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RESUMO

O mercado internacional de Oleos essenciais movimenta anualmente 1,8 bilhGes de
dolares e a participacdo brasileira nesse mercado é de apenas 0,1%. A grande
biodiversidade brasileira, ainda pouco explorada em relacdo a composicdo quimica de
sua flora, coloca o Brasil numa situagdo muito promissora para aumentar sua
participagdo futura no mercado de 6leos essenciais. O manjericdo (Ocimum basilicum
L.) é uma planta aromatica largamente cultivada, devido a suas propriedades
medicinais. A importancia dessa espécie esta na arquitetura da planta, na coloracao e na
morfologia das folhas e flores, além da composi¢do quimica de seus 6leos essenciais,
originando aromas especificos e tendo utilizacdo variada na gastronomia, perfumaria e
industria farmacéutica. Nesse trabalho, foram realizados dois experimentos, com o
objetivo de estudar a germinacdo por hipergravidade simulada e o cultivo a céu aberto
para avaliar o crescimento do manjericao, rendimento e a composi¢do do dleo essencial.
A extracdo do 6leo essencial foi feita por arraste a vapor em aparelho Clevenger. A
avaliacdo quantitativa e qualitativa dos compostos foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada a um detector de massas (CG/MS). As médias de germinacao deste
trabalho foram de 81% a 87%. ApOs essa etapa, as sementes sob efeito de
hipergravidade simulada foram cultivadas a céu aberto e, depois de 90 dias, foram
coletadas folhas frescas de manjericdo para obter 6leos essenciais. O rendimento total
de 6leo foi de 0,2 mL a 0,3 mL e de 6leo essencial de 0,3%. a 0,4%. O composto
majoritario e predominante em nossas pesquisas foi o eugenol, variando entre 46% a
62%, e 0 segundo maior composto foi o linalol, que ficou entre 22% a 28%. Pesquisas
nessa area sao essenciais para entender o real impacto da hipergravidade simulada no

manjericdo, seu efeito na auxina e sua expressao génica.

Palavra chave: Ocimum basilicum, hipergravidade, germinacdo, extracdo de Oleo

essencial.



ABSTRACT

The international market for essential oils has an annual turnover of 1.8 billion dollars,
yet the Brazilian participation in this market is only 0.1%. The vast biodiversity found
in Brazil, although still little explored in relation to the chemical composition of its
flora, places the country in a very promising position in terms of increasing its future
participation in the essential oils market. Basil (Ocimum basilicum L.) is a widely
cultivated aromatic plant due to its medicinal properties. The importance of this species
lies in the plant architecture, coloration and morphology of its leaves and flowers, in
addition to the chemical composition of its essentials oils, giving specific aromas and
having various uses in the culinary, perfume and pharmaceuticals industries. In this
study, two experiments were performed with the aim of studying germination in
simulated hypergravity and open-air cultivation, to evaluate the growth of the basil, its
yield and essential oil composition. The extraction of the essential oils was carried out
by steam distillation in a Clevenger apparatus. Quantitative and qualitative evaluation of
the compounds was performed by gas chromatography coupled to a mass spectrometer
detector (GC/MS). The mean values for germination under the effect of hypergravity
simulation in protocols 1, 2 and 3 ranged from 81% to 87%. After this stage, the seeds
exposed to simulated hypergravity were cultivated in the open-air and the fresh basil
leaves were collected after 90 days to obtain the essential oils. The overall yield of oil
was 0.2mL to 0.3mL and the essential oil was 0.3% to 0.4%. The largest and most
predominant compound in this research was eugenol, ranging from 46% to 62%, with
the second largest being linalool, which ranged from 22% to 28%. Further research in
this area is essential to understand the real impact of simulated hypergravity on basil,

and its effect on auxins and gene expression.

Keywords: Ocimum basilicum, hypergravity, germination, essential oil extraction
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1. INTRODUCAO

O mercado de Oleos essenciais é prospero para paises que dispdem de uma
grande biodiversidade e possuem condicdes de agregar valor as suas matérias-primas,
transformando-as em produtos beneficiados. Se o pais garantir o desenvolvimento
tecnologico nessa area, podera deixar a posicao de fornecedor de matéria-prima e passar
a posicao de produtor de extratos vegetais, 6leos essenciais e principios ativos de alto
valor agregado. Dados da consultoria Global Industry Analysts indicam que o mercado
de produtos que utilizam plantas como matéria-prima (incluindo, além de
medicamentos, alimentos e cosméticos) deve atingir US$ 93 bilhGes em 2014.
Atualmente, perto de 80% da populacdo europeia consome de alguma forma
medicamento fitoterdpico (sendo o consumo da Europa responsavel por
aproximadamente 50% do mercado total do produto), assim como o fazem mais de 40%
dos habitantes dos paises asiaticos (1).

O mercado internacional de 6leos essenciais movimenta anualmente 1,8 bilhGes
de ddlares, e a participacdo brasileira nesse mercado é de apenas 0,1%, concentrados
basicamente sobre dleos citricos, 0s quais sdo subprodutos da producdo de concentrados
de laranja. A grande biodiversidade brasileira, ainda pouco explorada em relacdo a
composigdo quimica de sua flora, coloca o Brasil numa situacdo muito promissora para
aumentar a sua participacdo futura no mercado de Gleos essenciais. Diversas espécies
nativas brasileiras, ainda que em pequena escala, ja estdo sendo exploradas para a
extracdo de Oleos essenciais, 0s quais sdo utilizados pela industria de perfumaria e
cosmeticos, para a fabricacdo de produtos para o mercado interno e externo (2). Os

6leos essenciais, além da indlstria de perfumaria e cosméticos, possuem uma vasta
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possibilidade de utilizagdes, como na de produtos de higiene e limpeza, de alimentos, de

tintas e também na agricultura, para o controle bioldgico de doencas e pragas (3).

A continentalidade do Brasil dificulta a definicdo do comportamento das
espécies aromaticas, que, devido a grande diversidade climética e de solo possibilitam
diferencas no desenvolvimento e na producdo de metabdlitos secundarios. Por outro
lado, permite que sejam localizados microclimas favoraveis para o cultivo das mais
diversas espécies, desde as de clima tropical até as de clima temperado (2). A pesquisa
com plantas aromaticas no Brasil podera resultar na promoc¢édo de novas culturas para a
agricultura, possibilitando aos agricultores uma nova fonte de renda e diversificagdo da
atividade agricola.

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) é muito utilizado no Brasil e muito
valorizado, sendo objeto de estudo em varios paises. Suas folhas aromaticas séo usadas
frescas ou secas como esséncia na culinaria, em produtos de confeitaria e bebidas.
Tradicionalmente, estas plantas tém sido empregadas na medicina como carminativo,
estimulante e também devido as suas propriedades antiespasmodicas. O seu oOleo
essencial € principalmente usado nas industrias alimenticia, farmacéutica e de
perfumaria, e o seu principal quimiotipo no Oleo essencial, o linalol, possui
propriedades terapéuticas antifangicas, antimicrobianas e antiparasitarias (2,3). Dada a
elevada importancia de produtos de origem vegetal para estas industrias, a busca de
novas tecnologias como a hipergravidade simulada, que visem uma alternativa para o
aumento da producdo tanto de material vegetal como de metabdlitos secundarios é de
extrema importancia. Assim, esta passa a ser objeto de investigacdo pela comunidade
cientifica internacional como uma alternativa para ampliar a producdo de Oleos

essenciais e quimiotipos com atividades terapéuticas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
Nesta revisdo serdo apresentados os principais aspectos/conceitos envolvidos no

desenvolvimento desta dissertagao.

