndo tem condi¢cdes de comprar medicamentos
industrializados, ou entdo em regibes de dificil acesso, onde as plantas séo, na
maioria das vezes, a Unica op¢ao disponivel para tratamento e cura de doencas.
Assim, atualmente, tem se buscado novos compostos bioativos por meio da
etnofarmacognosia, principalmente devido ao desenvolvimento de efeitos adversos e
resisténcia microbiana aos farmacos sintetizados quimicamente (OUEDRAOGO et
al. (2012), e, dessa forma, milhares de fitoquimicos das plantas tém sido
descobertos como alternativas seguras e amplamente eficazes com menos efeitos
adversos (BOLIGON e ATHAYDE, 2014), pois sao mais rapidamente degradados
gue os compostos sintéticos, por muitos destes fitoquimicos serem sensiveis a luz
solar, a umidade ou ao calor (MORAIS e MARINHO-PRADO, 2016).

Segundo Isman (2006), variadas substancias quimicas derivadas do
metabolismo secundario de espécies vegetais jA& demonstraram efeitos defensivos,
podendo ser utilizadas no manejo agricola de pragas. O autor defende que estes

inseticidas botanicos podem ser adequados para uso em sistemas de producao
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organica e de base agroecoldgica, mas também na protecdo poOs-colheita de
alimentos. Os metabolitos secundéarios também podem possuir funcdes alelopaticas,
inibindo o crescimento de espécies espontaneas nas lavouras (SILVA, 2012).

Muitos compostos naturais, assim como extratos de plantas, tanto com
propriedades medicinais, como também bactericidas e fungicidas, ja foram descritos
na literatura. Entretanto, deve-se levar em conta que os extratos de plantas sao
compostos por uma mistura complexa de substancias quimicas bioativas que podem
fazer com que estas apresentem mais de uma finalidade.

Os testes cromatogréficos, como a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(CLUE) e a cromatografia gasosa (CG) sao metodologias capazes de identificar e
guantificar os diversos compostos quimicos presentes nestas misturas complexas
gue sao 0s extratos vegetais e 0s 6leos essenciais das plantas, respectivamente.

ApOs a avaliagdo de um extrato relativamente bruto em um ensaio bioldgico,
0os produtos naturais sdo frequentemente isolados, a fim de caracterizar
completamente suas propriedades (BOLIGON e ATHAYDE, 2014). Essas técnicas
tém sido escolhidas para o estudo de screening ou fingerprint das moléculas
bioativas de plantas e, também, para o controle de qualidade das plantas medicinais
(FAN et al., 2006).

2.1.1. Hist6rico mundial

As civilizagbes humanas primitivas dependiam da natureza para sobreviver,
fundamentalmente das plantas, das quais se alimentavam e utilizavam para
recuperacédo de ferimentos e sintomas de problemas de salude. Assim, ao longo das
geracdes, os humanos, através de observacbes de animais, por tentativa e erro,
sucesso e fracasso, comecaram a utilizar as plantas para os mais variados fins,
inclusive os terapéuticos (JAMSHIDI-KIA et al., 2018). Diversas espécies de
primatas ja foram observadas na natureza utilizando espécies botanicas e ha
observacdes de usos de algumas das mesmas plantas que os humanos para o
tratamento de doencas e ferimentos (HUFFMANN, 1997).

Além disso, as ervas aromaticas e especiarias foram largamente utilizadas na
culinaria desde épocas remotas. Caravanas de camelos, comuns nos séculos antes

de Cristo (A.C.), levavam especiarias da Asia para as civilizacbes da regido do
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Mediterraneo, entre elas: canela, cravo, cardamomo, gengibre, noz-moscada e
pimenta-do-reino (RAVEN et al., 2018).

Em praticamente todas as civilizagbes antigas ha relatos do uso de plantas,
principalmente as com propriedades medicinais, nas referéncias historicas. Os
primeiros relatos escritos foram encontrados em barro de sumérios e babil6nicos,
com descricdo de uso e aplicacdo de espécies vegetais ou produtos derivados como
0 opio (CUNHA, 2005). Listas com nomes e aplicacdes de drogas vegetais foram
elaboradas por chineses em 5.000 A.C. (BOFF et al., 2008). Na india (vale do Indo,
2.700 a 1.700 A.C.), seu sistema de medicina era baseado no uso de vegetais para
o tratamento de doencas (NELLICKAPPILLY, 2010).

Ja no antigo Egito, inameros sacerdotes foram considerados importantes por
seus conhecimentos sobre incensos, resinas e mucilagens que faziam parte da
mumificacdo (ALMEIDA, 2011). No final do século XIX, o egiptélogo alemao Georg
Ebers, teve acesso a um papiro encontrado em um tamulo junto a uma muamia,
datado de aproximadamente 1500 A.C. ApOs sua traducdo, ele ficou conhecido
como ‘Papiro de Ebers’, e € o primeiro tratado médico conhecido, pois contém a
descricdo de espécies vegetais e produtos farmaco-terapicos, como mirra, babosa,
sandalo e papoula (ALMEIDA, 2011).

Da Grécia antiga surgiram 0S mais importantes conceitos médicos e
contribuicdes ao uso de plantas bioativas cunhados por Hipécrates (460-370 A.C.),
Galeno (129-199 A.C.) e Dioscorides (40-90 D.C.). A publicacdo de Dioscérides ‘De
Materia Medica’ garantiu o seu reconhecimento como fundador da Farmacognosia
(ROCHA et al., 2015). A medicina grega foi traduzida para o latim pelos arabes e
islamicos, estes por sua vez enrigueceram o conhecimento e incluiram espécies
botanicas importantes que se espalharam pela Europa no final da ldade Média
(SAAD, 2014).

Na Europa Medieval do Século XV, os mosteiros e conventos centralizaram
estes conhecimentos médicos, principalmente a Ordem Beneditina (MEDEIROS,
2009), e ampliaram os conhecimentos passando a compreender as plantas
medicinais, por causa de suas propriedades medicinais inerentes, como fontes
curativas (CUNHA, 2005). Com as grandes navegacOes e a descoberta de novos
continentes, um grande acervo terapéutico de origem vegetal foi levado ao “novo
mundo”. (PINTO et al., 2002).
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De acordo com Branddo (2017), os povos tradicionais americanos pré-
colombianos também utilizavam as plantas, como alimento ou remédio, ha mais de
dez mil anos como ja foi demonstrado por registros arqueolégicos do uso pelos
amerindios de mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.), cacau (Theobroma cacao L.),
abacate (Persea americana Mill.), batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) e milho

(Zea mays L.).

2.1.2. Historico brasileiro

Antes do periodo colonial, as comunidades indigenas nativas no Brasil ja
apresentavam praticas de saude proprias baseadas na medicina tradicional, se
beneficiando das espécies vegetais bioativas (WALKER, 2013). Pedro Alvares
Cabral quando aqui desembarcou, observou o uso de produtos de origem vegetal
para alimentacéo, tratamento de doengas, rituais e finalidades cosméticas entre os
povos indigenas nativos (ROCHA et al., 2015). Mais tarde também houve a
contribuicdo dos povos africanos que trouxeram consigo algumas espécies vegetais
e sua tradicdo de uso de plantas medicinais (ALMEIDA, 2011).

No principio, os portugueses apropriaram-se do conhecimento indigena e o
adaptaram, unindo-o a alquimia europeia para satisfazer suas necessidades
alimentares e de cura de enfermidades. Os missionarios portugueses,
principalmente jesuitas, comecaram a comercializar em escala mundial os
medicamentos derivados das espécies da flora brasileira, sendo empregados em
grande escala na Europa durante os séculos XVI, XVII e XVIIl (WALKER, 2013).

Apos a chegada da familia real portuguesa aqui no Brasil, 1808, diversos
naturalistas estrangeiros tiveram finalmente permissao para entrar no Brasil. As
praticas indigenas foram retratadas por Karl Von Martius, em 1844, na obra
‘Natureza, doencgas, medicina e remédios dos indios brasileiros’ (FREITAS, 2014).
Além disso, os diversos naturalistas europeus contribuiram fortemente para o
conhecimento da biodiversidade vegetal brasileira, visto que diversos novos géneros
foram descritos e centenas de novas espécies foram descobertas, representando
uma relevante fonte de informac&o sobre as plantas bioativas do Brasil (BRANDAO,
2017).
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Além disso, quando as fontes de especiarias, india e Asia, comecaram a
passar para 0s ingleses e holandeses, Portugal iniciou no Brasil a corrida as
especiarias do sertdo — cravo, canela, baunilha, raizes aromaticas, urucum, anil,
sementes oleaginosas, entre outras (PINTO et al.,, 2002). Toda esta corrida
exploratdria por especiarias trouxe consequéncias como Vvarios danos ao ambiente,
principalmente pelo extrativismo desenfreado e a destruicdo de habitats naturais e
escassez dessas matérias-primas. Entretanto, os habitos culturais do Brasil colénia
sempre foram vistos como arcaicos, em comparacdo com 0s conhecimentos ja
reconhecidos cientificamente vindos da Europa, e, assim, com o passar do tempo,
houve uma imposicao dos habitos culturais dos exploradores e a desqualificacdo do
conhecimento tradicional, fazendo com que aos poucos o conhecimento indigena e
dos africanos fosse deixado de lado, ficando o hébito cultural das plantas medicinais
restrito as comunidades mais isoladas (ROCHA et al., 2015).

Mais recentemente, novas ondas migratérias, principalmente de orientais e
europeus, trouxeram outras herancas relacionadas a medicina popular,
principalmente nas regides Sul e Sudeste do Brasil. Plantas que foram trazidas por
estes imigrantes se adaptaram ao nosso clima, e difundiram-se na culinéaria e na
medicina popular, como: erva-cidreira (Melissa officinalis L.), erva-doce (Foeniculum
vulgare Mill.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), louro (Laurus nobilis L.), gengibre
(Zingiber officinallis Roscoe), canela (Cinnamomum zeylanicum Blume), raiz forte
(Wassabia japonica (Mig.) Matsum), entre outros (ALMEIDA, 2011).

No inicio do século XX, com a crescente industrializacdo, urbanizacdo e o
advento da industria farmacéutica, houve uma desvalorizagdo da medicina popular
por uma suposta ineficacia, sendo esta substituida pelos medicamentos sintéticos
cujo uso se tornou mais comum (BRUNNING et al.,, 2012). Desta maneira, a
populacdo diminuiu o uso de espécies vegetais bioativas.

No final da década de 70, ocorreu o surgimento dos chamados movimentos
de contracultura que comecaram a questionar o modelo de sociedade consumista
bem como a poluicdo e a elevada destruicdo ambiental (FIGUEIREDO, 2018),
reivindicando que as praticas de medicina tradicionais voltassem a fazer parte dos
sistemas de saude do governo (CASTRO e FIGUEIREDO, 2019). Assim, ocorreu

uma revalorizacdo das praticas terapéuticas da medicina tradicional.
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Em 2002, a OMS publicou objetivos e as diretrizes para que 0s paises
membros iniciassem 0 processo de insercdo ou expansao da medicina tradicional
em suas praticas governamentais de saude (WHO, 2002). Além disso, orientou que
cada pais criasse um conjunto de regras para nortear a producdo e avaliacdo da
qualidade dos produtos medicinais, denominado de Farmacopeia.

Nos ultimos anos foram publicados, no Brasil, varios documentos que
dispdem sobre plantas medicinais e tém promovido o uso racional e seguro destas,
como: a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no
SUS, criada por meio da Portaria n° 971/2006 (BRASIL, 2006a); a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos - PNPMF, através do Decreto n° 5.813/2006
(BRASIL, 2006b); a Portaria n°® 2.960/2008 aprovou o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos e criou o Comité Nacional de Plantas Medicinais (CNPM)
e Fitoterapicos (BRASIL, 2008).

Um outro marco importante foi a publicagcdo da Relacdo Nacional de Plantas
de Interesse ao SUS (RENISUS) (BRASIL, 2009), contendo uma lista de 71
espécies vegetais, nativas e exoticas, com potencial terapéutico, objetivando
influenciar as pesquisas cientificas com plantas medicinais e estimular a cadeia
produtiva no Brasil. Na Resolu¢cao RDC n° 10 (ANVISA, 2010) constam 66 espécies
de plantas indicadas pelo conhecimento tradicional para uso em doencas de baixa
gravidade, cujo uso pode ser realizado sem o respaldo médico. Através da Portaria
n® 702 (BRASIL, 2018), o Ministério da Saude incluiu a aromaterapia na PNPIC.

Desde entdo, a Anvisa publicou varias normas e mantém a regulamentacao e
atualizacdo em relacdo as plantas medicinais, que possuem aplicacdes em diversos

campos, como: insumos, alimentos, cosméticos e fitoterapicos.

2.1.3. Usos

O uso popular das plantas com propriedades bioativas se da através de um
conhecimento empirico, passado de geracdo em geracdo. A populacdo faz uso das
plantas em forma de chés ou extratos aquosos, na alimentagcdo, como especiarias e
temperos. Neste sentido, Resolugcdo n° 26 da Anvisa (2014) apresenta algumas

definicbes importantes, discriminadas no Quadro 1, a seguir:
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Quadro 1 - DefinicGes de termos utilizados na medicina popular

Termo Definicao
Cha medicinal Droga vegetal com fins medicinais a ser preparada por meio de
infusdo, decoccdo ou maceracdo em agua.
Droga vegetal Planta medicinal, ou suas partes, que contenham as substancias

responsaveis pela acdo terapéutica, apOds processos de coleta e
secagem, quando aplicavel, podendo estar na forma integra, triturada
ou pulverizada.

Decoccéo Preparacdo que consiste na ebulicdo da droga vegetal em agua
potavel por tempo determinado. Método indicado para partes de
drogas vegetais com consisténcia rigida, tais como cascas, raizes,
rizomas, caules, sementes e folhas coridceas ou que contenham
substéncias de interesse com baixa solubilidade em agua.

Infuséo Preparacdo que consiste em verter 4gua potavel fervente sobre a
droga vegetal e, em seguida, abafar o recipiente por um periodo de
tempo determinado. Método indicado para partes de drogas vegetais
de consisténcia menos rigida, tais como folhas, flores, inflorescéncias
e frutos, ou com substancias ativas volateis ou ainda com boa
solubilidade em agua.

Maceragdo com agua Preparacdo que consiste no contato da droga vegetal com &agua
potavel, a temperatura ambiente, por tempo determinado, especifico
para cada droga vegetal. Método indicado para drogas vegetais que
possuam substancias que se degradem com o aquecimento.

Planta medicinal Espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propoésitos
terapéuticos.
Uso tradicional Aquele alicercado no longo historico de utilizagdo no ser humano

demonstrado em documentacdo técnico-cientifica, sem evidéncias
conhecidas ou informadas de risco a saude do usuario.

Fonte: Adaptacéo de Resolucéo n° 26 da Anvisa (2014).

Uma pesquisa simples pode gerar diversos artigos cientificos enumerando as
diferentes espécies vegetais comumente utilizadas na medicina tradicional em
diversas localidades, tanto em nivel nacional como também mundial. Nesse sentido,
surgiram as chamadas monografias sobre plantas medicinais, as quais comecaram a
ser publicadas na década de 1980, visavam agrupar e padronizar o conhecimento
das plantas medicinais em relacdo as suas caracteristicas e propriedades, para
auxiliar tanto médicos como a populacdo em geral (VEIGA JUNIOR; MELLO, 2008).
Por outro lado, segundo os mesmos autores, as farmacopeias se caracterizam por
estabelecer padrdes de qualidade que os medicamentos devem apresentar. E
dentro das farmacopeias, que estdo em constante atualizacdo, encontram-se as
monografias de espécies vegetais medicinais.

