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Abstract

Rosmarinus officinallis Linn. (rosemary), of the family Lamiaceae, is rich in
aromatic essential oils and exploited due its pharmaceutical, aromatic and
culinary properties. Seeds and nodal segments of rosemary were submitted to
different conditions of surface sterilization and placed on Murashige & Skoog
(MS) culture medium, with the aims of investigate the germination viability of
seeds and determinate the best sterilization conditions of meristematic tissues
for the in vitro production of plants. Two concentrations of sodium hypochlorite
(NaClO) solution (0.5% and 1%) were tested for 10 minutes for seed
sterilization, as well as the control (0% de NaClO), with further culture on MS
medium. For the sterilization of nodal segments, two concentrations of NaClO
(1 and 1.5%) were tested for 5, 10, 15, 20, 25 and 30 minutes. Further, 1%
NaClO was tested (5, 10 and 15 minutes), with previous immersion in 70%
ethylic alcohol. The nodal segments were individually cultivated in test tubes
containing MS medium supplemented with 6-benzylaminopurine (BAP) and a-
naphtaleneacetic acid (NAA). Contamination with fungi and bacteria, surviving
of the explants as well as shoot formation were evaluated. On seeds, the minor
contamination was observed applying 1% NaClO. Germination rate was very
low (0.67%). The nodal segments submitted to sterilization for 1.0% NaClO with
previous immersion in 70% ethylic alcohol for 10 and 15 minutes presented
minor contamination rates (45 and 30%, respectively) and major surviving and
shoot formation percentages (100 and 78.5%, respectively).
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Introducao

A espécie Rosmarinus officinalis Linn., conhecida popularmente por
alecrim, é um subarbusto lenhoso da familia Lamiaceae, originario da Regido
Mediterrdnea da Europa. As folhas de R. officinalis s&o lineares, coriaceas,
muito aromaticas e perenes. Suas flores, hermafroditas, encontram-se reunidas
em espiguilhas terminais azuladas ou lilds, pequenas e muito aromaticas
(Lorenzi & Matos, 2002; Fundacdo Zoobotanica do Rio Grande do Sul, 2005).
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Além de sua utilizacdo como cobertura vegetal para prote¢do contra
erosdo (Caruso et al.,, 2000), a espécie € conhecida por suas propriedades
nutricionais e medicinais. Dentre os beneficios, destacam-se suas propriedades
antioxidantes, antissépticas, vasodilatadoras, diuréticas, antiespasmadicas,
antibacterianas, antifingicas, tbnicas e estimulantes. Do ponto de vista
fitoquimico, o alecrim produz flavonodides, flavonas metoxiladas e &acidos
fendlicos, sobretudo derivados caféicos, tais como o Acido caféico, o &cido
clorogénico e o acido rosmarinico. O alecrim caracteriza-se, ainda, pela
presenca de diterpenos triciclicos e triterpenos (Nascimento et al., 2000;
Packer & Luz, 2007).

A crescente importancia do uso de extratos naturais de Rosmarinus
officinalis na producdo de compostos alimentares (Adegoke et al., 1998; Chen
et al., 1999), bem como na industria farmacéutica e de cosméticos (Mangena &
Muyima, 1999), leva a preocupacao com a seguranca e qualidade dos produtos
derivados. Genoétipos com altas concentragdes de metabdlitos secundarios
devem ser selecionados e propagados, garantindo a eficiéncia do processo de
extracdo destas moléculas (Hennig et al., 2002).

Atualmente, os principais produtores de alecrim séo a Europa e o norte
da Africa. No Brasil, o cultivo encontra obstaculos, principalmente relacionados
as condicBes climaticas. E uma espécie de dificil reproducéo por sementes e
intolerante a invernos Umidos, caracteristicos da regido Sul do Brasil. O valor
medicinal e a dificuldade de obtencdo de mudas justificam a importancia do
estudo de formas alternativas de propagacgdo comercial para esta espécie,
incluindo a micropropagacéo, visando selecionar linhagens de alta qualidade
para o plantio extensivo e a extracdo adequada de fitofarmacos.

