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RESUMO

Bioatividade de extratos e 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf frente ao
fitopatogeno Colletotrichum gloeosporioides

O uso de defensivos agricolas sintéticos no controle de pragas em plantas acarreta prejuizos
ao meio ambiente e a saide humana. Contrapondo-se a esta realidade, o uso de produtos
naturais, a exemplo dos extratos vegetais, tem despontado como uma alternativa vidvel no
controle de fitopatégenos. Assim, este estudo objetivou avaliar a agdo bioativa do 6leo
essencial e de extratos brutos do capim santo sobre o desenvolvimento micelial do
fitopatégeno C. gloeosporioides. Para isto, realizou-se a determinac¢do dos teores de clorofilas,
carotenoides, flavonoides, antocianinas e compostos fendlicos totais nos extratos brutos. Para
a andlise in vitro, o meio de cultura BDA incorporado do 6leo e dos extratos, em quatro
concentracdes definidas, foi vertido em placas de Petri com cinco repeticdes para cada
tratamento. Microdiscos de C. gloeosporioides foram inoculados no centro das placas e
incubados em cémara tipo B.0.D, a 25 °C + 2 °C. Medig¢des didrias do crescimento das
colonias foram realizadas por sete dias e os resultados foram determinados calculando-se a
Porcentagem de Inibicio de Crescimento micelial (PIC) e o Indice de Velocidade de
Crescimento Micelial IVCM). Nesta pesquisa, observou-se que os melhores resultados foram
alcancados pelo 6leo essencial na concentragdo de 0,25% (250 uL.100 ml” do meio) e pelo
extrato aquoso na concentracdo de 1%, visto que apresentaram as maiores médias de PIC:
100% e 87%, e as maiores reducdes no IVCM: 0 e 0,11 cm dia”, respectivamente, seguidos
do extrato alcodlico com PIC maximo de 23,5% e IVCM minimo de 0,68 cm dia‘l, na
concentracdo de 1,5%. Desse modo, estes resultados apontam para a presenca de compostos
biologicamente ativos nos produtos derivados do C. citratus analisados, com acdo efetiva
sobre o crescimento micelial do fitopatogeno C. gloeosporioides.

Palavras-chave: capim santo; produtos naturais; bioatividade; fitopatégeno.



ABSTRACT

Bioactivity of extracts and essential oil of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf against the
pathogen Colletotrichum gloeosporioides

The use of synthetic pesticides to control pests in plants causes damage to the environment
and human health. Opposed to this reality, the use of natural products, such as plant extracts,
has emerged as a viable alternative in the control of phytopathogens. Thus, this study aimed
to evaluate the bioactive action of essential oil and crude extracts of holy grass (Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf) on the mycelial development of the C. gloeosporioides phytopathogen.
For the study, the content of chlorophylls, carotenoids, flavonoids, anthocyanins and total
phenolic compounds in the crude extracts was determined. For in vitro analysis, the PDA
culture medium incorporated in the oil and extracts, in four defined concentrations, was
poured into Petri dishes with five replicates for each treatment. Micro disks of C.
gloeosporioides were inoculated in the center of the dishes and incubated in a BOD incubator
at 25 °C + 2 °C. Colony growth measurements were taken daily for seven days and the results
were determined by calculating the Percentage Inhibition (PI) of mycelial growth and the
Mycelial Growth Speed Index (MGSI). It was observed that the best results were obtained by
the essential oil in the concentration of 0.25% (250 uL.100 ml" of the medium) and by the
aqueous extract in the concentration of 1%, since they presented the highest averages of PI
(100% and 87%) and the greatest reductions in the MGSI (0 and 0.11 cm day-1), respectively,
followed by alcoholic extract with a maximum PI of 23.5% and MGSI minimum of 0.68 cm
day’l, at a concentration of 1.5%. Thus, the results indicate the presence of biologically active
compounds in the products derived from C. citratus analyzed with effective action on the
mycelial growth of the phytopathogen C. gloeosporioides.

Keywords: holy grass; natural products; bioactivity; phytopathogen.
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1 INTRODUCAO

Ao longo do tempo, a producdo agricola alicercada na chamada “agricultura
convencional” tem se baseado na utilizacdo de tecnologia de produtos como inseticidas,
herbicidas, fungicidas, dentre outros agrotoxicos (DINIZ, 2011). Entretanto, o uso intensivo e
indiscriminado destes insumos na agricultura converteu-se em fonte geradora de sérios
problemas ambientais, a exemplo da contaminacdo do solo e da 4gua, tanto dos mananciais de
superficie como dos subterrineos; da promog¢do ao desequilibrio bioldgico e a reducdo da
biodiversidade (BETTIOL; MORANDI, 2009).