A Familia Lamiaceae, a qual pertence o tomilho, é uma familia rica em
especies medicinais, aromaticas e condimentares. No Quadro 2 sdo listados alguns

exemplos de espécies vegetais bioativas dessa familia e seus usos tradicionais.
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Quadro 2 — Exemplos de algumas espécies vegetais da familia Lamiaceae amplamente utilizadas
como medicinais, aromaticas e condimentares, seus nomes cientificos, populares e usos tradicionais

Nome cientifico Nome popular Uso tradicional
digestivo, antiespasmaédico, calmante,
Lavandula angustifolia Mill. Lavanda antimicrobiano, tratamento das afec¢fes

das vias respiratorias
antiespasmadico, ansiolitico, sedativo

Melissa officinalis L. Melissa

leve
Mentha pulegium L. Poejo antisséptico, antigripal
Ocimun basilicum L. Manjericdo tempero, digestivo, vermifugo
Origanum vulgare L. Orégano tempero, analgésico, expectorante
Plectranthus barbatus Andrews Falso-Boldo tratamento de gastrite, dispepsia, azia,

mal estar gastrico
Rosmarinus officinalis L. Alecrim tempero, antisséptico, antiespasmaodico
tempero, ansiolitico, digestivo, para
tratar problemas de menopausa
Thymus vulgaris L. Tomilho tempero, antisséptico, antiespasmaodico

Salvia officinalis L. Salvia

Fonte: Adaptacéo de Lorenzi e Matos (2008) e Melo (2016).

O uso de preparacbes caseiras de plantas com uso tépico também é bem
conhecido, como, por exemplo, os fitocosméticos elaborados com d4leos, gorduras
vegetais, extratos e tinturas, no intuito de melhorar as condi¢cdes da pele (Silva,
2016). O mesmo autor cita como exemplo o uso de alecrim no tratamento da queda
de cabelo e acne. Patil et al. (2021) relata o uso de tomilho para tratar acne,
dermatite e picada de insetos.

Além desses usos tradicionais, ha estudos relatando os potenciais dos
extratos vegetais contra células cancerigenas. Wang et al. (2014) mostraram que
extratos aquosos de sementes de jabuticaba exibem um efeito antiproliferativo
contra as células cancerigenas orais, induzindo a apoptose. Por outro lado, efeitos
protetores contra disturbios celulares e genéticos foram demonstrados por extrato da
casca de jabuticaba, onde a pré-incubacdo com o extrato impediu alteracbes
induzidas pelo cobre no indice mitético de células de A. cepa, reduzindo o nimero
de células anormais (FRANSCESCON et al., 2018)

A crescente busca por produtos naturais — derivados de plantas medicinais,
aromaticas e condimentares — estd, inclusive, despertando o interesse de
pesquisadores que estdo buscando a comprovacdo dos beneficios das plantas e
seus derivados. Considerando que a humanidade, ao longo de milhares de anos,
apenas selecionou cerca de 300 plantas para a alimentacdo e obteve principios
ativos para o tratamento de doencas de mais ou menos 100 plantas (PINTO et al.,

2002), ha um leque muito amplo de estudos para aumentar este modesto niumero
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diante da biodiversidade de espécies de plantas existentes. Entretanto, uma grande
preocupacdo neste sentido é a extingdo de espécies com substancias bioativas
potencialmente importantes, principalmente pela destruicdo de habitats e pela
contaminagdo por agrotoxicos, havendo uma necessidade de investimento em
estudos etnobotanicos e de agroecologia (HECK e MARCHI, 2017).

Apesar do grande aumento de pesquisas no campo das plantas medicinais,
aromaticas e condimentares, devido a enorme burocracia imposta pela Anvisa para
o registro de plantas e derivados para uso com fins terapéuticos, pois essas séo
tratadas como medicamentos sintéticos, ainda reinam os estudos farmacolbgicos
pré-clinicos e de ensaios clinicos para provar a eficacia e seguranca das plantas
medicinais. Por outro lado, segundo Calixto (2005), outros campos emergem desse
progresso no uso de plantas medicinais, dando énfase na domesticacdo, na

producdo em larga escala e nas melhorias genéticas nas plantas bioativas.

2.1.4. Cadeia Produtiva

No Brasil, ainda é grande o extrativismo de plantas bioativas, o que
representa um problema em relacdo a perda de biodiversidade e extincao de
espécies endémicas, a inconstancia na qualidade das plantas devido a influéncia
dos fatores extrinsecos, bem como a identificacdo errdbnea de plantas, que pode ter
resultados fatais (CARVALHO et al., 2010). Por outro lado, a megadiversidade de
plantas do Brasil faz com que esse seja considerado um potencial centro de
producdo de espécies de plantas aromaticas, condimentares e medicinais, apesar
de possuir um grande grupo de espécies exoticas ja adaptadas, como é o caso de
tomilho.

A cadeia produtiva de plantas bioativas apresenta muitas oportunidades,
principalmente para agricultores familiares, pois se estende desde a produgéo até o
empacotamento, a extracao de 0leo essencial e a comercializagdo para industrias de
alimentos e bebidas, cosméticos, fitoterapicos, fitofarmacos, corantes, produtos
artesanais, repelentes de insetos ou de uso agricola (SENAR, 2017). A pouca
exploracdo deste nicho de producéo de plantas bioativas aromaticas, condimentares
e medicinais, em parte, se explica pela grande complexidade da cadeia produtiva,

pois se tratam de muitas espécies vegetais, entre nativas e exoticas, além de varios
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mercados que sdo abastecidos por estas plantas. Além disso, ha diferentes formas
de comercializacdo: plantas frescas ou secas, extratos vegetais e 0leos essenciais
(BLANCO e SILVA, 2013).

No Brasil, ndo ha uma cadeia produtiva de espécies aromaticas e medicinais,
h& apenas experiéncias pontuais, como no caso do estado do Parana. Nesse
estado, ha registros de cultivo de plantas medicinais com longa tradigdo, que foi
introduzido por imigrantes europeus e que as cultivam ha 40 anos, tendo, hoje, um
valor econémico e social expressivo, e uma grande importancia como alternativa de
renda (CORREA JUNIOR e SCHEFFER, 2014).

Embora ndo se consiga controlar todos os fatores abidticos que possam ter
um impacto nas plantacdes de plantas aromaticas, condimentares e medicinais, a
utilizacdo de estufas pode minorar os efeitos negativos que podem diminuir a
qualidade e ainda permite manter uma constancia ao longo dos anos, caracteristica
muito importante para manter as propriedades terapéuticas. A aplicacado de adubos
nitrogenados também é uma estratégia para melhorar o crescimento vegetativo das
plantas. A utilizacdo de nitrogénio aumentou a altura de plantas de Aloe indica Royle
= Aloe vera (HOSSAIN et al., 2007) e Ocimum basilicum L. (KANDIL et al., 2009), a
producdo de Thymus serphyllum L. (PAL et al., 2016) e, também, aumentou o teor
de Oleo essencial da semente de Foeniculum vulgare Mill. (EHSANIPOUR et al.,
2012).

Sado poucas as informacdes disponiveis, do ponto de vista agronémico, do
tomilho e de outras plantas medicinais, aromaticas e condimentares no Rio Grande
do Sul. As técnicas para o aumento da producdo de fitomassa de plantas bioativas
deve sempre levar em consideracdo a manutencéo do valor terapéutico da espécie.
Neste contexto, o primeiro passo é o planejamento, que envolve, inicialmente, o
conhecimento do comportamento da espécie que se deseja cultivar. A eleicdo dos
melhores locais e épocas de cultivo sdo essenciais para manejar a producédo de
modo a aumentar a fitomassa e o rendimento de substancias bioativas. Os fatores
ambientais que mais influenciam o crescimento e o desenvolvimento das plantas séo
a temperatura, o fotoperiodo e a radiacdo, além de disponibilidade de umidade e
qualidade da nutricdo (MARCHESE e FIGUEIRA, 2005).

Segundo o manual de Boas Praticas Agricolas (BPA) de plantas medicinais,
aromaticas e condimentares (CORREA JUNIOR e SCHEFFER, 2013), o plantio em
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conjunto destas plantas, em uma espécie de consércio, diminui o risco de
aparecimento de plantas daninhas e doencas, e ao mesmo tempo melhora a
producdo de espécies que sao potencialmente companheiras, porém, € preciso ter
cuidado com os efeitos alelopaticos que muitas plantas apresentam. Também se
deve atentar a questdo de que o manejo de plantas medicinais, aroméaticas e
condimentares contra insetos e herbivoros, deve ser diferente, assim, 0s proprios
extratos vegetais e 0leos essenciais podem servir como uma opc¢ao de bioherbicidas
(COSTA et al., 2004)

De modo geral, quando os principios ativos se encontram na massa verde
das plantas (folhas e ramos), como € o caso do tomilho, ha a recomendacado da
colheita antes do florescimento, pois neste estagio os principios ativos estariam mais
concentrados nas folhas (CARVALHO, 2015). Ap6s a colheita é necessario fazer o
correto armazenamento do material, para evitar perdas. Os propésitos de uso — cha,
tempero, aromatizador, extracdo de Oleos essenciais — determinam quais as
melhores técnicas de preservacao.

Se o proposito de venda for para consumo, como tempero ou cha, pode-se
fazer a secagem do material. A secagem, que deve ser iniciada apos a colheita, tem
como objetivo desidratar a planta visando conserva-la por mais tempo. A menor
quantidade de agua no interior das células evita o ataque de enzimas, diminuindo,
assim, a perda de seus principios bioativos (ALMEIDA, 2011). Ha varias
metodologias de secagem, cuja eficiéncia varia de acordo com a espécie — tempo e
temperatura — e com a parte utilizada — raiz, casca, folhas, flores — sempre buscando
a manutencdo da qualidade e quantidade dos componentes responsaveis pelos
efeitos terapéuticos, assim como manutencdo da cor, aroma e sabor caracteristicos.
No caso do tomilho, ha estudos realizados por Rocha et al. (2012), gue recomendam
a secagem das folhas de tomilho com o ar a 60°C, pois nessa temperatura os
valores dos constituintes do 0Oleo essencial ndo sofreram grandes redugcbes em
relacdo aos encontrados na planta in natura.

As plantas depois de secas devem ser rotuladas e guardadas em local seguro
(inacessivel a qualquer animal ou insetos), livre de umidade e de temperatura
amena. Apos a armazenagem, de acordo com o proposito de uso, é preciso fazer
sua comercializacdo (CORREA JUNIOR e SCHEFFER, 2013).
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A comercializacao de espécies medicinais, arométicas e condimentares pode
ser uma fonte de renda extra para pequenos agricultores (ROSA e GIACOMELLI,
2014). Esses, quando cultivam em pequenas areas e viveiros, podem fazer uma
distribuicdo direta em feiras de produtos naturais, restaurantes ou farmacias de
manipulacdo; ou, entdo, em areas maiores, produzindo para a venda em grandes
empresas, que podem revender os derivados vegetais em forma de condimentos ou
para extratoras de 6leos essenciais. Também ha a possibilidade de se fazer alguma
forma de beneficiamento, na forma de extratos, tinturas e Oleos, para aumentar o
valor agregado do produto.

Apesar da grande utilizagdo de plantas aromaticas, condimentares e
medicinais pela populacdo mundial, esse mercado no Brasil ainda é irrisério. De
acordo com Observatory of Economic Complexity (OEC), em 2017, o Brasil exportou
$14,1 milhdes de ddlares de material vegetal (fresco ou seco) utilizado para
perfumaria, farmacia e para fins inseticidas, o que equivale a apenas 0,52% das

exportacdes mundiais.

2.2 METABOLISMO DAS PLANTAS

O metabolismo primario ou basal, comum a todas as espécies vegetais, €
essencial ao crescimento e ao desenvolvimento das plantas (fotossintese,
respiracdo, sintese de proteinas, etc.). No entanto, as plantas, para compensar sua
imobilidade, desenvolveram diversos mecanismos para a sua interagdo com outras
plantas e com o meio ambiente, o que inclui a liberacdo de compostos volateis
através de folhas, flores, frutos e raizes (DUDAREVA et al., 2006). Esses compostos
volateis sdo resultado do metabolismo secundario, os quais ndo possuem ligacao
direta com as func¢des essenciais a vida, mas auxiliam na sobrevivéncia das plantas,
e sdo exclusivos de algumas espécies (TAIZ et al.; 2017).

O metabolismo secundario é responséavel pela producdo de substancias de
uma grande gama de diferentes moléculas organicas. A nutracéutica, ou seja, a
busca pelos chamados alimentos funcionais, esta ligada ao metabolismo secundario
e tem se tornado bastante relevante nos ultimos anos, e combina a alimentagéo com
a prevencdo de doencas. Isto estd associado aos antioxidantes (exemplo,

flavonoides e carotenoides), que sédo derivados do metabolismo secundéario e que
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sdo grande parte das substancias de origem vegetal que previnem doencas
(PERES, 2004).

Na planta, a producdo de metabdlitos secundarios € inconstante e
desuniforme, podendo ocorrer em certo estagio de desenvolvimento, em
orgdos/tecidos especificos, e, normalmente, esses possuem uma cOmMposicao
quimica bastante complexa (RAVEN et al., 2018). Além disso, a quantidade e a
qualidade de metabdlitos secundarios produzidos podem variar sob diferentes
condicbes de sazonalidade, ciclo circadiano, fase de desenvolvimento da planta,
altitude, composicdo da atmosfera, temperatura, radiagdo ultravioleta,
disponibilidade de &gua e nutrientes no solo (GOBBO-NETO; LOPES, 2007) e cada
espécie comporta-se de maneira diferente frente a esses fatores (HEINZMANN et
al., 2017).

Conforme a Figura 1, os metabdlitos secundarios encontram-se na interface
entre o metabolismo primario e 0o ambiente externo, cujas rotas metabdlicas séo
ativadas de acordo com a interferéncia dos fatores extrinsecos. Assim, 0s
metabdlitos secundarios apresentam uma grande importancia na modulacdo da
resposta aos fatores abibticos, bem como na defesa das plantas contra herbivoria e
patégenos, e, também, auxiliam na atracédo de polinizadores (TAIZ et al., 2017).

Figura 1 — Metabdlitos secundarios: interface entre o metabolismo priméario e o ambiente externo

AMBIENTE EXTERNO

Resposta aos estresses bidticos e abibticos

T 1
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METABOLITOS SECUNDARIOS

Terpenos, compostos fendlicos, alcaloides

[,
o N

METABOLISMO PRIMARIO

Fonte: Adaptacéo de Taiz et al. (2017).
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Diversos metabdlitos secundarios apresentam caracteristicas Unicas (sabor,
cor e aroma) que as transferem para nossos alimentos, enquanto outros tém uma
aplicacdo comercial nas areas farmacéutica, cosmética, biomédica e agrondémica,
fazendo parte da composi¢cao de medicamentos, corantes, fragrancias, bactericidas,
inseticidas e fungicidas (VERPOORTE et al.,, 2002). As substancias quimicas
presentes nesses metabdlitos secundarios, chamadas de principios ativos, podem
ser utilizadas como recurso terapéutico na medicina tradicional. Entretanto, deve-se
levar em conta que algumas dessas substancias, dependendo da quantidade
utilizada, podem ou néo apresentar efeitos toxicos, isto é, causar efeitos danosos ao
organismo ao invés de beneficios.

Os metabdlitos secundarios, com base nas suas origens biossintéticas,
pertencem as seguintes classes de moléculas: terpenos (monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos), compostos nitrogenados (alcaloides) e compostos
fendlicos (CASTRO et al., 2004).

Os extratos vegetais sdo misturas complexas de varios compostos bioativos
derivados do metabolismo secundério. Esta variedade de distintas substancias se
deve ao fato de as plantas, durante a evolucdo, desenvolverem metabdlitos com
funcdes diferentes. Desta maneira, as plantas estavam mais protegidas contra
doencas e pragas, e minimizava o surgimento de resisténcia em seus inimigos
naturais (PERES, 2004).

Em vista disso, substancias derivadas do metabolismo secundario, cuja
funcdo é a defesa através da citotoxicidade sobre patégenos, podem servir como
antimicrobianos na medicina (PERES, 2004). Por outro lado, aquelas substancias
com acao neurotoxica sobre herbivoros, podem serem usadas em humanos como
sedativos, antidepressivos e até anestésicos (BRISKIN, 2000).

A Anvisa (2014) define estes metabolitos como produtos derivados de
vegetais: “Derivado vegetal = produto da extragao da planta medicinal fresca ou da
droga vegetal, que contenha as substancias responsaveis pela agédo terapéutica,

podendo ocorrer na forma de extrato, 6leo fixo e volatil, cera, exsudato e outros”.

2.2.1. Oleos Volateis ou Essenciais
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Oleos volateis ou essenciais sdo produtos naturais e complexos derivados do
metabolismo secundario das plantas (HEINZMANN et al., 2017). Segundo Taiz et al.
(2017), eles séo produzidos em diferentes concentracdes e presumivelmente atuam
na defesa contra herbivoros, virus, fungos, bactérias, entre outros, além de atuarem
na atragcéo de polinizadores.