2.1 Acéo da Hipergravidade sobre Metabolismo e Germinacao

A gravidade teve um efeito profundo sobre o desenvolvimento da vida na Terra
ao longo de milhdes de anos e moldou a anatomia e fisiologia dos seres vivos, incluindo
0s seres humanos, animais e vegetais. A for¢a gravitacional da Terra sempre foi um
fator importante na regulacdo do crescimento e desenvolvimento de plantas. Forcas
gravitacionais maiores que +1G tém sido Uteis para estudos do papel da gravidade no
crescimento de vegetais. Ha4 duas hipoOteses que tentam explicar o mecanismo de
percepcdo da gravidade nas plantas. A hipotese starch-statolith afirma que densos
corpos de amido chamados amiloplastos, encontrados nas células da raiz, agem como
um sensor de gravidade das plantas (4,5). Ja a hipotese protoplast pressure, atraves de
observacOes de plantas alteradas geneticamente contendo poucos amiloplastos, defende
que a percepcdo da gravidade é causada pelo peso de todo o contetdo das células da raiz
(6,7). Contudo, até hoje a maioria dos dados a respeito da influéncia da gravidade na
fisiologia e morfologia dos vegetais tém sido obtida quando o vegetal € submetido as
mudancas na orientacdo do vetor gravitacional (4,6). Para esta finalidade as
experiéncias no espaco fornecem condi¢bes de microgravidade, enquanto aquelas que
usam técnicas de centrifugacdo fornecem condicbes de hipergravidade (6,8,9).
Experimentos em hipergravidade podem revelar os mecanismos envolvidos em animais
ou plantas, tecidos ou células em resposta as mudangas gravitacionais. No Centro de

Microgravidade FENG/PUCRS, onde se localiza o Laboratério de Farmécia
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Aeroespacial Joan Vernikos, foram realizados experimentos em simulacdo de
hipergravidade. Estudos realizados por Santos et al.(10), demonstraram numeros
aumentados na germinacdo de sementes de cenoura, Daucus carota L. sob a influéncia
de hipergravidade, enquanto Russomano et al.(11), encontraram resultados semelhantes
com a racula, Eruca sativa Mill. Segundo os autores, este aumento significativo no
nimero de sementes germinadas, quando comparado com o grupo controle, é
provavelmente, devido ao efeito da hipergravidade sobre auxinas (hormonios vegetais).
Secgbes histologicas em cotilédones de rdcula submetidas a simulagdo de
hipergravidade demonstraram uma distribuicdo diferenciada no 6leo essencial, quando

comparado com o grupo controle (11).

2.2 Aspectos da Cultura de Manjericdo (Ocimum Basilicum L.)

O manjericdo (Ocimum basilicum L.), também conhecido como alfavaca,
basilicdo, manjericdo italiano, sweet basil, pertence a familia Lamiaceae (12). E uma
planta herbécea e aromatica com a altura entre 45 a 90 cm, originario da Asia tropical
trazido pela colonizagdo italiana ao Brasil (13). As folhas de manjericdo séo
membranaceas, com margens onduladas e nervuras salientes e possuem de 2,5 cm a 8
cm de comprimento; apresenta caule ramificado com flores as quais dependendo da
variedade sdo de coloracdo branca, résea, branco amarelada, avermelhada, lilas ou
levemente pdrpura, reunidas em racemos terminais curtos (14). Os frutos do tipo
aquénio estdo dispostos em numerosas inflorescéncias (espigas ou racemos) tipicas do
género. Multiplica-se por sementes e estacas (15).

Quanto ao seu desenvolvimento, na literatura considera como anual; porém a
espécie pode ser tanto perene quanto anual dependendo do clima, da variedade ou
cultivar (12). No Brasil, grande parte da produgdo de plantas medicinais ndo €

tecnificada e sim obtida por extrativismo atraves da agricultura familiar por pequenos
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produtores rurais principalmente da regido nordeste (13). Assim, 0 manejo da cultura é
conduzido de forma pouco padronizada, o que pode afetar a produgéo de biomassa,
qualidade e quantidade do 6leo essencial. A época de colheita, 0 horario e 0 modo de
secagem do material vegetal também podem ter influencia sobre a composicao e o teor
do 6leo (14).

Figura 1:Ocimum basilicum L. cv. Italiano folha grande.

Fonte: Autor, 2014.

Com relagdo ao clima, as plantas de manjericdo se adaptam melhor a climas
amenos ou quentes e Umidos ndo tolerando temperaturas frias e geadas. Quando as
plantas dessa espécie estdo submetidas a baixas temperaturas durante o ciclo, ha o
comprometimento de seu desenvolvimento e redugdo do teor de Oleo essencial,
principalmente se essas condic¢Bes climaticas coincidirem com a época de corte (12).
Recomenda-se para espécies medicinais a aplicacdo de adubagao orgénica, pois além de
favorecer a resisténcia das plantas a pragas e doencas, ndo compromete a producdo de

massa fresca e de principios ativos (13). Também sdo consideradas como espécie
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intermediaria com relacdo ao fotoperiodo. A propagacdo pode ser feita por estaquia ou
sementes (14).

O. basilicum apresenta 50% do seu florescimento na 12* semana, com pico na
14% semana ap6s o0 plantio (mais de 80% das flores totalmente abertas). Apés a 16°
semana ocorre uma queda significativa das flores e folhas o que correspondera ao inicio
da fase de frutificacdo (12). Recomenda-se para a extracdo do 6leo essencial que a
colheita seja feita no inicio da floracdo, quando a producdo de 6leo essencial € maxima;
entretanto, 0 maior acimulo de 6leo essencial na espécie O. basilicum encontra-se na
fase de pleno florescimento (13). Vale ressaltar que muitos fatores, como a variedade,
condicdo climética e época de colheita podem interagir, sendo que a variacdo desses
fatores altera o rendimento, a composicdo quimica e a qualidade sensorial do
manjericdo italiano. Assim, o cultivo do manjericdo é normalmente feito em ambiente
protegido, minimizando, desta forma, as interferéncias causadas por esses fatores. Como
resultado, pode-se obter um maior crescimento das plantas, precocidade de colheita,
além da reducgéo de um possivel estresse fisioldgico (13,14).

O manjericdo é muito cultivado em quase todo o Brasil em hortas domésticas
para uso condimentar e medicinal, sendo inclusive comercializado na forma fresca em
feiras e supermercados. Existe também cultivares de folhagem arroxeada para uso
ornamental (3).Por ser uma planta aromatica e restaurativa ela é usada na medicina
popular para aliviar espasmos, baixar a febre e calafrios, melhorara digestacao, controlar
niveis de aclcar no sangue, ajuda a diminuir a pressdo sanguinea além de ser efetiva
contra infeccBes bacterianas e parasitarias. Possuindo propriedade bactericida e acdo
fungicida, as folhas do manjericdo sdo utilizadas em prurido da pele, picada de insetos e

em outras afec¢des de pele (16).
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2.3 Metabdlitos Primarios e Secundarios

Todos o0s organismos vivos possuem caminhos metabdlicos pelos quais
sintetizam e utilizam espécies quimicas essenciais, como aculcares, aminoacidos,
nucleotideos (DNA, RNA) e polimeros dele derivados, como polissacarideos, proteinas,
acidos graxos, lipideos, e etc. Esses compostos sdo metabdlitos primarios, essenciais
para a sobrevivéncia dos organismos. O processo sintético primario é a fotossintese, por
meio da qual as plantas verdes utilizam a energia solar para a produgdo de compostos
organicos. Um grupo reduzido de metabdlitos primarios serve como precursores para a
sintese de outros compostos em reacdes catalisadas enzimaticamente. Estes compostos
sdo chamados de metabodlitos secundarios (15). Ha trés principais precursores de
metabolitos secundarios: &cido chiquimico ou &cido acético, precursor de compostos
fendlicos que formam varios compostos aromaticos; acetato precursor de isopreno ou
terpeno, acidos graxos, polifendis, prostaglandinas, etc.; e 0s aminoacidos, precursor de
alcaldides. O metabolismo do acetato (acetil-CoA) via rota do acido meval6nico gera o
diversificado grupo de metabolitos secundarios, que representam a segunda classe de

maior constituinte ativo, na qual se encontram o0s 6leos essenciais(17).

2.4 Oleos Essenciais

Os 6bleos essenciais sdo constituidos por uma mistura complexa, muito variada.
Nessa mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes e
normalmente os componentes que se encontram em maiores concentracdes, ou seja, 0s
compostos majoritarios nos 0Oleos essenciais sdo importantes na caracterizagdo das
propriedades do 6leo essencial e na identificacdo dos quimiotipos. Componentes
minoritarios também apresentam significativa importancia, sendo normalmente
produzidos no final das rotas metabdlicas (15,17). S&o constituidos de substancias

volateis contidos em varios 6rgdos das plantas, na maioria das vezes, por moléculas de
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natureza terpénica que também podem ser chamados de Oleos etéreos. Os Oleos
essenciais possuem aroma que caracteriza certas plantas e sdo insollveis em agua e
soltveis em solventes organicos (15,17,18). De acordo com a familia a que pertencem,
as espécies de plantas acumulam esses elementos volateis em 6rgdos anatdbmicos
especificos (folhas, flores, frutos, raiz). Os terpendides sdo constituidos de cinco
unidades de carbono (unidades de isoprenos), e a nomenclatura e as classificagdes
refletem o numero de unidades de isoprenos presentes e a forma de ciclizacdo,
apresentando diversos esqueletos ciclicos ou ndo. Normalmente sdo constituidos por
moléculas de dez e ou quinze carbonos (monoterpenos e sesquiterpenos,
respectivamente) de mesma origem biossintética (15,17).

Tabela 1 — Nomenclatura de terpenos de acordo com a cadeia carb6nica e unidades de
isopreno

Atomos de carbono Unidades de Isoprenos Nomenclatura
10 2 Monoterpenos
15 3 Sequiterpenos
20 4 Diterpenos
25 5 Sesterterpenos
30 6 Triterpenos
40 8 Tetraterpenos

Adaptado de Marriott et al, 2001.

