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RESUMO

Acio antifingica in vitro do 6leo essencial de alfazema brava (Mesosphaerum suaveolens
(L.) Kuntze) frente a fungos fitopatogénicos

Os dleos essenciais no controle de doengas provocadas por fungos fitopatogénicos podem
fornecer um controle alternativo ao uso de fungicidas comerciais. Assim, o objetivo dessa
pesquisa foi um estudo fitoquimico das folhas da M. suaveolens e avaliacio da agdo
antifingica do 6leo essencial sobre fungos fitopatogénicos. Para isto foram realizadas coletas
de material botanico para identificacdo e obtencdo de Oleo essencial por hidrodestilagdo.
Também foram realizados procedimentos laboratoriais para determinagdo de clorofilas,
carotenoides, flavonoides, antocianinas e fendlicos totais para amostra in natura . Procedeu-se
a avaliacdo da acdo antifiingica do O6leo essencial através de testes in vifro com o0s
fitopatdégenos do género Colletotrichum (gloesporioides e musae) para verificar a velocidade
e a inibicdo de crescimento micelial. Os resultados do estudo fitoquimico das folhas
indicaram teores considerdveis de flavonoides e fendlicos totais. Os testes in vitro mostraram
que o oleo essencial de M. suaveolens inibiu e reduziu o crescimento das duas espécies de
Colleototrichum em todas as concentra¢des (100, 250, 500, 1000 pl.lOOml'l), em maior ou
menor propor¢do com agdo maior em C. musae que mostrou eficiéncia em compara¢ao ao
fungicida comercial Thiram nas concentra¢des de 250, 500 e 1000 uLml™.

Palavras-chave: Biocompostos, Produtos naturais, Inibicdo fingica, Fitopatégenos



ABSTRACT

In vitro antifungal action of essential oil of wild lavender (Mesosphaerum suaveolens (L.)
Kuntze) against phytopathogenic fungi

Essential oils in the control of diseases caused by phytopathogenic fungi can provide an
alternative control to the use of commercial fungicides. Thus, the objective of this research
was a phytochemical study of M. suaveolens leaves and evaluation of the antifungal action of
essential oil on phytopathogenic fungi. For this, collections of botanical material were carried
out to identify and obtain essential oil by hydrodistillation. Laboratory procedures were also
performed to determine chlorophylls, carotenoids, flavonoids, anthocyanins and total
phenolics for fresh samples. The antifungal action of essential oil was evaluated through in
vitro tests with phytopathogens of the genus Colletotrichum (gloesporioides and musae) to
verify the speed and inhibition of mycelial growth. The results of the phytochemical study of
the leaves indicated considerable levels of flavonoids and total phenolics. In vitro tests
showed that the essential oil of M. suaveolens inhibited and reduced the growth of the two
Colleototrichum species in all concentrations (100, 250, 500, 1000 pl.lOOml'l), to a greater or
lesser extent with greater action in C. musae which showed efficiency compared to the
commercial fungicide Thiram at concentrations of 250, 500 and 1000 mel‘l.

Keyword: Biocomposites, Natural products, Fungal inhibition, Phytopathogens
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sempre fizeram parte da vida do ser humano através, desempenhando
um papel importante em relagdo ao seu valor mistico como terapéutico (DELATORE; ROYER,
2010). Segundo Coan e Matias (2014), na China ha registro de cultivo de plantas medicinais
desde 3.000 a.C., ja os egipcios, assirios e hebreus também as cultivavam em 2.500 a.C. e
utilizavam na producido de vermifugos, purgantes, cosméticos, diuréticos, produtos liquidos e
gomas para mumias.

O uso de plantas para fins medicinais deu origem a estudos fitoteraoicos buscando base para
avaliacdo cientifica e com isso, algumas espécies vegetais antes sem importancia econdomica
passaram a ter expressdo e serem alvos de pesquisas referentes aos principios ativos (ARAUJO, et
al., 2015). As pesquisas com plantas medicinais, segundo Maciel et al. (2002), envolvem
investigacdes de dominio da etnobotanica, fitoquimica e farmacologia e a integracdo destas
areas propicia as descobertas de novos medicamentos.

Entre os compostos produzidos pelas espécies vegetais, os Oleos essenciais
metabolitos extraidos de diversas partes das plantas aliam o seu perfume as reconhecidas
propriedades antimicrobianas e antioxidantes sendo amplamente utilizados na industria
alimenticia como conservantes e corretores de sabor, na produg@o de cosméticos e perfumaria,
na industria farmacéutica e também na agricultura como repelentes de insetos, e fungicidas
(FIGUEIREDO, 2014; MONTEIRO, 2015; MIRANDA, et al., 2016).

Os oleos essenciais tém sido apontados como potentes fungicidas e inseticidas
naturais, principalmente no controle de fitopatégenos ressaltando a importancia dos mesmos
como pesticidas alternativos, biodegraddveis e nao-toxicos, além de ser de baixo custo e facil
aquisicao (SILVA, 2017).

Uma planta bastante indicada como medicinal e rica em 6leo essencial é a alfazema
brava (Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze), uma erva subarbustiva, nativa e nao endémica
do Brasil que pode ser encontrada em todas as regides do pais (REFLORA, 2021).

Entre as muitas acdes medicinais apontadas pelo conhecimento popular, estudos
realizados com o 6leo essencial de M. suaveolens descrevem que 0 mesmo possui acao
antimicrobiana frente ao desenvolvimento de leveduras e fungos filamentosos como o
Trichophyton rubrum e fungos fitopatogénicos como o Colletotrichum gloesporioides

(SOUZA, et al. 2002; SOUSA, et al. 2016).
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O ¢6leo essencial de M. suaveolens também se mostrou eficiente com controle répido
no crescimento micelial das espécies de fungos Aspergilus parasiticus e Aspergilus fumigatos
que provocam contaminacao em sementes como o amendoim nas concentragdes de 40 e 80 ul
(MOREIRA, et al., 2010).

Diante disso, a presente pesquisa visou desenvolver a¢des voltadas para a identificacdo
da fun¢do antifungica do 6leo essencial da alfazema brava (M. suaveolens) com relacdo ao
combate e/ou controle dos fungos fitopatogénicos pertencentes ao género Colletotrichum
(musae e gloeosporioides) que provocam doengas em varias espécies de plantas a exemplo da
antraquinose, e assim, contribuir com informagdes cientificamente comprovadas com

resultados obtidos em testes laboratoriais em relacdo a eficdcia da planta em estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a acdo antifingica in vitro do 6leo essencial da M. suaveolens no combate a fungos

fitopatogénicos.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar o material botanico a ser estudado;

e Realizar procedimentos para obtengdo e determinagdo de rendimento do 6leo essencial da
alfazema brava em base umida;

e Desenvolver atividades laboratoriais para o estudo fitoquimico da matéria in natura (folha)
da alfazema brava;

e Determinar o Potencial de Inibicio de Crescimento Micelial e o Indice de Velocidade de
Crescimento Micelial sobre cepas de fungos pertencentes ao género Colletotrichum (musae e
gloesosporioides).

e Elaborar um comparativo entre a agdo do 6leo essencial de M. suaveolens e o fungicida

comercial Thiram®.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracterizaciao da alfazema brava (M. suaveolens)

3.1.1 Descri¢ao morfoldgica e distribuicdo geogréfica

A alfazema brava (M. suaveolens) (Figura 1) é um subarbusto, terricola, ndo
endémica do Brasil pertencente ao género Mesosphaerum, o qual é formado por espécies
antes pertencentes ao género Hyptis, um dos mais representativos da familia Lamiaceae no
Brasil, onde foram reconhecidas 191 espécies das quais, 50 foram descritas para a regido

Nordeste (COSTA, 2015; REFLORA, 2021).

Figura 1 — M. suaveolens (A) folha; (B) flor; (C) semente; (D) fruto

Fonte: GARDINER. C. (2018) (https://keyserver.lucidcentral.org/)


https://keyserver.lucidcentral.org/
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Como caracteristicas morfologicas, M. suaveolens possui ramos quadrangulares,
sulcados, folha, pecioladas, peciolo sulcado, pubescente, face adaxial tomentosa, face abaxial
glabrescente, inflorescéncia capituliformes, flores com corola lilds, pubescente, internamente
tomentosa, fruto tipo drupa enegrecido e glabro (COSTA, 2015; SOARES, 2017).

Quanto a distribui¢do geografica, a M. suaveolens é uma planta com distribuicdo em
todas as regides, sendo que na regido Sul apenas o estado do Parand registrou a presenca da
referida espécie, estando presente em vegetacdes tipo Area Antrépica, Caatinga, Carrasco,
Cerrado, Floresta Ciliar ou Galeria, Floresta de Terra Firme, Floresta Estacional Decidual,

Floresta Estacional Semidecidual e Restinga (REFLORA, 2021).

3.1.2 Importancia da alfazema brava (M. suaveolens)

Segundo Basilio et al (2006), a alfazema brava é uma planta de grande importancia
econOmica, etnofamacoldgica, pois é fortemente aromética e de uso popular no Nordeste
como medicinal, comercializada nas feiras livres com indicacdo para problemas digestivos,
odontalgias, cefaleias, gripes, febres, problemas respiratorios.