Plantas que possuem Oleos essenciais (OE) normalmente apresentam
estruturas especificas onde esses 6leos ficam armazenados e de la sédo excretados.
Por exemplo, h& estruturas secretoras de 6leo nas familias Piperaceae e Lauraceae.
Espécies das familias Rutaceae, Apiaceae e Myrtaceae apresentam estruturas
intracelulares de depdsito. Os OEs também podem ser armazenados em tricomas ou
escamas glandulares, estruturas localizadas entre a cuticula e a membrana celular,
como nas familias Asteraceae e Lamiaceae (HEINZMANN et al., 2017; STICHER,
2015).

Os OE séo liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente, possuem
aroma agradavel e intenso, sdo sollveis em solventes organicos apolares (éter,
etanol e cloroformio) e apresentam solubilidade limitada em agua, porém, suficiente
para aromatizar hidrolatos (solu¢des aquosas com OE) (HEINZMANN et al., 2017).
Além disso, os OE sdo produtos derivados de espécies vegetais obtidos por
processos de destilacado — hidrodestilacao, destilacdo de arraste de vapor, destilagéo
a seco — ou por processo mecanico como prensagem. Diferentemente dos extratos
vegetais, que sado produtos liquidos obtidos de partes de plantas.

Alguns OE sao tranquilizantes, como os Oleos de lavanda (Lavandula
angustifolia L.) e de melissa (Melissa officinalis L.), jA outros possuem efeito
estimulante, como o 6leo de canforeira [Cinnamomum camphora (L.) J. Presl]
(HEINZMANN et al., 2017). Além dessas fun¢bes, os OEs dao sabor caracteristicos
as espécies.

Um mercado em ampla expanséo é o setor de cosmética e perfumaria, com
produtos elaborados a base de OE, sempre em busca de novidades e novos
aromas. Nesse sentido, as plantas aromaticas representam, um grande potencial de
pesquisa. Aléem da cosmética e perfumaria, ha perspectivas de uso em produtos de
higiene e limpeza, e ainda com bioatividade para controle de pragas da agricultura e
da pecuéria (VIEIRA et al., 2016).


https://innspub.net/journal/international-journal-of-biosciences-ijb/
https://innspub.net/journal/international-journal-of-biosciences-ijb/
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De uma forma geral, os OE sao compostos principalmente por terpenos ou
seus derivados. Monoterpenoides (compostos por 10 carbonos) e sesquiterpenoides
(15 carbonos), devido ao seu baixo peso molecular, constituem-se de substancias
volateis presentes nos Oleos obtidos por processos de destilacdo, enquanto
diterpenoides (20 carbonos), ocorrem em 6leos obtidos por extragdo com solventes
e por fluido supercritico (HEINZMANN et al., 2017; STICHER, 2015). Como uma das
funcdes dos OE € evitar danos causados por agentes externos nas plantas, a
atividade antimicrobiana é uma das funcfes reconhecidas dos terpenos (FELIPE &
BICAS, 2017).

As misturas naturais complexas que configuram os OE podem conter de 20 a
80 compostos quimicos (REGNAULT-ROGER et al., 2012), em concentracdes
bastante variadas, sendo que dois ou trés sdo componentes majoritarios em
concentracbes razoavelmente altas (de 20 a 70%), em comparagcdo com outros
componentes presentes em pequenas quantidades (BAKKALI et al., 2008).

Os OE produzidos predominantemente para as industrias, alimenticia,
farmacéutica, de higiene, etc., sdo: laranja, menta, eucalipto, citronela, horteld e
limdo (SIVROPOULOU et al.,, 1996; BARBIERI; BORSOTTO, 2018). Os Oleos
geralmente usados para fins domésticos e aromaterapicos incluem: lavanda,
camomila, horteld, melaleuca, eucalipto, geranio, jasmim, rosa, liméo, laranja e
alecrim (BARBIERI; BORSOTTO, 2018).

2.2.1.1. Fatores que influenciam a quantidade e a qualidade dos Oleos
essenciais

A partir de diferentes 6rgdos de uma mesma planta pode-se obter OE com
composicdo quimica, caracteristicas fisico-quimicas e odores bem distintos. Cabe
ressaltar, ainda, que a composicdo quimica de um o6leo volatili pode variar
significativamente, mesmo sendo extraido do mesmo 6rgdo de uma mesma espécie
vegetal, de acordo com condi¢des climaticas e de solo (HEINZMANN et al., 2017).

De acordo com Gobbo-Neto e Lopes (2007), os constituintes ativos dos OE
nao sao constantes durante o ano, variando sazonalmente. Em algumas espécies, a
producdo de OE se concentra na floracéo (SIMOES; SPITZER, 2004). Normalmente,

o teor de OE € maior quando as plantas sdo expostas a temperatura elevada,
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entretanto, em dias muito quentes, pode ocorrer a perda significativa destes 6leos
pela transpiracdo, ou outras rotas metabdlicas, uma vez que eles sdo volateis
(MORAIS, 2009b). Em estudo com o tomilho, foi demonstrado que o
desenvolvimento de tricomas, onde os OE sdo armazenados, depende da luz
(YAMAMURA et al., 1989).

Para os produtores de plantas ricas em OE, € importante obter quantidades
suficientes de biomassa de boa qualidade, com alto teor de OE. Apesar do controle
de alguns fatores extrinsecos ser limitado, € possivel minimizar os impactos
negativos sobre o rendimento de OE através do manejo da plantacdo (THOMPSON
et al., 2003).

A disponibilidade de nutrientes € um dos fatores que influencia, de forma
positiva ou negativa, a producéo de fitomassa e de substancias ativas, como o OE,
visto que os nutrientes sao indispensaveis para o metabolismo vegetal (MORAIS,
2009a). O nitrogénio (N) é assimilado pelas plantas por diversas vias bioquimicas
sendo constituinte de compostos organicos, principalmente de aminoacidos,
proteinas e acidos nucleicos (TAIZ et al., 2013). Sendo o N um dos nutrientes
exigidos em maior quantidade pelas plantas (AGREN; FRANKLIN, 2003),
modificacdes na sua disponibilidade podem alterar a producdo de metabdlitos
secundarios (CASTRO et al., 2004).

A literatura demonstra uma relacdo linear entre o crescimento foliar e a
disponibilidade de N (AEGREN; FRANKLIN, 2003). Sabendo-se que o N estimula o
crescimento vegetativo (muita producdo de folhas) em detrimento da formacéo de
estruturas reprodutivas (SCHWAMBACH; CARDOSO SOBRINHO, 2014), pode-se
oferecer maior ou menor quantidade deste nutriente para as plantas, dependendo do
seu objetivo de producdo. Em vérias espécies de plantas os OE se concentram em
hastes, caules e folhas, neste caso a disponibilidade maior de N ira estimular o
crescimento vegetativo. Por outro lado, em plantas onde as flores (estruturas
reprodutivas) sao os 6rgdos com maior quantidade de 6leos essenciais, 0 N nédo é
tdo importante.

Em experimento realizado com camomila (Chamomila recutita (L.) Rauschert),
doses elevadas de N ocasionaram um maior desenvolvimento e rendimento do 6leo
volatil das plantas (AMARAL et al., 2008). Deschamps et al. (2012), comparando a
producdo de Mentha x piperita L. com diferentes doses de N no solo (20, 30 e 40
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Kg.hat), observaram que houve aumento da fitomassa e do rendimento do OE nas
duas maiores doses de N.

Por outro lado, em estudo de Costa et al. (2010), a menor dose de N (30
Kg.hat) foi suficiente para o maior crescimento e rendimento de OE de Pogostemon
cablin (Blanco) Benth, se comparado com as maiores doses (60, 90 e 120 Kg.ha?).
Em estudo realizado por Frescura (2014), com alecrim (Rosmarinus officinalis L.)
cultivado em estufa, com uso de fertirrigacdo, a maior producéo de fitomassa e
rendimento do OE se deu em uma dose de N intermediaria (9,4 mmol.L?1).

Ainda em relagcdo ao rendimento do OE, cada espécie tem suas
particularidades, sendo que algumas tém maior rendimento quando o éleo é extraido
de material fresco e outras de material seco. A secagem do orégano (Origanum
vulgare L.), em temperatura ambiente, resulta em uma reducdo do rendimento do
6leo (JERKOVIC et al., 2001), assim como em caléndula (Calendula officinalis L.)
(OKOH et al., 2008). Soares et al. (2007) obtiveram maior rendimento de OE em
manjericéo (O. basilicum) seco a 40°C, porém, o maior teor de linalol, um dos seus
principais constituintes, foi obtido com secagem em temperaturas mais elevadas (50
e 60 °C).

Além da quantidade, deve se ter em mente a qualidade do OE extraido, cujos
compostos majoritarios podem sofrer alteracdes em algumas espécies dependendo
de fatores ambientais, de coleta, de armazenamento, de extracdo, etc. Sobre o
tomilho, segundo Usai et al. (2011), o congelamento foi o melhor método para
manter a composicdo do OE, mostrando, também, a melhor retencdo de timol.

Em muitas espécies, a composi¢cdo e o rendimento do 6leo essencial/volatil
também poderdo mudar conforme a época do ano. No geral, a melhor época de
colheita é especifica de cada espécie e devera ser determinado de acordo com a
composicdo e o rendimento de 6leo mais adequado, a partir de um ponto de vista
comercial, agronbmico ou medicinal. Nesse sentido, para obtencdo de OE de
composicdo constante, eles devem ser extraidos do mesmo 6rgdo das plantas
cultivadas no mesmo solo, nas mesmas condi¢cdes, no mesmo clima e que séo
colhidas na mesma estacao (BAKKALI et al., 2008).

A analise de OE por cromatografia gasosa (CG), € uma metodologia eficiente,
gue busca qualificar e quantificar os diversos compostos quimicos presentes nestas

misturas complexas. Diversos autores ja utilizaram essa metodologia para a fazer a
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caracterizagdo quimica de OE: Deschamps et al. (2012), Amaral et al. (2014),
Amaral et al. (2015), Satyal et al., (2016), Askary et al. (2018), entre outros.

2.2.1.2. Usos

Os Oleos essenciais sdo complexos e multifuncionais. S&8o compostos por
numerosas moléculas, que possuem diversas propriedades farmacologicas. Nessa
l6gica, ha duvidas sobre o que pode ser responsavel por estes efeitos: 0 sinergismo
de todas as moléculas presentes no 6leo ou apenas 0s compostos majoritarios?
Segundo Ipek et al. (2005), os principais compostos refletem as caracteristicas
biolégicas dos OE dos quais foram isolados, sendo a amplitude de seus efeitos
dependente apenas da concentracdo quando testados sozinhos ou compreendidos
em Oleos com os demais constituintes. Também deve-se ter cuidado e distinguir os
efeitos terapéuticos de uma espécie vegetal rica em OE, com os efeitos do 6leo
isolado dela.

Alguns usos medicinais dos OE podem ser citados: aromaterapicos,
antitumorais, antidepressivos, antimicrobianos, inseticidas, acaricidas, etc. (SIMOES;
SPITZER 2004), também h& estudos que demonstram atividade contra
fitopatégenos (FIORI et al., 2000; MOTOYAMA et al., 2003; KAGALE et al., 2004;
MORAIS, 2009b).

Hé diversos estudos relatando a eficiéncia de OE na sanitizacao de verduras,
frutas e legumes minimamente processados, sem alterar as caracteristicas
sensoriais, como: OE de horteld e manjericdo, que garantiram uma boa desinfeccéo
de alfaces picadas e beldroega (KARAGOZLU et al., 2011); OE de lavanda e
horteld, que preservaram a qualidade de endivia (XYLIA et al.,, 2017) e OE de
tomilho, que foi eficiente na sanitizacao de alface e frutas (SCOLLARD et al., 2016).

Um grande numero de OE apresenta efeito antioxidante, que sao protetivos
contra a oxidacao celular causadora de inumeras doengas (SHAABAN et al., 2012).
Estudo que testou 25 OE, o Oleo de tomilho exibiu o maior efeito antioxidante,
seguido por folha de cravo, folha de canela, manjericéo, eucalipto e camomila (WEI;
SHIBAMOTO, 2010).

Ha estudos que testaram a acdo sinérgica de varios OE com agentes

antifingicos tradicionais e esses potencializaram fortemente a atividade dos agentes
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antifingicos tradicionais (NATU; TATKE 2019), pois hé relatos de varios compostos,
principalmente os fendlicos, com atividade antifungica. A capacidade antimicrobiana
dos OE depende, em geral, de seus compostos quimicos, principalmente de seus
compostos fendlicos, como no caso do tomilho s&o timol, y-terpineno, carvacrol
(BORUGA et al., 2014). Alguns OE constituem alternativas ou complementos
eficazes aos compostos sintéticos da industria quimica, sem apresentar 0S mesmos
efeitos secundarios (CARSON e RILEY, 2003; BAKKALI et al., 2008).

Ha diversos estudos mostrando a eficiéncia do uso de OE na agricultura,
como repelentes, bioherbicida ou contra fitopatégenos. Uma das motivacfes para o
uso de Gleos no controle de pragas nas lavouras é sua baixa, ou mesmo nenhuma,
toxidez para o ambiente e para as culturas agricolas. Entretanto, os OE
comercializados atuam como herbicidas ndo seletivos de contato, que podem dar
um bom controle de plantas daninhas, mas com efeito transitorio limitado pelo fato
de muitos compostos serem volateis (MORAES et al., 2016). Em experimentos
conduzidos por Scarfato et al. (2007) foram sintetizadas e caracterizadas
microcapsulas contendo OE para aplicacdes em formulacfes de agroquimicos com
reducdo de quantidades aplicadas, aumentando sua eficacia, reduzindo a
volatilizacéo e degradacéo.

Além disso, diversos OE vém sendo estudados para o desenvolvimento de
produtos alternativos para o controle de ervas daninhas, insetos e doencas nas
lavouras (SAITO, 2004). Também héa estudos de Kim et al. (2010) que avaliaram a
eficiéncia e atividade téxica do OE de orégano (Origanum vulgare L.) sobre adultos
de Tribolium castaneum (Herbst) (caruncho), aumentando o tempo de
armazenamento.

Ensaios realizados por Marinho-Prado et al. (2019), testaram diversos OE
guanto ao uso para controle de Anticarsia gemmatalis (Hubner) e Helicoverpa
armigera (Hubner) (duas importantes pragas de cultivos nacionais) e comprovaram a
bioatividade dos OE de manjericdo e de tomilho, causando mortalidade nas fases
larval e pupal de A. gemmatalis. Ja na fase adulta, os OE de laranja doce, melaleuca
e orégano, afetaram mais fortemente A. gemmatalis, acompanhados dos OE de
citronela e gengibre, sendo esses ultimos responsaveis pela inviabilizacdo de todos
0os ovos depositados. Sobre lagartas de H. armigera, os tratamentos com OE de

manjericdo, canela e melaleuca, causaram a morte de metade das lagartas
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avaliadas. Similarmente, Callosobruchus maculatus (FABR.) (Caruncho-do-feijao)
tratados com OE de erva-cidreira, apresentou taxa de oviposicao e viabilidade da
progénie reduzidas (ALVES et al., 2019).

Autores como Alexa et al. (2018) constataram atividade alelopatica dos OE de
sélvia e tomilho e a capacidade de inibicdo da germinacdo das espécies de plantas
daninhas testadas (Amaranthus retroflexus L., Chenopodium album L., Echinochloa
crus-galli L.). Também foi demonstrado o potencial antifingico do OE de tomilho
pela inibicdo total do crescimento do micélio de Fusarium graminearum (Schw.).

Em diversos estudos que investigaram a acao dos OE in vitro sobre diversos
patégenos, os melhores resultados foram obtidos com os 6leos na sua totalidade de
compostos volateis, ou seja, os OE possuem maior atividade antimicrobiana que
seus componentes principais isolados ou entre eles misturados, sugerindo que ha
uma sinergia ou potencial influéncia dos compostos minoritarios na atividade do OE
(ROTA et al, 2002). Além disso, novos estudos com relacdo a toxicidade e
mutagenicidade das plantas medicinais vém ganhando importancia, pois esses,
além de poderem determinar a constituicdo quimica dos OE, podem descobrir quais
as substancias capazes de provocar efeito toxico, possibilitando, assim, o
desenvolvimento de novos farmacos, através da descoberta de novas substancias
bioativas (VIEIRA, et al., 2004).