A micropropagacao € uma eficiente ferramenta para clonar plantas em
escala comercial. Os explantes sdo cultivados assepticamente em meio de
cultura, permitindo uma interacéo controlada entre fatores abidticos e bidticos,
que pode dar origem a plantas geneticamente superiores multiplicadas
massivamente. Diversos explantes podem ser utilizados para o inicio de uma
propagacéo in vitro de uma planta, entretanto, procura-se selecionar explantes
que contenham maior propor¢éo de tecido meristemético ou que tenham maior
capacidade de expressar totipoténcia, tais como gemas apicais, gemas axilares
e sementes (Torres et al., 2000; Andrade, 2002).

Diversos fatores influenciam no desenvolvimento da planta in vitro,
como o genotipo da planta, o estadio de desenvolvimento do tecido doador do
explante, a procedéncia dos explantes e as condicbes do meio de cultura. O
meio de cultura contém boa parte da fonte de energia para a multiplicacdo do
tecido vegetal, associando componentes, como fonte de carbono, nitrogénio,
vitaminas e hormdnios necessarios para manter as divisdes celulares e a
proliferacdo dos explantes. A combinacdo desses componentes com as
condicdes de luz, temperatura e recipiente da cultura é a base para a
tecnologia da cultura de tecidos vegetais. Devido a isto, testes prévios devem
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ser executados, com o objetivo de obter condi¢bes 6timas de cultura (Caldas et
al.,1998).

Um dos grandes obstaculos ao sucesso da cultura in vitro é a
contaminac¢do dos tecidos, que interfere negativamente no estabelecimento dos
explantes, pois além de os microrganismos competirem por nutrientes,
produzem toxinas que prejudicam o processo de regeneracdo. Para evitar a
contaminagédo, € necessaria a esterilizagdo dos explantes com substancias tais
como etanos e compostos a base de cloro. Outros agentes desinfestantes
incluem o cloreto de mercurio, o acido cloridrico, o cloreto de benzalconio e o
peroxido de hidrogénio, assim como acidos e bases concentradas, alcodis,
como o isopropanol, e bases quaternarias, como o triquaternario de amonio,
embora os mesmos sejam menos preferidos devido a seus efeitos toxicos
sobre os tecidos vegetais. O agente desinfestante mais comumente utilizado &
o hipoclorito de sddio, que é uma solugcdo aquosa alcalina com 10% de cloro
ativo e cerca de 10-13 g/l de soda residual, produzido pela reagéo entre o cloro
gas e uma solucéo de hidroxido de sodio. Na esterilizacdo de sementes utiliza-
se hipoclorito de sédio entre 0,5 e 1,0% de cloro ativo ou mesmo produto
contido em alvejantes domésticos, usados na concentracdo de 1 a 1,5% do
cloro ativo. Na esterilizacdo de gemas, por sua vez, as concentracfes das
solucdes desinfestantes podem variar muito, sendo inversamente proporcionais
a sensibilidade do tecido. O alcool etilico é geralmente usado a 70% por alguns
segundos e o hipoclorito de sédio é aplicado a concentragdo de 0,5 a 2,0% de
cloro ativo por até 40 minutos (Torres et al., 2000). Para melhorar o contato das
solucdes a base de cloro aos tecidos vegetais, geralmente sdo adicionadas
algumas gotas de detergente. O Tween 20 é o detergente mais utilizado em
concentragfes de 0,01 a 0,05% (v/v), apesar de os detergentes liquidos para
uso domeéstico também apresentarem um bom resultado (Torres et al., 2000).

As adequacdes da concentracdo do agente desinfestante e do tempo
de exposicao do tecido variam enormemente de acordo com a espécie e a
sensibilidade do tecido, exigindo cuidadosos testes para o estabelecimento de
protocolos especificos (Montarroyos, 2000). A maior dificuldade esta em atingir
a concentracdo ideal do agente desinfestante, de modo a obter amostras
descontaminadas sem conduzi-las a morte quando isoladas (Grattapaglia &
Machado, 1998).

Especificamente, para Rosmarinus officinalis, um ndmero restrito de
publicacdes isoladas tem sido dedicado a propagacéo in vitro, entre as quais se
destacam os trabalhos de Misra & Chaturvedi (1984), Komali & Shetti (1998),
Caruso et al. (2000) e Hennig et al. (2002). Entretanto, tais trabalhos
apresentam protocolos pouco detalhados, além de serem especificos para
gendtipos adaptados a ambientes europeus e asiaticos.