M. suaveolens é uma das espécies da Caatinga que apresenta acdo alelopatica que pode
atuar de forma favoravel ou desfavordvel na germinagdo, crescimento ou desenvolvimento de
outras plantas devido a presenca de componentes no 6leo essencial obtido nas folhas, flores e
sementes da planta com potencial alelopético sobre germinacdo de sementes de algumas
espécies de plantas como sorgo, rabanetes e alface (RODRIGUES et al, 2012; BEZERRA et
al, 2017).

Em paises da Africa e Austrilia é considerada uma erva daninha, o que pode estar
relacionado ao fato de possuir fécil propagacio e crescimento rapido, sendo apontada como
invasora muito frequente em pastagens, beira de estradas, terrenos baldios e de culturas anuais
e perenes como, por exemplo, lavouras de milho, algoddo, arroz, feijio e mandioca
(RODRIGUES et al, 2012; LORENZI, MATOS, 2008).

O conhecimento popular aponta as partes aéreas da alfazema brava para o tratamento
de ameba, rouquiddo, males hepaticos, indigestdo, problemas respiratorios, infec¢des da pele,
bem como repelente de insetos (MAGALHAES, 2019; BOTREL et al., 2010;). As folhas de
M. suaveolens sdo popularmente utilizada para o tratamento de problemas digestivos e do
sistema respiratdrio, sendo que o 6leo € uma fonte natural que possui atividade antibacteriana,

acdo antioxidante e atua no combate a fungos eeme—es—do género Aspergillus e Candida,
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como também fitopatogénicos como C. gloeosporioides (BEZZERA, et al., 2020;
MOREIRA, et al., 2010; SOUZA, et al., 2016).

3.1.3 Compostos majoritdrios presentes no 6leo essencial da alfazema brava (M. suaveolens)

Oleos essenciais sdo composto naturais sintetizados durante metabolismo secundrio
de plantas aromaticas, representando importante ramo da farmacologia tradicional onde, além
de perfume, possuem propriedades antimicrobianas, antioxidantes, sdo biodegradaveis, com
baixa toxicidade para mamiferos e desempenham nas plantas fungdes importantes protegendo
contra predadores e parasitas (FIGUEIREDO et al, 2014; FERREIRA, 2014; MACHADO,
JUNIOR, 2011).

O tipo do material vegetal € determinante para a composi¢dao do 6leo essencial que
possui substancias voldateis, lipofilicas e estdo presentes em estruturas secretoras especiais
como tricomas, canais ou bolsas encontradas com maior incidéncia nas flores, folhas e caules
das plantas, cuja composicdo pode variar de acordo com a posi¢do geogréfica, época de
colheita, condicdes climéticas e do solo onde a espécie vegetal se encontra (FIGUEIREDO et
al, 2014; SANTIN, 2013; CLEFF et al, 2010).

Quanto a composi¢do quimica dos 6leos essenciais, os terpenos (alenos naturais) e
seus derivados sdo 0s compostos majoritariamente presentes € que constituem um extenso
grupo de moléculas organicas compostas por dupla ligacdo carbono-carbono cuja molécula
base é (CsHg), além disso, sdo compostos ativos contra bactérias, fungos e protozodrios e sao
responsaveis pela acdo inseticida, sendo que a maioria deles age apenas como repelente
(FELIPE, BICAS, 2017).

A alfazema brava (M. suaveolens) € uma planta aromdtica conhecida por seu potencial
farmacéutico devido a presenca de Oleos essenciais uma das principais caracteristicas
organoléticas da familia, tendo sido constatado uma elevada variedade de compostos
majoritarios no 6leo presente em diferentes partes da planta, principalmente a parte aérea
(ALVES et al, 2017).

A atividade farmacoldgica dos 6leos essenciais ocorre devido a presenca de compostos
como alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas, terpenos e esteroides, além de proteinas,
carboidratos, gorduras, fibras e as sementes contém uma composicao protéica de globulinas,
gluteminas, albuminas e prolaminas, sendo fonte de aminoécidos (NGOZI et al, 2014; LIMA,

CARDOSO, 2007).
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Estudos referente a M. suaveolens t€ém reportado atividades como hepatoprotetora,
antioxidante e citoprotetora (GHAFFARI, et al 2012, 2014), antidiarréica (SHAIKAT;
HOSSAN; AZAN, 2012) e gastroprotetora (ARZAVE, 2012), antimicrobiana, antiparasitdria,
inseticida (NGOZI et al, 2014). Também tem agao como repelente, larvicida (SILVA, 2017) e
efeito antiftingico, antitumoral, hipoglicemiante, hipotensivo, vasodilatador e espamogénico
(CARVALHO, 2017).

Em estudos realizados com o 6leo obtido por hidrodestilacio das partes aéreas da
alfazema brava (M. suaveolens) foram obtidos 26 compostos que correspondem quase 100%
da mistura do 6leo essencial, sendo que o terpeno eucaliptol, cerca de 47%, é o componente
majoritdrio, além de terpenos hidrocarbonetos gama-ellemene (8,15%), beta-pynene (6,55%),
(+) - 3-careno (5,16%), trans-beta -cariofileno (4,69%) e germacreno (4,86%) (FERRREIRA,
2014).

Segundo Bezerra et al (2017), Moreira et al (2010) e Ferreira (2014), o eucaliptol ou
cineol tem acdo como analgésico, antioxidante, antiséptico e antimicrobiano, porém pode ser
toxico em doses elevadas. Santos et al (2009), em estudos do 6leo essencial presente nas
folhas e inflorescéncia da M. suaveolens, constatou que este € constituido por monoterpeneos
e sequisterpeno sintetizados em tricomas glandulares, sendo o E-cariofileno, espathulenol e y-
muuroleno os encontrados em maior quantidade e também o 6xido de cariofileno.

Um componente importante presente no Oleo essencial da alfazema brava é o
suaveolol, um diterpeno citado em estudos realizados com cobaias por Arzave (2012) o qual
apresentou atividade gastroprotetora, € Sharma (2013), em pesquisa com este composto em
atividades laboratoriais com ratos foi comprovada a sua atividade anti-inflamatdria.

Estudos quimicos revelam que o E-cariofileno, cariofileno, B-Cariofileno (19,37%),
eugenol e moruleno presente no 6leo essencial da alfazema brava possuem acdo anti-
inflamatoria, analgésica, antimicrobiana, acaricida, acdo compardvel a anticarcinogénica,
como também importante acdo antifingica (BEZERRA et al, 2017; PORTO, 2010;
ROSEAL, et al., 2011, AZEVEDO, 2014; GONCALVES, 2015).

3.2 Fungos: caracteristicas gerais

Fungos sao organismos eucariontes unicelulares (leveduras), ou multicelulares

(filamentosos), encontrados em praticamente todos os lugares, com uma grande diversidade

de espécies que estd estimada em mais de 100.000 em todo o planeta (MORAES; PAES;
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HOLANDA, 2010). Porém, maioria ainda desconhecida da ciéncia, sendo que no Brasil,
pouco mais de 5.000 espécies foram registradas (SANTOS, 2015).

Os fungos possuem grande diversidade entre si, mas possuem muitas caracteristicas
semelhantes que os diferem dos demais reinos existentes, sendo a reproducdo um dos
fundamentos da classificagdo taxondmica desses seres vivos (SILVA; MALTA, 2016). No
periodo de reproducdo os fungos formam estruturas assexuadas ou sexuadas que ddo origem
aos esporos, células responsdveis pela reproducdo das espécies de fungos (MAIA;
CARVALHO JUNIOR, 2010). Os mesmos autores exaltam a variabilidade de ambientes onde
esses seres vivos podem se desenvolver, desde ambientes aquaticos ou terrestres até as regides
tropicais, articas e antarticas.

A nutricdo da maioria das espécies de fungos € por absorcdo e devido a auséncia da
clorofila, os fungos necessitam de substincias organicas que ndo produzem fazendo com que
esses seres vivos vivam como saprofitos, parasitas ou por simbiose (TRABULSI, 2008).

Muitas espécies de fungos sdo de interesse da agricultura tanto pelos beneficios
(fungos comestiveis) como pelos prejuizos (ferrugem do café, da cana e do milho, as pragas
da batata e das hortalicas e os bolores); sdao de interesse da industria (leveduras) na
fermentacdo do élcool, cerveja, vinho, aromatizacdo e fermentacdo de alimentos, como paes;
na producdo de glicerina, vitaminas, 4cidos orgadnicos € hormdnios vegetais e na medicina
destacando as espécies que liberam potentes toxinas que podem causar doengas ou até a morte
(SANTOS, 2015).

Segundo Silva e Malta (2016), os fungos sdo de grande importancia para o equilibrio
da natureza onde participam do processo de decomposicdo dos restos organicos e caso esse
reino viesse a desaparecer poderia ocasionar o desaparecimento da maioria das espécies

existentes, inclusive a humana.