Existem diversas normas internacionais com padronizacdes que buscam
manter a qualidade dos Oleos essenciais, visando o controle de qualidade e a
seguranca no seu uso, além de evitar adulterac6es. Exemplo sdo as monografias
das Farmacopeias e as normas ISO (International Organization for Standardization).
O comité técnico TC-54 é responsavel por toda a normatizacdo que fornece a
padronizacdo de métodos de analise e especificacdes para OE em geral, bem como

sua constante atualizacéo.

2.2.1.3. Mercado mundial

Ha uma grande dificuldade em estimar a producdo e o comeércio mundial de
Oleo essencial, pois estes dados muitas vezes estdo ocultos em estatisticas de uma

rede complexa de diversos produtos e, também, ndo leva em conta a producéo
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doméstica, ou de pequenos produtores. Quando se fala em dados especificamente
do Brasil, a dificuldade aumenta ainda mais.

Os principais produtores de OE, por continente, s&o: China e india (Asia),
Marrocos e Tunisia (Africa), Estados Unidos, Canada e México (Américas), Franca e
Alemanha (Europa) (BARBIERI; BORSOTTO, 2018). De acordo com um relatério
publicado pela Allied Market Research (2020), o mercado mundial de OE atingiu $ 8
bilhdes de dodlares em 2018 e é esperado um crescimento de 8,7% até 2026,
atingindo $ 15,6 bilhdes de dolares. A Europa domina o mercado de OE,
representando cerca de 40%, e espera-se que mantenha a posigdo como principal
contribuinte para a receita global, sendo esperado que a regido Asia-Pacifico
registre o maior crescimento no periodo.

Esse mesmo relatério destaca o segmento de 6leo de laranja como o maior
contribuinte na participacdo de mercado global de OE, com $ 3 milhdes de dolares
em 2018, e estima-se que chegue a $ 6,2 milhdes de dolares até 2026, com um
aumento de 9,3%. Ainda, segundo esse relatério, o segmento de alimentos e
bebidas foi o proeminente, podendo ser atribuido aos rigidos regramentos
governamentais sobre seguranga alimentar, que limitam o uso de sabores sintéticos
e esséncias alimentares. Estima-se que o0 segmento com maior crescimento no
periodo deve ser o de limpeza e uso doméstico, devido ao aumento da afinidade dos
consumidores em relacao a solucdes livres de produtos quimicos para limpeza, além
das fragrancias agradaveis dos produtos de limpeza a base de OE.

De acordo com Observatory of Economic Complexity (OEC), em 2017, o
Brasil ocupou o quinto lugar, com 7,5% das exportacdes mundiais de OE atras de
Estados Unidos (13%), india (12%), China (9,6%) e Franca (8,6%). Ainda segundo o
OEC, dentro das exportacdes brasileiras os OE correspondem a apenas 0,19%, o
equivalente a $ 409 milhGes de dolares. A posicao do Brasil deve-se, basicamente,
aos Oleos essenciais citricos, obtidos como subprodutos da inddstria de sucos
(SOCIEDADE NACIONAL DE AGRICULTURA, 2017).

Dados da Divisdo de Estatistica das Nac¢fes Unidas, do banco de dados de
estatisticas do comércio de commodities (Commodity Trade Statistics Database —
ComTrade), mostram que o Brasil, no ano de 2018, exportou um pouco mais de 28
toneladas de OE de laranja, totalizando $ 258 milhdes de dolares; 355 kg de OE de

limdo ($ 10 milhdes de ddlares); 270 Kg de OE de frutas citricas (espécie nao
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informada); 567 Kg de OE de espécies ndo informadas; e 158 Kg de OE de hortela-
pimenta. Ja no ano de 2019, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o Brasil exportou 30 toneladas de OE de laranja, 587 Kg de OE de lim&o ou
de outros citricos, e 21 toneladas de outros OE, que ndo de espécies citricas.

Ha, ainda, uma tendéncia de aumento na utilizacdo de OE, uma vez que ha
uma multiplicacéo do dito “consumo verde” por parte da populagdo cada vez mais
preocupada com a contaminacdo causada por produtos quimicos sintéticos,
especialmente o mercado europeu. Assim, as industrias cada vez mais buscam
produtos de origem vegetal na composicdo de seus produtos e no controle de
pragas na agricultura, bem como a medicina avanga na aplicagdo dos OE e sua
grande gama de compostos quimicos no tratamento de doencas e combate a

superbactérias.

2.3 FAMILIA LAMIACEAE

A maioria das espécies da familia Lamiaceae € conhecida pelo seu uso
condimentar e muitas delas possuem atividade bioldgica ja relatada na literatura por
diversos autores (LORENZI e MATOS, 2008). Essas espécies biossintetizam, pelo
metabolismo secundario, importantes compostos de interesse comercial, dentre eles
destacam-se os 6leos essenciais.

Sao diversos os géneros nessa familia, ricos em compostos bioativos, como,
por exemplo: Lavandula, Melissa, Mentha, Ocimum, Origanum, Plectranthus,
Rosmarinus, Salvia e Thymus (JUDD et al., 2009).

Estudos jA4 demonstraram que infusbes em diferentes concentracbes de
Mentha pulegium L., pelo teste de A. cepa, possuem atividade antiproliferativa e nao
genotoxica (TEDESCO et al., 2012). Extratos aquosos de Peltodon longipes Kunth
ex Benth exibiram efeito antiproliferativo e genotéxico sobre raizes de A. cepa
(KUHN et al.,, 2015). Em outro experimento, Farias et al. (2018) mostraram que
extratos aquosos de Rosmarinus officinalis, nas concentracées de 5 e 20 g.Lt, ndo
apresentam efeito mutagénico e ainda possui potencial antimutagénico, reduzindo
danos ao DNA decorrentes da exposi¢ao ao arsénio.

Em espécies do género Lavandula, os monoterpenos encontrados com maior
frequéncia sao linalol, borneol, canfora e 1,8-cineol (UPSON e ANDREWS, 2004). O
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linalol, composto também presente no 6leo essencial de manjericdo, é importante
para a industria farmacéutica e cosmética, por ser usado como fixador de
fragrancias (CAMARGO; VASCONCELOS, 2014).

Timol e carvacrol, regularmente presentes nos 0leos essenciais dos géneros
Thymus e Origanum, sdo exemplos de terpenoides antioxidantes (VANDAR-UNLU et
al., 2003).

2.3.1. Thymus vulgaris L.

O tomilho, pertencente ao género Thymus, é uma planta bastante utilizada na
culinéria, mas também se destaca pelo seu uso na medicina popular. A planta € um
subarbusto (10 a 30 cm) perene, ereto, ramificado, muito aromatica, nativa do
Mediterraneo e cultivada no Sul e Sudeste do Brasil (PANIZZA, 1998; LORENZI e
MATOS, 2008). Suas folhas sdo pequenas, opostas, de cor verde acinzentada, de
oblongo-lanceoladas a lineares e contam com a presenca de tricomas glandulares,
as flores sé@o de cor branca-violeta claro (STAHL; VENSKUTONIS, 2012). A espécie
cresce bem em condi¢cdes quentes e aridas, e com solo bem drenado (PATIL et al.,
2021).

Acredita-se, que 0sS romanos, para evitar envenenamentos, consumiam o
extrato aquoso da planta antes ou durante as refeicbes (PATIL et al., 2021). Por
isso, destaca-se que o tomilho é uma rica fonte de vitaminas, especialmente A e C.
Suas folhas sdo uma excelente fonte de potéssio, calcio, ferro, manganés, magnésio
e selénio. (DAUQAN; ABDULLAH, 2017).

Além de ser uma planta utilizada na culinaria, como tempero, o tomilho possui
outras funcdes ja reconhecidas, como: inseticidas, fungicidas, antimicrobianas e
antioxidante (MIRANDA et al., 2015). Na medicina popular, a infusédo de tomilho &
utilizada para tratar tosse (DAVID; DAVID, 2017), resfriados e diabetes; também é
calmante para dor de garganta (EKOH et al., 2014). Ha relatos da importancia do
tomilho em questdes dermatoldégicas, como acne, pele oleosa, dermatite e picadas
de insetos (PATIL et al., 2021).

Estudos demonstraram potencial dos extratos aquosos de tomilho para
prevenir ou reverter alteragfes induzidas pelo paracetamol em ratos, através da sua
atividade antioxidante (ABD EL-KADER; MOHAMED, 2012). O tomilho também pode
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melhorar o funcionamento do figado e atuar como estimulante do apetite
(PRASANTH REDDY et al., 2014).

Estudos in vitro ja mostraram atividade antitumoral do OE de tomilho em
células de leucemia (AAZZA et al., 2014). Nolkemper et al. (2006), testando os
extratos aquosos de tomilho, mostraram atividade inibitoria contra o virus do herpes
simples (Herpes Simplex Virus — HSP).

O dleo essencial do tomilho vem sendo utilizado com finalidade expectorante
(HEINZMANN et al., 2017). Na aromaterapia, € utilizado para tratar fadiga,
ansiedade, dores de cabeca e reumaticas (AZAMBUJA, 2019). Na induastria
cosmética, devido a sua atividade antimicrobiana, o OE de tomilho € utilizado em
produtos como: desinfetantes, enxaguantes bucais e cremes dentais (GROSSMAN,
2005).

Devido aos efeitos antibacterianos, antifingicos e antioxidantes do OE de
tomilho, Nowak et al. (2012) indicam seu uso como conservante natural de
alimentos. Estudo de Santurio et al. (2014) comprovou a atividade antimicrobiana do
OE de tomilho, adicionando este em produto carneo, concluindo que o 6éleo pode ser
utilizado para aumentar a vida 0til de prateleira destes produtos e diminuir a
contaminagao por coliformes termotolerantes.

Ja foram relatados efeitos antifungicos do OE de tomilho, incluindo espécies
de fungos que deterioram alimentos, como Aspergillus (KUETE, 2017), e
Phakopsora euvitis, fungo causador da ferrugem da videira (FIALHO et al., 2015).

Existem relatos de diversos quimiotipos de tomilho, assim como em outras
espécies da familia Lamiaceae, ou seja, embora ndo haja diferencas morfolégicas,
existem populacdes distintas dentro da mesma espécie que apresentam um fenotipo
quimico distinto, com compostos ativos majoritarios diferentes (SCHMIDT et al.,
2012). Segundo Wolffenbittel (2019), os quimiotipos dependem minimamente dos
fatores ambientais, pois 0 que varia € 0 gendtipo entre as plantas. Ja foram
relatados varios quimiotipos em T. vulgaris, que sdo nomeados de acordo com seu
monoterpeno dominante: timol, geraniol, a-terpineol, linalol, carvacrol, B-cimeno, 1-
terpineno-4-ol, borneol (THOMPSON et al., 2003; SCHMIDT et al., 2012).

Apesar dessas diferencas na constituicAo quimica, no caso do tomilho,
autores ja demonstraram que os OE dos quimiotipos de T. vulgaris igualmente

mostraram eficacia contra varios microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos
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que contribuem para a deterioragcdo de alimentos (SCHMIDT et al.,2012),
evidenciando que apesar das diferencas quimicas, ha um sinergismo entre 0s
componentes presentes no OE.

O quimiotipo timol de T. vulgaris € o mais importante. Como o proprio nome
diz, o principal constituinte do OE é o timol (AKSEL, 2008; SHARANGI; GUHA, 2013;
DAUQAN; ABDULLAH, 2017), o qual constitui cerca de 50% do total, e €&
responsavel pelas suas propriedades antibidticas (FATIMAH, 2014), sendo ativo
contra as bactérias Salmonella e Staphylococcus (DAUQAN; ABDULLAH, 2017).
Além do timol, os principais constituintes volateis do tomilho séo: carvacrol, p-
cimeno, y-terpineno (JAKIEMIU et al., 2010; BORUGA et al., 2014; FATIMAH, 2014).

Autores como Golparvar e Bahar (2011) e Salehi et al. (2013) sugerem a
colheita do tomilho no inicio da floracéo, para se obter o maior rendimento do OE.

A composicdo dos compostos bioativos e sua quantidade vao ser
influenciados pelas condi¢cdes ambientais da area onde séo cultivadas e a época de
colheita (VAICIULYTE et al., 2017). O cultivo de plantas aromaticas, condimentares
e medicinais garante matéria-prima de qualidade e com uma composicdo quimica
mais homogénea, facilitando a padronizacéo e sua utilizagdo com maior seguranca e
eficacia (LOZIENE, 2009; VAICIULYTE ET AL., 2017; VAICIULYTE AND LOZIENE,
2015).

A norma internacional 1ISO 19817 (2017) especifica as caracteristicas do OE

de tomilho, quimiotipo timol, a fim de facilitar a avaliacdo de sua qualidade.

2.4 TESTES DE CITOGENOTOXICIDADE

Uma utilizacdo segura pela populacdo das inumeras plantas com efeitos
terapéuticos depende de testes préevios de toxicidade. De acordo com Fernandes
(2016), sdo os principios ativos das plantas que frequentemente apresentam
potencial toxico, como: alcaloides, compostos fendlicos (taninos), saponinas e
terpenos (6leos essenciais, esteroides). Se, por outro lado, essas substancias
podem provocar reacbes adversas a quem as consome, muitas delas, quando
utilizadas de forma consciente e terapéutica, apresentam propriedades benéficas no
tratamento de diversas patologias. E sabido que é a dose que diferencia a eficacia

da toxidez de uma substancia, e a chave é conhecer as doses adequadas e sua
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forma de aplicacéo, afim de evitar sérios problemas (MORAES; MARINHO-PRADO,
2016).

O teste de Allium cepa € um excelente modelo in vivo, pois as raizes de
cebola ficam em contato direto com a substancia a ser testada, e, assim, serve para
prever danos ao DNA de eucariotos (TEDESCO; LAUGHINGHOUSE 1V, 2012).

2.4.1. Teste de Allium cepa

O uso da citogenética, através do teste de A. cepa, para identificacdo de
possiveis efeitos citotoxicos e genotdxicos de extratos vegetais € amplamente
utilizado por pesquisadores como: Kuhn et al. (2015) — Peltodon longipes Kunth. ex
Benth., Coelho et al. (2017) — Echinodorus grandiflorus (Cham & Schlitdl.) Micheli e
Sagittaria montevidensis Cham. & Schlecht, Hister et al. (2019) — Psidium
cattleianum Sabine e Trapp et al. (2020) — Plectranthus barbatus Andrews. Estudos
de citogenotoxicidade de 6leos essenciais sobre células meristematicas de raizes de
A. cepa também j& foram realizados por: Hister et al. (2009) — Aloysia gratissima,
Frescura (2014) — Rosmarinus officinalis L., Pasqualli (2016) — Baccharis
dracunculifolia DC e Ubessi et al. (2019) — Chamomilla recutita (L.) Rauschert.

Além de sua longa histéria de uso em testes citotoxicolégicos, outras
vantagens no uso de A. cepa sdo seus cromossomos grandes e facilmente
observados ao microscopio; além de que esses podem revelar um efeito
(positivo/negativo) mesmo em niveis relativamente baixos de interacdo da
substancia testada com o material genético; e se tratando de um teste in vivo, 0s
resultados obtidos podem ser utilizados para avaliacdo de genotoxicidade em
plantas e em outros eucariotos, inclusive o homem (BONCIU et al. 2018).

A toxicidade genética pode ser refletida, inicialmente, pela inibicdo do
crescimento das raizes de cebola (citotoxicidade) e, também, pela presenca de
alterac6es nos cromossomos (genotoxicidade) (FISKESJO, 1995). O aparecimento
de alteracbes no ciclo celular de organismos — teste — tanto pela inibicdo ou
incremento da divisao celular como pela ocorréncia de mutagées cromossémicas — €
um indicativo de citogenotoxicidade das substancias avaliadas (SOUZA et al. 2005).

Um aumento no indice mitdtico de células meristematicas de A. cepa pode

levar a uma multiplicagdo desordenada de células, o que pode ocasionar, também,
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um maior numero de mutacdes e resultar na formagéo de tumores nos seres Vivos
(LEME; MARIN-MORALES, 2009). As substancias genotoxicas tém propriedades
quimicas e fisicas em comum, que possibilitam sua interagdo com os &acidos
nucleicos, e a sua deteccao através de biotestes permite a identificacdo de possiveis
riscos a saude humana (VARANDA, 2006).