No cendrio do agronegdcio, estes problemas sdo agravados em decorréncia do modelo
adotado para o desenvolvimento da cadeia produtiva agricola, descrito como quimico-
dependente de agrotoxicos e, neste caso, os danos causados a saide humana e ao meio
ambiente sdo muito relevantes, sendo destacados os processos de polui¢do e/ou contaminagao,
como também o surgimento de intoxicacOes agudas e cronicas ligadas a aplicacdo destes
insumos que estdo presentes em todas as etapas da cadeia produtiva da referida atividade
(CARNEIRO et al., 2015).

Contrapondo-se a esta realidade, Sousa, Serra e Melo (2012) apontam o surgimento de
metodologias alternativas para o controle de doengas em plantas através do uso de substincias
obtidas de produtos naturais potencialmente capazes de induzir resisténcia aos vegetais frente
ao ataque de fungos ou bactérias. Estes mesmos autores destacam o interesse no meio
cientifico pela utilizacdo destes produtos, a exemplo dos extratos vegetais, que possam ser
obtidos de plantas de fécil cultivo e disseminagdo e que apresentem efici€éncia no controle de
fungos ou bactérias, em baixas concentracdes, o que levaria a uma diminuicao dos custos de
aplicacdo, além de contribuir para a reducdo dos danos causados aos ecossistemas e a saude
humana.

Neste cendrio, o capim santo (Cymbopogon citratus) se enquadra como alternativa
para estudo, dado que, de acordo com o Brazil Flora Group - BFG (2015), este vegetal é
facilmente encontrado em quase todas as regides brasileiras, o que evidencia a facilidade de
cultivo e disseminacdo do mesmo, além de ja ter sido objeto de pesquisas que atestaram
efetiva atividades antioxidante e antibacteriana do seu 6leo essencial (ALMEIDA, 2016), bem
como o seu potencial anti-inflamatério e antifingico (BOUKHATEM et al., 2014).

O dleo essencial do capim santo tem sido muito utilizado como insumo nas industrias

de alimentos para conferir sabor a produtos alimenticios; na perfumaria para conferir
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fragrancia a sabdes, detergentes e cosméticos e na farmacéutica para a sintese da vitamina A
(GANJEWALA; LUTHRA. 2010). Suas folhas tém sido amplamente utilizadas na medicina
popular, principalmente na forma de infusdes, aplicadas no tratamento de problemas
digestivos e agindo também como antialérgico, diurético e anti-inflamatério (NEGRELLE;
GOMES, 2007).

De acordo com Kouame et al. (2016), as propriedades terapéuticas atribuidas ao capim
santo sdo de responsabilidade dos compostos quimicos presentes em sua constituicdo. Estudos
de caracterizacdo quimica do 6leo essencial do C. Citratus realizados por Gbenou et al.
(2013) e Brito et al. (2011) apontaram como principais constituintes, aqueles que aparecem
em maior percentual, o citral (mistura de geranial e neral) e o mirceno.

Estudos realizados com produtos extraidos do capim santo t€ém apontado também que
este vegetal apresenta um considerdvel potencial antifungico, como € o caso do trabalho
desenvolvido por Guimaraes e colaboradores (2011) que analisaram os efeitos fungitéxicos do
6leo essencial do capim-santo e do citral com relagc@o a inibi¢do do crescimento micelial dos
fitopatdgenos Fusarium oxysporum cubense, Colletotrichum gloeosporioides, Bipolaris sp. e
Alternaria alternata e concluiram que, tanto o 6leo essencial do capim santo quanto o seu
constituinte citral, tiveram efeito inibitério sobre o crescimento dos microorganismos
estudados. Esta propriedade antifingica também foi verificada por Souza, Araidjo e
Nascimento (2007) que, trabalhando com extratos de alho e capim santo, observaram que
estes extratos conseguiram reduzir o crescimento micelial do Fusarium proliferatum isolado
de Graos de Milho.