3.2.1 Fitopatologia, o género Colletotrichum e a antracnose

Fitopatologia ¢ um termo de origem grega (Phyton=planta; Phatos=doenca;
Logos=estudo) utilizado para definir a ci€ncia que estuda a interacdo existente entre planta,
doenca e meio ambiente abrangendo todos os aspectos desde a diagnose até o controle
(CAROLLO; SANTOS FILHO, 2016). Segundo os autores, as doencas existentes em plantas
resultam da interacdo entre hospedeiro e patdgeno considerando as condi¢cdes do meio que

resultardo em modificagdes morfoldgicas e fisioldgicas das espécies atingidas.
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O ataque de fitopatégenos causando as chamadas fitopatologias podem provocar danos
as culturas e, consequentemente atingir a qualidade e quantidade dos alimentos e produtos
produzidos sendo os fungos os principais responsdveis por perdas econdmicas significativas
na agricultura (FERNANDES, er al., 2006). Os autores afirmam ainda que em pesquisas
realizadas com diferentes grupos de hospedeiros como hortalicas, fruteiras e gramineas
forrageiras 98,8% das fitopatologias, encontradas foram causadas por agentes bidticos sendo
os fungos responsdveis por 82,4% dos casos.

Quanto aos fungos causadores de doencas em plantas, o género Colletotrichum é de
importancia fitopatogénica para a agricultura por causar doencas que afetam a
comercializa¢do dos produtos, uma vez que é cosmopolita formado por espécies filamentosas,
podem atingir uma grande variedade de hospedeiros no campo e no pds-colheita fazendo com
que o género ocupe a oitava posicdo no mundo entre os fitopatdgenos mais importantes
(COSTA, 2015; ARAUJO et al, 2018).

A identificacdo das diferentes espécies pertencentes a este género € realizada tendo
como base caracteristicas morfologicas, culturais e patogenicidade dos mesmos, como
conidios, coloracio apresentada pelas colonias, produgdo de pigmentos e taxa de crescimento
sendo o crescimento micelial o mais utilizado para caracterizar esses fungos fitopatogénicos
(PIMENTA, 2009).

Uma das doencas de grande destaque provocadas pelo género € a antracnose que para
Armesto (2013) e Tozzi Junior et al (2006) € uma doenca presente principalmente em plantas
cultivadas atingindo vérias partes do vegetal (folhas, caule, flores e frutos) cujo
desenvolvimento ocorre a temperaturas entre 22 e 25° C em ambientes com abundancia de
umidade.

Os sintomas da antracnose consistem na presenca de lesoes circulares de tamanho
variado e centro deprimido, podendo apresentar uma massa de conideos (esporos assexuados)
de cor alaranjada (SOUSA et al, 2012). No caso dos frutos, a infec¢do pela antracnose ocorre
ainda no campo, quando os frutos ainda estdo verdes, permanecendo quiescente até o
amadurecimento do fruto, muitas vezes no periodo de pds-colheita onde a infeccdo pode
ocorrer por ferimentos na superficie do 6rgdo vegetal afetado ou pela penetracdo direta do
fungo (TERAO, 2008).

Os danos causados pela antracnose modificam a aparéncia dos produtos afetando
quantitativamente e qualitativamente, dificultando a comercializacio dos mesmos que, no
caso das frutas e hortaligas, sdo consumidos in natura (ARAUJO et al, 2018). Segundo o

autor, o controle da antracnose € feito com fungicidas no periodo de pés-colheita o que pode
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provocar o surgimento de resisténcia dos patdgenos a esses defensivos restringindo a eficicia
dos mesmos, além da fitotoxicidade destes produtos e os efeitos residuais e, nesse contexto,
surge a necessidade de uma consciéncia ecoldgica voltada para a utilizacdo de defensivos
organicos no controle fitossanitario proporcionando sustentabilidade para o meio agricola.
Segundo Sousa et al (2012), Souza et al (2019) e Aratjo et al (2018), muitas pesquisas
estdo sendo realizadas em busca de uma alternativa natural ao uso de fungicidas e os 6leos
essenciais estdo entre essas substancias pesquisadas por serem encontrados facilmente na
natureza e se mostrarem eficazes no controle de diversas espécies de fungos, minimizando os
impactos ambientais dos produtos quimicos no controle de doengas e pragas que afetam as

plantas.

3.2.2 C. gloesporioides e C. musae

A espécie C. gloesporioides é de grande relevancia na classificacdo de doengas que
afetam as plantas como por exemplo o cafeeiro, maracujazeiro, goiabeira, mamoeiro dentre
outras espécies vegetais mesmo sendo considerada uma espécie secunddria devido as vdrias
formas endofiticas e ndo patogénicas (ARMESTO, 2013; CARVALHO, 2016; GOMES et al,
2015; RIBEIRO et al, 2016).

O processo infeccioso dessa espécie pode ocorrer através do vento que transporta os
esporos de plantas infectadas até os tecidos sadios ou na presenca de dgua proveniente da
chuva ou irrigacdo que fica depositada na superficie das folhas e frutos onde os conideos
germinam formando apressorios que promovem a penetracdo do patégeno no hospedeiro
(CARVALHO, 2016; SOUZA et al, 2019).

Carvalho (2016) destaca ainda que a infec¢do causada pelo C. gloesporioides se
mantém quiescente nos frutos até o amadurecimento dos mesmos devido a presenca de
antifingicos naturais presentes nas plantas, essa quiescéncia € considerada um processo
evolutivo de parasitismo onde o patégeno se adapta ao hospedeiro proporcionando uma maior
probabilidade de sucesso no processo de infeccao.

O controle das doencas causadas pela espécie C. gloesporioides se da quando sdo
utilizados tratamentos quimicos comercializados cuja aplicacdo deve ocorrer no periodo de
formacdo das folhas jovens, durante as primeiras chuvas e no periodo de floracdo sendo a
utilizacdo de espécies mais resistentes ao fungo uma das alternativas aos fungicidas como

também produtos organicos livre de residuos quimicos (SOUZA fte al, 2019).
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Souza et al (2019) afirmam ainda que o 6leo essencial utilizado para inibir ou retardar
o surgimento de sintomas de doencas causadas por fungos como o C. gloesporioides, como 0s
estudos in vitro com 6leo de palma rosa (Cymbopogon martinii Roxb. Wats. var. motia
Burk.), cravo (Eugenia caryophillata Thunb.), Canela (Cinnamomum zeylanico), lemongrass
(Cymbopogon citratus) e alecrim (Rosmarinus officinalis) que apresentaram acdo fungicida.

Em relacdo ao C. musae, esse ¢ um patégeno comum em frutas como por exemplo a
manga e a banana, causando prejuizos no campo e no pos-colheita cujos conidios germinam
na superficie dos frutos imaturos formando manchas escuras e como outras espécies do
género podem permanecer quiescente até o periodo de amadurecimento o que dificulta a
comercializacdo dos mesmos uma vez que, a aparéncia tem muita importancia para o
consumidor (COUTO, MENEZES, 2004; ARAUJO et al, 2018).

O controle dessa espécie estd relacionado principalmente ao conhecimento das
condig¢des favordveis para o seu desenvolvimento, a faixa de temperatura e o teor de umidade
que poderdo permitir a interagdo entre patdgeno-hospedeiro (PESSOA, et al, 2007). Os
autores destacam também o periodo de melhoramento que corresponde as condi¢cdes do meio
e do fruto para a germinacdo, formacdo e penetracdo do tubo germinativo que afeta a
incidéncia e a severidade da doenca causada pelo patégeno.

O uso de dleos essenciais no controle do crescimento micelial de C. musae e C.
gloesporioides é uma alternativa ao uso de fungicidas como por exemplo o 6leo de cravo (E.
caryophillata), palma rosa (C. martini) e tea tree (Melaleuca alternifolia Cheel.) (BARBOSA
et al., 2015). Em estudo realizado por Vilaplana et al. (2018) com 6leo de tomilho (Thymus
vulgaris L.) no controle da antracnose em banana causada por C. musae, esse se mostrou um
fungicida eficiente apresentando controle significativo no crescimento micelial do referido

fungo.
4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Classificacao da pesquisa
A pesquisa foi classificada quanto a sua abordagem como qualitativa e quantitativa.
Segundo Cérdova e Silveira (2009), a pesquisa qualitativa se preocupa em explicar o porqué

dos fendmenos observados, enquanto que a pesquisa quantitativa mensura dados, dando

énfase a expressao numérica.
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N

Em relacdo a natureza foi classificada como uma pesquisa aplicada uma vez que
objetiva a aplicacdo pratica dirigida a solucdo de um problema (PRODANOV; FREITAS,
2013).

No que se refere aos objetivos classificou-se como uma pesquisa explicativa, pois se
propds a identificar os fatores que determinam a ocorréncia de determinado fend6meno, uma
vez que o pesquisador tenta explicar o porqué do mesmo através de registros, andlises ou
interpretagdo de fendmenos (GIL, 2002; PRODANOV; FREITAS, 2013).