O teste de A. cepa realizado de forma conjunta com outros testes (EREN;
OZATA, 2014) e testes utilizando células animais in vitro demostraram resultados
semelhantes (VICENTINI et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2003; PALMIERI et al.,
2014), mostrando correlacdo entre ensaios utilizando diferentes tipos de células,
validando estes modelos como sensiveis e confiaveis para testar o potencial
citogenotoxico de quaisquer compostos naturais/quimicos/sintéticos. Desta forma, os
estudos utilizando A. cepa como organismo-teste podem fornecer relevantes
informacdes para garantir a seguranca no uso de plantas medicinais, arométicas e

condimentares pela populacédo em geral.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTIVO DE TOMILHO EM ESTUFA

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo adaptada com sistema de
fertirrigacéo, localizada no Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciéncias Rurais
(CCR), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Santa Maria é uma cidade de clima Cfa (subtropical umido, com verdo quente,
podendo haver estiagem), segundo Kéeppen, localizada no centro do estado do Rio
Grande do Sul (S: 29 ° 42 '23'"; W: 53 ° 43' 15 ", a 95 metros de altitude ao nivel do
mar), tendo como caracteristica a nitida divisdo entre as estac¢fes climaticas. O
experimento foi conduzido em duas estacfes climaticas diferentes, inverno (com
inicio em junho de 2018) e verdo (com inicio em dezembro de 2018). O mesmo
experimento foi repetido no ano de 2019, também em duas estacdes, inverno (com
inicio em junho de 2019) e verdo (com inicio em dezembro de 2019).

As mudas de Thymus vulgaris, de tamanho homogéneo, foram adquiridas na
Floricultura do Colégio Politécnico, UFSM, e transplantadas para vasos de
polipropileno de 4 dmé3, preenchidos com substrato Maxfertil®, que apresenta
formulacdo de 85% casca de Pinus compostada, 10% Vermiculita e 5% cascas
carbonizadas de arroz e Pinus, além de aditivos corretivo de acidez (0,50%), fosfato
natural (0,50%) e fertilizante mineral N-P-K (0,60%). Os vasos ficaram sobre
bancadas, dentro de estufa de polietileno de baixa densidade, com espessura de
100 um.

Em cada bancada havia um reservatorio de 500 L para estocar a solucao
nutritiva. Ambos os experimentos foram compostos por cinco bancadas, cada uma
contendo 20 vasos (Figura 2), totalizando 100 vasos por experimento. Em cada uma
das bancadas, as plantas receberam solugcdes nutritivas com as diferentes
concentracdes de N. Durante o periodo em que as plantas permaneceram na estufa,
as unidades experimentais (vasos) foram movimentadas de lugar, aleatoriamente,

nas bancadas, mantendo sempre a divisdo dos grupos de tratamentos.
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Figura 2 — Thymus vulgaris L. (tomilho) cultivado em ambiente protegido no Departamento de
Fitotecnia, na Universidade Federal de Santa Maria

Fonte: préprio autor.

A solugdo nutritiva foi fornecida para as plantas por meio de uma fita
gotejadora, que foi conectada a uma bomba submersa dentro de cada reservatério.
Um timer foi utilizado para programar o horéario de fornecimento da solugéo nutritiva,
trés vezes ao dia. Em cada fertirrigagcdo, o excedente da solucdo nutritiva era
drenado através das bancadas, sendo a solugdo drenada recolhida por
encanamentos que retornavam ao reservatério de origem, em sistema fechado.

A solucdo nutritiva para o cultivo do tomilho foi baseada na proposta
elaborada por Frescura et al. (2018), que utilizou para o cultivo de Rosmarinus
officinalis (alecrim), também pertencente a familia Lamiaceae, com pequenas
modificacbes para que as concentracbes de N fossem aumentando entre as
bancadas (tratamentos), totalizando: 5, 7, 9, 11 e 13 mmol.L?, fornecido sob forma
de NOsz~ e NHs*. Os demais nutrientes tiveram a mesma composi¢do (em mmol.L1)
em todos os tratamentos: 1,4 de H2PO*; 4 de K*; 3,06 de Ca*?; 2 de Mg* e 6 de
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S0O42. O fornecimento dos micronutrientes foi feito por solucdo composta de
(mmol.L): 0,03 de Mo; 0,26 de B; 0,06 de Cu; 0,50 de Mn; 0,22 de Zn por meio de
uma solucéo estoque e, o quelato de ferro, separadamente (1 mg.L1).

A condutividade elétrica (CE) para a solu¢céo padrao foi mantida em 1,5 dS.m-
1, Um desvio maximo de 20% na CE foi tolerado, e para possiveis correcdes foi
utilizada, dependendo da necessidade, agua ou aliquotas de nova solugéo nutritiva.
Foi mantido um pH entre 5,5 e 6,5, permitindo-se um desvio de 0,2 unidades, e,
conforme a necessidade, adicionou-se NaOH ou H2SO4 na concentracdo de 1N.
Sempre que o volume final foi igual ou inferior a 50% do volume original, a solugéo
nutritiva foi completada.

Aos 60 dias de estufa do primeiro experimento de inverno, a coleta das
plantas foi realizada. A fim de mensurar os efeitos da sazonalidade, o material foi
coletado no dia que marcou a metade da estacdo (06 de agosto de 2018). Foi
calculada a soma térmica referente aos 60 dias em que as plantas permaneceram
na estufa durante o inverno. Para o experimento do verdo, utilizou-se a soma
térmica do inverno, para definir o dia da coleta das plantas, que foi quando a soma
térmica do verdo atingiu um valor proximo a do inverno.

O calculo da soma térmica diaria (STd°C dia) seguiu 0 método proposto de
Gilmore e Rogers (1958) e Arnold (1960), no qual:

STd = Tmed — Tb. 1 dia; se Tmed < Th, entdo Tmed = Th.

Levando-se em consideracdo que Tb = temperatura basal (°C) para a
espécie, e como ndo ha relatos na literatura sobre a temperatura basal para T.
vulgaris, convencionou-se usar 0 °C como a temperatura basal; Tmed = temperatura
média (°C) diaria do ar, calculada pela média aritmética entre as temperaturas
minima e maxima diarias do ar, de acordo com a estacdo convencional do INMET/8°
DISME, localizada a aproximadamente 500 metros da area experimental.

Das vinte plantas de cada tratamento (bancada), quatro plantas foram
coletadas para a verificagcdo da producdo de fitomassa, avaliando-se o peso da
massa fresca e da massa seca das plantas. Doze plantas por tratamento foram
separadas para a extracdo de Oleo essencial e outras duas para o preparo dos

extratos aquosos.
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3.2 ANALISE DOS MATERIAIS COLETADOS

3.2.1. Determinacéao da fitomassa

A coleta das plantas de tomilho foi realizada no inicio da manh&. No primeiro
experimento, as plantas foram coletadas 60 dias ap0ds serem colocadas na estufa,
ou seja, dia 06 de agosto de 2018, e calculou-se a soma térmica referente a esses
dias. Nos demais experimentos, quando a soma térmica se aproximou do valor do
primeiro, as plantas foram coletadas.

Imediatamente, apés a coleta foi determinada a massa fresca (MF), pesando-
se gquatro plantas inteiras por tratamento, em balanca analitica. Apds, as plantas
foram secas em estufa de circulagcéo forcada de ar, a temperatura de 60°C, e foram

novamente pesadas para determinacdo da massa seca (MS).

3.2.2. Extracédo do 6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial de T. vulgaris foi realizada a partir de plantas
inteiras (folhas e caules) frescas congeladas. No segundo ano, optou-se, também,
por realizar a extracdo de Oleo essencial de plantas secas. Este processo foi
realizado no Laboratério de Citogenética Vegetal e Genotoxicidade (LABCITOGEN)
do Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas (CCNE), UFSM.

O processo utilizado para a extracdo do 6leo essencial de plantas frescas e
secas foi o de hidrodestilacdo. Em um baldo de fundo redondo, com capacidade de
um litro, foram colocados 50 g de material fresco congelado, acrescentando-se 700
mL de agua destilada e levados a fervura por duas horas, apos o inicio da ebulicao,
em aparelho Clevenger (Figura 3). Para a extracdo de Oleo de material seco, foi
utilizado um baldo de fundo redondo, com capacidade de dois litros, e foram
colocados 25 g de material seco, acrescentando-se um 1,3 L de agua destilada e

conduzidos a fervura por duas horas.
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Figura 3 — Extracao de 6leo essencial de Thymus vulgaris L. (tomilho) por hidrodestilagdo em
aparelho Clevenger

Fonte: préprio autor.

ApOGs a extracdo, o 6leo essencial foi coletado na forma de sobrenadante,
depositados em frasco ambar, pesado em balanca analitica, identificado e
armazenado a 4°C + 2°C, até a sua utilizagdo. Na sequéncia, o 0leo essencial foi
utiizado para a determinacdo do rendimento, do teor, para a andlise da
citogenotoxicidade através do teste de A. cepa e para a analise da composicao

fitoquimica por cromatografia gasosa.

3.2.3. Célculo do rendimento e teor do 6leo essencial

O rendimento do 6leo essencial (ROE), expresso em porcentagem de gramas

por peso da massa fresca (%g.MF1), foi determinado pela seguinte equacéo:
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ROE = média da massa fresca do tratamento X peso (gramas) de dleo extraido

massa da amostra (g)

O teor de OE foi obtido através da relagédo entre o peso (g) do 6leo extraido e
0 peso da amostra (g), multiplicado por 100, para se obter o valor do teor em
porcentagem. Destaca-se, que esses calculos foram realizados em trés repeticdes, a
fim de verificar se fatores extrinsecos, como diferentes esta¢fes climéticas (inverno
e verdo) e diferentes aportes de N, afetam a producdo de Oleo essencial de T.

vulgaris.

3.2.4. Preparo dos extratos aquosos e diluicdo do 6leo essencial

O preparo dos extratos aquosos foi realizado no Laboratério de Citogenética
Vegetal e Genotoxicidade (LABCITOGEN), do Departamento de Biologia, Centro de
Ciéncias Naturais e Exatas (CCNE), UFSM. Plantas frescas (congeladas) e secas de
T. vulgaris foram utilizadas no preparo dos extratos aquosos, por infusdo em agua
destilada, por 10 minutos, nas concentragées de 6 g.Lt (MARTINS et al., 2000) e de
12 g.L1, conforme Figura 4a. Ap6s o preparo, os extratos foram filtrados e utilizados

no teste de A. cepa para analise de citogenotoxicidade.

Figura 4 — Preparacéo dos extratos aquosos (a) e diluicdo do 6leo essencial (b) de Thymus vulgaris L.
(tomilho)

Fonte: préprio autor.
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Uma amostra de cada extrato foi entéo liofilizada no Laboratério de Andlise
Fitoquimica, do Departamento de Farmacia Industrial, Centro de Ciéncias da Saude
(CCS), UFSM. O material liofilizado foi utilizado para a determinacdo dos compostos
fendlicos, por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE).

A diluicdo do 6leo essencial foi realizada com etanol absoluto, obtendo-se as
concentracdes de 0,10% e 0,25%, Figura 4b. Amostras de Oleo (extraido de plantas
coletadas no inverno e no verdo) foram analisadas por cromatografia gasosa (CG)

para determinacédo da composicao fitoquimica.

3.2.5. Tratamentos e critérios de andlise pelo teste de Allium cepa

A andlise citogenética utilizando o teste de A. cepa foi conduzida no
LABCITOGEN, CCNE, UFSM. Este bioteste consiste no exame de células
meristematicas de raizes de A. cepa (cebola) para a determinacdo de indices
mitoticos e na busca por alteracdes cromossémicas.

Para o teste de citogenotoxicidade dos extratos aquosos de tomilho, 10
grupos de quatro bulbos de cebola (repeticdes) foram colocados em agua destilada,

até emitirem raizes, conforme a Figura 5.

Figura 5 — Bulbos de cebola (Allium cepa) dispostos em copos plasticos com 4gua destilada,
aguardando a emisséo de raizes

Fonte: préprio autor.

Apbs a emergéncia das raizes, cada grupo de quatro bulbos de cebolas foi
transferido para um dos tratamentos a seguir: controles (controle negativo = agua
destilada e controle positivo = herbicida glifosato) e extratos aquosos de tomilho,
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onde permaneceram por 24 horas. A descricdo detalhada dos tratamentos e

controles utilizados sdo os apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Tratamentos utilizados na avaliacao da cito e genotoxicidade dos extratos aquosos de
tomilho (Thymus vulgaris L.), pelo teste de Allium cepa

Tratamento Descricao
CN Controle negativo em agua destilada
CP Controle positivo em glifosato 2%

EAF6I Extrato aquoso de 6 g.L"1 — infuséo de plantas de tomilho frescas congeladas
coletadas no inverno

EAF6V Extrato aquoso de 6 g.L"1 — infusédo de plantas de tomilho frescas congeladas
coletadas no veréao

EAF12 Extrato aquoso de 12 g.L! - infusdo de plantas de tomilho frescas congeladas
coletadas no inverno
Extrato aquoso de 12 g.L* - infusdo de plantas de tomilho frescas congeladas

EAF12V N
coletadas no veréo

EASHI _Extrato aquoso de 6 g.L* - infusdo de plantas de tomilho secas coletadas no
inverno

EAS6V Ext[ato aquoso de 6 g.L'1—infusdo de plantas de tomilho secas coletadas no
verdo

EAS12| _Extrato aquoso de 12 g.L1 - infusdo de plantas de tomilho secas coletadas no
inverno

EAS12V Ext[ato aquoso de 12 g.L1 - infusdo de plantas de tomilho secas coletadas no
verao

Fonte: préprio autor.

Posteriormente, para o teste de citogenotoxicidade do Oleo essencial de
tomilho, sete grupos de quatro bulbos de cebola (repeticées) foram colocados em
agua destilada, até emitirem raizes. Ap0s a emergéncia das raizes, cada grupo de
quatro bulbos de cebolas foi transferido para um dos tratamentos a seguir: controles
(controle negativo = agua destilada; controle negativo relativo a diluicdo do 6leo =
etanol; e controle positivo = glifosato) e 6leos essenciais diluidos de tomilho, onde
também permaneceram por 24 horas. A descricdo detalhada dos tratamentos e
controles utilizados neste segundo experimento sao 0s apresentados na Tabela 2.

Em ambos os experimentos, apds o periodo de aplicacdo dos tratamentos, as
raizes foram coletadas, incluindo tratamentos e controles, fixadas em etanol: acido
acético (na proporcado 3:1), por 24 horas, e armazenadas em etanol 70% sob

refrigeracao.
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Tabela 2 - Tratamentos utilizados na avaliacdo da cito e genotoxicidade do 6leo essencial de tomilho
(Thymus vulgaris L.), pelo teste de Allium cepa

Tratamento Descricao
CN Controle negativo em agua destilada (CN)
CNE Controle negativo em etanol (CNE)
CP Controle positivo em glifosato 2% (CP)

Oleo essencial (0,10%) - extraido de plantas de tomilho frescas congeladas

OEO010I ;
coletadas no inverno
Oleo essencial (0,10%) - extraido de plantas de tomilho frescas congeladas
OEO10V ~
coletadas no verao
OE025I Oleo essencial (0,25%) - extraido de plantas de tomilho frescas congeladas
coletadas no inverno
OE025V Oleo essencial (0,25%) - extraido de plantas de tomilho frescas congeladas

coletadas no verao

Fonte: préprio autor.

O preparo das laminas seguiu o método de esmagamento (GUERRA e
SOUZA, 2002), com pequenas modificacbes. Onde, primeiramente, as raizes de
cebola armazenadas em etanol 70% foram lavadas em agua destiladas e, apos,
hidrolisadas em &cido cloridrico (HCI) 1N, por cinco minutos. Em seguida, as raizes
foram novamente lavadas com &gua destilada e colocadas sobre uma lamina
histologica, onde, com o auxilio de pinca e agulha a regido meristematica foi
seccionada e corada com uma gota de orceina acética 2%. Apds, com o auxilio de
um bastdo de vidro, a regido meristematica, juntamente com o corante, foi
esmagada e sobre esse material foi colocada uma laminula.

Para cada tratamento, duas laminas foram preparadas (repeticbes). Ao
microscopio 6ptico da marca Leica, as laminas foram examinadas pelo método de
varredura, no aumento de 40X. Em cada lamina, quinhentas células foram
analisadas, totalizando 1000 células por bulbo e 4000 células por tratamento.