Mediante o exposto acerca da crescente necessidade de desenvolvimento de novos
produtos naturais, efetivos, no controle de patégenos que afetam a producdo agricola e que
possam ser obtidos através de processos menos onerosos, relacionados tanto a questdo
econdmica como, principalmente, aos danos causados ao meio ambiente e a saide humana, e
considerando a existéncia de fatores que podem influenciar na composi¢do quimica dos
produtos extraidos de plantas, a exemplo da genética e das condi¢cdes agrondmicas, que em
consequéncia também podem interferir nos resultados relacionados a atividade destes
produtos sobre microorganismos, em razao disto, o propdsito deste trabalho foi investigar a
acdo de extratos brutos (aquoso, alcodlico e hidroalcodlico) e do 6leo essencial do capim

santo sobre o desenvolvimento do fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a a¢do bioativa do 6leo essencial e de extratos brutos do capim santo sobre o

desenvolvimento micelial do fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar procedimentos laboratoriais para obtencdo dos extratos (aquoso, alcodlico e
hidroalcodlico) e do 6leo essencial do C. citratus.

e Determinar os compostos bioativos presentes nos produtos extraidos a partir da biomassa
vegetal coletada.

e Avaliar, in vitro, a agdo antifungica dos extratos e do 6leo essencial do capim santo frente

ao fitopatégeno C. gloeosporioides.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Caracteristicas gerais do Cymbopogon citratus

Pertencente a familia das Poaceae, o Cymbopogon citratus foi primeiramente
classificado por De Candole como Andropogon citratus passando a ser, posteriormente,
Cymbopogon citratus numa reclassificacdo feita por Otto Stapf, em que o nome Cymbopogon
deriva-se das palavras gregas kymbe e pogon que significam, respectivamente, barco e barba
em alusdao ao arranjo de sua inflorescéncia e Citratus que tem origem no latim antigo e
significa folhas com aroma de limdo (NEGRELLE; GOMES, 2007).

Caracterizada como uma planta herbdcea, o C. citratus (Figura 1) cresce de forma
aglomerada em touceiras, emitindo estoldes que podem chegar a medir até 2 m de altura. Suas
folhas sdo longas e estreitas com aspecto dspero ao tato em ambas as faces, apresentando
bordo liso e cortante. Sdo recobertas por uma camada fina de cera esbranquicada e exalam
cheiro caracteristico de limdo. Raramente detecta-se a presenca de flores e, quando estas
ocorrem, sdo estéreis. Desta forma, os novos plantios sdo conseguidos através dos perfilhos

(EPAGRI, 2004; LORENZI; MATOS, 2008).

Figura 1 — Capim santo (C. citratus)

Fonte: MACHADO et al. (2012).

Planta origindria da India e subespontinea nos paises tropicais (CARVALHO et al.

2005), o C. citratus é popularmente conhecido no Brasil, dentre outros nomes, como capim-
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cheiroso, erva-cidreira, capim-cidreira, capim-limdo, capim-santo, capim-de-cheiro, chéi-de-
estrada, cidrd, citronela-de-java, capim-cidrilho (LORENZI; MATOS, 2008).

Apesar de apresentar sensibilidade a estiagem e as geadas, o C. citratus tem ocorréncia
natural em regides tropicais e subtropicais Umidas e, embora, seja facilmente adaptdvel a
vérios tipos de solo, se desenvolve melhor em solos arenosos € com bom teor de umidade, ndao
sendo recomendado o plantio em solos muito argilosos ou encharcados (EPAGRI, 2004).
Ainda com relacdo as questdes agrondmicas, Ortiz et al. (2002) ressaltam a importancia da
qualidade, quantidade e duracdo da luz para o bom desenvolvimento da espécie.

Mesmo ndo sendo uma planta nativa da flora brasileira, o capim santo ji estd muito
bem adaptado e aclimatado no Brasil (NEGRELLE; GOMES, 2007), tendo ocorréncias
confirmadas nas regides Norte (Acre e Rondonia); Nordeste (Alagoas, Ceard, Maranhao,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte); Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul); Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Sdo Paulo) e Sul (Paran4, Santa Catarina) (BFG, 2015).

Embora seja encontrado em quase todo o territorio brasileiro, em termos de producao,
conforme estudos de Pinto et al. (2014), as regides brasileiras onde ha relevante destaque do
cultivo do capim santo sdo o Sul e Sudeste e, conforme praitica adotada em outros paises

tropicais, o cultivo do C. citratus é feito em ambiente ndo protegido.

3.2 Usos do capim santo

Viérias sdo as formas de usos atribuidas ao capim santo descritas na literatura, em
Costa et al. (2005) encontra-se descri¢ao de sua utilidade como cercas vivas na contencdo de
encostas para evitar erosdo. EPAGRI (2004) também descreve este mesmo tipo de uso na
contencdo de barrancos em estradas, bem como a sua capacidade de proporcionar Otima
cobertura do solo gracas ao seu sistema radicular caracteristico, considerado como sendo
vigoroso e agregador. Ainda, segundo este autor, as folhas do capim santo sdo usadas na
culindria, como aromatizante para roupas ¢ como repelente. Schaneberg e Khan (2002)
afirmam que devido ao forte sabor de limdo que o C. citratus apresenta, este € bastante
utilizado como um importante ingrediente na cozinha asiética.