Quanto aos procedimentos foi uma pesquisa experimental, pois partiu de uma hipdtese
e passou por processo em laboratdrio ou no campo onde foi determinado um objeto de estudo,
selecionado as varidveis que poderiam influencii-lo, definidas as formas de controle e os
efeitos que as varidveis puderam causar no objeto de estudo, fazendo do pesquisador um

agente ativo e ndo meramente um observador (GIL, 2002; 2016).

4.2 Obtencao e preparacao de material botanico para realizacao da pesquisa

A aquisicdo de material botinico para extracdo de 6leo e herborizacdo foi realizada
através de coletas em ambiente natural no municipio Cajazeiras, cidade situada na regido
oeste do Estado da Paraiba e a 477km de distancia da capital, Joao Pessoa (IBGE, 2017).

As amostras (folhas) foram coletadas de forma manual no periodo da manha, de
individuos localizados em um mesmo local (proximas ao Campus da UFCG),
preferencialmente no intervalo de horario das Sh30h as 7h, para ocorrer perda minima de dleo
essencial devido a sua volatilidade, no periodo chuvoso. Segundo Moraes (2010), a
intensidade luminosa e temperatura influenciam na producao, concentra¢do e composicao dos
Oleos essenciais. A autora recomenda ainda que devem utilizadas as folhas mais adultas
jovens, pois o tecido das mesmas possui grande atividade biossintética, o que pode aumentar a
producdo de dleo essencial e assim obter melhor rendimento.

ApOs coleta, as folhas foram transportadas para os laboratdrios de Biologia e Quimica
da UACEN/CFP/UFCG e submetidas a etapa de higienizacdo com um pincel de cerdas
macias, para retirada de possiveis impurezas (particulas de solo, poeira, outras plantas,
insetos) que viessem alterar os resultados finais.

A espécie vegetal a ser estudada foi prensada e levada a estufa para secagem a
temperatura de 50°C e ap0s esse periodo foi feita exsicata da mesma. O material botanico foi
identificado pelo taxonomista Francisco Carlos Pinheiro da Costa enviado para o Herbario

Rita Baltazar de Lima do Centro de Satide e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade
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Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Patos-PB para posterior incorporagdo e

identificacdo com nimero de registro.

4.3 Obtencao do 6leo essencial de M. suaveolens

Para obtencdo do 6leo essencial foi utilizado o método de hidrodestilacdo Clevenger,
em que a biomassa foi colocada em um baldo com 4gua destilada, o qual foi acoplado ao
aparelho de Clevenger sob a manta de aquecimento até atingir a fervura e obtencdo do 6leo
essencial (KOCH et al, 2014). A hidrodestilacdo consiste em um processo utilizado em escala
laboratorial onde o material vegetal que é mantido em contato com a dgua em ebuli¢ido, onde
suas paredes celulares abertas ocorrendo a evaporacdo do 6leo que esta entre as suas células,
este é condensado e transformado em liquido (SILVEIRA, 2012).

Ap6s extracdo foi realizado o cdlculo de rendimento do 6leo essencial com base
umida, referente as folhas frescas, jovens, sem que estas passem por processos de secagem em
estufa. Segundo Braga (2002), o calculo do rendimento consiste na razdo entre a massa do

6leo essencial e a massa da planta fresca, conforme a equacao:

Rdy,, (%)= =22 x 100

mge

Onde Rd é o rendimento, bu base umida, mge, € a massa do oleo e mg € a massa da

base imida (folhas frescas).

4.4 Determinacao dos compostos bioativos na amostra in natura
4.4.1 Clorofilas e Carotenoides

Para determinagdo de Clorofilas (Eq. 01; Eq. 02; Eq. 03) e Carotenoides Totais (Eq.
04) (mg 100g™), utilizou-se o método descrito por Lichthenthaler (1987) e adaptado por Silva
(2017) que consistiu em macerar parte da amostra (folhas) juntamente com carbonato de
célcio (CaCOs3) e acetona (CsHgO), em ambiente com pouca ou nenhuma luminosidade. A

mistura obtida desse processo foi centrifugada e levada ao espectrofotometro para leitura de
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absorbancia. As medidas obtidas na espectrofotometria foram utilizadas para cdlculo de teores

de clorofila (Eq. 01) e carotenoide totais (Eq. 04), conforme equacdes apresentadas abaixo.

Clorofila a (mg/100) = [(12,21 x A663 —2,81 x A646)/massa (g)] x 100/1000 (Eq. 01)
Clorofila b (mg/100g) = [(20,13 x A646 — 5,03 x A663)/ massa(g)] x 100/1000 (Eq. 02)
Clorifila total (mg/100) = [(17,3 x A646 — 7,18 x A663)/massa(g)] x 100/1000 (Eq. 03)
Carotendides totais(mg/100g) =[(1000 x A470 — 1,82Ca — 85,02Cb/198)] x 100/1000(Eq. 04)

4.4.2 Flavonoides e Antocianinas

A determinacdo de Flavonoides e Antocianinas (mg/100g) foi realizada conforme
método de Francis (1982) e descrito por Silva (2017) em que foi macerada uma amostra do
material (folhas) juntamente com etanol (C,H3;OH)/4cido cloridrico (HCl). O sistema passou
por um periodo de repouso, protegido da luz, e em seguida, foi filtrado. Apos filtragem foram
realizadas as leituras de absorbancia em espectrofotometro para a determinacdo dos
flavonoides (Eq. 05) e antocianinas (Eq. 06). Os teores foram determinados pelas equagdes

abaixo:

Flavonoides (mg/100g) = (Fd x Abs)/76,6 (Eq. 05)
Antocianinas(mg/100g) = (Fd x Abs)/98,2 (Eq. 06)
Onde:

Abs= Absorbancia
Fd = Fator de dilui¢ao

4.4.3 Compostos Fendlicos Totais (mg EAG/100g)

Os compostos fendlicos totais foram determinados nas amostras in natura usando o
reagente de Folin-Ciocalteu, conforme método descrito por Waterhouse (2006). Desta forma,
o primeiro passo foi a constru¢do da curva padrdao de 4cido galico, a partir dos valores das
concentracoes do 4cido e das leituras de absorbancia correspondentes a estas concentragdes
utilizando-se planilha Excel que forneceu a equacdo da reta que foi utilizada para o célculo
dos compostos fendlicos totais presentes nas amostras. Para isto, 0 mesmo processo utilizado

para a determinacdo da curva padrdo foi aplicado substituindo-se a aliquota de acido galico
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pela amostra. Ao final, os teores de compostos fendlicos totais foram expressos em mg de

EAG (equivalentes de dcido galico) por 100g da amostra.

4.5 Avaliacao da acao antifingica do 6leo essencial de M. suaveolens

A avaliag@o da atividade antifingica foi realizada in vitro utilizando-se cepas 3331 e
3439 dos patdgenos C. gloesporioides e C. musae, respectivamente. O material foi obtido da
colecio de fungos da Professora Maria Menezes da Universidade Federal Rural de
Pernambuco — UFRPE.

Tendo por base metodologias descritas em Sousa, Serra e Melo (2012) e em Souza
Junior, Sales e Martins (2009), a avaliac¢do antiftingica seguiu as seguintes etapas:
- Replicacdo das espécies: as espécies de fungo C. gloesporioides e C. musae foram
replicados em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) e mantido em estufa tipo
Biochemical Oxygen Demand (B.0.D), a uma temperatura de 25°C, por um periodo
necessdrio até o desenvolvimento satisfatério das coldnias (preenchimento total das placas
pela colonia).
- Preparacdo do meio de cultura: o meio de cultura (BDA) foi preparado em Erlenmeyers de
250ml, autoclavado e levado para uma camara de fluxo laminar onde foi adicionado o dleo
essencial de M. suaveolens nas concentragdoes 100ul; 250ul; 500 pl e 1000 ul/100 ml" do
meio de cultura. Em seguida, o meio de cultura fundente adicionado do 6leo essencial foi
vertido em 20 placas de Petri de 80 mm de didmetro para cada espécie de fungo, cinco placas
para cada concentragao.
- Adicdo das espécies de fungos: microdiscos de micélios ativos dos fungos replicados,
medindo 8 mm foram retirados das bordas das placas nas quais as espécies foram replicadas e
introduzidas, de forma invertida, no centro de cada placa de Petri com o meio de cultura,
contendo as concentracdes do 6leo essencial. Nesta etapa também foram preparadas 10 placas
de Petri contendo um fungicida comercial Thiram®, 100ul/ 100m!I™ sendo 5 placas para cada
espécie de fungo estudada e 10 placas do controle contendo apenas o meio de cultura e as
espécies de fungo para efeito de controle ou parametro de crescimento das colOnias.
- Protecdo e isolamento das placas: todas as placas foram envolvidas em plastico filme e

levadas a estufa B.O.D. a uma temperatura de 25°C, para incubagio.
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- Avaliagdo do crescimento micelial: ap6s 24 horas de incubagdo, o crescimento micelial foi
avaliado diariamente, por meio de medidas do didmetro das coldnias. Este didmetro
correspondeu a média de duas medidas perpendiculares entre si, realizadas com régua
graduada. As medi¢des ocorreram num intervalo de 6 (seis) dias para C. musae e 9 (nove)
dias para C. gloesosporioides, até o preenchimento completo das placas controle pelos
fungos.