As células meristeméticas analisadas foram classificadas de acordo com o
estagio da divisdo celular em que foram encontradas (interfase, préfase, metéfase,
anafase e teldfase). O indice mitético (IM) foi calculado pela razdo do numero de
células em divisdo pelo numero total de células analisadas e multiplicado por 100,
para se obter o IM em porcentagem (%). Irregularidades cromossdémicas, como
micronucleos, metafases desorganizadas, pontes na anafase e telofase,
cromossomos adiantados, fragmentos de cromossomos perdidos, entre outras,
também foram contabilizadas e fotografadas. O indice genotoxico (IG) foi calculado
pela razdo do numero de células com alteracdes, pelo niamero total de células

analisadas e multiplicado por 100.
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3.2.6. Anélise fitoquimica por cromatografia

Nos extratos aquosos, bem como no OE tomilho, foram realizadas analises
cromatograficas, no Laboratério de Extrativos Vegetais (LABEVE), do Departamento
de Ciéncias Florestais, CCR, UFSM.

3.2.6.1 Cromatografia liquida

As amostras de tomilho foram analisadas por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia em aparelho UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) acoplado
a um detector DAD (Diode Array Detector) (Agilent 1200 infinity), equipado com
bomba, injetor automatico, e utilizando uma pré-coluna Poroshell 120 EC-C18 (3,0 x
5 mm; 2,7 nm) e uma coluna cromatografica de fase reversa Poroshell 120 EC-C18
(4,6 x 50 mm; 2,7 um). O equipamento foi operado a temperatura ambiente (23° +
1°C) e os dados foram obtidos e processados usando o software ChemStation
(Hewlett Packard, Alemanha).

O método cromatogréafico empregado foi baseado na metodologia descrita por
Evaristo e Leitdo (2001), com adaptacfes. A fase médvel consistiu em 1% (v/v) de
acido acético grau HPLC (Sigma-Aldrich®) em &gua ultrapura, com pH igual 4
ajustado com hidréxido de amonio (fase A), e metanol grau HPLC (Tedia®) (fase B).
As amostras de extratos aquosos de tomilho liofilizadas (de plantas secas cultivadas
no inverno - PSI e de plantas frescas cultivadas no verédo - PFV) foram diluidas na
fase B (metanol), ja a amostra de extrato de plantas secas cultivadas no verao (PSV)
foi diluida na fase A (acido acético 1%, pH = 4) (1 mg.mL™?). Os padrées analiticos
de referéncia foram diluidos em metanol (fase B) e as respectivas curvas analiticas
em diferentes concentra¢des foram construidas.

Todas as amostras foram injetadas (volume de injecdo de 5 pL) sob as
seguintes condi¢cbes cromatograficas: temperatura da coluna de 40 °C, fluxo de 1,2
mL.min, tempo total de analise de 45 min e pressdo maxima de 400 bar. O
gradiente de eluicdo dos solventes A e B encontra-se descrito na Tabela 3. O

comprimento de onda de deteccdo eleito para a andlise foi de 250 nm. Todas as
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amostras foram analisadas em triplicata. A amostra de extrato aguosos de plantas
frescas cultivadas no inverno (PFI) ndo foi possivel de ser analisada pois havia
material insuficiente.

Os extratos aquosos de tomilho foram analisados quanto a presenca dos
seguintes compostos fendlicos: acido cafeico, acido clorogénico, acido elagico, acido
géalico, acido rosmarinico, apigenina, catequina, epicatequina, canferol, luteolina,
quercetina e rutina (Sigma-Aldrich®, pureza = 95%). A identificacdo dos picos de
cada amostra foi realizada utilizando os cromatogramas obtidos em cada injecéo e
comparados com 0s espectros de absorcao e tempos de retencdo dos padrdes. A
quantificacdo do composto identificado foi realizada a partir de curva analitica, obtida
utilizando os padrdes analiticos de referéncia sob condicbes cromatograficas

idénticas as das amostras.

Tabela 3 - Gradiente de eluig&o dos solventes A e B

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)

0 100 0

5 90 10
10 80 20
15 70 30
20 50 50
25 30 70
30 20 80
35 10 90
40 0 100

A = acido acético grau HPLC (Sigma-Aldrich®); B = metanol grau HPLC (Tedia®).
Fonte: préprio autor.

3.2.6.2 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) foi
utilizada para determinar a composicdo quimica do 6leo essencial de tomilho. Foi
utilizado um sistema hifenado AGILENT 7890A, equipado com um detector seletivo
de massas série 5075C (CG-EM). Para a analise de extrativo, uma aliquota de 2 uL
de OE foi diluida em 1 mL de hexano (grau HPLC).

Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida DB5-MS (Hewlett Packard, 5%
de fenil, 95% de metilsiloxano, 30 m x 0,25 mm, espessura de filme: 0,25 mm). Em
relacdo aos parametros, a energia de ionizacdo foi de 70 eV, a divisédo de fluxo 1:

100 e o programa de temperatura foi o seguinte: 40 °C durante 4 min; 40 - 320 °C a



58

4°C.minl. O géas carreador foi o hélio, com taxa de fluxo de 1 mL.minl. A
temperatura configurada para injetor e detector foi de 150°C e 280°C,
respectivamente. A identificacdo dos constituintes ocorreu por comparacado dos seus
indices de retencdo, determinados por uma curva de calibracdo de n-alcanos
injetados sob as mesmas condigbes cromatograficas das amostras, e dos padrbes
de fragmentagdo de massas com os mencionados na literatura (ADAMS, 2009;
NIST, 2010).

Os compostos quimicos do OE foram quantificados por cromatografia gasosa
com deteccéo por ionizagdo em chama (CG/DIC), num equipamento Agilent 7890A.
Os parametros das andlises corresponderam aos descritos anteriormente, com
excecdo dos seguintes: injecdo com divisdo de fluxo de 1:50; temperatura do injetor
e detector: 300°C. A determinacdo da percentagem dos componentes quimicos

ocorreu com base na normalizacdo de area dos picos.

3.2.7. Andlise estatistica

O delineamento utilizado no experimento da estufa foi o inteiramente
casualizado (DIC), conduzidos em esquema bifatorial (2X5), com um fator
qualitativo, duas estacdes do ano, e um fator quantitativo, cinco concentracdes de
nitrogénio (N) na solucdo nutritiva. Todos os dados de producdo de fitomassa, de
rendimento e de teor de Oleo essencial foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA), foram comparados pelo teste de Scott-Knott e avaliados por regressao
polinomial, a 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o0 programa estatistico
SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2014).

O teste de Allium cepa foi conduzido de acordo com o delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Dentro de cada repeticdo foram
realizadas analises de laminas em duplicata. Os dados correspondentes ao teste de
A. cepa, indice mitotico (IM) e indice genotoxico (IG), foram comparados pelo teste
de Scott-Knott (p < 0,05).

Os dados referentes a analise fitoquimica e quantificagdo dos compostos
presentes no Oleo essencial foram submetidos a estatistica multivariada, com

analise de agrupamento hierarquico utilizando o software GENES (CRUZ, 2013),
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utiizando a distancia de Mahalanobis como medida de dissimilaridade, e o
agrupamento foi realizado pelo método de Tocher.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro ano (2018), a soma térmica correspondente aos 60 dias do
experimento do inverno, a qual foi calculada em ST = 827,15, tendo como
temperatura média neste periodo 13,3°C. Nesse periodo, a média da insolacéo total
diaria — intervalo total de tempo (entre o nascimento e o por do sol) em que o sol ndo
esteve oculto — foi de 3,63 horas.

No experimento do verdao (2018/19) as plantas foram coletadas quando a
soma térmica atingiu um valor préximo a do inverno (STd = 836,85), completando 33
dias na estufa, sendo nesses dias a temperatura média de 25,3°C e a insolacédo total
diaria média de 6,84 horas. A andlise de variancia demonstrou a presenca de
interacao significativa entre os dois fatores analisados: estagdes de cultivo (inverno e
verao) versus tratamentos (diferentes concentracdes de N na solucéo nutritiva).

No segundo ano do experimento, no inverno de 2019, quando a soma térmica
atingiu um valor aproximado ao do primeiro ano (STd = 837,45), as plantas foram
coletadas, totalizando 58 dias, tendo como temperatura média no periodo de 14,9°C
e a insolacdo total diaria média de 4,93. JA no segundo experimento do verdo
(2019/20), as plantas ficaram 33 dias na estufa (STd = 839,10), recebendo os
nutrientes por fertirrigacdo, sendo a temperatura média no periodo de 25,4°C. Nesse
periodo, a insolacéo total diaria média foi de 8,5 horas.

Como no primeiro ano do experimento, a analise de varidncia demonstrou a
presenca de interacdo significativa entre os dois fatores analisados: estacbes de
cultivo (inverno e verdo) versus tratamentos (diferentes concentracbes de N na

solucéo nutritiva).

4.1 DETERMINACAO DA FITOMASSA

Nos experimentos em estufa, ap0s a coleta, quatro plantas por tratamento

foram separadas aleatoriamente para pesagem e determinacdo da massa fresca e,
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posteriormente, da massa seca (Figura 6), e, a seguir, foi efetuado o célculo da

média para cada tratamento.

Figura 6 — Pesagem de plantas de Thymus vulgaris L. (tomilho) frescas, logo apds a colheita, e apés
secagem em estufa a 60°C

Fonte: préprio autor.

A fitomassa fresca, dos dois experimentos em estufa (repeticdo ano 1 e ano

2), podem ser observadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores médios da fitomassa fresca de plantas de Thymus vulgaris L. (tomilho) cultivadas
sob diferentes concentrag6es de nitrogénio (N), nas épocas de inverno e verdo, nos anos de 2018 a

2020

Inverno Verao Inverno Verao
2018 2018/19 2019 2019/20

Tratamento MF (9) MF (9) MF (9) MF ()
1 10,4084 10,3624 12,7924 17,5084
2 10,6324 8,922A 17,6928 24,4328
3 12,4084 11,9234 17,9924 24,8628
4 15,4084 12,5184 20,0928 23,2628
5 13,6124 24,35bC 19,3028 34,95bD

T1 = Concentracdo de N na solucdo nutritiva de 5 mmol.L-1, T2 = 7 mmol.L*1, T3 =9 mmol.L1, T4 =11
mmol.Lt e T5 = 13 mmol.L1. MF = massa fresca.
*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05). As letras minGsculas comparam os tratamentos e as mailsculas comparam as estacoes.
Fonte: préprio autor.

A fitomassa seca, dos dois experimentos em estufa (repeticdo ano 1 e ano 2),

podem ser observadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Valores médios da fitomassa seca de plantas de Thymus vulgaris L. (tomilho) cultivadas
sob diferentes concentrag6es de nitrogénio (N), nas épocas de inverno e verdo, nos anos de 2018 a

2020

Inverno ~ Inverno Verao
2018 Verao 2018719 | Ty 2019/20

Tratamento MS (g) MS (g) MS (g) MS (g)
1 2,332A 1,584 2,8328 3,843B"

2 2,818 1,618 3,963¢ 5,302P

3 2,853 1,893A 4,248 5,108

4 3,703 2,213 4,7528 4,7128

5 3,092A 4,085 4,273A 6,360

T1 = Concentracdo de N na solugdo nutritiva de 5 mmol.L%, T2 =7 mmol.L%, T3 =9 mmol.L?, T4 =11
mmol.L-* e T5 = 13 mmol.Lt. MS = massa seca.
*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05). As letras minUsculas comparam os tratamentos e as mailsculas comparam as estacées.
Fonte: préprio autor.

As MF e MS, no periodo do inverno de 2018, ndo diferiram estatisticamente
entre os tratamentos. No periodo do verdo 2018/19, a MF e a MS do tratamento 5
(maior dose de N = 13 mmol.L?), 24,35 g e 4,08 g, respectivamente, diferiram
estatisticamente dos demais tratamentos. Dessa maneira, evidencia-se que além do
aumento da concentracdo de N na solucdo nutritiva, a temperatura maior observada
na estacao verao, dos anos de 2019 e 2020, teve um papel importante no aumento
do crescimento vegetativo das plantas de tomilho.

Na repeticdo do experimento, da mesma maneira que ocorreu no ano
anterior, no inverno de 2019, as MF e MS néo diferiram estatisticamente entre 0s
tratamentos. No periodo do verdo 2019/20, apenas a MF e a MS do tratamento 5
diferiram estatisticamente dos demais tratamentos (34,95 g e 6,36 g,
respectivamente).

Percebe-se que a fitomassa, no inverno, tanto no ano de 2018 como no ano
2019, ocorreu um pequeno aumento, porém, ndo o suficiente para ocorrer diferenca
significativa entre os tratamentos. Por outro lado, nos experimentos de verdo, com
uma temperatura média 12°C superior, as plantas comportaram-se de maneira
diferente, sendo o tratamento 5 o Unico que diferiu estatisticamente dos demais
tratamentos, tanto para a MF como para a MS. No verdo 2018/19, a MF do
tratamento 5 (24,35 g) foi 94,6% superior a do tratamento 4 (12,51 g) e 78,9% maior
gue o mesmo tratamento 5 (13,61 g), do inverno 2018. A MF do tratamento 5 (34,95
g), no verao 2019/20, foi 50,2% maior que a do tratamento 4 (23,26 g) e 81% maior
gue o tratamento 5 (19,30 g), do inverno 2019.
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Em estudo realizado por Mortensen (2014), o aumento de 6°C na
temperatura, de 18°C para 24°C, aumentou o peso de tomilho em 58%. Além da
temperatura que estimula o desenvolvimento das plantas de tomilho, acredita-se que
0 aumento da disponibilidade de N também interfira positivamente no crescimento,
uma vez que foi calculada a soma térmica nos periodos em que as plantas
permaneceram na estufa. Do tratamento 1 (N =5 mmol.L?) ao tratamento 5 (N = 13
mmol.LY) houve um aumento de 135% no primeiro experimento de verdo (2018/19)
na massa fresca produzida, de 10,36 g a 24,35 g, e 99% no segundo verao
(2019/20), de 17,50 g a 34,95 g.

Em experimento realizado por Baranauskiené et al. (2003), doses diferentes
de fertilizantes nitrogenados em plantacéo de tomilho néo tiveram efeito significativo
sobre o teor e a composicao do 6leo essencial, porém, resultou em maior producéo
de biomassa e, consequentemente, em maiores rendimentos de 6leo essencial por
area de cultivo, sendo as doses de 45-90 kg.ha' as mais eficazes.

A Figura 7 mostra o progresso da fitomassa, a medida que houve um
aumento no aporte de N disponivel na solug¢édo nutritiva e, também, entre o inverno
de 2018 e o verdo de 2018/19, quando as maiores temperaturas influenciaram

positivamente o crescimento das plantas de tomilho.
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Figura 7 — Aumento da fitomassa de plantas de tomilho (Thymus vulgaris L.) em relacao as diferentes
concentracdes de nitrogénio (N) na solucao nutritiva e épocas de cultivo (inverno 2018 e 2019; veréo
2018/19 e 2019/20)
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a) Massa fresca; b) Massa seca.
Fonte: préprio autor.
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4.2 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL

Os resultados médios de rendimento do 6leo essencial de T. vulgaris fresco
congelado, obtido na extracéo por hidrodestilacdo em Clevenger estdo apresentados
na Tabela 6. Através do célculo de rendimento do 6leo essencial de tomilho,
demonstrado em porcentagem de gramas por peso da massa fresca (%g.MF1),
constatou-se que o aumento do aporte de N e a temperatura mais elevada
proporcionaram um maior crescimento vegetativo das plantas de tomilho, e,

consequentemente, fez aumentar o rendimento do éleo essencial.

Tabela 6 - Valores médios do rendimento do 6leo essencial extraido a partir de plantas de tomilho
(Thymus vulgaris L.) frescas congeladas, cultivadas sob diferentes concentra¢des de nitrogénio (N),
nas épocas de inverno e veréo

Inverno 2018 Verao 2018/19 Inverno 2019 Verao 2019/20
Tratamento ROE (%g.MF1) ROE (%g.MF1) ROE (%g.MF1) ROE (%g.MF1)
1 2,30%A 2,802 2,233 3,402~
2 3,674 2,473 2,334 5,70b8
3 3,534 3,634 3,104 5,83b8
4 5,07bPA 4,032A 5,07pPA 6,678
5 5,07PA 8,30v8 5,80PA 10,27¢C

T1 = Concentracdo de N na solucdo nutritiva de 5 mmol.L'1, T2 = 7 mmol.L*1, T3 =9 mmol.L?, T4 =11
mmol.L-t e T5 = 13 mmol.Lt. ROE = rendimento do 6leo essencial.
*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05). As letras minlUsculas comparam os tratamentos e as mailsculas comparam as estacoes.
Fonte: préprio autor.