Na cultura popular, o capim santo tem se destacado como planta medicinal
(BOUKHATEM et al., 2014). De acordo com Brasil (2018), enquadra-se na categoria de

planta medicinal, toda planta, quer tenha sido cultivada ou ndo e que seja usada com objetivo
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terapéutico e/ou profildtico. Firmo et al. (2011) ressaltam que apesar do extensivo uso de
vegetais com estas caracteristicas, isto ndo ocorre com base em conhecimentos cientificos, e
sim pela credibilidade em informacgdes que s@o transmitidas oralmente de geracdo em geragdo
acerca das propriedades medicinais atribuidas ao vegetal. Por outro lado, estes autores
chamam a atencdo para o considerdvel aumento de pesquisas no ramo da etnofarmacologia,
bem como para o desenvolvimento de técnicas modernas nos campos da farmacologia, da
bioquimica e da biologia molecular que t€ém o intuito de avaliar e certificar os usos das
plantas, as quais o conhecimento popular atribui propriedades medicinais.

Na condi¢do de planta medicinal, Costa et al. (2005) relatam o uso popular do ché das
folhas do C. citratus para tratar nervosismo, febre, tosse, dores de cabeca, dores abdominais,
dores reuméticas e ainda para tratar alteragdes digestivas (dispepsia e flatuléncia). Negrelle e
Gomes (2007) fazem alusio ao uso de infusdes das folhas do C. citratus como
antimicrobiano, anti-inflamatério e sedativo. Também sob a forma de infusdo, Martins et al.
(2004) citam o uso deste como sedativo e calmante do sistema nervoso e relatam a existéncia
de estudos comprobatorios da acdo efetiva do C. citratus como antiespasmddico, analgésico,
bactericida, inseticida, inibidor do crescimento de fungos e antimutagénico.

Ainda em Negrelle e Gomes (2007) encontram-se referenciados vérios estudos sobre o
uso medicinal do capim santo em virias regides do mundo, como por exemplo, na India, para
tratar problemas gastrointestinais (ALVES; SOUZA, 1960); na China, como ansiolitico
(PEIGEN, 1983); na Nigéria, como antipirético e antiespasmédico (OLANIYTI et al., 1975);
em Cuba e paises da regido do Caribe, como analgésico e anti-inflamatério (ORTIZ et al.,
2002). Conforme estes autores, também ha no Brasil vérias pesquisas destacando o uso do C.
citratus na medicina popular e dentre estas destacam as realizadas por Ramakers et al. (1994)
no Ceard; Deus (1981) no Pernambuco; Estudo (1976) no Rio Grande do Norte; Agra (1977)
e Alencar et al. (1994) na Paraiba; Vandenberg (1980) no Mato Grosso; Mattos e Gragas
(1980) em Brasilia; Stellmann e Brandao (1994) em Minas Gerais; Nogueira (1983) em Sao
Paulo; Paviani (1964) no Rio Grande do Sul, nos quais sdo descritas indica¢des para o
tratamento de resfriados, de problemas digestivos, bem como a sua aplicabilidade como
analgésico, antialérgico, diurético e sedativo, dentre outros.

Comercialmente, o 6leo essencial do C. citratus € utilizado como aromatizante nas
inddstrias de alimentos (GANJEWALA; LUTHRA. 2010). Tem essa mesma fun¢do na

elaboragdo de produtos de limpeza, perfumaria e cosméticos e ainda estd presente na industria
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farmacéutica onde entra como matéria-prima para a sintese de compostos como iononas e

vitamina A (PRINS et al., 2008).

3.3 Potencial antimicrobiano e fungicida do capim santo

O potencial antimicrobiano e fungicida do capim santo tem sido objeto de estudo de
vdrios pesquisadores ao longo do tempo. Kishore et al. (1993) demonstraram a acdo do 6leo
essencial do C. citratus frente a diferentes espécies de dermatdfitos, dentre outros os
Trichophyton rubrum e Microsporum gypseum. Schuck e colaboradores (2001) testaram a
acdo antimicrobiana do C. citratus no combate a microrganismos como a Candida albicans, o
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e os resultados apontaram para um efeito positivo,
com destaque para a atividade verificada frente a Candida albicans.

Em estudos realizados por Machado et al. (2015) ficaram evidenciadas a acdo do 6leo
essencial de capim santo contra Listeria monocytogenes, L. innocua, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis. Em pesquisa
desenvolvida por Almeida (2016), dentre outras atividades propostas, constava a avaliacdo da
acdo antimicrobiana do 6leo essencial do C. citratus em cepas de Staphylococcus aureus e de
Escherichia coli e, como um dos resultados obtidos, teve-se a confirmacgao da acdo efetiva do
6leo em relacdo a uma das cepas pesquisadas, a Staphylococcus aureus.