- Célculo do percentual de crescimento: com as medidas obtidas na etapa anterior, os
percentuais de inibicao de crescimento micelial (PIC) e o indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM) foram calculados, respectivamente, pelas equagdes 09 (PEREIRA et al.,
2002) e 10 (OLIVEIRA, 1991) apresentadas abaixo.

__ (Crescimento da testemunha-Crescimento do tratamento) x 100

PIC

(Eq. 09)

Crescimento da testemunha

Diametro médio atual—-Didmetro médio anterior

IVCM =Y, (Eq. 10)

Numero de dias apés a incubacgio

4.6 Delineamento e analise estatistica

Foi utilizado a funcdo nisfit do pacote easynls no programa R 4.0.2 para testar o
efeito do aumento na dose do 6leo essencial sobre os valores de PIC e IVCM calculados com
base no crescimento das colonias fungicas. Aplicaram-se regressdes no modelo Platd-
Quadrético. Este modelo é adequado a dados de varidveis resposta que exibem um
crescimento ou decréscimo quadratico até certo ponto, a partir do qual os valores mantém-se
estacionados mesmo com a elevagdo dos valores da varidvel preditora.

Para comparar a eficiéncia das diferentes concentracdes do 6leo essencial com a
eficiéncia do fungicida comercial Thiram® foi aplicado o teste de Tukey sobre valores de PIC
e IVCM gerados em cada tratamento. Este teste foi realizado no programa SISVAR 5.7.

Todas as andlises utilizaram como nivel de significancia o p- < 0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo apesentados na forma de artigo a ser submetido a

periddico cientifico.



29

RESUMO

Acao antifingica in vitro do 6leo essencial de alfazema brava (Mesosphaerum suaveolens
(L.) Kuntze) frente a fungos fitopatogénicos

Rosana Ferreira de Alencar' ; Everton Vieira da Silva'

'Centro de Formacio de Professores, Universidade Federal de Campina Grande (CFP/UFCG)
Rua Sérgio Moreira de Figueiredo s/n, Cajazeiras PB 58900-000, Brasil;
evertonquimica@hotmail.com (E.V.S.);

* Correspondéncia: roferreiraalencar @ gmail.com

Os dleos essenciais no controle de doencgas provocadas por fungos fitopatogénicos podem
fornecer um controle alternativo ao uso de fungicidas comerciais. Assim, o objetivo dessa
pesquisa foi um estudo fitoquimico das folhas da M. suaveolens e avaliacdo da acdo
antifingica do 6leo essencial sobre fungos fitopatogénicos. Para isto foram realizadas coletas
de material botanico para identificacdo e obtencdo de Oleo essencial por hidrodestilacdo.
Também foram realizados procedimentos laboratoriais para determinacdo de clorofilas,
carotenoides, flavonoides, antocianinas e fendlicos totais para amostra in natura . Procedeu-se
a avaliacdo da acdo antifiingica do O6leo essencial através de testes in vifro com o0s
fitopatdégenos do género Colletotrichum (gloesporioides e musae) para verificar a velocidade
e a inibicdo de crescimento micelial. Os resultados do estudo fitoquimico das folhas
indicaram teores considerdveis de flavonoides e fendlicos totais. Os testes in vitro mostraram
que o Oleo essencial de M. suaveolens inibiu e reduziu o crescimento das duas espécies de
Colleototrichum em todas as concentra¢des (100, 250, 500, 1000 pl.lOOml'l), em maior ou
menor propor¢do com agdo maior em C. musae que mostrou eficiéncia em compara¢ao ao
fungicida comercial Thiram nas concentra¢des de 250, 500 e 1000 uLml™.

Palavras-chave: Biocompostos, Produtos naturais, Inibi¢cao fingica, Fitopatégenos

ABSTRACT

In vitro antifungal action of essential oil of wild lavender (Mesosphaerum suaveolens (L.)
Kuntze) against phytopathogenic fungi

Essential oils in the control of diseases caused by phytopathogenic fungi can provide an
alternative control to the use of commercial fungicides. Thus, the objective of this research
was a phytochemical study of M. suaveolens leaves and evaluation of the antifungal action of
essential oil on phytopathogenic fungi. For this, collections of botanical material were carried
out to identify and obtain essential oil by hydrodistillation. Laboratory procedures were also
performed to determine chlorophylls, carotenoids, flavonoids, anthocyanins and total
phenolics for fresh samples. The antifungal action of essential oil was evaluated through in
vitro tests with phytopathogens of the genus Colletotrichum (gloesporioides and musae) to
verify the speed and inhibition of mycelial growth. The results of the phytochemical study of
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the leaves indicated considerable levels of flavonoids and total phenolics. In vitro tests
showed that the essential oil of M. suaveolens inhibited and reduced the growth of the two
Colleototrichum species in all concentrations (100, 250, 500, 1000 ul.lOOml'l), to a greater or
lesser extent with greater action in C. musae which showed efficiency compared to the
commercial fungicide Thiram® at concentrations of 250, 500 and 1000 mel'l.

Keyword: Biocomposites, Natural products, Fungal inhibition, Phytopathogens

1. Introducao

Os fungos sao espécies de seres vivos relevantes tanto do ponto de vista ecolégico
como econdmico, 0s quais sdo importantes na decomposicdo, e estabelecem relacdes
simbidticas com outros organismos, algumas espécies sdo comestiveis, utilizadas na producao
de medicamentos e alimentos, outras parasitam o homem causando doencas graves, enquanto
outros grupos causam prejuizos atacando plantas e animais provocando deterioracdo de frutas
e vegetais (SILVA; COELHO, 2006).

Entre os fungos que provocam problemas econdmicos, desenvolvendo doengas em
plantas, estdo os do género Colletotrichum, Como a espécie C. gloesporioides cujo processo
infeccioso ocorre na superficie de folhas e frutos na presenca de dgua provocando o
aparecimento de manchas devido a presenca de apressorios que com o passar do tempo
tornam-se castanhos ou cinza escuro, também é considerado um patégeno latente cujo ataque
ocorre também no periodo pds colheita (CARVALHO, 2016; FERRARI, 2011).

Uma outra espécie do género Colletotrichum é a C. musae que ataca comumente a
superficie dos frutos e, apds a germinacdo dos conideos formam manchas escuras que
evoluem e tomam todo o fruto contendo milhares de esporos e cujo controle depende do
conhecimento do seu metabolismo e as condi¢des de temperatura e umidade ideais para o seu
desenvolvimento (COUTO, MENESES, 2004; FERRARI, 2011).

Essas espécies sdo responsdveis por algumas doengas que atacam as plantas como a
antracnose que se caracteriza por repetidos ciclos de infeccdo durante o cultivo que
corresponde desde o contato do hospedeiro e o patégeno até a morte do tecido cujos sintomas
sa0 manchas necréticas, queima e queda de flores, podridao e queda de frutos, pois atinge a
polpa do fruto, seca dos ramos, entre outros alterando a qualidade dos produtos causando

prejuizos econdmicos (PEREIRA, 2016)
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O controle dessas espécies de fungos compreende o manejo correto no pré e pos-
colheita com sistema de embalagem adequado, transporte correto e controle no campo, mas
que ainda € feito na maior parte do tempo através do uso de produtos quimicos, isto vem
estimulando a busca de alternativas de menores custos de producdo, uma nova consciéncia
ecoldgica e conceito de sustentabilidade para a agricultura através da minimizacao do impacto
causado pelos agrotéxicos (ARAUJO et al, 2018; OLIVEIRA, 2018; BARBOSA et al,
2015).

Uma alternativa ao uso de substincias industrializadas no controle de fungos pode
estar nas plantas medicinais cuja pratica e uso € tradicional e histdrica, passada de geracdo a
geracdo, propagada pela cultura popular, e o Brasil é um pais rico em diversidade de espécies
com potencial medicinal, além de um valioso conhecimento referente as plantas medicinais,
porém pouco estudado quanto aos constituintes quimicos presentes nessas plantas que
conferem a a¢do medicinal das mesmas (BARROS, OLIVEIRA, ABREU, 2018).

Os compostos quimicos que dao as plantas a sua condi¢do medicinal, como os 6leos
essenciais, sdo produzidos pelo metabolismo vegetal e estdo divididos em dois grupos: os
metabolitos primérios fundamentais para o desenvolvimento e sobrevivéncia da planta como a
fotossintese e respiracdo; e os metabdlitos secunddrios que sdo sintetizados, armazenados nas
plantas e importantes para sobrevivéncia e competicio no ambiente, uma vez que
representam a interface entre a planta e o ambiente ressaltando nas interacdes
plantas/microrganismos, planta/inseto e planta/planta (BRANQUINHO, 2015).

O estudo destes compostos se da através da caracterizagdo quimica que € a base da
fitoquimica que pode se tornar uma forte aliada a conservacdo das espécies uma vez que as
pesquisas realizadas podem contribuir para a obten¢ao ecologicamente correta de metabdlitos
secundédrios de interesse da industria, valorizando e preservando a biodiversidade
(PIMENTEL; ALMEIDA, 2010).