Os objetivos deste trabalho foram investigar a viabilidade de
germinacdo de sementes industrializadas in vitro e determinar as condi¢bes
ideais de esterilizagdo de segmentos nodais de plantas doadoras adaptadas as
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condicbes climaticas do Rio Grande do Sul, para contribuir com o
estabelecimento de um protocolo de micropropagacdo de Rosmarinus
officinalis.

Material e Métodos

Esterilizacdo e estabelecimento da cultura in vitro de sementes

As sementes de Rosmarinus officinalis foram adquiridas de uma
empresa que atua na pesquisa, producdo e comercializacdo de insumos e
servigos para horticultura, floricultura, fruticultura e paisagismo. As sementes
séo previamente tratadas com o fungicida Thiram® (dissulfeto terametil-tiuram)
1,5g/kg de sementes. Conforme instru¢cdes da empresa, as sementes foram
mantidas a 4T durante sete dias antes da semeadura, condi¢cdo que induz a
quebra da dorméncia.

Foram realizados trés tratamentos de esterilizacdo, utilizando solucao
de hipoclorito de sédio (NaCIlO) a 0% (controle), 0,5% e 1%, com 200 sementes
cada, totalizando 600 sementes. As sementes foram imersas na solugcédo de
NaClO (0,5 e 1%) ou na agua destilada (0% de NaClO) durante 10 minutos,
apos o que foram lavadas quatro vezes em agua destilada estéril e distribuidas,
em conjuntos de 10, em placas de petri contendo 25 ml do meio MS
(Murashige & Skoog, 1962)r, composto por sais e vitaminas de MS, 2% de
sacarose, 0,4% de Phytagel™ e pH 6,0. As placas etiquetadas foram mantidas
em camara de germinacéo tipo B.O.D., a temperatura de 25 +2<C. Para cada
tratamento, metade das placas foi mantida no escuro durante 10 dias (placas
envoltas em papel aluminio), e o restante foi exposto ao fotoperiodo de 16
horas de luz, com intensidade luminosa de 110 pumol m?s™. Para gue todas as
placas recebessem intensidade luminosa semelhante, as suas posi¢des foram
trocadas duas vezes por semana.

A avaliacdo da contaminagcdo das sementes por fungos e bactérias
ocorreu aos sete e 14 dias apos o inicio da cultura. A germinagéo foi avaliada
apos 45 dias em cultura.

Esterilizacdo e estabelecimento da cultura in vitro de segmentos nodais

Os segmentos nodais de Rosmarinus officinalis foram obtidos de uma
planta cultivada em ambiente externo. Os explantes foram lavados em agua
corrente com detergente, enxaguados em &gua destilada e submetidos a
esterilizag&o. Diferentes concentra¢des de NaClO, com ou sem lavagem prévia
com alcool etilico a 70%, além de diferentes tempos de exposi¢cdo dos
explantes ao NaClO foram testados, sob condi¢cdes assépticas, conforme
Tabela 1. Ao final do tratamento, os explantes foram lavados quatro vezes em
agua destilada estéril.

Cada segmento nodal com folhas foi transferido para um tubo de
ensaio contendo 10 ml de meio MS (Murashige & Skoog, 1962), composto por
sais e vitaminas de MS, 0,5 mg/l de 6-benzilaminopurina (BAP), 0,1 mg/l de
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acido a-naftalenoacético (NAA), 2% de sacarose, 4% de Phytagel™ e pH 6,0.
Os tubos etiquetados foram mantidos em camara de germinagao tipo B.O.D., a
temperatura de 25C £2TC.

A avaliagdo da contaminacao dor fungos e bactérias foi realizada ao
final de 30 dias in vitro, sendo que a sobrevivéncia dos explantes e a formacéo
de brotos foram avaliadas ap6s 45 dias de cultura. Para a analise estatistica
foram considerados trés grupos (Tabela 1). Cada tratamento consistiu de 20
repeticdes, sendo considerado como repeticdo o tubo contendo um explante.
Para comparar os grupos em relacdo a porcentagem de contaminacdo e a
formacéo de brotos a partir dos explantes, foi utilizado o teste do Qui-quadrado
de associacdo. Os residuos ajustados padronizados (diferencas ajustadas
entre freqiéncias observadas e esperadas) foram analisados, para identificar
diferencas entre grupos. O teste do Qui-quadrado ainda foi utilizado para
comparar os tratamentos dentro do Grupo 1, pelo fato de este grupo ter se
destacado positivamente dos demais. Também neste caso, os residuos
ajustados foram analisados, para detectar diferencas entre tratamentos.