Os monoterpenos constituem uma classe simples de isoprendides com estrutura
de 10 carbonos, constituida de 2 unidades de isopreno, sendo componentes de 6leos
essenciais e particularmente se acumulam em certas familias, como Umbelliferae e
Pinaceae. Constituem a subclasse que possuem compostos comuns, como o citral,
linalol, canfora e carvacrol, dentre outras de ampla utilizacdo na industria de cosmeéticos
e alimenticios, além de apresentarem propriedades farmacologicas como antifungicas,

por exemplo, (15,17).
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Mais de 100 esqueletos de sequiterpenos sdo conhecidos e encontrados em
plantas, musgos, algas e fungos. Geralmente ocorrem juntamente com monoterpenos em
6leos essenciais, mas em quantidades menores, cuja acumulacdo nas plantas superiores
se da em estruturas secretoras especializadas, as glandulas de éleo. Em geral s&o menos
volateis e tém propriedades menos importantes do que 0s monoterpenos; no entanto,
podem influenciar de forma sutil o odor onde ocorrem. Os fenilpropenos sdo derivados
das rotas metabolicas do &cido chiquimico. Apresentam estruturas formadas
basicamente de um anel benzénico ligado a cadeia lateral com 3 carbonos, contendo
dupla ligagéo, e podem apresentar grupo funcional com oxigénio (15,17).

Figura 2 — Estrutura de alguns terpenos tipicos: (Al, A2, A3, A4) Monoterpenos; (B1,
B2) Sesquiterpenos; (C1) Diterpeno; (D1) Triterpeno; (E1) Tetraterpeno.
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Os 0leos essenciais estdo associados a varias funcdes necessarias a sobrevivéncia
do vegetal em seu ecossistema, exercendo papel fundamental na defesa contra
microrganismos e predadores, e também na atracdo de insetos e outros agentes
fecundadores, ou seja, embora ndo necessariamente essenciais ao organismo produtor,
garantem vantagens a sua sobrevivéncia, perpetuacdo da espécie em seu ecossistema.
Vérias atividades biol6gicas tém sido atribuidas aos isoprendides (terpenos), incluindo
funcbes hormonais, inibidores do crescimento, pigmentos, constituintes da cadeia de
transporte de elétrons (17). Muitos desses metabdlicos sdo responsaveis pelas
qualidades atribuidas aos vegetais ao longo do tempo, principalmente atributos
medicinais, 0 que vem sendo estudado em pesquisas, tornando-se cada vez maior o
interesse de se entender e controlar esses processos de sintese de metabdlicos

secundarios tanto por parte da comunidade cientifica como a industria (15,17).

2.5 Oleo Essencial de Manjericdo

Tem sido relatado na literatura que o teor de 6leo essencial contido em Ocimum
basilicum depende da regido geogréafica (16). Normalmente ha variacdes consideraveis
entre os constituintes majoritarios de uma planta para outra, principalmente pelo fato
dos quimiotipos do Oleo essencial de Ocimum basilicum serem produzidos por duas
rotas bioquimicas diferentes: &cido chiquimico e rota do acido melavénico. Na primeira,
0s maiores constituintes sdo metil chavicol, eugenol, metil eugenol e cinamato de
metila, enquanto que na segunda os componentes majoritarios sao linalol e geraniol. O
6leo essencial de manjericdo mais valorizado é o tipo Europeu (italiano), tendo como
constituintes principais o linalol (40,5 a 48,2%) e metil chavicol (28,9 a 31,6%) (15). Na

industria de vitaminas, o linalol € um importante intermediario na producdo de vitamina
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E, e constitui, junto com o geraniol, ponto de partida para a producédo da vitamina A

(18).

Figura 3 —Estruturas dos principais componentes monoterpenos presentes no 6leo
essencial de Ocimum basilicum L.(Rosado et al, 2011).

OH CHj;
A ,
I OH o
L.inalol Geraniol 1.8-cineol

Fonte: Rosado et al, 2011.

Vaérios estudos tém demonstrado os efeitos benéficos do Oleo essencial de
Ocimum basilicum L. em diferentes areas de pesquisas biomeédicas. Foi demonstrado
que o 6leo de manjericdo, muito usado na cozinha mediterranea, esta associado a baixa
morbidade cardiovascular na regido, além de combater as doencas cardiovasculares
(19). Recentemente foi demonstrado em um estudo com ratos que 0 manjericdo possuli
efeitos neuroprotetores que podem ser clinicamente Util na prevengdo do acidente
vascular cerebral e distarbios relacionados (20). Também foram identificadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, a presenca de compostos com atividade
antioxidante, como os acidos fendlicos presentes em diferentes cultivares de Ocimum
basilicum (16,21,22). O bleo essencial de manjericdo também tem mostrados resultados
promissores no controle e eliminacdo de pragas contra fungos e insetos em lavouras,
armazenamentos de alimentos e conservacdo de grdos. A propriedade antifungica foi
testada com sucesso, sendo que, dos seus compostos quimicos presentes no 6leo o que

apresentou maior atividade inibitoria foi o eugenol contra Fusarium verticillioides na
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producéo de fumonisina, uma micotoxina que mata o fungo que ataca lavouras de milho
e alimentos armazenados (23). Apresentou resultado satisfatorio também como
inseticida fumigante na forma de p6 aromatizado em doses de 6leo de manjericdo no
controle e eliminacdo de Callosobruchus maculatus que ataca lavouras e gréos de soja e
feijdo (24). Cada vez mais os pesquisadores tém voltado seus estudos com plantas
medicinais para as areas de bacteriologia e parasitologia com sucesso. Prova disso
foram os resultados obtidos com Oleo essencial de Ocimum basilicum cujos
componentes quimicos linalol e eugenol foram empregados em estudos clinicos
isolados de bactérias multirresistentes de Staphylococcus, Enterococcus e Pseudomonas
0S quais mostraram ser uma alternativa a eliminagdo dessas bactérias resistentes aos
farmacos disponiveis (25). Foi testado com sucesso o efeito repelente do 6leo essencial
de manjericdo contra o carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus, sendo
esta uma alternativa ecologicamente viavel contra esse parasita resistente aos acaricidas
atuais, sendo seus quimiotipos mais eficazes o linalol, eugenol e o 1,8 — cineol, (26).
Também demonstrou ser um 0Oleo essencial com propriedades notaveis como larvicida
nos componentes quimicos testados como o linalol e o 1,8 — cineol contra Culex
tritaeniorhynchus, Aedes albopictus e Anopheles subpictus mosquitos transmissores de

malaria, dengue, filariose e outras enfermidades do género, respectivamente (27).
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3. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo da pesquisa foi avaliar o efeito da hipergravidade simulada sobre a

germinacao, o crescimento e a producédo do 6leo de manjericdo (Ocimum basilicum L.).

3.1 Objetivos especificos
o Determinar o melhor protocolo de cultivo para 0 Ocimum basilicum L.
o Comparar 0 numero de sementes germinadas e o tamanho das plantulas
submetidas & hipergravidade simulada com o grupo controle (+1G);
o Acompanhar o desenvolvimento das plantulas submetidas a simulacdo de
hipergravidade apds o plantio a céu aberto;
o Avaliar a composigdo de 0leos essenciais extraidos pelo método de arraste a
vapor em resposta a hipergravidade e em gravidade normal, utilizando o método de

cromatografia gasosa associado a espectrometria de massa;
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4. Discusséo geral

Para a simulacdo de hipergravidade foi empregada uma centrifuga construida no
Centro de Microgravidade - FENG/PUCRS. Essa consiste em um motor fixado em uma
base de giro feita em PVC de alta densidade, que apresenta nervuras para aumentar a
resisténcia mecanica e estabilidade, comporta até 36 suportes de amostra, sendo uma em
cada espaco semicircular da base. Com um diametro de 660 mm, a centrifuga chega a
200 rpm obtendo até +15Gz; porém, para os experimentos desse estudo foram utilizados
137 rpm, 0 que gerou +7Gz na borda externa. Um temporizador digital foi utilizado
para controlar a programacao de ligar/desligar para o sistema de programacdo para um
periodo de 7 ciclos de 16 horas (repouso) seguido por 8 horas em hipergravidade.

Sete diferentes protocolos foram testados para avaliar o que teria 0 melhor efeito
sobre as sementes de manjericdo. Esses foram: 1, 2, 3, 4, 8, 12 e 14 dias de rotacéo
intermitente na centrifuga (8 horas a +7Gz e 16 horas a +1Gz a cada 24h). Para cada
protocolo, foram empregadas quatro amostras, assim como para O grupo controle
(+1Gz). Esse experimento foi realizado por um periodo de 14 dias, seguindo as
informacdes do fornecedor ISLA, o qual especifica que esse € 0 tempo necessario para
que ocorra a germinacdo do manjericdo. Ao final de cada dia e ap6s 14 dias de
experimento, a germinacdo foi avaliada usando um estereomicroscépio (modelo:
AUSJENA).