Entre as espécies apontadas com a¢do medicinal, podemos destacar a Mesosphaerum
suaveolens (L.) Kuntze conhecida popularmente como bamburral, alfazema brava, entre
outros, bastante utilizada na medicina popular que se desenvolve espontaneamente em
ambientes naturais e antropizados. (BEZERRA, 2020).

A planta é indicada em levantamentos etnobotanicos para problemas respiratérios,
digestivos, odontalgias, gripes e febres e o seu 6leo essencial tem forte acdo antifingica
(MOREIRA et al, 2010; BASILIO et al, 2006; BEZERRA et al, 2017).

A M. suaveolens € conhecida por seu potencial farmacéutico e toxico, em parte devido

aos Oleos essenciais que possuem caracteristicas, odores e sabores proprios, existentes



32

principalmente nas partes aéreas e armazenados em Orgaos secretores, que conferem atividade
farmacoldgica, inseticida e antifingica devido a presenca de alcaloides, flavonoides, taninos,
saponinas, terpenos e esteroides. (NGOZI et al, 2014; LIMA, CARDOSO, 2007; FERREIRA,
2014).

Entre os componentes quimicos presentes no 6leo essencial da M. suaveolens estdo o
eucaliptol, cineol, E-cariofileno, cariofileno, B-Cariofileno (19,37%), eugenol e moruleno, os
quais possuem acdo anti-inflamatdria, analgésica, antioxidante, antimicrobiana, acaricida,
acdo compardvel a anticarcinogénica bem como importante a¢do antifiingica, mas podem ser
téxicos quando em quantidades elevadas (BEZERRA et al., 2017; MOREIRA et al, 2010;
GONCALVES, 2015).

A partir destas consideragdes, a presente pesquisa objetivou-se realizar um estudo
fitoquimico da matéria in natura (folha) M. suaveolens, espécie aromatica muito utilizada
pela populacdo como planta medicinal, bem como uma avaliacio da acdo antiftingica do 6leo
essencial da mesma no combate aos fungos fitopatogénicos C. gloesporioides e C. musae,
podendo tornar-se uma alternativa natural ao combate desses patdgenos que trazem prejuizos

econdmicos diminuindo a qualidade dos produtos e a vida de prateleira dos mesmos.

2. Metodologia

2.1.  Local da pesquisa, coleta, herborizagdo e identificacdo do material botdnico

A aquisi¢do de material botanico para extracdo de 6leo e herborizacdo foi realizada
através de coletas em ambiente natural no municipio de Cajazeiras, cidade situada na regido
oeste do Estado da Paraiba e a 477km de distancia da capital, Jodo Pessoa (IBGE, 2017).

As folhas de M. suaveolens foram coletadas de forma manual no periodo da manha,
preferencialmente no intervalo de hordrio 5h30min as 7h, durante o periodo chuvoso,
higienizadas e acondicionadas sob refrigeracdo até a realizacdo do processo de extracdo do
6leo, segundo metodologia descrita por Moraes (2010).

J4 o material botanico coletado para identificacdo, contendo folhas e flores, foi
prensado e levado a estufa com circulagdo de ar para secagem a temperatura de 50°C e feita
exsicata. A identificacdo foi realizada pelo taxonomista Francisco Carlos Pinheiro da Costa e

o material serd enviado ao Herbario Rita Baltazar de Lima do Centro de Saude e Tecnologia
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Rural (CSTR), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Patos-PB

para posterior incorporacao e identificagdo com ndmero de registro.

2.2.  Obtengdo e rendimento do 6leo essencial da M. suaveolens

As folhas da M. suaveolens coletadas foram higienizadas, selecionadas e levadas ao
Laboratério de Quimica do IFPB Campus de Sousa-PB, para extra¢do por hidrodestilacdo do
6leo essencial utilizando o aparelho de Clevenger. As demais extracdes foram realizadas no
Laboratério de Quimica da UFCG, Campus de Cajazeiras-PB.

Durante o processo de hidrodestilacdo, a biomassa foi cortada em pequenos pedagos
com auxilio de tesoura e colocada em um baldo com dgua destilada, o qual foi acoplado ao
aparelho de Clevenger sob a manta de aquecimento até atingir a fervura e obtengdo do 6leo
essencial (KOCH et al, 2014). Em seguida foi realizado o célculo de rendimento do dleo
essencial obtido com base imida que, segundo Braga (2002), consiste na razdo entre a massa

do d6leo essencial e a massa da biomassa.

2.3.  Determinacdo dos compostos bioativos na amostra in natura

2.4.1. Clorofilas e Carotenoides

Para determinagdo de Clorofilas e Carotenoides Totais (mg IOOg'l) utilizou-se método
descrito por Lichthenthaler (1987) e adaptado por Silva (2017) que consistiu em macerar parte
da amostra (folhas) juntamente com carbonato de célcio (CaCOs3) e acetona (C3HgO), em
ambiente com pouca luminosidade. A mistura obtida desse processo foi centrifugada e levada
ao espectrofotdmetro com comprimentos de onda de 470, 646 e 663 nm para leitura de

absorbancia e realizacao de calculo de teores de clorofila e carotenoide totais.

2.4.2. Flavonoides e Antocianinas

A determinacdo de Flavonoides e Antocianinas (mg/100g) foi realizada conforme
método de Francis (1982) e descrito por Silva (2017) em que uma amostra do material
(folhas) foi macerada juntamente com etanol (C,H3;OH)/4cido cloridrico (HCl). O sistema

passou por um periodo de repouso, protegido da luz e, em seguida, foi filtrado e realizadas as
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leituras de absorbancia em espectrofotdmetro onde foram lidas as absorbancias nos

comprimentos de onda de 374nm (para flavonoides) e de 535nm (para antocianinas).

2.4.3 Compostos Fendlicos Totais (mg EAG/100g)

Os compostos fendlicos totais foram determinados nas amostras in natura usando o
reagente de Folin-Ciocalteu, conforme método descrito por Waterhouse (2006). Para isso foi
inicialmente estabelecida a curva padrao de acido gélico e a equacdo da reta que foi utilizada
para o cdlculo dos compostos fendlicos totais presentes nas amostras. Para isto, o mesmo
processo utilizado para a determinacdo da curva padrao foi aplicado substituindo-se a aliquota
de 4cido gdalico pela amostra. O material foi levado para espectrofotdometro utilizando o
comprimento de onda de 765nm para a leitura de absorbancia. Ao final, os teores de
compostos fenodlicos totais foram expressos em mg de EAG (equivalentes de dcido gélico) por

100g da amostra.

2.5. Avaliagdo da agcdo antimicotica do oleo essencial de M. suaveolens

A avaliacdo da atividade antifiingica foi realizada in vitro utilizando-se cepas 3331 e
3439 dos patdgenos C. gloesporioides e C. musae, respectivamente, material oriundo da
colecio de fungos da Professora Maria Menezes da Universidade Federal Rural de
Pernambuco — UFRPE.

O processo de replicacdo dos fungos C. gloesporioides e C. musae foi feito em placas
de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) previamente autoclavado e
mantidas em B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) a temperatura de 25° até o crescimento
total das colonias (SOUSA, SERRA, MELO, 2012).

Para avaliacdo da ag@o antimicética do dleo essencial de M. suaveolens, o meio de
cultura tipo BDA foi preparado em Erlenmeyers (250 ml), autoclavado e, em camara de fluxo
laminar, adicionado os Gleo nas concentracdes 100ul; 250ul; 500 ul e 1000 pl/100 ml™, os
quais foram vertidos em 20 placas de Petri 80 mm de diametro para cada espécie de fungo
(cinco para cada concentracdo).

Foram preparadas também, 10 placas de Petri contendo um fungicida comercial
Thiram®, 100ul/100ml sendo 5 placas para cada espécie de fungo estudada e 10 placas
controle contendo apenas o meio de cultura para efeito de controle ou parametro de

crescimento das coldnias.
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Em cada uma, as placas foram adicionadas microdiscos de micélios ativos dos fungos
replicados, medindo (8 mm) retirados das bordas das placas nas quais as espécies foram
replicadas e introduzidos, de forma invertida, no centro de cada placa. Todas as placas foram
envolvidas em pléstico filme e levadas a estufa B.O.D. a uma temperatura de 25°C, para
incubagdo e, apds 24 horas, o crescimento micelial foi avaliado diariamente, por meio de
medidas do diametro das colonias (média de duas medidas perpendiculares entre si, realizadas
com régua graduada).

As medicdes ocorreram num intervalo de 6 (seis) dias para C. musae € 9 (nove) dias
para C. gloesosporioides, até o preenchimento completo das placas controle pelos fungos
(SOUZA JUNIOR, SALES, MARTINS, 2009). As medidas foram utilizadas para obter os
percentuais de inibicdo de crescimento micelial (PIC) e o indice de velocidade de crescimento

micelial (IVCM) (PEREIRA et al., 2002; OLIVEIRA, 1991).