Tabela 1- Protocolos de esterilizagio aplicados aos segmentos nodais de Rosmarinus officinalis.

Grupo Tratamento Alcool 70% NaClO (%) Tempo de exposigéo
(min)
Grupo 1 1 sim 1 5
2 sim 1 10
3 sim 1 15
Grupo 2 4 nédo 1 5
5 néo 1 10
6 nédo 1 15
7 néo 1 20
8 néo 1 25
9 nédo 1 30
Grupo 3 10 nao 15 5
11 nédo 15 10
12 néo 15 15
13 nédo 15 20
14 nédo 15 25
15 n&o 1,5 30

Resultados e Discusséao

Esterilizacdo e estabelecimento da cultura in vitro de sementes.

Os dados referentes a esterilizacdo de sementes apos sete dias, bem
como os dados referentes a germinacdo apds 45 dias em cultura sdo
apresentados na Tabela 2. Este experimento foi conduzido com o objetivo de
testar a capacidade de germinacdo das sementes, utilizando, para tanto,
sementes industrializadas e tratadas previamente com agente fungicida. Nas
condi¢des de cultivo in vitro testadas, o tratamento com o fungicida Thiram® se
mostrou ineficiente, uma vez que 100% das placas apresentaram
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contaminacgdo por fungos, independente das condi¢cfes de luz. Numericamente,
o tratamento com 1,0% de NaClO durante 10 minutos proporcionou a menor
quantidade de placas contaminadas (10%), tanto no claro, como no escuro,
identificando esta concentracdo do agente desinfestante como a mais eficiente.
A contaminacao de placas aos 14 dias ndo apresentou diferenca em relagéo a
contaminagdo aos sete dias, mostrando que o maior crescimento de fungos e
bactérias ocorreu na primeira semana da cultura. Para outras espécies da
familia Lamiaceae, resultados semelhantes foram encontrados em publicacdes.
No trabalho de Lima et al. (2004), a solucdo de 1% de NaClO, durante 15 e 20
minutos, levou a uma menor porcentagem de contaminacao de sementes de
Thymus vulgaris L.. Para Melissa officinalis L., sementes foram desinfestadas
com sucesso utilizando 0,8% de NaClO durante 20 minutos (Reis et al., 2008).
Em ambos os trabalhos, a porcentagem de germinacdo foi considerada
satisfatoria, 0 que se deve, provavelmente, ao fato de terem sido utilizadas
plantas cultivadas em casa de vegetacdo como doadoras das sementes.

Do total de 600 sementes, apenas quatro germinaram, o que equivale a
0,67%. Uma porcentagem semelhantemente baixa ja havia sido observada
anteriormente (dados ndo publicados). Porcentagens dessa ordem inviabilizam
0 uso de sementes industrializadas para o estabelecimento da cultura in vitro,
principalmente quando o objetivo é a produgdo de um grande numero de
plantas. Uma desvantagem adicional do uso de sementes é a sua natureza
genética heterogénea, que é indesejavel em trabalhos em que se busca a
multiplicagdo de gendtipos selecionados.

N&do foram encontrados trabalhos bibliograficos sobre germinacao de
sementes de alecrim, o que impede a comparacdo de resultados e também
aponta para a dificuldade e a falta de aplicabilidade do uso deste tipo de
material.

Tabela 2. Contaminagdo por fungos e bactérias (ap6s sete dias) e nimero de sementes

germinadas (apds 45 dias) tratadas com diferentes concentracdes de NaClO e em diferentes
condigBes de luminosidade.

Numero de
NaClo Luz Total de placas* Placas_ com sementes
(%) contaminacéo )
germinadas
0 escuro 10 10 0
0 claro 10 10 0
0,5 escuro 10 1 0
0,5 claro 10 5 2
1 escuro 10 1 1
1 claro 10 1 1

*Cada placa continha 10 sementes.