As amostras para o protocolo de cada ciclo e os controles foram preparados em
um recipiente de copo plastico branco de 300 ml e papel de germinacdo. Quinze
sementes foram colocadas em cada tira de papel de germinacdo (18 cm x 7 cm)
umidificadas previamente com agua. O papel foi entdo manipulado com o objetivo

deformar um tubo. Assim, cada amostra foi composta por 3 rolos, cada um contendo 15
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sementes, totalizando 45 sementes por copo amostra. A cada copo amostra foram, entéo,
adicionados 80 mL de &gua e os mesmos foram cobertos com um pléastico perfurado (5
mm de didmetro), para minimizar a perda de &gua. Cada grupo de tratamento, assim
como o grupo controle, foi formado por 4 recipientes. Todo 0 experimento permaneceu
sob as mesmas condi¢des ambientais de temperatura, umidade, luz e higrometria.

A anélise estatistica foi realizada usando a versdo do software SPSS 17.5 para
testar two-way ANOVA. As médias de germinacdo foram calculadas para cada
protocolo e mais o controle, ¢ o nivel de significancia considerado foi de p < 0,05 ¢ o
indice de confiabilidade foi de p > 80%.

Para a realizacdo do cultivo a céu aberto, foram empregados os 2 protocolos que
apresentaram os melhores resultados em hipergravidade simulada, conforme descrito
anteriormente. Apos, a execucdo dos protocolos, as amostras foram plantadas com o
papel de germinacdo em terra, contendo uma mistura de cama de frango e terra preta na
proporcao de (1:3). As amostras foram posteriormente cobertas por 1 cm de terra. Apos
90 dias, foi realizada a coleta manual das folhas frescas de manjericéo a partir das 08h
da manha e terminando a coleta proximo ao meio dia. Foram coletadas somente folhas
sadias, em sua maioria de grande tamanho, mas também foram coletadas folhas
pequenas e médias. Apds a coleta de folhas frescas, foi realizada a pesagem e estas
foram posteriormente submetidas a extracdo de 6leo essencial pelo método de arraste a
vapor.

Para a realizacdo de extracdo de dleo essencial, foi utilizado o arraste a vapor do
LOPE (Laboratério de Operacdes Unitarias da PUCRS). Todas as extracfes foram feitas
no mesmo dia da coleta a tarde, no horario das 13h. O equipamento possui um baldo de
5 L com uma resisténcia imersa, seguido do vaso extrator, onde foi colocado o material

vegetal, e esse, foi acoplado a um clevenger, onde o 6leo foi arrastado com o vapor,
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condensado e separado. O tempo total do experimento foi de aproximadamente 2h. As
amostras foram coletadas em frascos ambar, juntamente com a agua armazenada no
clevenger. A essa mistura, foi adicionado 1mL de ciclohexano (Merck), para extrair o
6leo da agua. A fase hexénica foi coletada com uma pipeta de Pasteur e a esta foi
adicionada uma pequena quantidade de sulfato de sodio anidro (Synth) para retirar o
residual de agua. ApOs a secagem, as amostras foram repassadas para um vial para
serem analisadas no CG/MS. Esse método foi escolhido pelo fato de ser muito utilizado
pela indUstria, por ser de facil operacdo e atender as exigéncias para a obtencédo de 6leos
essenciais.

A andlise da composicdo quimica do 6leo essencial de manjericdo foi realizada
através de cromatografia gasosa, acoplada a um detector de massas (equipamento
Hewlett Packard — Agilent sistema GC/MS, GC modelo 7890A e detector de massas
modelo 5975C). A coluna utilizada foi HP-5MS (Hewlett Packard - Agilent, 5% fenil
metil silox, 30m x 250um de didmetro interno com espessura de filme de 0,25um). A
programacdo de temperatura do forno comecou em 60°C, mantida por 8 min, sendo
aumentada 3°C/min até atingir 180°C, permanecendo assim por 1 min. ApGs,
aumentou-se a temperatura 20°C/min até chegar a 250°C, a qual foi entdo mantida por -
10min. O gés de arraste utilizado foi o Helio com fluxo de 0,8 ml/min, temperatura do
injetor 250°C, volume de injegdo 1ul, no modo split, razdo de split 1:55. A faixa de
massa analisada foi de 40 a 450 u.m. Os compostos foram identificados através da
comparacdo de seus espectros de massa e indices de retencdo com uma biblioteca
Adams, 2007.

Os resultados de todos os protocolos que foram expostos a hipergravidade
simulada, assim como o grupo controle, apresentaram uma germinacdo media

percentual maior que 70%. O controle apresentou 79% de germinacdo e os protocolos
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que apresentaram os melhores resultados foram os que empregaram 1, 2 e 3 dias de
hipergravidade simulada, tendo um percentual de germinacdo de 87%, 85% e 81%,
respectivamente. Através da analise estatistica two-way ANOVA, foi observado que a
probabilidade de que o efeito da hipergravidade simulada afetasse a germinagdo das
sementes foi de 99%, 94% e 85% para 0s tempos de hipergravidade simuladade 1,2 e 3
dias, respectivamente. Além disso, através do teste "F" foi possivel observar que houve
diferenca significativa entre o nimero de sementes germinadas no protocolo 1, 2 e 3 em
comparagdo com o grupo controle, onde p = 0,001; p = 0,003 e p = 0,006,
respectivamente. Baseado nesses resultados, os protocolos 1 e 2 foram empregados para
a realizagdo do cultivo a céu aberto. Apesar de ocorrer uma diferenca significativa no
namero de sementes germinadas nos protocolos 1, 2 e 3 em relacdo ao controle, ndo
houve diferenca significativa no crescimento da raiz e da parte aérea dos 3 protocolos
em relacdo ao controle.

O cultivo a céu aberto foi realizado com os protocolos 1 e 2, cujas coletas foram
feitas entre as 142 e 15% semana, sempre no periodo da manhd e em dia seco. Os
resultados obtidos encontram-se na figura 1 (Cap. 5, pg. 36) a centrifuga 2 produziu
maiores quantidades de plantas germinadas e flores. Essa nitida diferenca em relacéao
aos outros grupos, ocorreu devido a grandes numeros de ramificagfes no caule dos
manjericdes que esse grupo desenvolveu durante seu crescimento.

A massa de folhas frescas de cada extracdo foi de 500g para a primeira coleta
(Centrifuga 1), 550g para a segunda coleta (Controle 1), 600g para a terceira coleta
(Controle 2) e 1030g para a quarta coleta (Centrifuga 2). A quantidade total de 6leos
essenciais foi de 0,3 mL para a centrifuga 2 e para os demais grupos foi de 0,2 mL. O
rendimento de 6leos essenciais foi de 0,30% para a centrifuga 1; 0,33% para o controle

1; 0,36% para o controle 2; e 0,40% para a centrifuga 2.
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Os resultados das analises da composicdo quimica do Oleo essencial de
manjericdo por CG/MS dos 4 grupos encontram-se nas tabelas 1 a 4 (Cap. 5, pg. 43). Os
trés principais constituintes foram o eugenol, linalol e 1.8-cineol, sendo o eugenol o
composto quimico majoritario predominante. Esses trés compostos foram responsaveis
por mais de 80% da composi¢do dos Oleos essenciais dos manjericfes, tanto em
hipergravidade simulada como nos seus respectivos controles. Também foram

detectados outros compostos, mas em quantidades inferiores a 3%.
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ABSTRACT

In this study, two experiments were performed with the aim of studying germination in
simulated hypergravity and open-air cultivation, to evaluate the growth of the basil, its
yield and essential oil composition. The extraction of the essential oils was carried out
by steam distillation in a Clevenger apparatus. Quantitative and qualitative evaluation of
the compounds was performed by gas chromatography coupled to a mass spectrometer
detector (GC/MS). The mean values for germination under the effect of hypergravity
simulation in protocols 1, and 2, ranged from 81% to 87%. After this stage, the seeds
exposed to simulated hypergravity were cultivated in the open-air and the fresh basil
leaves were collected after 90 days to obtain the essential oils. The overall yield of oil
was 0.2mL to 0.3mL and the essential oil was 0.3% to 0.4%. The largest and most
predominant compound in this research was eugenol, ranging from 46% to 62%, with
the second largest being linalool, which ranged from 22% to 28%. Further research in
this area is essential to understand the real impact of simulated hypergravity on basil,

and its effect on auxins and gene expression.

Keywords: Ocimum basilicum, hypergravity, germination, essential oil extraction.
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1. INTRODUCTION

The essential oils market is thriving in countries with high biodiversity, such as
Brazil, and that have conditions to add value to raw materials, transforming them into
products. If the country guarantees technological development in this area, it can leave
the position of supplier of raw materials and pass to a position as a producer of plant
extracts, essential oils and active ingredients of high added value. Data from the
consultancy Global Industry Analysts (2013) indicates that the market of products using
plants as raw material (including foods and cosmetics, in addition to medicines) reached
US$ 93 billion in 2014. Currently, about 80% of the European population use herbal
medicines, as do more than 40% of people in Asian countries.