Ainda, dando enfoque ao potencial antibacteriano e fungicida do C. citratus, em
estudos avaliando, in vitro, a acdo antiinflamatodria e a atividade antifungica do 6leo essencial
da referida planta, Boukhatem et al. (2014) concluiram que o referido produto tem potencial
neste campo, sugerindo novos estudos no sentido do desenvolvimento de drogas para tratar
infec¢cOes fungicas e inflamacgdo da pele.

Em se tratando, especificamente, da atividade para o controle de fungos que acometem
plantas e frutos, a literatura dispde de varios estudos acerca do potencial apresentado pelo
capim santo nessa drea, a exemplo da pesquisa empreendida por Itako et al. (2008), na qual
foi avaliada a fungitoxidade de extratos brutos de plantas medicinais, dentre elas, o C.
citratus, relacionado ao efeito protetor dos mesmos em plantas de tomateiro. Um outro estudo
envolvendo extratos, decoctos e 6leos essenciais de plantas medicinais, dentre estas o capim
santo, com o propdsito de inibir a acdo de Glomerella cingulata e Colletotrichum
gloeosporioides em frutos de goiaba foi realizado por Rozwalka et al. (2008). Souza, Aratjo e

Nascimento (2007) trabalharam na avaliacdo da atividade antifingica de extratos de alho
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(Allium sativum L.) e de capim santo, no controle de F. proliferatum em sementes de milho e
concluiram que, ambos os extratos, reduziram a taxa de crescimento micelial do referido
patégeno, bem como a germinacao de esporos e sua proliferacdo nas sementes de milho.
Dentre o vasto leque de estudos realizados acerca do potencial fungitoxida do C.
citratus com resultados promissores, encontram-se ainda, pesquisas como a realizada por
Lozada (2016) na qual foi avaliado o efeito do 6leo essencial do C. citratus como alternativa
para o controle do fungo C. gloeosporioides f. sp. Cepae em sementes de cebola; a
desenvolvida por Aquino et al. (2012) que teve como objeto de estudo a acdo fungitéxica do
6leo do C. citratus no controle da antracnose em frutos de maracujazeiro-amarelo e a
efetivada por Carnelossi et al. (2009) que avaliaram, in vitro e in vivo, a atividade antifingica

do capim santo no controle de Colletotrichum gloeosporioides em mamao no pos-colheita.

3.4 Principais constituintes quimicos do Cymbopogon citratus

Estudos realizados por Gbenou et al. (2013), com o 6leo essencial do capim santo,
apontaram como compostos majoritarios (Figura 2) para o C. citratus, o citral (constituido
pela mistura de dois aldeidos o geranial e o neral) e o mirceno. Almeida (2015) também
identificou no 6leo essencial do capim santo maiores percentuais para o geranial e o neral e,
em menores quantidades uma série de outros compostos, dentre eles: o limoneno, o citronelal,
o geraniol, o linalol e o acetato de geranila. De acordo com Santos er al. (2009), tanto o
rendimento quanto a composi¢do quimica dos 6leos essenciais extraidos de vegetais podem
ser influenciados, por exemplo, pelas condi¢des agrondmicas as quais o vegetal estd
submetido e, conforme Costa et al. (2005), os teores dos compostos encontrados, também

podem ser influenciados pelos métodos utilizados no processo extrativo do éleo essencial.

Figura 2- Estruturas quimicas dos compostos majoritarios do C. citratus

A B
CHO
AN AN
CHO
CH, CH,
\\\ / CH2
citral — a (Geranial) citral —b (Neral) H3C
(trans form) (cis form) Mirceno

Fonte: (A) PEREIRA et al. (2013); (B) SOUZA (2018)
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3.5 Extratos vegetais

Extratos vegetais sdo preparacdes concentradas, obtidas de matérias-primas vegetais
secas, através de processos que envolvem a acdo de um solvente, sendo que as partes
utilizadas da planta podem ou nao terem passado por um tratamento prévio, a exemplo de
inativag@o enzimdtica, moagem, dentre outros (FOOD INGREDIENTS BRAZIL, 2010). Por
meio destas preparagdes € que € possivel a retirada dos compostos denominados de principios
ativos presentes nos vegetais (MARQUES, 2005).

Por sua vez, principio ativo pode ser definido como sendo a substancia ou a mistura de
substancias elaborada pelas plantas, via metabolismo secundério, e que sdo passiveis de
causar respostas positivas ou negativas nos organismos vivos (ABILIO, 2011). Ainda, de
acordo com esta autora, apresentam-se distribuidos por toda a planta e, portanto, encontrados
nas flores, folhas, raizes, sementes, frutos ou cascas e suas concentragdes sao variaveis,
dependendo, por exemplo, do habitat e forma de colheita do vegetal.