2.6. Andlise estatistica

Foi utilizado a funcdo nisfit do pacote easynls no programa R 4.0.2 para testar o
efeito do aumento na dose do 6leo essencial sobre os valores de PIC e IVCM calculados com
base no crescimento das colonias fungicas. Aplicaram-se regressdes no modelo Plato-
Quadrético. Este modelo é adequado a dados de varidveis resposta que exibem um
crescimento ou decréscimo quadratico até certo ponto, a partir do qual os valores mantém-se
estacionados mesmo com a elevagdo dos valores da varidvel preditora.

Para comparar a eficiéncia das diferentes concentracdes do 6leo essencial com a
eficiéncia do fungicida comercial Thiram® foi aplicado o teste de Tukey sobre valores de PIC
e IVCM gerados em cada tratamento. Este teste foi realizado no programa SISVAR 5.7.

Todas as andlises utilizaram como nivel de significancia o p-valor menor que 0,05.

3. Resultados e discussao

3.1.  Rendimento do déleo essencial de M. suaveolens

O célculo foi realizado utilizando a biomassa obtida na primeira coleta durante o

primeiro ciclo de extracdo. Os resultados estdo expostos na Tabela 1:
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Tabela 1. Rendimento do 6leo essencial de M. suaveolens obtido em base imida com matéria
in natura colhida no periodo chuvoso

Repeticoes Mgjeo My Rdy,,, (%)
II 0,19¢g 153,17¢g 0,12
I 0,20g 152,28¢ 0,13
v 0,20g 151,76g 0,13

Fonte: dados da pesquisa (2020)
** m: massa; ff: folha fresca; bu: base imida

De acordo com o resultado apresentado na Tabela 1, o 6leo essencial de M. suaveolens
obteve um baixo rendimento, mesmo tratando-se de um material coletado nas primeiras horas
da manhd para evitar o menor prejuizo possivel quanto ao 6leo essencial. Isso pode ser
atribuido ao fato de serem plantas existentes em ambiente natural as quais estdo sujeitas as
variacdes de temperatura, umidade, pluviosidade e nutricdo, o que pode influenciar no
rendimento do dleo essencial.

Em trabalho realizado por Luz et al (2020) onde os autores utilizaram as partes aéreas
de M. suaveolens colhidas nas primeiras horas da manha, na estacdo chuvosa, intermedidria e
seca, os resultados mostraram que a producao do 6leo foi maior no periodo seco. Segundo os
autores, o aumento da radiacdo solar pode ter favorecido o crescimento foliar e
consequentemente, a produ¢do do dleo.

O resultado apresentado na Tabela 1 confronta com o obtido por Martins et al (2006)
em pesquisa realizada com M. suaveolens cultivadas, onde ocorre um controle das condigdes
nass plantas estdo se desenvolvendo, atingiu um bom rendimento com plantas colhidas com
145 dias chegando a mais de 0,40%. Porém, em procedimentos realizados por Branquinho
(2015) com matéria seca de M. suaveolens em trés temperaturas distintas (35, 45 e 55°) e duas

condi¢des de velocidades do ar obteve-se rendimento 0,039 e 0,0692%.

3.2.  Quantificagdo dos compostos bioativos presentes na matéria in natura (folhas)

A quantificacdo de compostos bioativos de M. suaveolens obtidos de amostras in

natura estao representados na Tabela 2:

Tabela 2. Quantificacdo de compostos bioativos

Compostos bioativos In natura (mg/100g)
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Clorofila a 6,9859 £ 0,0234

Clorofila b 1,7448 £ 0,4659

Clorofila Total 4,7243 +0,0760

Carotenoides 0,0976 +0,0125
Flavonoides 121,6997 +0,1813

Antocianinas 3,4011 +0,2829
Fendlicos totais (mg EAG/100g) 393,8985 + 74,0195

Fonte: Dados da pesquisa (2020)

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, a quantificacdo dos compostos
bioativos presentes nas folhas de M. suaveolens mostraram que a clorofila a obteve melhor
resultado (6, 9859 mg/100g), e consequentemente, a clorofila total (4,7243 mg/100mg).
Entretanto, nota-se que os teores de carotenoides foram baixos em relacdo as clorofilas.

O conhecimento das quantificagdes de clorofilas em um planta € importante, uma vez
que, a Clorofila a em uma planta estd relacionada com a realizagdo da fotoquimica, primeira
parte da fotossintese, e os demais pigmentos, como a clorofila b e carotenoides, tem a fungdo
de absorcdo da luz, transferéncia da energia radiante e evitar danos oxidativos, processos
fundamentais para o desenvolvimento da planta e seu metabolismo celular (STREIT et al,
2005).

Esses resultados diferem aos apresentados por Nobrega et al (2020), em pesquisa
realizada com M. suaveolens, onde os autores obtiveram resultados referentes a teores de
CLa, CLb e CLT em massa seca de folhas, sendo 0,88, 0,88 e 0,89 mg/100g respectivamente,
que podem estar associada a um teor de sais elevado ao qual as plantas foram submetidas que
pode reduzir o acimulo de biomassa e, consequentemente, os niveis de clorofila, segundo os
autores.

Em pesquisa realizada com Hyptis fruticosa (alecrim de tabuleiro), o teor de
carotenoides foi em média de 0,884 mg/100g de massa seca, em um periodo de 5 a 13 dias, e
a amostra foi submetida a uma redugdo de disponibilidade hidrica (COSTA, 2016). O
resultado foi superior ao apresentado na Tabela 3 cujo teor de carotenoide foi 0,0976
mg/100g.

Os teores encontrados no presente trabalho para flavonoides expressos na Tabela 2 sdo
considerdveis sendo, 121,6997 mg/100g. Esse resultado € relevante uma vez que, a presenca

de flavonoides em uma planta indica que a espécie pode apresentar grande potencial
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antioxidante e antifingico, uma vez que os flavonoides atuam como modificadores de
respostas bioldgicas (COSTA, 2016; FLAMBO, 2013).

Os resultados divergem de estudo realizado por Povh et al (2012) com as partes aéreas
de M. suaveolens obtidas no cerrado brasileiro obtendo teores de flavonoides de 1,00
mg/100g. Ja a pesquisa realizada com extratos de folhas de Hyptis pectina, alfazema de
caboclo, mostrou um teor de flavonoides de 187,95 mg/100g (CARVALHO, 2019), mais
préoximo do valor apresentado na Tabela 3.

Em relac@o as antocianinas, os resultados obtidos com as folhas da M. suaveolens, foi
de 3,4011 mg/100g. Em comparagdo a pesquisa elaborada com extratos alcéolicos de folhas
de bata-doce (Ipomea batatas),esta, apresentou teores de antocianinas elevados, sendo 30,3
mg/100g para batata-doce branca e 33,5 mg/100g para batata-doce amarela, bem superiores
ao apresentado na Tabela 3 (J OSE fe al, 2015).

J4 na pesquisa realizada com Cymbopogon citratus por Pereira e Silva (2019)
apresentou teores de 15,85 mg/100g na amostra in natura maior que o apresentado pela M.
suaveolens, 3,4011 mg/100g (Tabela 3), segundo os autores a presenga desse composto pode
contribuir para atividades bioativas. Isso deve-se ao fato de que as antocianinas pertencem ao
grupo dos flavonoides e sdo responsdveis pela diversidade de coloracdo de frutos, folhas e
flores além de evitar a oxidacdo da clorofila evitando a produ¢do de radicais livres, o que lhe
confere acdo antioxidante (PALIOTO et al, 2015).

No que se refere aos fendlicos totais, a Tabela 3 comprova que as folhas de M. suaveolens
apresenta um teor elevado destes compostos, 393,8985 mg/100g, superior aos apresentados por
Povh et al (2012) com a mesma espécie (M. suaveolens) e colhida em ambiente natural sendo o
teor de fendlicos totais 27,84 mg/100g. A presenca de fendlicos em M. suaveolens nos extratos
etandlicos de folhas, caule, raizes e sementes foi confirmada por Menezes Filho e Castro (2019).

A diferenca entre esses valores dos compostos bioativos obtidos nas diferentes
pesquisas podem estar relacionados a vérios fatores que influenciam a producdo dos
metabolitos secundédrios como luminosidade, temperatura, pluviosidade, estado nutricional e

sazonalidade, entre outros (MARTINS, 2012).
3.3.  Andlise da acdo in vitro do oleo essencial de M. suaveolens
A andlise in vitro da ag@o antiftingica do 6leo de M. suaveolens estd representado nas

Figuras 2 e 3 que mostram o registro fotogrifico referente ao desenvolvimento micelial das

espécies estudadas nas diferentes concentragcdes e no meio contendo o fungicida comercial. Sendo
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que os valores expressos em porcentagem correspondem as concentragcdes do 6leo no meio BDA

(100, 250, 500, 1000 uL.100 mL/100).