The international market for essential oils has an annual turnover of US$ 1.8
billion and the Brazilian participation in this market is only 0.1%, mainly concentrated
in citrus oils, which are byproducts of the production of concentrated orange. The great
Brazilian biodiversity, still little explored in relation to the chemical composition of its
flora, places Brazil in a very promising situation to increase its future participation in
the essential oils market. Several Brazilian native species, albeit on a small scale, are
already being exploited for the extraction of these oils, which are used by the cosmetics
and perfume industries for the manufacture of products for the domestic and foreign
markets (Biasi & Deschamps, 2009).

In addition to the cosmetics and perfume industries, essentials oils have wide
possible use, among them, the pharmaceuticals industry, as they have therapeutic
properties already proven in agriculture where they are used for the biological control of
diseases and pests (Pereira & Moreira, 2011). The continental size of Brazil makes it
more difficult to define the behavior of the aromatic species as the huge climatic and
soil diversity of the country can cause differences in the development and production of
secondary metabolites. On the other hand, this also permits favorable microclimates to
be located for the cultivation of diverse species, ranging from tropical to temperate
climates (Biasi & Dechamps, 2009). The achievement of research in aromatic plants in
Brazil, through its practical application, could result in the promotion of new
agricultural crops, bringing to farmers a new source of income and diversification of
agricultural activity.

Earth's gravitational force has had a profound effect on the development of life

on our planet over millions of years and has shaped the anatomy and physiology of all
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living beings, including humans, animals and plants. Earth's gravity has always been an
important factor in regulating the growth and development of plants. Gravitational
forces greater than +1Gz have been used to study the role of gravity on plant growth.
There are two hypotheses that attempt to explain the mechanism of gravity perception in
plants. The starch-statolith hypothesis states that dense bodies of starch found in root
cells, called amyloplasts, act as plant gravity sensors (Aubay-Centis, 2003; Fitzelle &
Kiss, 2001). The other hypothesis of protoplast pressure argues that the perception of
gravity is caused by the weight of the entire contents of root cells.>® However, so far,
most of the data regarding the influence of gravity on plant physiology and morphology
have been obtained when the plant is submitted to changes in orientation of the gravity
vector (Aubay-Centis, 2003; Kiss, Edelman & Wood, 1999). To this end, experiments
in a space environment provide microgravity conditions, while those using
centrifugation techniques are related to hypergravity (Soga et al., 2004; Soga et al.,
2005).

Hypergravity experiments can reveal the mechanisms involved in animal and
plant tissues or cells in response to changes in gravitational force. Studies conducted by
Santos et al. (2012) have shown an increased number of carrot seed germination,
Daucus carota L. under the influence of simulated hypergravity. Similar results were
found in experiments using rocket plant Eruca sativa Mill, by Russomano et al. (2007).
The findings of these experiments showed that simulated hypergravity generated an
increase in the number of germinated seeds, when compared with the control group,
probably due to the effect of hypergravity on auxins (plant hormones). Histological
sections of rocket plant cotyledons submitted to hypergravity simulation demonstrated a
different distribution in the essential oil, when compared to the control group
(Russomano et al., 2007). Basil (Ocimum basilicum L.), also known as Italian basil and
sweet basil, belongs to the Lamiaceae family. It is an annual or perennial herbaceous
aromatic plant, native to tropical Asia and prefers climates ranging from warm to mild.
It is a strong and leafy plant with a well-branched stem. It reaches 40cm to 50cm during
its adult phase. The leaves are large and light green when the plant is young and a
darker green as an adult. Flowering is late and the harvest can be performed at different
times of the year. The leaves are very aromatic. The best known use of basil is in
cooking to flavor various types of food, but its essential oils are also extracted. As a
treatment option, studies have shown that basil presents antibacterial, antifungal,

antispasmodic, analgesic, antipyretic, anti-inflammatory and antihypertensive
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properties. Basil leaves are already used to treat skin rashes, insect bites and other skin
problems, as well as being used to control blood sugar levels (Pereira & Moreira, 2011;
Labra et al., 2004).

Given the large number of therapeutic applications presented by basil and its use
in both national and international cuisine, this research aimed to evaluate the effect of
simulated hypergravity on germination, growth in open-air cultivation and production of

essential oils.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 HYPERGRAVITY SIMULATION

A centrifuge built at the Microgravity Centre, FENG/PUCRS, was used for simulation
of hypergravity. It consists of a motor fixed to a rotating base made of high density PVC
and contains up to 36 sample holders — divided over 3 tiers of 12 samples each. The
centrifuge has a diameter of 660mm and can achieve 200 rpm, giving up to +15Gz.
However, for the experiments of this study a rotation of 137 rpm was used, which
created +7Gz at the outer edge where the sample holders were located. A digital timer
device was used to control the on/off program for a period 16 hours (rest), followed by
8 hours in simulated hypergravity per day for the different protocols used.

Seven protocols were tested to assess which would have the best effect on the
basil seeds. These were: 1, 2, 3, 4, 8, 12 and 14 days of intermittent rotation in the
centrifuge (8h at +7Gz and 16h at +1Gz, every 24h). This experiment was conducted
over a 14-day period, following information set out by the seed supplier ISLA,
specifying that this is the time required for basil seed germination to occur. At the end
of each day and after 14 days of experiment, germination was evaluated using a
stereomicroscope (model: AUSJENA).

The samples for each cycle protocol and the controls were prepared in a
recipient 300mL white plastic cup and using germination paper. Fifteen seeds were
located on each strip of germination paper (18 cm x 7 cm), previously moistened with
water. The paper was then rolled to form a tube. Each sample consisted of 3 tubes, each
containing 15 seeds, totaling 45 seeds per sample cup. To each cup was then added 80
mL of water and they were covered by perforated plastic (5mm thickness) to minimize

water loss. The hypergravity and control groups were each formed of 4 containers. The
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entire experiment remained under the same environmental conditions of temperature,
moisture level, light and humidity.

Statistical analysis was performed using SPSS version 17.5 software to test two-
way ANOVA. The level of significance adopted was p < 0.05 and a reliability index of
p > 80%.

2.2 OPEN-AIR CULTIVATION

Two protocols were employed for the open-air cultivation, with these being those that
presented the best results in terms of seed germination during hypergravity simulation,
as previously described. The samples were planted with the germination paper in soil,
comprising of a mixture of chicken litter and potting soil in a 1:3 proportion. The
samples were then covered by 1 cm of earth. After 90 days, a manual collection of fresh
basil leaves was carried out, between the hours of 8am and noon. Only healthy leaves
were collected, being mostly of a large size, but some small and medium sized leaves
were also gathered. After collection of the fresh leaves, they were weighed and

subsequently submitted to extraction of the essential oils by steam distillation.

2.3 ESSESNTIAL OIL EXTRACTION BY STEAM DISTILLATION

The process of extraction of the essential oils by steam distillation was carried out at the
LOPE (Laboratério de Operagfes Unitarias - Unit Operations Laboratory, PUCRS). All
extractions were performed at 1pm in the afternoon of the same day as the leaf
collection. The equipment consisted of 5L flask with a resistor immersed, connected to
an extractor vessel where the plant material was placed, and then coupled to a
Clevenger apparatus, where the vaporized oil was condensed and separated. The total
time for the extraction process was 2h. The samples were collected in amber glass
bottles, together with the water stored in the Clevenger apparatus. A 1mL amount of
cyclohexane (Merck) was added to this mixture to extract oil from the water. The
hexatic phase was collected with a Pasteur pipette and to this was added a small amount
of anhydrous sodium sulfate (Synth) to eliminate residual water. After drying, the
samples were transferred to a vial for analysis by gas chromatography—mass
spectrometry (GC/MS). This method was chosen as it is widely used in the industry, is

easy to operate and meets the requirements for obtaining essential oils.
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2.4 ANALYSIS OF THE ESSENTIAL OILS BY GC/MS

A chemical composition analysis of the basil essential oil was performed by gas
chromatography, coupled to a mass detector (Hewlett Packard-Agilent GC/MS system,
GC model 7890A and mass detector model 5975C). The column used was HP-5MS
(Hewlett Packard - Agilent, 5% phenyl methyl silox, 30m x 250um internal diameter
with film thickness of 0.25um). The oven temperature program commenced at 60°C,
maintained for 8 min and increased by 3°C/min until reaching 180°C, remaining at that
temperature for 1 min. Thereafter, the temperature was increased by 20°C/min until
reaching 250°C, which was maintained for 10min. The carrier gas used was helium with
a flow of 0.8 ml/min, injector temperature of 250°C, injection volume of 1pl, in split
mode, split ratio 1:55. The analyzed mass range was 40-450 u. The compounds were
identified through comparison of their mass spectra and retention indexes with the
Adames library (2007).