Pode-se dizer que o aporte maior de N fez com que o rendimento
aumentasse, mais acentuadamente no verdo. Nos dois invernos, os tratamentos 4 e
5 (doses de N = 11 e 13 mmol.L, respectivamente) diferiam dos demais, com maior
ROE. No verdo 2018/19, o tratamento 5 foi 0 que apresentou maior ROE, diferindo
dos demais. Ja no verdo 2019/20, os tratamentos 2, 3 e 4 nado diferiram entre sim,
porém, diferiram do tratamento 1 e, também, do tratamento 5, que novamente foi 0
gue obteve o maior rendimento.

No verdo 2018/19, o ROE do tratamento 5 (8,3 %g.MF1) foi 63,7%, superior
gue o mesmo tratamento 5 (5,07 %g.MF) do inverno 2018. O ROE do tratamento 5
(10,27 %g.MF1), no verdo 2019/20 foi 77% maior que o tratamento 5 (5,80 %g.MF1)
do inverno 2019. Do tratamento 1 (N =5 mmol.L?) ao tratamento 5 (N = 13 mmol.L™t)

houve um aumento de 196,4% no primeiro experimento de verdo (2018/19), no
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rendimento do 6leo, de 2,80 a 8,30 %g.MF1, e 202% no segundo verdo (2019/20),
de 3,40 a 10,27 %g.MF1.
A Figura 8 mostra a regressao polinomial do rendimento do 6leo essencial

nas duas épocas de cultivo, com diferentes concentracdes de N.

Figura 8 — Rendimento do 6leo essencial de plantas de tomilho (Thymus vulgaris L.) cultivadas sob
diferentes concentrag8es de nitrogénio (N) na solugdo nutritiva e épocas de cultivo (inverno e verao)
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Fonte: préprio autor.

Outros autores obtiveram menores rendimentos de 6leo essencial de tomilho,
de 1,86% (JAKIEMIU et al., 2010) e 1,57% (OZCAN e CHALCHAT, 2004), inferior ao
detectado neste estudo, provavelmente por terem usado material vegetal seco.
Autores como Sifola e Barbieri (2006) também obtiveram aumento na producdo de
fitomassa e de rendimento do 6leo essencial de Ocimum basilicum (manjericdo) com
adubacdao nitrogenada.

Em relagcdo ao teor do Oleo essencial de tomilho, ndo houve interacéo
significativa entre os dois fatores analisados: esta¢gdes de cultivo (inverno e veréo)

versus tratamentos (diferentes concentracbes de N na solugéo nutritiva), ou seja,
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nao houve diferenca significativa entre os tratamentos, apenas havendo diferenca
entre as médias do teor de OE entre as estacfes, sendo o inverno 2018 e o verao
2018/19 as estacBes com maior teor de OE, seguido do verdao 2019/20 e, por ultimo,

o inverno 2019. Os valores do teor de OE estao discriminados na Tabela 7, a seguir.

Tabela 7 - Valores médios do teor de 6leo essencial extraido a partir de plantas de tomilho (Thymus
vulgaris L.) frescas congeladas, cultivadas sob diferentes concentracdes de nitrogénio (N), nas
épocas de inverno e verao

Inverno 2018 Veréo 2018/19 Inverno 2019 Veréo 2019/20
Tratamento Teor OE (%) Teor OE (%) Teor OE (%) Teor OE (%)
1 0,222 0,282 0,182 0,192
2 0,35 0,272 0,132 0,232
3 0,292 0,312 0,172 0,232
4 0,31° 0,322 0,25 0,292
5 0,37° 0,342 0,30° 0,292
Média 0,30¢ 0,30¢ 0,212 0,25

T1 = Concentrac¢do de N na solu¢éo nutritiva de 5 mmol.L't, T2 =7 mmol.L1, T3 =9 mmol.L?, T4 =11
mmol.L't e T5 = 13 mmol.L. OE = 6leo essencial.
*Médias seguidas por letras iguais nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).
Fonte: préprio autor.

Os teores de OE variaram apenas entre os tratamentos com diferentes doses
de nitrogénio durante o inverno, sendo os tratamentos 4 e 5, com maiores doses de
nitrogénio (11 e 13 mmol.L, respectivamente), os com maior teor de 6leo. Ja
durante o verdo, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com doses
diferentes de N e o teor de 6leo. Nesse sentido, em temperaturas mais elevadas o
teor de 6leo ndo sofreu interferéncia de diferentes concentracbes de N na solucao
nutritiva. Por outro lado, em temperaturas mais baixas, uma maior concentracao de
N aumentou o teor de OE nas plantas de tomilho.

Deschamps et al. (2012) concluiram que fontes e doses de nitrogénio néo
influenciaram significativamente a biomassa de folhas e ramos Mentha x piperita L.,
assim como a produtividade e o teor do 6leo essencial, porém, segundo os autores,
0 hitrogénio inorganico aplicado nas formas de ureia e sulfato de aménio, pode
alterar significativamente a composi¢ao do 6éleo.

A fim de comparar a quantidade de 0leo essencial de tomilho em plantas
frescas e em plantas secas, na segunda repeticdo do experimento (inverno 2019 e
verdo 2019/20) também se extraiu 6leo de plantas secas, independentemente das

doses de N na solugéo nutritiva. O rendimento, em porcentagem de gramas por
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peso da massa seca (%g.MS™1), foi calculado a partir da extracéo de 25 g de material
seco. Esses dados estéo discriminados na Tabela 8, a seqguir.

Tabela 8 - Valores médios do rendimento do 6leo essencial (ROE) de plantas secas de tomilho
(Thymus vulgaris L.) cultivado nas épocas de inverno e verao

Inverno 2019 Verao 2019/20
ROE (%g.MF1) ROE (%g.MF1)
4,02 7,50

ROE = rendimento do 6leo essencial.
*Médias seguidas por letras iguais nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).
Fonte: préprio autor.

E possivel observar que o rendimento médio do OE de plantas secas
cultivadas no verao (7,5 %g.MF-1) foi 87,5%, maior que o de plantas cultivadas no
inverno (4,0 %g.MF-1), isto tem a ver com um maior crescimento vegetativo das
plantas quando expostas a temperaturas mais elevadas. Em relacdo ao teor de OE,
nao houve diferenca significativa nas duas estacfes, sendo que no inverno 2019 o
teor de OE nas plantas secas foi de 1,01% e no verao 2019/20 foi de 1,48%.

Apenas percebe-se uma grande diferenca em relacéo ao teor de OE extraido
de plantas frescas e de plantas secas. A média de teor de OE de plantas frescas no
inverno foi de 0,26% e no verdo de 0,27%. Assim, o teor de OE em plantas secas é
mais ou menos quatro vezes maior que em plantas frescas, independente da
estagdo, inverno (1,01%) ou verao (1,48%).

Usai et al. (2011), testando diferentes métodos de secagem, verificaram que
esses nao influenciaram a composicado quimica do 6leo essencial de tomilho. Rocha
et al. (2012) verificaram que a secagem das plantas ndo afetou o teor de timol

guando comparado com o da planta in natura.

4.3 CITOGENOTOXICIDADE DOS EXTRATOS AQUOSOS

A andlise de potenciais efeitos prejudiciais do uso de extratos de plantas
medicinais merece especial atencado, visto que ha, ainda, uma parcela das plantas

utilizadas na medicina popular, cuja constituicdo quimica é desconhecida, e isto
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associado ao consumo indiscriminado de chas ou derivados, 0s quais podem
provocar danos a saude, ao invés de beneficios.

Os resultados das analises das células meristematicas de pontas de raizes
de A. cepa submetidas aos extratos aquosos de tomilho estdo discriminados na
Tabela 9, onde se observa um efeito citogenotdxico dos extratos.

Tabela 9 - Numero de células meristematicas de Allium cepa (cebola) analisadas nos diferentes
tratamentos com extratos aquosos de Thymus vulgaris L. (tomilho) e seus respectivos indices
mitéticos e indices genotoxicos, incluindo células em interfase, em divisdo e com alteracdes
cromossémicas

Total de Células Células Células com
Tratamentos células em em alteracdes IM (%) 1G (%)
analisadas interfase divisado cromossbmicas

CN 4000 3804 196 0 4.,902* Qd*
CP 4000 3850 149 88 3.73P 2.202
EAFGI 4000 3847 153 36 3.83P 0.90p
EAF6V 4000 3843 157 24 3.93P 0.60¢
EAF12I 4000 3888 111 15 2.78¢ 0.38d
EAF12V 4000 3930 70 7 1.754 0.18d
EASG6I 4000 3884 115 15 2.88¢ 0.38d
EAS6EV 4000 3821 179 22 4.482 0.55¢
EAS12| 4000 3935 62 9 1.554 0.23d
EAS12V 4000 3943 58 5 1.454 0.13d

CN = controle negativo (agua destilada); CP = controle positivo (glifosato 2%); EAF6I = extrato
aquoso de 6 g.L - infusdo de plantas de tomilho frescas congeladas coletadas no inverno; EAF6V =
extrato aquoso de 6 g.L! — infusdo de plantas de tomilho frescas congeladas coletadas no verao;
EAF12| = extrato aquoso de 12 g.L! — infusdo de plantas de tomilho frescas congeladas coletadas no
inverno; EAF12V = extrato aquoso de 12 g.L! — infusdo de plantas de tomilho frescas congeladas
coletadas no verdo; EAS6I = extrato aquoso de 6 g.L! — infuséo de plantas de tomilho secas
coletadas no inverno; EAS6V = extrato aquoso de 6 g.L1 — infusdo de plantas de tomilho secas
coletadas no verdo; EAS12| = extrato aquoso de 12 g.L* — infusdo de plantas de tomilho secas
coletadas no inverno; EAS12V = extrato aquoso de 12 g.L-1 — infusdo de plantas de tomilho secas
coletadas no ver&o. IM = indice mitético. IG = indice genotdxico.

*Valores seguidos por letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p <
0,05).

Fonte: préprio autor.

Todos os extratos aquosos de tomilho exibiram atividade antiproliferativa, uma
vez que esses reduziram o IM em relagdo ao CN. Os tratamentos com 0s extratos
aguosos nas maiores concentracdes (EAF12l, EAF12V, EAS12] e EAS12V), tanto
de folhas frescas congeladas, como de folhas secas e independente da época de
colheita, foram os que mais inibiram a divisdo celular, com énfase nos extratos
aquosos na concentracéo de 12g.L* de folhas frescas do verdo (EAF12V) e secas
(EAS12l e EAS12V) que apresentaram 0os menores valores de IM, que n&o diferiram

estatisticamente entre si (IM = 1,75%, 1,55% e 1,45%, respectivamente).
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A Figura 9 ilustra algumas células meristematicas de pontas de raizes de

cebola visualizadas durante a analise das laminas.

Figura 9 — Fases da divisdo celular observadas em células meristematicas de raizes de cebola (Allium
cepa) tratadas com extratos aquosos de tomilho (Thymus vulgaris L.), visualizadas em microscépio
Optico

A) Interfase; B) Préfase; C) Metafase; D) Anéafase e E) Teléfase. Escala: 10um.
Fonte: préprio autor.

Diversos autores também relataram atividade antiproliferativa em extratos
aguosos de plantas medicinais, analisados pelo teste de A. cepa, como: Pterocaulon
polystachyum DC. (KNOLL et al., 2006), Luehea divaricata Martius (FRESCURA et
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al., 2012), Mentha pulegium L. (TEDESCO et al., 2012), Peltodon longipes Kunth. ex
Benth. (KUHN, et al., 2015) e Echinodorus grandiflorus (Cham & Schitdl.) Micheli
(COELHO et al., 2017).

Outros estudos demonstraram potencial dos extratos aquosos de tomilho para
prevenir ou reverter alteragc6es induzidas pelo paracetamol em ratos, através da sua
atividade antioxidante (ABD EL-KADER e MOHAMED, 2012). Ademais, é valido
destacar que a presenca de substancias antiproliferativas, capazes de inibir a
divisdo celular, sdo de grande interesse, pois podem participar de estudos mais
avancados sobre o bloqueio de células tumorais, bem como de processos
antienvelhecimento celular.

Em relacdo a genotoxicidade, o glifosato (CP), como esperado, além de
diminuir a divisdo celular de pontas de raizes de A. cepa, também provocou muitas
alteracées cromossOomicas no decorrer da divisdo celular, como demostrado pelo
seu elevado IG (2,2%). Também foram encontradas irregularidades cromossdmicas,
tais como fragmentos de cromossomos, pontes, metafases desorganizadas e
micronucleos, em todos os tratamentos com o0s extratos aquosos do tomilho,
demonstrando sua atividade genotdxica. Os tratamentos com maiores nameros de
alterag6es foram os de extratos aquosos nas menores concentragdes (6 g.L),
sendo o tratamento EAF61 com maior efeito genotoxico (IG = 0,90%).

Da mesma maneira, outro estudo demonstrou efeito citotdéxico e, também,
genotdxico do extrato aquosos de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex
Reiss.), sobre sementes de cebola (SOUZA et al., 2005). Utilizando alface como
organismo alvo, Sousa et al. (2010) também mostraram atividade citogenotdxica de
extratos aquosos de folhas Cymbopogon citratus (DC) Stapf (capim-liméo),
chamando a atencédo para o uso dessa espécie, que embora tenha efeitos benéficos
como planta medicinal, podem ser observados sérios danos as células pelo uso
incorreto.

No geral, o que mais diferiu entre os tratamentos, tanto para o IM como o IG,
foi a concentragao dos extratos aquosos, e ndo se esses eram de plantas frescas ou

Secas.



71

4.4 CITOGENOTOXICIDADE DO OLEO ESSENCIAL

Os resultados da analise das células meristematicas de pontas de raizes de
A. cepa submetidas aos tratamentos com O6leo essencial de tomilho estdo

relacionados na Tabela 10.

Tabela 10 - Namero de células meristematicas de Allium cepa (cebola) analisadas nos diferentes
tratamentos com 6leo essencial de Thymus vulgaris L. (tomilho) e seus respectivos indices mitéticos e
indices genotdxicos, incluindo células em interfase, em divisao celular e com irregularidades

Total de Células em Células em Celulas com
Tratamentos células s A alteracbes IM (%) IG (%)
. interfase divisao AR
analisadas cromossbmicas

CN 4000 3802 198 0 4,952 ob~*
CNE 4000 3807 191 29 4,782 0.732
CP 4000 3876 122 47 3.05b 1.182
OEO010I 4000 3817 183 40 4,582 1.002
OEO10V 4000 3819 180 43 4,502 1.082
OEO025I 4000 3847 149 41 3.73b 1.032
OEO025V 4000 3804 195 46 4.882 1.152

CN = controle negativo; CNE = controle negativo em etanol absoluto; CP = controle positivo; OE010I
= Oleo essencial (0,10%) — extraido de plantas de tomilho frescas congeladas coletadas no inverno;
OEO010V = dleo essencial (0,10%) — extraido de plantas de tomilho frescas congeladas coletadas no
verdo; OE025I = 6leo essencial (0,25%) - extraido de plantas de tomilho frescas congeladas
coletadas no inverno; OE025V = éleo essencial (0,25%) - extraido de plantas de tomilho frescas
congeladas coletadas no ver&o. IM = indice mitético. IG = indice genotdxico.
*Valores seguidos por letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p
< 0,05).
Fonte: préprio autor.

Observa-se que apenas o tratamento com o OE diluido a 0,25% de plantas
cultivadas no inverno (OEO025l) apresentou atividade citotdxica antiproliferativa,
diferindo estatisticamente dos controles negativos (CN e CNE). Apesar dos demais
tratamentos terem reduzido o nimero de células em divisdo celular, essa reducéo da
proliferacdo nado diferiu significativamente em relacdo aos controles negativos.
Nesse sentido, somente o tratamento com o Oleo essencial na maior concentragdo
teve efeito citotoxico sobre as células de raizes de A. cepa.