Uma observagdo importante acerca da resposta bioativa de compostos naturais é que
esta acdo pode ndo estar relacionada, apenas a um ou outro constituinte de forma isolada,
sendo importante se considerar uma acao conjunta destes. Este fato € destacado por Seixas et
al. (2011), em pesquisa realizada com O6leo essencial de capim-citronela, relacionado a
inibicao do crescimento micelial do Fusarium subglutinans pelo composto citronelal, na qual
sugerem que a maior efetividade fungistatica do 6leo pode estar relacionada a interacao entre
0s compostos presentes no mesmo, que ao agirem de forma interativa, podem propiciar
melhor resposta inibitéria do que a apresentada pelo citronelal de forma isolada.

Segundo Marques (2005), na elaboracdo de extratos vegetais sdo utilizados solventes
diversos, dentre outros, dgua, mistura de dgua e dlcool, acetato de etila e acetona, sendo que a
mistura do material vegetal com o solvente pode ocorrer seguindo métodos diversos e, 0s
mais comuns sao a maceragao, a percolacdo e a turbdlise.

Caracterizado como método de extracdo a frio, a maceracdo é bastante usada dada a
simplicidade de efetivagdo e custo baixo (SANTOS et al., 2013). De acordo com estes
autores, a forma de operacionalizacdo da técnica consiste em colocar o material vegetal em
contato direto com o solvente, em recipiente fechado por determinado periodo de tempo, sem
que haja renovacao do solvente durante o processo, o que contribui para o ndo esgotamento da
retirada dos principios ativos presentes no material vegetal, diminuindo a eficiéncia do

método.



21

Ja a percolagdo € uma técnica de obtencdo de extratos, de custo relativamente baixo e,
que também, pode ser realizada a frio mediante a colocagdo do material vegetal em contato
direto com o solvente em recipiente adequado, o percolador, de forma que o liquido extrator
passe continuamente pelo material, favorecendo a extragdo méxima dos principios ativos
(SANTOS et al., 2013).

Também realizada a frio, a turbdlise consiste num método extrativo no qual as partes
da planta sdo pulverizadas em equipamento especifico (liquidificador). No decorrer do
processo, os contetidos celulares sdao lavados pelo liquido extrator, potencializando a retirada
dos principios ativos. E recomendado para extracio de partes mais duras da planta, a exemplo

das raizes e do caule (NAVARRO, 2005).

3.6 Oleos essenciais

Os dleos essenciais sdo misturas complexas, elaboradas por plantas aromadticas via
metabolismo secunddrio e que se caracterizam por serem voldteis e odoriferas (MACHADO;
FERNANDES JUNIOR, 2011). Em sua grande maioria sdo constituidos quimicamente por
derivados de fenilpropandides, que por sua vez sdo originados do 4cido chiquimico ou de
terpendides formados a partir de unidades de isopreno (SIMOES et al., 2007; LUPE, 2007).
Estes mesmos autores ressaltam que, de modo geral, nos 6leos essenciais podem ser
identificadas caracteristicas como: aparéncia oleosa, odor agraddvel, solubilidade em
solventes organicos apolares, baixa solubilidade em dgua, sabor descrito como acre (acido) e
picante, instabilidade se expostos ao ar, luz, calor, umidade e metais, auséncia de cor ou leve
coloragdo amarela e volatilidade, sendo esta ultima, a caracteristica marcante presente nos
mesmos.

Os 0leos essenciais sdo, também, extraidos de plantas e a extracdo segue metodologias
diversas e especificas, sendo que na escolha do processo extrativo é importante que seja
observado tanto a localizagao do 6leo no vegetal, quanto para qual fim este 6leo serd utilizado
(ABILIO, 2011; SIMOES et al, 2007).

A alta volatilidade dos 6leos essenciais propicia a extracdo dos mesmos através de
processos que empreguem o aumento da temperatura e, por conseguinte, os métodos
comumente utilizados para extragdo destes 6leos sdo a hidrodestilagcdo, método realizado a
quente, que utiliza um aparelho do tipo Clevenger; a destilagcdo por arraste de vapor, também

realizada a quente, caracterizada por ser operacionalmente simples, produzir 6leos de boa
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qualidade e ndo causar danos ao meio ambiente; extracdo com fluido supercritico, método no
qual os solventes utilizados sdo gases sob altas pressdoes (SILVEIRA et al., 2012). Estes
autores também descrevem dois outros métodos extrativos de 6leo volatil que ndo recorrem ao
aumento de temperatura: a enfloracdo e a prensagem a frio, metodologias adequadas para a

extracdo de 6leos presentes, respectivamente, em pétalas de flores e em frutos citricos.