3. RESULTS

The control group presented 79% germination, while the hypergravity simulation
groups showed better results for the protocols that ran for 1, 2 and 3 days, with a
percentage germination of 87%, 85% and 81%, respectively. Statistical analysis showed
a probability that the effect of simulated hypergravity affected seed germination was
99%, 94% and 85% for 1, 2 and 3 days, respectively. The findings showed a significant
difference between the number of germinated seeds in relation to the control group for
protocols 1 (p = 0.001), 2 (p = 0.003) and 3 (p = 0.006). Based on these results,
protocols 1 and 2 were selected to be used for the open-air cultivation. Although there
were an increased number of seed germinations in protocols 1, 2 and 3 in comparison to
the controls, no significant difference in the growth of the roots and shoots for the 3

protocols in comparison to the control was found.
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3.1 OPEN-AIR CULTIVATION

Cultivation was carried out in the open-air for protocol groups 1 and 2, with collections
being made between the 14th and 15th week, always in the morning and on a dry day.
Results are shown in Figure 1, with centrifuge 2 having produced higher quantities of
germinated plants and flowers. This clear difference compared to the other groups was
due to the large numbers of branches on the stem of the basil that this group developed

during its growth.
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Figure 1: Open-air experiment for the number of plants grown and flowers produced in
the different experimental groups.

3.2EXTRACTION AND ANALYSIS OF THE ESSENTIAL OILS

The mass of the fresh leaves after extraction was 500g for the first collection
(centrifuge 1), 5509 for the second collection (control 1), 600g for the third collection
(control 2) and 1030g for the fourth collection (centrifuge 2). The total quantity of
essential oils was 0.3mL for centrifuge 2 and 0.2mL for the other groups. The essential
oils yield was 0.30% for centrifuge 1; 0.33% for control 1; 0.36% for control 2; and
0.40% for centrifuge 2.

The results of chemical composition analysis of the basil essential oil by GC/MS
for the 4 groups are presented in Tables 1 to 4. The three main constituents were
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eugenol, linalool and 1,8-cineole, with eugenol being the most predominant. These three
compounds were responsible for more than 80% of the basil essential oil composition,
both in the simulated hypergravity and control groups. Other compounds were also

detected but in quantities less than 3%.

4. DISCUSSION

The germination process integrates events that begin with the absorption of
water by the quiescent seeds and ends when part of the embryonic tissue, usually the
radical, undergoes elongation. Temperature and light are considered environmental
factors of fundamental importance in the control of germination. Temperature
influences the germination process, especially by altering the rate of water absorption
and modifying the chemical reaction velocities that will stimulate the deployment, the
storage transport and the resynthesis of substances of the seedling (Lima et al., 2007).
Basil seeds are very small and considered to be photoblastic, i.e. there are 3 factors that
contribute to the germination of basil seeds: water, light and temperature. This may
explain why only the protocols of 1, 2 and 3 days exposure of the basil to simulated
hypergravity presented better germination results, as the seeds of these protocols had
more time to rest, and to capture the light and water for germination. The need for the
seeds to germinate in the presence of light causes them to germinate only when they are
in the surface layers of the soil where light can reach them. Therefore, if a positive
photoblastic seed is buried, it will require the soil to be removed to promote germination
(Lima et al., 2007). In this study, although the basil seeds were covered with a minimum
amount of soil, as specified in the literature (Biasi & Deschamps, 2009; Pereira &
Moreira, 2011), there was no observed alteration in the process of germination. This is
in accordance with the ISLA seed supplier who indicated an expected germination
percentage of over 75%, and the results of this study showed the lowest germination
percentage to be 79% in the control group.

Soga et al. (2005) in their research with Arabidopsis thaliana and Azuki bean
seeds, reported that hypergravity did not provide an extra stimulus for germination and
the plant responses could be seen as a normal physiological response. They did detect in
their studies, however, that changes induced by hypergravity in the growth and
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properties of the cell walls are mediated by mechanoreceptors present in the plasma
membrane, which are responsible for plant gravitropism.

The results of this study, however, differ from that presented by Soga et al.,
(2005). It was observed in the simulated hypergravity protocol groups for the first 3
days, +7Gz for 8h and 16h rest, that they presented better and higher results than the
control group in the germination process, with the control group presenting a
germination of 79.4%, and the protocols of 1, 2 and 3 days of centrifugation having a
germination percentage of 87%, 85% and 81%, respectively. This fact suggests that
basil seeds do not support well the physiological stress caused by hypergravity, and
therefore, the shorter the centrifuge time and the longer the resting period, the faster the
seeds will recover from possible physiological stress caused by hypergravity. Similar
results were found by Santos et al., (2012)with carrot seeds exposed to intermittent
hypergravity simulation over 4, 11 and 18 days, which showed greater and superior
germination than those in terrestrial gravity (+1Gz). Likewise, Russomano et al., (2007)
also found a significant increase in the germination of Rucula sativa Mill, suggesting
that the plant hormone auxin may respond to the stimulus of hypergravity, influencing
plant growth. Auxins are characterized by their ability to induce cell elongation in the
subapical region of branches. In addition, it affects the physiological processes,
including phototropism, geotropism, fruit development and gender expression.

Observing the data in Figure 1, it was found that centrifuge 2 group presented a
much higher number of flowers and leaf mass than the control group 2, which could
corroborate the theory of Russomano et al., (2007). The same did not repeat itself in
relation to the control 1 and centrifuge 1 groups. During open-air plantation, these
groups experienced the action of wind gusts that affected the protection cover; this did
not happen with the control 2 and centrifuge 2 groups. Consequently, despite the
attempt to standardize the experimental conditions, this climatic event may have
affected the development of groups 1. Therefore, in order to confirm the effects of
simulated hypergravity on the basil cultivation, it is necessary to quantify the auxins as
the next experimental step.

In addition, research by Aubay-Centis et al. (2003) showed that Arabidopsis
thaliana seeds endured a simulated hypergravity of +5Gz, conducted in the dark for 30
minutes over 6 days. According to the authors, changes in gravitational forces affect
plant cell activity, among them gene expression, which can be modulated very quickly.

They further state that alterations in gene expression in response to changes in
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gravitational force are not an isolated process and involve genes linked to the cell wall,
cytoskeleton and auxins. Furthermore, the distinct expression patterns allow us to
distinguish between different ‘classes of genes’, some of which are dependent on the
sequence of alterations in gravitational forces. In this sense, evaluation of gene
expression becomes a fundamental factor in the follow-up of this research.

In this study, eugenol was the main compound encountered, possibly due to the
time of harvest, which was carried out between 14 and 15 weeks after planting.
Experiments conducted by Labra et al., (2004) and Huang et al., (2011) demonstrated
that the major compound found in Italian basil (Genovese-type, large-leaf Italian basil)
was linalool, with eugenol being the second largest. According to the authors, the
extraction of fresh leaves must be done between the 3rd and 5th week after planting,
with the basil at this stage being young and small (measuring 8-12cm), having little or
no offshoots from the main stem, and leaves that are still not mature. On the other hand,
essential oil yields tend to be low, irrespective of the quantity of fresh leaves used for
extraction. Huang et al., (2011) in their studies of O. basilicum cv. Italian large leaf
found the quantity of linalool and eugenol was 54% and 30%, respectively. Labra et al.,
(2004) when evaluating the genetic polymorphism in cultivars of O. basilicum,
observed low or even no genetic variability due to reproduction and autogamous
propagation. The authors also conducted a genetic taxonomic study to classify the
cultivars, as cultivars of O. basilicum can have very similar agronomic characteristics.
For example, Genovese and Italian large leaf varieties have the same aroma, major
chemotypes (linalool and eugenol), size and flower (white), and are only differentiated
by the leaves, with one having oval-shaped, dark green leaves (Genovese). The authors
extracted the essential oils after 90 days, identifying between 19%-37% linalool and
28%-30% eugenol as the major compounds. Their data corroborates the findings of this
study as, with a similar time of collection and extraction, the percentage of linalool
found was 22%-28%, although the percentage of eugenol 46%-62% was found to be
higher.

Eugenol was predominant, possibly due to the soil environmental conditions and
its biosynthesis. The biosynthesis of constituents and production of essential oils occurs
in the glandular trichomes present on the surface of basil leaves. With the maturing and
ageing of the leaves, there is a decrease in glandular trichomes at the same time as the
leaves gain weight. In general, a young leaf positioned at the top of the main stem

contains a lower yield of essential oil than an older leaf found lower down the stem;
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however, the same young leaf with less weight has a higher concentration of essential
oils than the older leaf. This is because the concentration of essential oil decreases by
evaporation as the leaf matures in size, weight and age (Fischer et al., 2011).