Alves et al. (2004) testaram OE de Lippia sidoides Cham. (Alecrim-pimenta)
na germinacdo de sementes de Lactuca sativa e observaram que havia efeito
citotoxico inibitério, sendo o timol o principal componente presente nesse 06leo
(MARCO et al.,, 2012). O timol também j4 se mostrou ativo contra as bactérias
Salmonella e Staphylococcus (DAUQAN e ABDULLAH, 2017). Também foi
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demonstrado o potencial antifungico do 6leo essencial de tomilho pela inibig&o total
do crescimento do micélio de Fusarium graminearum (ALEXA et al., 2018). AAZZA
et al. (2014) atribuem a atividade antiproliferativa aos monoterpenos, timol e
carvacrol, que estdo predominantemente presentes no OE de tomilho.

Estudos anteriores também ja demonstraram que o OE de T. vulgaris
apresenta atividade anti-inflamatoria (FACHINI-QUEIROZ et al. 2012; RIELLA et al.,
2012), a qual pode ser atribuida principalmente ao seu composto principal, ao timol
(ABDELLI et al., 2017) e ao carvacrol (TAMAS-KRUMPE et al., 2020). Além disso,
compostos minoritarios, como p-cimeno e linalol, também podem contribuir para a
atividade anti-inflamatéria (ZHONG et al., 2012).

Em relacdo a genotoxicidade, foram encontradas alteracdes cromossoémicas
em todos os tratamentos, exceto o controle negativo (T1). Todos os tratamentos com
0o OE e os controles CNE e CP, néo diferiram entre si, entretanto, todos diferiram
estatisticamente do controle negativo em &gua destilada (CN). Ou seja, 0s
tratamentos com o OE - independente da concentracdo e da estacdo climatica
testada — além de diferir do CN em agua, néo diferiram do CN em etanol (diluidor do
0leo) e igualmente ndo diferiram do CP com o glifosato, que € uma substancia
sabida causadora de mutacbes. Nesse sentido, apesar das alteracdes
cromossdmicas encontradas terem sido em baixo namero, em média de 1% das
células analisadas, € possivel afirmar que o OE de tomilho é genotoxico.

Com base nos resultados, confirmou-se o efeito genotéxico do glifosato
através da inducdo de alteragdes cromossbémicas e da reducdo da divisdo celular em
relacdo ao controle negativo (dgua destilada). As alteragcbes cromossémicas
encontradas no controle negativo em etanol tém relacdo com a desnaturacado ou
modificacdo de proteinas fundamentais na sintese de DNA (RIEGER e MICHAELIS,
1960). A Figura 10 ilustra algumas alteragbes cromossOmicas encontradas na

analise das laminas.
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Figura 10 — Alteragdes cromossdmicas visualizadas em células meristematicas de raizes de cebola
(Allium cepa) tratadas com 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.)

g L

A) Micronuicleo; B) Metafase desorganizada; C) Metafase com cromossomo perdido; D) Ponte
anafasica; E) Anafase com cromossomo perdido e micronucleo; F) Ponte na teléfase. Escala: 10um.
Fonte: préprio autor.

Esses dois compostos demonstraram efeito clastogénico sobre células
meristematicas de L. sativa (ALVES et al., 2018). O timol também se mostrou ativo
contra bactérias dos géneros Salmonella e Staphylococcus (DAUQAN; ABDULLAH,
2017).

Estudos realizados por Alves et al. (2018) revelaram que o carvacrol, nas
concentracdes de 0,75 e 1,5 mmol.L?, induziu alteragées cromossdmicas em células
meristematicas de L. sativa, apresentando um mecanismo clastogénico (quando
microndcleos sao formados por fragmentos cromossGmicos acéntricos), ou seja,
causando danos ao DNA, mas ndo atuando na formacdo do fuso mitotico. Os
mesmos autores também observaram que o timol, apesar de reduzir o IM, também
apresentou efeito genotoxico, apresentando acao clastogénica e aneugénica
(quando cromossomos inteiros ndo completam a migracdo anafasica da divisdo
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celular), promovendo danos ao DNA e ao fuso mit6ético. No mesmo sentido, Pinheiro
et al. (2015) também verificaram um aumento das alteracdes em células
meristematicas de raiz de L. sativa tratadas com carvacrol, em comparagdo com
herbicidas sintéticos e agua, acompanhada de reducéao do IM. Kubatka et al. (2019),
em estudo in vitro, revelaram os efeitos antiproliferativos e pro-apoptoticos dos 6leos
essenciais de T. vulgaris em células de carcinoma mamario.

A analise dos componentes bioativos presentes nos OE é dificultada pela sua
complexidade quimica, tanto qualitativa, como quantitativamente. Na literatura,
normalmente o constituinte majoritario € nomeado como 0 responsavel pela
atividade bioldgica, porém, autores como Burt (2004) e Bakkali et al. (2008) lembram
gue essa pode ser resultado do antagonismo ou sinergismo de varios componentes.

Portanto, estudos utilizando A. cepa como organismo-alvo, devido a sua alta
sensibilidade, comprovam ser um sistema apropriado e confiavel para detectar
fitotoxicidade de aleloquimicos presentes em extratos aquosos e 6leos essenciais de

plantas de interesse na area da medicina popular.

4.5  ANALISE FITOQUIMICA

4.5.1. Determinacdo dos compostos fendlicos dos extratos aquosos por UPLC-
DAD

A analise por UPLC-DAD permitiu a identificagcdo de &cido galico (C7HeOs),
em comprimento de onda de deteccdo de 250 nm, na amostra de extrato aquoso de
plantas de tomilho seco cultivado no verdo (PSV), conforme descrito na Tabela 11. A
equacao linear e o r2 obtidos para a curva analitica de &cido gélico foram y = 5027,1x
—3,3243 e r2 = 0,99, respectivamente. A concentragdo média de acido galico (mg.g™*
de extrato + desvio padrao medio, DPM) detectada nas amostras de PSV foi de 2,01
+ 0,11 (mg.g? de extrato) e o tempo de retencdo médio (min + DPM) deste
fitoconstituinte nestas amostras foi de 1,28 £ 0,01. Os demais padrdes nédo puderam

ser detectados nas amostras utilizando este método cromatografico.
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Tabela 11 - Tempo de retengéo (minutos), area do pico de acido galico e concentragdo de acido
galico (mg.g-1 de extrato) em extrato aquoso de plantas secas de tomilho (Thymus vulgaris L.)
cultivadas no verdo, com detec¢cdo em 250 nm

Acido galico Concentragcdo média de

. Tempo de Area do pico de 1 . L0 1
Repeti¢ao retencao (min) acido galico (r:a])?t.rgato(;e amdgx?gig())frg%& de
1 1,275 6,28446 1,9114 2,01+0,11
2 1,286 6,63393 1,9810
3 1,282 7,40406 2,1341

DPM: desvio padrdo médio
Fonte: préprio autor.

O &cido galico é um composto fendlico e ja teve evidenciado efeitos como:
antimicrobiano, antimalarico, anti-inflamatério, antitumoral e neuroprotetor
(KASTURE et al., 2009).

Szilvassy et al., (2013) encontraram o acido rosmarinico como o componente
principal em extratos aquosos de tomilho seco. Além disso, outros estudos
identificaram a presenca, além de &cido rosmarinico, também do acido cafeico, do
acido p-cumarico, do acido geranico, do acido p-hidroxibenzoico, do acido gentisico,
do acido singarico e do acido ferulico (KUETE, 2017).

4.5.2. Determinacao da composicao quimica do 6leo essencial por CG-EM

Em relagdo a qualidade do 6leo essencial, a Tabela 12 ilustra os resultados
encontrados por CG, discriminando os compostos quimicos encontrados no OE
extraido de plantas de tomilho frescas congeladas cultivadas no inverno de 2018 e
no verao 2018/2019. A andlise das amostras do inverno conseguiu detectar 94,10%
dos componentes presentes no 6leo, sendo o timol a substancia mais abundante,
com 52,41%. Os demais compostos em maior quantidade foram: y-terpineno
(17,57%), B-cimeno (9,26%), B-cariofileno (2,93%) e carvacrol (2,57%).

A analise das amostras de verdo detectou 95,99% dos elementos que
compdem o OE de tomilho, sendo o timol, novamente, a substancia predominante,
com 45,94%. Os demais componentes predominantes diferiram apenas pela
presenca de a-terpineno, entre os cinco mais abundantes, a saber: y-terpineno
(23,04%), B-cimeno (8,35%), a-terpineno (2,86%) e carvacrol (2,65%).
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Tabela 12 - Composigdo quimica obtida por cromatografia gasosa do 6leo essencial de plantas
frescas congeladas de Thymus vulgaris L. (tomilho) cultivadas em estufa durante o inverno e o verao

Componente Klc Kl % inverno % verao
a-Tujeno 924 930 0.58! 1.50"
a-Pineno 931 934 0.341 0.721

Benzaldeido 959 958 0.16! 0.341
Sabineno 975 974 0.651 2.331
B-Mirceno 989 988 0.28! 0.39!

a-Felandreno 1004 1001 - 0.121

a-Terpineno 1015 1015 1.77% 2.861
B-Cimeno 1023 1022 9.261 8.351
Limoneno 1027 1027 0.99! 1.16°
Eucaliptol 1030 1031 0.141 0.221

y-Terpineno 1057 1060 17.57* 23.041

B'C'C'c(’l[_srhléfi’l]e?"e)’ff‘a 5;('] gog‘_e“' 5 1069 1069 0.211 0.221
B-Linalol 1099 1099 1.751 1.431
Canfora 1145 1145 0.71% -
Borneol 1170 1172 0.551 0.741
1-Terpinen-4-ol 1179 1178 0.10! 0.11!
a-Terpineol 1193 1190 - 0.10!
Eter metil timilico 1237 1236 0.31! 0.46!
Timol 1289 1290 52.412 45,942
Carvacrol 1296 1296 2.571 2.651
Acetato de timol 1344 1349 0.291 0.321
B-Cariofileno 1418 1418 2.93! 2.32¢
Geranil propionato 1468 1473 - 0.141

Germacreno D 1479 1480 0.29! 0.421

0-Cadineno 1516 1515 0.231 -

y-Cadineno 1511 1510 - 0.211
T-Cadinol 1640 1640 - 0.10!

TOTAL 94.10% 95.99%

Klc: indice de kovats calculado; Kl : indice de kovats da literatura (NIST, 2008).
*Agrupamento pelo método de Tocher.
Fonte: préprio autor.

Estudos anteriores ja demonstraram a predominancia do timol no OE de
tomilho (AKSEL, 2008; SHARANGI e GUHA, 2013; DAUQAN e ABDULLAH, 2017),
seguido de carvacrol, p-cimeno, y-terpineno (JAKIEMIU et al., 2010; BORUGA et al.,
2014; FATIMAH, 2014).

O timol, que também é um isdémero do carvacrol, € um monoterpeno fenol

natural, incolor e com odor caracteristico (ESCOBAR et al.,, 2020). Por serem
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isbmeros, se o timol esta presente em alta concentracdo no 6leo, a quantidade de
carvacrol é baixa, e vice-versa. Componentes fendlicos, como timol e carvacrol,
podem inibir varias bactérias patogénicas (Edris, 2007), sendo que OE ricos nesses
compostos sdo bastante utilizados na producdo de cremes dentais e enxaguantes
bucais.

O Oleo essencial de tomilho com alta quantidade de timol é considerado de
Otima qualidade. Segundo a norma ISO 19817 (2017), a quantidade de timol no OE
de tomilho deve ser entre 35 e 55%. Assim, o OE de tomilho extraido nas condi¢des

aqui testadas fornecem um 6leo de excelente qualidade.
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5 CONCLUSAO

O nitrogénio, acrescentado a solucdo nutritiva, promove um aumento do
crescimento vegetativo das plantas de tomilho apenas quando a temperatura é
elevada. A maior quantidade de massa fresca de plantas de tomilho ocasiona um
maior rendimento nas extracdes de 6leo essencial. Em relacdo ao teor de 6leo em
temperaturas mais elevadas, ndao ha interferéncia de diferentes concentracdes de N
na solucdo nutritiva. Por outro lado, em temperaturas mais baixas, maiores
concentracfes de N aumentam o teor de OE nas plantas de tomilho. Ainda, o cultivo
de tomilho em diferentes estacdes ndo influencia na composi¢do quimica do 6leo
essencial.

Os extratos aquosos de tomilho, tanto de plantas frescas, como de plantas
secas, apresentam efeito citotoxico, ou seja, demonstram acdo antiproliferativa,
reduzindo a divisdo celular, principalmente em maiores concentragdes (12 g.L).
Além disso, os extratos aquosos demonstram efeito genotdxico, especialmente na
menor concentracdo (6 g.L1), verificado pelas alteragbes cromossdmicas
visualizadas no teste de A. cepa.

Reforca-se, que ha a presenca de acido galico em extratos aquosos de
tomilho seco cultivado no verdo. Dessa forma, o 6leo essencial de tomilho, cujo
composto majoritario € o timol, apresenta potencial citotoxico na maior concentracao

(0,25%) e genotodxico nas duas concentracdes testadas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Evidentemente que entender como os fatores abioticos influenciam na
producdo de plantas medicinais € de grande importancia na busca por condicdes
Otimas de crescimento a campo, juntamente com uma qualidade maxima em relacao
aos compostos bioativos de interesse medicinal. Assim sendo, indica-se 0 uso de
maior quantidade de N, o qual é responsavel pelo aumento da massa verde de
plantas, de onde o Oleo essencial é obtido, aumentando, assim, seu rendimento. O
aumento da temperatura também foi responsavel pelo maior crescimento vegetativo
das plantas de tomilho. Em relagcéo a quantificacdo dos compostos bioativos, o timol
continuou sendo o composto majoritario do O6leo essencial, independente das
condicbes de nutricho e das temperaturas testadas, mantendo sua excelente
qualidade.

O consumo de tomilho como planta medicinal deve ser moderado e em baixas
concentracbes, pois este estudo mostra que o0s extratos aquosos da planta
apresentam atividade antiproliferativa. A capacidade antiproliferativa parece estar
relacionada as substancias antioxidantes, as quais provavelmente estdo envolvidas
em processos de antienvelhecimento celular.

Um potencial efeito genotoxico foi evidenciado nos extratos aquosos e no 6leo
essencial de tomilho. Essa caracteristica pode servir como bioindicadora para
futuros estudos que levem em consideracdo sua capacidade de induzir alteracdes
cromossOmicas, as quais sdo capazes de provocar a morte celular, especificidade
essa, importante nos campos de pesquisas para drogas anticarcinogénica e,
também, no campo da agricultura, onde poderia ser testado como ingrediente ativo
em bioherbicidas.

Os compostos secundérios, presentes nos extratos aquosos e no Oleo
essencial, variam consideravelmente, tanto em quantidade, como em qualidade, de
acordo com varios fatores, provavelmente influenciando o seu valor terapéutico. No
Rio Grande do Sul, onde ocorre uma clara distingdo entre as estacdes do ano, as
plantas de tomilho cultivadas no inverno e no verdo tiveram diferencas,
principalmente na quantidade de O6leo extraido, pois no verdo houve um maior
rendimento, uma vez que as plantas apresentaram um maior crescimento vegetativo

nessa estacdo. Em relacdo a qualidade do 6Oleo, essa foi excelente, pois o timol foi o
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composto majoritario nas duas estagfes, sendo encontrado em maior quantidade no
inverno. Com relagdo aos demais constituintes, ndo foram encontradas diferengas
estatisticas, sendo todos os demais constituintes considerados do grupo de
compostos minoritarios.

Os resultados aqui encontrados indicam que a produgdo de tomilho em
estufa, utilizando substrato como meio para fixagdo das plantas e fertirrigacao, traz
otimos beneficios, principalmente com temperatura elevada, com média acima de 20
°C, promovendo um maior crescimento vegetativo, e, conseguentemente, um
aumento no rendimento do 6leo essencial. Nessas condicfes, a qualidade do 6leo
essencial € excelente, com o timol representando praticamente metade da
composicao do 6leo essencial.

E quanto ao consumo pela populacdo em geral, recomenda-se cautela, uma
vez que tanto os extratos aquosos, como o 6leo essencial do tomilho apresentam
efeitos citogenotoxicos nos testes preliminares, que podem ou nao serem
confirmados em estudos mais avancados. Por outro lado, estes potenciais de
citogenotoxicidade sdo desejaveis quando se trata da industria farmacéutica e de

produtos para a agricultura.
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