Esterilizacdo e estabelecimento da cultura in vitro de segmentos nodais

Os segmentos nodais foram divididos em grupos, de acordo com 0s
processos de esterilizagcdo aplicados (Tabela 1). A porcentagem de
contaminagdo variou entre grupos (x2:36,578; df=2; p<0,001), tendo sido, em
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média, de 48,3, 86,7 e 82,5%, respectivamente, nos Grupos 1, 2 e 3 (Figura 1).
Uma subsequente andlise dos residuos ajustados mostrou haver diferenca
significante do Grupo 1, que apresentou menor contaminagéo, em relagdo aos
demais. Este grupo foi formado pelos explantes tratados com alcool etilico a
70% antes da esterilizacdo com NaClO.

Dentro do grupo 1 (explantes tratados com alcool etilico e NaClO), os
tempos de esterilizagédo (T1-T3) apresentaram associagdo com a contaminagéo
()(2:6,541; df=2; p=0,038), havendo uma rela¢do inversa entre o tempo e a
porcentagem de contamina¢do. Quando os explantes foram expostos a NaClO
durante 15 minutos, a contaminacéo foi significativamente menor (30%) do que
nos explantes expostos por 5 minutos (70%), de acordo com a analise dos
residuos ajustados. Nos tratamentos dentro de cada um dos outros dois
grupos, poéde ser visualmente observada a mesma tendéncia. Nestes grupos,
0s menores tempos de esterilizacéo (5 e 10 minutos) inclusive levaram a 100%
de explantes contaminados, o que se deve, provavelmente, a ndo utilizacao do
alcool etilico. Hennig et al. (2002), testando dois genétipos de Rosmarinus
officinalis observaram porcentagens de germinagédo de 10 a 90%, variacdo que
foi atribuidas a diferentes graus de infestacdo das plantas doadoras obtidas de
ambientes externos. Os autores trataram o0s explantes nodais com 8% de
NaClO durante trés minutos. Em Lippia sidoides Cham., a contamina¢éo dos
explantes foi reduzida com a imersdo em solu¢cdo NaClO a 0,8% em diferentes
tempos de imerséo (8, 12, 16 e 20 min), sendo que a contaminacdo variou de
33,7% a 50,6%. Segundo os autores, apesar de ndo terem sido observadas
diferencas significativas entre tratamentos, numericamente os tempos de
imersdo de 12 e 16 minutos proporcionaram menores porcentagens de
contaminagdo, enquanto que o aumento do tempo de 16 para 20 minutos
induziu a redu¢é@o do namero de brotos formados de 1,52 para 1,22, do nimero
de folhas por explante de 2,62 para 1,81 e do ndmero de folhas por brotos de
1,70 para 1,24 (Costa et al.,, 2007). Por sua vez, em Salvia officinalis L., o
melhor resultado de esterilizacdo de explantes foi obtido em tratamento que
consistiu na imersdo em &lcool 70% por 3 minutos e em hipoclorito de sédio
20% (solucdo comercial, contendo 2% cloro ativo) por 30 minutos (Lima et al.,
2008). Zigiotto (2007) testou diferentes concentracfes de NaClO comercial e
constatou que o uso deste a 20% (2% de cloro ativo) por 45 minutos induziu
alta taxa de oxidacdo nos explantes nos primeiros cinco dias da cultura,
levando a morte de todos os explantes. O uso de NaClO a 20% por 30 minutos
promoveu menor infestagdo de fungos e bactérias, porém a taxa de
sobrevivéncia foi de 33,33%, considerada relativamente baixa para
micropropagacao.

O NaClO é mais comumente usado em concentracdes de 0,5 a 2,0%
de cloro ativo, em diferentes tempos, de acordo com a consisténcia do tecido.
O tempo de imersdo pode chegar até 40 minutos, no caso de tecidos
lignificados. Concentragfes mais altas de NaClO, tais como 6%, e tratamentos
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de até 60 minutos tém sido utilizados somente para a desinfestacdo de
explantes com vérias camadas de tecidos, como frutos intactos, visando a
extracdo de sementes (Grattapaglia & Machado, 1998; Torres et al., 2000).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30% A
20% A
10%

0% -

‘ M contaminados BN&o contaminados com brotos ON&o contaminados sem brotos |

Figura 1: Influéncia da esterilizagdo sobre a contaminagdo de segmentos nodais e a capacidade
de formacao de brotos in vitro de Rosmarinus officinalis.