In biosynthesis, the compounds are mostly derived from each other. Methyl-
eugenol and methyl-chavicol are methylated products of eugenol and chavicol. This
conversion happens with the enzymes eugenol-O-methyltransferase (EOMT) and
chavicol-O-methyltransferase (COMT), respectively. The level of activity of these
enzymes in the difference of chemotypes is one of the major factors affecting the
distinction of phenylprophen in basil essential oils (Fischer et al., 2011). The authors in
their research of basil leaves explain that this conversion process is not so simple and
differs greatly from one leaf to another; often the conversion does not occur and higher
concentrations of eugenol are maintained as a result. The authors demonstrated that the
position of the basil leaves on the main stem affected the essential oil composition and
the process of maturing differs between the leaves. Nonetheless, the reason behind this
difference was not clarified and the authors determined that more research is required to

ascertain if this can be caused by environmental and/or hormonal factors.

5. CONCLUSIONS

In conclusion, it is believed that simulated hypergravity performed intermittently
for a period of 1 and 2 days affects both the germination and growth of basil. It is also
suggested that this exposure has a positive influence on plant development, in view of
the larger amount of flowers and mass produced. However, the production of basil
essential oils was not affected, although the production of eugenol was observed to be
higher, probably due to environmental or hormonal factors. Studies assessing the
response of auxin and gene expression to simulated hypergravity may be important to

better understand the effects of increased gravity on basil.
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Table 1 — Compounds present in the centrifuge group 1 essential oil, identified by
GC/MS analysis.

Compound” RI” %Area
Sabinene 969 0.0831
[-Pinene 972 0.1381
Myrcene 988 0.1411
Sylvestrene 1025 0.1148
1,8-Cineole 1028 5.1517
E-B-Ocimene 1047 0.5961
y-Terpinene 1065 0.1546
n-Octanol 1071 0.1218
Terpinolene 1085 0.0776
Linalool 1100 28.3297
Camphor 1141 0.3661
Borneol 1162 0.4071
p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1164 0.2312
Terpinen-4-ol 1174 0.1083
o-Terpineol 1188 1.2230
Octanol acetate 1211 0.0934
Bornyl acetate 1283 0.6380
Eugenol 1358 49.3856
Methyleugenol 1403 1.0094
a-trans-Bergamotene 1433 3.0933
o-Guaiene 1436 0.2007
cis-Muurola-3,5-diene 1443 0.1150
o-Humulene 1450 0.3111
E-B-Farnesene 1455 0.4197
cis-Cadina-1(6),4-diene 1460 0.1777
v-Muurolene 1478 1.0704
Bicyclogermacrene 1493 0.5185
a-Bulnesene 1502 0.8443
y-Cadinene 1511 0.8332
[-Sesquiphellandrene 1521 0.1715
epi-a-Cadinol 1638 2.2440
Total Identified 98.3699

" Compounds identified by comparison of their mass spectra and retention indices with
the Adam'’s library (2007).

“Retention Index calculated for a range of alkanes.

““Percentage area of each peak in relation to the chromatogram total area.
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Table 2 — Compounds present in the control group 1 essential oil, identified by GC/MS
analysis.

Compound” RI” %Area
1,8-Cineole 1028 6.2910
E-B-Ocimene 1047 0.5684
Linalool 1099 26.2804
Camphor 1141 0.3307
Borneol 1163 0.2922
p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1165 0.2205
Terpinen-4-ol 1175 0.1572
o-Terpineol 1188 1.1511
Octanol acetate 1211 0.1369
Bornyl acetate 1283 0.7373
Eugenol 1357 55.5365
Methyleugenol 1403 1.2997
o-trans-Bergamotene 1433 2.3883
o-Humulene 1450 0.2232
E-B-Farnesene 1455 0.3203
y-Muurolene 1478 0.7756
Bicyclogermacrene 1493 0.3599
o-Bulnesene 1502 0.5565
y-Cadinene 1511 0.5700
epi-a-Cadinol 1638 1.4857

Total Identified 99.6815

" Compounds identified by comparison of their mass spectra and retention indices with
the Adam’s library (2007).

“Retention Index calculated for a range of alkanes.

““Percentage area of each peak in relation to the chromatogram total area.
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Table 3 — Compounds present in the centrifuge group 2 essential oil, identified by
GC/MS analysis.

Compound” RI” %Area
B-Pinene 972 0.2197
Myrcene 989 0.2061
1,8-cineole 1028 7.6978
E-B-Ocimene 1047 0.6069
Linalool 1099 21.7155
Camphor 1141 0.3582
Terpinen-4-ol 1175 0.2711
o-Terpineol 1188 1.1446
Bornyl acetate 1283 0.5212
Eugenol 1357 62.5606
Methyleugenol 1403 0.5830
o-trans-Bergamotene 1433 1.5559
y-Muurolene 1478 0.4101
Bicyclogermacrene 1493 0.2144
o-Bulnesene 1502 0.3522
y-Cadinene 1511 0.3755
epi-a-Cadinol 1638 1.0502
Total Identified 99.8429

“ Compounds identified by comparison of their mass spectra and retention indices with
the Adam’s library (2007).

“Retention Index calculated for a range of alkanes.

““Percentage area of each peak in relation to the chromatogram total area.
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Table 4 — Compounds present in the control group 2 essential oil, identified by GC/MS
analysis.

Compound” RI” %Area
Sabinene 969 0.2544
[-Pinene 972 0.4318
Myrcene 989 0.3987
Sylvestrene 1026 0.2748
1,8-Cineole 1028 9.1823
E-B-Ocimene 1047 1.1832
y-Terpinene 1065 0.1639
n-Octanol 1071 0.1212
Terpinolene 1085 0.1410
Linalool 1100 28.5875
Camphor 1141 0.4233
Borneol 1163 0.3052
p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1165 0.2392
Terpinen-4-ol 1175 0.1489
o-Terpineol 1188 1.2203
Octanol acetate 1211 0.1944
Bornyl acetate 1283 0.7535
Eugenol 1358 46.9591
Methyleugenol 1403 0.8095
a-trans-Bergamotene 1433 2.7406
o-Guaiene 1436 0.1590
cis-Muurola-3,5-diene 1443 0.0967
o-Humulene 1450 0.2183
E-B-Farnesene 1455 0.2116
cis-Cadina-1(6),4-diene 1460 0.1210
v-Muurolene 1478 0.8147
Bicyclogermacrene 1493 0.3626
o-Bulnesene 1502 0.5995
y-cadinene 1511 0.6774
[-Sesquiphellandrene 1521 0.1293
epi-a—Cadinol 1638 1.4965
Total Identified 99.4198

“Compounds identified by comparison of their mass spectra and retention indices with
the Adam'’s library (2007).

“Retention Index calculated for a range of alkanes.

“Percentage area of each peak in relation to the chromatogram total area.
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6. Consideracdes finais

O processo de germinagdo incorpora eventos que se iniciam com a absorcao de
agua pela semente quiescente e termina quando uma parte do embrido usualmente a
radicula, sofre alongamento. A temperatura e a luz sdo consideradas fatores ambientais
de fundamental importancia no controle da germinagdo. A temperatura influi no
processo de germinacdo, especialmente por alterar a velocidade de absorcdo de agua e
modificar as velocidades das rea¢fes quimicas que irdo acionar o desdobramento, 0
transporte de reservas e a ressintese de substancias para a plantula (30). As sementes de
manjericdo sdo muito pequenas e consideradas fotoblasticas, ou seja, sdo 3 fatores que
contribuem para a germinacdo das sementes de manjericdo: a agua, luz e temperatura.
Isso pode explicar o porqué de apenas os protocolos de 1, 2 e 3 dias de exposi¢do do
manjericdo a hipergravidade simulada apresentam melhores resultados de germinagéo,
pois as sementes desses protocolos tiveram maior tempo para repouso, para captar luz e
agua, para a germinacdo. A necessidade dessas sementes de germinar na presenca de luz
faz com que elas o realizem apenas nas camadas superficiais do solo, onde a luz pode
atingi-las. Logo, se uma semente fotoblastica positiva estiver enterrada, é necessario que
a terra seja revolvida para promover a germinacdo (30). Nesse estudo, apesar de as
sementes de manjericdo terem sido cobertas com uma quantidade minima de solo,
conforme especificado na literatura, (2,3), ndo foi observada qualquer alteracdo em seu
processo de germinacdo, pois, segundo o fornecedor (ISLA), era esperado um
percentual de germinacdo superior a 75% e, nos experimentos testados, o que
apresentou menor percentual de germinacéo foi o grupo controle, com 79%.