3.7 Fungos

Depois dos insetos, os fungos representam o grupo de maior diversidade no planeta e,
na condicdo de decompositores primdrios da matéria organica, sdo responsdveis pelo trabalho
de reciclagem de nutrientes tornando-se organismos indispensdveis ao bom funcionamento e
equilibrio dos ecossistemas (SANTOS, 2015).

Por apresentarem caracteristicas distintas que os tornam diferentes tanto dos animais
como dos vegetais, os fungos foram classificados por Whittaker (1969) em um reino a parte, o
reino Fungi, que por sua vez, engloba os filos Chytridiomycota, Neocallimastigomycota,
Blastocladiomycota, Microspordia, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycotae
(MORAES; PAES; HOLANDA, 2009). Podem ser definidos como sendo organismos
eucariontes, heterdtrofos, hapldides e/ou dicariéticos em quase todo o seu ciclo de vida,
dotados de parede celular a base de quitina e que geralmente se reproduzem por esporos
(SANTOS, 2015).

Encontrados em quase todos os ambientes do planeta, na dgua, no ar, no solo etc.,
podem apresentar-se em estruturas extremamente pequenas sO observdveis através de
microscopio como também em estruturas visiveis a olho nu como no caso dos mofos, bolores,
cogumelos, dentre outros. Nao possuem clorofila em suas células e, consequentemente, ndo
sdo capazes de realizarem o processo da fotossintese. Dessa forma, fazem parte do grupo de
organismos heterotréficos, alimentando-se através da absorc¢do, via parede e membrana
celulares, dos nutrientes disponiveis nos substratos por eles colonizados (MAIA;
CARVALHO JUNIOR, 2010).

Os fungos retiram as substincias indispensaveis a sua alimentagdo dos substratos que
habitam. Como consequéncia deste fato, biologicamente estes organismos passam a
desenvolver interagdes com outros organismos através de saprofitismo, parasitismo e
simbiose e, desta forma, conseguem suprir suas necessidades nutricionais (MORAES; PAES;

HOLANDA, 2009).
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Para Silva e Coelho (2006), os fungos sdo organismos eucariontes, unicelulares ou
pluricelulares que apresentam células agrupadas em filamentos denominados hifas, sendo que
estes filamentos celulares, quando em grandes agrupamentos, sdo responsdveis pela formagao
do micélio. Ainda segundo estes autores, nas células dos fungos ndo sdo identificadas
estruturas como os plastideos e centriolos, no entanto, observa-se a presenca de mitocondrias,
estrutura de Golgi e peroxissomos. Ressaltam que a quitina é o principal constituinte da
parede celular e que a membrana celular é formada por ergosterol.

Com relagdo a reproducdo, conforme Maia e Carvalho Junior (2010), o micélio é o
responsavel pela formacdo das estruturas assexuadas e/ou sexuadas que vao dar origem aos
esporos, 0s principais responsaveis pela reproducdo das espécies flingicas.

O papel ecoldgico desempenhado pelos fungos € de relevante importancia, uma vez
que estes organismos sdo responsaveis pela degradacdo dos mais diversos tipos de matéria
organica transformando-a em elementos que as plantas sdo capazes de absorver. Sdo
importantes também no cendrio econdmico, estando presentes, dentre outros, no campo da
medicina, farmécia, agricultura, alimentacdo e da fitopatologia (MORAES; PAES;
HOLANDA, 2009).

3.8 Fitopatologia

Etiologicamente a palavra fitopatologia tem origem nas palavras gregas ‘“Phyton”,
“Pathos” e “Logos” que significam, respectivamente, planta/vegetal, doenca e estudo e pode
ser definida como a ciéncia que se preocupa em estudar as doencas que acometem plantas
englobando todos os aspectos inerentes a patologia, desde a diagnose até o seu controle
(CAROLLO; SANTOS FILHO, 2016). De acordo com estes autores, as doencas de plantas se
configuram como um processo, que para se desenvolver, necessitam da presenca e da
interacdo entre os seguintes elementos: o hospedeiro (a planta), o agente causador (o
patégeno) e o ambiente. S3o estes elementos que ao interagirem de forma mutua
desencadeiam o surgimento de alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas na planta e, como
resultado, tem-se o desenvolvimento de processos patoldgicos.