Figura 2. Crescimento micelial de C. gloeosporioides

Controle

Concentracgdes Thiram®

100 pl/100ml  250pl/100ml  S00ul/100ml 1000 pl/100m!l 100 pl/100ml

Fonte: Autor (2021)

Figura 3. Crescimento micelial de C. musae

Controle

Concentraces Thiram®

100 pl/100ml  250pl/100ml  500ul/100ml 1000 uk100ml 100 pl/100ml

Fonte: Autor (2021)
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No que se refere a influéncia da concentracdo do 6leo essencial com relagdo ao

Potencial de Inibi¢ao do Crescimento Micelial (PIC) e Indice de Velocidade de Crescimento

Micelial (IVCM) o resultado esta representado na Tabela 4.

Figura 4. Efeito da concentragdo do 6leo essencial sobre o PIC e IVCM das col6nias de C.

musae e C. gloeosporioides
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Em relagdo ao crescimento micelial e o indice de velocidade de crescimento, a Figura
4 foi possivel observar que o 6leo essencial de M. suaveolens foi capaz de inibir e reduzir a
velocidade de crescimento tanto das col6nias de C. musae quanto C. gloeosporioides, em
todas as concentracdes (R2 > 0.90; p < 0.05). O efeito foi tipo concentracdo-dependente,
aumentando com o incremento na concentragdo, até um limite especifico para cada espécie de
fungo.

Para o C. musae o efeito foi maior obtendo valores superiores a 90% de inibi¢dao nas
concentracdes 250, 500 e 1000 pL, enquanto o efeito mais efetivo em relagdo ao C.
gloeosporioides foi relacionado a concentracdo de 1000 uL. As concentracdes minimas para
obtencdo de 100% de inibicio sugeridas pelo modelo Platdé-Quadriatico foram
aproximadamente 364.4 uL para C. musae e 940.1 uL para C. gloeosporioides.

Essa acdo antifiingica do 6leo essencial, no caso da pesquisa da M. suaveolens, pode
estar relacionada aos seus constituintes quimicos porém, a complexidade dessa composicao
quimica que pode variar de acordo com a espécie estudada, ndo pode ser atribuida a uma
substancia especifica, uma vez que o sinergismos entre essas substancias e nao apenas a acao
isolada, pode ser o responsavel pela acdo antiftingicas dos 6leos essenciais (SANTOS et al,
2011).

A presenca de fenodlicos totais em M. suaveolens (393,8985 mg/100g) e flavonoides
(121,6997 mg/100g) (Tabela 2) pode estd relacionada com a ac@o antifliingica apresentada
pelo 6leo essencial uma vez que, segundo Bierhales ef al (2009) e Almeida (2017) hé indicios
que, os fendlicos totais e flavonoides tenham agdo antifingica podendo causar danos
estruturais e funcionais nos fungos, cujo mecanismo de acdo pode estd relacionado a
inativac@o enzimatica destes microrganismos.

O uso de 6leos essenciais deve ser realizado seguindo alguns critérios como o cuidado
referente a dosagem e concentracdo uma vez que segundo Simdes (2010) os Oleos puros
geralmente apresentam toxicidade elevada recomendando o uso dos mesmos em pequenas
concentracdes, sendo necessdrio também o cuidado com relagdo a procedéncia de vegetais
para evitar problemas quanto a contaminagao.

Em pesquisa realizada por Souza et al (2016), o 6leo essencial de M. suaveolens s6
obteve resultado de 100% de inibi¢do do crescimento micelial para C. gloesporioides, em
concentracdes mais elevadas de 1000 e 1500 uL. em consonéncia com os resultados obtidos
no presente trabalho. Estudo realizado por Moura et al (2017) com 6leo essencial de laranja

doce (Citrus vulgaris) e limao siciliano (Citrus limon) no controle de C. gloesporioides e C.
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musae, a inibi¢do total ocorreu nas concentragdes de 1 e 2% correspondente a 100 e 200 uL,
um efeito de inibi¢do maior que o apresentado na Figura 4.

Trabalho abordando o uso de Oleos essenciais, no controle de C. musae, aponta
resultados satisfatérios quanto a inibi¢do do crescimento micelial realizado com 6leo de
folhas de pinhdo bravo (Jatropha molissima (Pohl) Bail.) o qual inibiu o crescimento micelial
do fungo com valores percentuais superiores a 90% (COSTA et al, 2019) semelhantes ao
apresentado pelo 6leo da M. suaveolens conforme apresentado na Figura 4.

Os dados apresentados na Figura 5 acerca do 6leo essencial nas concentragdes de 250,
500 e 1000 pL apresentaram porcentagens de inibicdo sobre o crescimento de C. musae
significativamente maiores que o fungicida Thiram® (90,9, 100, 100 e 66,8%,
respectivamente) (Figura 5SA). As mesmas concentracdes geraram, consequentemente, indices
de crescimento micelial significativamente menores que o Thiram® (0,10, 0, 0 e 0,35 cm dia’
! respectivamente) (Figura 5B).

Porém, em relacdo ao 6leo essencial na concentracdo de 1000 pL, este apresentou
porcentagem de inibi¢cdo sobre o crescimento de C. gloeosporioides significativamente maior
que o fungicida Thiram® (100 e 81,2%, respectivamente) (Figura 5C). A mesma
concentracdo obteve indice de crescimento micelial significativamente menor que o Thiram®
0e0,19 cm dia, respectivamente) (Figura 5D).

As duas varidveis analisadas na Figura 5 (inibicdo de crescimento e velocidade de
crescimento micelial) sdo inversamente proporcionais, ou seja, quanto maior for o percentual

de inibi¢do de crescimento menor serd a velocidade de crescimento micelial.

Figura 5. Comparacdo entre as doses do 6leo essencial (barras cinza) e o fungicida comercial
Thiram® (barras com listras diagonais)
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O d6leo de M. suaveolens, quanto ao fungo C. musae nas concentracdes de 500 e 1000
uL, mostrou resultado superior ao Thiram® e, em relacdo ao C. gloeosporioides, o 6leo de M.
suaveolens apresentou resultado igual ou superior ao fungicida a partir das concentracdes de
500 e 1000 pL.

Franca (2019) em seu estudo com o 6leo essencial de alecrim do mato (Lippia gracilis
Schauer), este apresentou eficiéncia quanto a inibi¢do do crescimento micelial de C.
gloesporioides e C. musae nas concentracoes de 250, 500, 1000 e 2000 uL, e a partir da
concentracdo de 250 uL obteve resultado semelhante ao fungicida Thiram® compativel aos
resultados com o 6leo de M. suaveolens em relacdo ao C. musae como mostra a Figura 5.

Com relacao ao Thiram utilizado na presente pesquisa, este € um fungicida utilizado no
periodo de colheita, armazenamento e transporte dos produtos pulverizados, classificado como de
risco II, podendo ser téxico (BANDEIRA et al, 2019). Porém Rodrigues (2006) afirma que o
Thiram ndo apresenta fitotoxidade quando aplicado segundo orientacdo do fabricante.

Porém, segundo Sarmento-Brum ez al (2014), a aplicagdo de fungicidas sintéticos é uma
das principais alternativas como controle quimico diante das perdas na producdo e queda da
rentabilidade econdmica provocada pelo ataque de fungos fitopatogénicos, mas o uso continuo

destes produtos pode provocar o surgimento de espécies resistentes e doengas ainda mais severas.
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Os o6leos essenciais, cujos constituintes poderdo atuar como fungicidas, podem tornar-se
alternativa ao uso de produtos sintéticos no controle de fungos, cuja eficicia depende da
concentragdo utilizada e de substincias presentes em sua constituicdo quimica que podem
ultrapassar 300 constituintes quimicos diferentes, e isto possibilitard que os dleos possam ser

utilizados em diversas dreas, entre elas a agricultura (MAIA et al, 2015).

4. Consideracoes finais

Em condicdes in vitro o 6leo essencial de M. suaveolens é eficiente no controle de C.
musae, com efeito superior ao obtido com o fungicida comercial Thiram®, e inibi¢do total do
crescimento micelial nas concentracoes de 500 e 1000 pL. Em relagdo a espécie C.
gloeosporioides, o 6leo € 100% eficiente em concentracdo mais elevada, 1000 uL no controle
do fungo como também em compara¢do ao Thiram®.

Os resultados acima mostram-se satisfatérios, uma vez que Oleos essenciais sao
substancias naturais que nio agridem ao meio ambiente € nem sd3o uma ameaca a saide dos
consumidores e poderdo tornar-se uma alternativa ao uso de fungicidas comerciais sugerindo a
realizacdo de estudos mais especificos que possibilitem a identificacio de seus compostos
quimicos e sua possivel toxicidade para compreensdo do mecanismo de controle com reacio as
espécies estudadas ou outros fitopatdgenos que afetam economicamente a producdo e
comercializa¢do de produtos agricolas, tanto no campo como no periodo de pds-colheita.

Assim, os resultados obtidos nas diferentes etapas da pesquisa tornaram-se relevantes
diante da popularizacdo de recursos naturais para tratamento e prevencdo de doengas que
afetam as plantas, além de explicitar o pouco estudo existente em relacdo ao 6leo essencial de
M. suaveolens para esta finalidade, uma vez que se trata de uma espécie vegetal bastante

popular, de uso medicinal e facilmente, encontrada, principalmente, no periodo chuvoso.
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