Soga et al. (7,8), em suas pesquisas com sementes de Arabidopsis thaliana e

feijdo Azuki, relataram que a hipergravidade ndo promoveu um estimulo extraordinario
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para a germinagao e que as respostas de plantas pode ser reconhecido como respostas
fisiologicas normais, embora ele tenha detectado em seus estudos que as mudancas
induzidas pela hipergravidade em crescimento e as propriedades da parede celular sdo
mediados por mecanorreceptores presentes na membrana plasmaética, os quais sao
responsaveis pelo gravitropismo das plantas.

Nessa pesquisa, no entanto, os resultados encontrados divergem dos estudos
apresentados por Soga et al. (7,8). Foi observado que os 3 primeiros dias de protocolo
em hipergravidade simulada a +7Gz em 8 horas de centrifuga e 16 horas de repouso
apresentaram resultados significativamente melhores e superiores ao grupo controle no
processo de germinacdo, tendo como o controle de 79%, e os protocolos 1, 2 e 3 dias de
centrifuga em hipergravidade simulada, tendo um percentual de germinacdo de 87%,
84% e 81%, respectivamente. Esse fato sugere que as sementes de manjericdo ndo
suportam muito tempo ao estresse fisiologico provocado pela hipergravidade, e que,
portanto, quanto menor o tempo de centrifuga, e maior o tempo de repouso, mais rapido
as sementes se recuperavam de um possivel estresse fisiologico causado pela
hipergravidade. Resultados semelhantes foram encontrados por Santos et al. (10), com
sementes de cenouras expostas em hipergravidade intermitente em 4, 11 e 18 dias, as
quais apresentaram germinacdes maiores e superiores aquelas em gravidade terrestre
(+1Gz). Da mesma forma, Russomano et al. (11), também encontraram resultados
significativos no aumento da germinacdo com Rdcula sativa Mill, sugerindo que o
hormdnio vegetal auxina pode responder ao estimulo da hipergravidade influenciando
0 crescimento das plantas. As auxinas sdo caracterizadas pela sua capacidade de induzir
0 alongamento de células na regido subapicais de ramos. Além disso, ela afeta os
processos fisiologicos, incluindo fototropismo, geotropismo, o desenvolvimento dos

frutos e o género de expressao.
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Observando os dados obtidos nessa pesquisa foi verificado que o grupo
centrifuga 2 apresentou um numero de flores e massa em folhas muito superior ao grupo
controle 2, o que poderia corroborar com a teoria de Russomano et al. (11). J& 0 mesmo
ndo se repetiu com os controles 1 a centrifuga 1. Durante o plantio a céu aberto, as
plantacdes da centrifuga 1 e controle 1 sofreram agdo de rajadas de vento, fazendo com
que a sua cobertura de protecdo fosse afetada, 0 que ndo aconteceu com 0S grupos
centrifuga 2 e controle 2. Nesse sentido, apesar da tentativa de padronizar as condi¢des
experimentais, este evento pode ter afetado o desenvolvimento dos grupos 1. Assim,
para confirmar os efeitos da hipergravidade simulada sobre o cultivo do manjericéo,
faz-se necessaria a quantificacdo da auxina como uma proxima etapa experimental.

Adicionalmente, estudos realizados por Aubay-Centiset et al. (4), mostraram
que sementes de Arabidopsis thaliana suportaram a hipergravidade simulada de +5Gz,
realizada no escuro, por 30 minutos, em 6 dias. Segundo os autores, mudancgas nas
forgas gravitacionais afetam as atividades das células vegetais, e, entre elas, a expressao
génica, que pode ser modulada muito rapidamente. Os autores confirmam, ainda, que as
alteragcdes na expressao dos genes em resposta a variagcdes na forca gravitacional nao
sdo um processo isolado e envolve genes ligados a parede celular, ao citoesqueleto e as
auxinas. Além disso, os padrdes distintos de expressdo nos permitem discriminar entre
diferentes "classes de genes”, alguns dos quais sd@o dependentes da sequéncia de
alteracdes em forcas gravitacionais. Nesse sentido, a avaliacdo de expressdo génica
torna-se um fator fundamental no seguimento desta pesquisa.

Nesse estudo, o eugenol foi o principal composto encontrado, possivelmente,
devido a época da colheita, que foi realizada entre a 14° e 15° semana apds o plantio.
Experimentos realizados por Labra et al. (16) e Huang et al. (31) demonstraram que 0

composto majoritario encontrado no manjericdo do tipo italiano (cv. Genovés, italiano
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folha grande, etc) foi o linalol e 0 segundo maior composto foi o eugenol. De acordo
com os autores, a extracdo das folhas frescas deve ser feita da 3° semana a 5° semana
apos o plantio, ou seja, nesse estagio, 0 manjericao é jovem e pequeno (medindo de 8 a
12 cm), possui pouca ou nenhuma ramificagdo em seu caule principal e as folhas ainda
sdo jovens e ndo estdo maturas; mas, em contrapartida, os rendimentos dos 0leos
essenciais costumam ser baixos independendo da quantidade de folhas frescas usadas
para a extracdo. Huang et al. (31) em seus estudos encontrou para O. basilicum cv.
Italiano folha grande a quantidade de lianalol e eugenol, 54% e 30% respectivamente.
Labra et al. (16) avaliando o polimorfismo genético em cultivares de O. basilicum,
observou uma baixa ou mesmo nenhuma variabilidade genética, devido a reproducdo e
a propagacdo autdgama. Os autores também realizaram um estudo taxonémico genético
para classificar os cultivares, pois cultivares de O. basilicum podem ter caracteristicas
agrondmicas muitos semelhantes, como, por exemplos, os cultivares genovés e italiano
de folha grande, que possuem mesmo aroma, quimiotipos majoritarios (linalol e
eugenol), mesmo tamanho e flor (branca), sé diferenciando fisicamente pelas folhas,
sendo um do tipo ovalado e verde escuro (genovés). O autor extraiu 0s 6leos essenciais
depois de 90 dias, identificando linalol de 19% a 37% e eugenol de 28% a 30%, como
componentes majoritarios. Esses dados corroboram os achados do presente estudo, pois
em tempo de coleta e extracdo semelhante foi encontrado um percentual de linalol de
22% a 28% e eugenol de 47% a 62%, a excecdo de o eugenol, aqui encontrado como
sendo muito superior.

O eugenol foi o componente predominante, possivelmente, devido as
condicdes edafo-ambientais e de sua biossintese. A biossintese de componentes e
producdo de Gleos essenciais ocorre nos tricomas glandulares presentes na superficie

das folhas do manjericdo. Com a maturacdo e a idade avancada da folha, ha uma
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diminuicdo no numero de tricomas glandulares ao mesmo tempo em que as folhas
ganham peso. Geralmente uma folha jovem posicionada no alto do caule principal
contém rendimento de Oleo essencial mais baixo que uma folha velha posicionada
abaixo do caule principal; entretanto, a mesma folha jovem, com menor peso, possui
maior concentracdo de 6leos essenciais que uma folha velha. Isso ocorre porque a
concentracdo de 6leos essenciais decresce, por evaporacdo, conforme a maturacdo da
folha em tamanho, peso e idade, a concentragéo decresce (32).

Na biossintese, os compostos, em sua maioria sdo derivados uns dos outros.
Metileugenol e metilchavicol s&o produtos metilados de eugenol e chavicol,
respectivamente. Essa conversdo acontece com as enzimas eugenol-O—metiltransferase
(MT) e chavicol-O-metiltransferase (COMT), respectivamente. O nivel de atividade
dessas enzimas na diferenca de quimiotipos € um dos grandes fatores que afetam a
distingdo da composicdo de fenilprofenos, nos 0leos essenciais de manjericdo (32).
Fischer et al. (32), em seus estudos sobre as folhas de manjericdo, explica que esse
processo de conversdo nao é tdo simples e difere muito de uma folha para outra, e que,
muitas vezes, ndo acontece essa conversao e, assim, séo mantidas altas as concentracdes
de eugenol. O autor demonstrou em seus estudos que a posi¢do das folhas de manjericédo
no caule principal ndo s6 afetam a composicdo de Oleo essencial como também o
processo de maturacéo das folhas difere muito uns dos outros. Ele, porém, ndo elucidou
0 porqué dessa diferenca e determinou que fossem necessarias mais pesquisas para
descobrir se isso pode ser causado por fatores hormonais e/ou ambientais.

Concluimos, assim, que a hipergravidade simulada afeta tanto a germinacao
guanto o crescimento do manjericdo quando realizada de forma intermitente por 1 e 2
dias, além de sugerir que essa exposicdo influencia de forma positiva no

desenvolvimento da planta, face ao maior nimero de massa produzida, assim como de
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flores. No entanto, a produgdo de Oleos essenciais do manjericdo ndo foi afetada,
embora tenhamos observado que a producdo de eugenol tenha sido superior,
provavelmente devido a fatores ambientais e/ou hormonais. Estudos que avaliem a
resposta da auxina e da expressdo génica a hipergravidade simulada podem ser
importantes para melhor elucidar os efeitos do aumento gravitacional sobre o

manjericéo.
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