Nos testes apresentados neste trabalho, a contaminacdo fangica e
bacteriana foi considerada alta (minimo de 30%), fazendo-se, ainda,
necessarios testes com outros desinfestantes tais como o cloreto de mercurio e
o cloreto de benzalcénio. O cloreto de mercurio (HgCl,) é tdxico aos tecidos,
por isso sendo utilizado em concentracdes inferiores aos de NaClO. Misra &
Chaturvedi (1984) usaram solucdo de HgCl, a 0,1% para a desinfestacdo de
segmentos nodais de Rosmarinus officinalis. O cloreto de benzalcdnio agride
menos os tecidos, e pode ser usado a concentracbes semelhantes aos de
NaClO (Torres et al., 2000).

Uma semana apos a iniciagao da cultura in vitro, os explantes de todos
0S grupos apresentavam-se com colora¢cdo marrom, estando aparentemente
necrosados. Um maior namero de segmentos nodais marrons podde ser
observado no Grupo 1, levando a concluir, inicialmente, que o estresse
fisioldgico destes explantes teria sido maior e causado pelo uso combinado de
alcool etilico e NaClO. No entanto, a partir de 30 dias, pdde ser observado o
surgimento de brotos nos meristemas dos segmentos nodais, evidenciando a
vitalidade de tais tecidos. Os tecidos meristematicos permanecem protegidos
da acgéo direta dos agentes utilizados para esterilizagéo pelas bases das folhas
presentes nos segmentos nodais, o que pode contribuir com a sua capacidade
de sobrevivéncia ao estresse do processo. No trabalho de Hennig et al. (2002),
0s segmentos nodais de Rosmarinus officinalis apresentaram cerca de 30% de
sobrevivéncia aparente apos 14 dias e menos de 10% apds 28 dias, apds o
que o experimento foi concluido. Em um segundo experimento, os autores
mantiveram os tecidos durante mais tempo em cultura, obtendo brotos ao final
de 56 dias, o que mostra a importancia de manter os explantes, mesmo
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aparentemente necrosados, in vitro por um tempo mais prolongado, para
permitir o desenvolvimento de brotos.

ApOs 45 dias in vitro, os segmentos nodais ndo contaminados foram
avaliados quanto a capacidade de formacao de brotos. Entre os explantes ndo
contaminados, a propor¢cdo de explantes com brotos e explantes sem brotos
variou significativamente entre grupos (x2=11,594; df=2; p=0,003). Enquanto
houve producdo de brotos em 90% dos segmentos nodais ndo contaminados
tratados com alcool etilico a 70% e 1% de NaClO (Grupo 1) e em 87,5% dos
explantes ndo contaminados tratados com 1% de NaClO sem alcool (Grupo 2),
apenas 52,4% dos explantes tratados com 1,5% de NaClO (Grupo 3) formaram
brotos. No Grupo 2, apesar da alta porcentagem de brotamento, o nimero de
explantes com brotos ndo foi expressivo, devido a baixa porcentagem de
explantes ndo contaminados (12,5%). Devido a isto, o tratamento com 1% de
NaClO sem élcool etilico ndo pbéde ser considerado adequado para a producao
de brotos. Hennig et al. (2002) obtiveram, no maximo, 40% de explantes de
alecrim com capacidade de regeneracdo, embora a maior parte de tais tecidos
tenha morrido nas etapas seguintes da cultura in vitro, inviabilizando a
continuidade do processo.

Avaliando cada grupo de forma independente, observou-se que nos
maiores tempos testados, houve segmentos nodais incapazes de produzir
brotos (Figura 1). Tal fato se tornou especialmente evidente no Grupo 3, em
que a maior concentracdo de NaClO associada a 15-30 minutos de
esterilizagdo levou a cerca de 10% de explantes sem brotos. Também neste
caso, atribui-se o fato ao crescente estresse fisioldgico sofrido pelos tecidos
durante o processo de esterilizagéo.

De maneira geral, pode-se afirmar que, dentre o0s processos de
esterilizagdo testados, o uso combinado de alcool etilico a 70% e 1% de NaClO
mostrou-se mais eficiente, levando as menores porcentagens de contaminacdo
e as maiores porcentagens de segmentos nodais sobreviventes com formacéo
de brotos (média de 90%). Utilizando esta combinacdo de agentes
desinfestantes, os tempos mais adequados foram 10 e 15 minutos.

Agradecimentos: A Universidade do Vale do Rio dos Sinos e ao
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