Assim, podem decorrer da acdo de agentes de natureza infecciosa como as causadas
por organismos como fungos, bactérias, virus, protozodrios, plantas parasitas, dentre outros e,
também de causas ndo infecciosas e, neste caso, 0s agentes contribuintes para o surgimento

das doencas podem ser as proprias condi¢des fisicas do ambiente onde a planta estd inserida, a
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exemplo da influéncia das variacdes de fatores fisicos como temperatura, radiacdo, umidade,
deficiéncia nutricional, dentre outros (KRUGER, 1995). Ainda, de acordo com este autor, a
acdo dos agentes causadores de doencas em plantas tem como consequéncia a interferéncia
em atividades fisiolégicas do vegetal, afetando o bom desempenho de suas funcdes vitais, por
tornar ineficientes processos como a absor¢do e transporte de dgua e nutrientes.

As patologias em vegetais resultam em problemas diversos e significantes que afetam
a vida de produtores, de consumidores e da sociedade como um todo, uma vez que os danos
provocados pela acdo de patégenos podem interferir na rentabilidade da producdo, na
qualidade dos produtos que chegam a mesa do consumidor, como também podem levar a
perda de receitas, seja pela ado¢do de plantio de culturas ou variedades vegetais de baixa
rentabilidade, seja pela necessidade do uso de insumos para controle dos agentes patogénicos,
incorrendo em aumento dos custos de producdo (BERGAMIN FILHO; KIMATI, 1995).

Na producdo agricola, as doencas podem ter origem no campo, durante o
desenvolvimento das culturas, no periodo de colheita ou no pds-colheita. Independentemente
da fase onde elas tenham inicio, o fato € que se convertem em potenciais prejuizos no ato da
comercializacdo da producdo (PARISI; HENRIQUE; PRATI, 2015). Ainda, segundo estes
autores, os fungos sdo os maiores responsaveis pelas doencas surgidas no pds-colheita,
contribuindo com um percentual de 80% a 90% na causa destas e, sdo nos frutos, que em
geral apresentam um pH abaixo de 4,5, que estes patdégenos encontram ambiente
potencialmente propicio para se desenvolverem.

Oliveira et al. (2015) relacionam uma série de géneros fungicos responsaveis por
causarem doencas em frutas no pds-colheita e, dentre outros sdo citados os géneros:
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Lasiodiplodia, Mucor, Penicillium, Phomopsis,

Phytophthora, Rhizopus e Colletotrichum.

3.9 Colletotrichum gloeosporioides

De acordo com Menezes (2006), o Colletotrichum € considerado um dos mais
importantes géneros de fungos fitopatogé€nicos presentes em regides tropicais e subtropicais.
E apontado como causador de vdrios tipos de doencas em espécimes vegetais, a exemplo da
antracnose, da podridao de pedinculo, bem como da varicela em frutiferas como a manga, o

abacate e o mamao (SILVA, et al., 20006).
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A identificacdo das diferentes espécies pertencentes a este género toma por base
caracteristicas como a morfologia de conidios, coloragdo apresentada pelas colonias,
producdo de pigmentos e taxa de crescimento (PIMENTA, 2009).

Taxonomicamente, conforme Kunwar (2018), a espécie gloeosporioides apresenta a
seguinte classificacdo: reino Fungi, filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Incertae
sedis, familia Glomerellaceae e género: Colletotrichum. Conforme este autor, esta espécie é
considerada potencialmente colonizadora de tecidos danificados e senescentes sendo, segundo
Pimenta (2009), capaz de sobreviver como saproéfita em tecidos mortos (ramos, frutos, dentre
outros) e, sobre estes, esporular quando as condi¢des tornam-se favordveis ao seu
desenvolvimento.

Dentre as espécies vegetais, um numero considerdvel de fruteiras € suscetivel ao
ataque do C. gloeosporioides, como o abacate (Persea americana), a acerola (Malpighia
emarginata), a goiaba (Psidium P.), o caju (Anacardium occidentale), a manga (Mangifera
indica), o maracuja (Passiflora edulis), o mamao (Carica papaya) e a magd (Malus
domestica) (FERRARI et al., 2011).

As espécies do género Colletotrichum sio atribuidas responsabilidades pelo
aparecimento da antracnose em plantas, doenca que pode atingir as mais variadas partes do
vegetal como folhas, ramos, flores e frutos. De modo geral, a sintomatologia é evidenciada
pela presenca de manchas necroéfitas de coloragdo escura, queima e queda de flores, podridao
e queda de frutos, cancro e secamento de ramos (FERRARI er al. 2011). Com relacéo,
especificamente a infec¢do em frutos, estes autores ressaltam que, embora haja diferenca de
sintomas, dependendo da espécie afetada geralmente sdo detectadas, inicialmente, pequenas
manchas de formato circular, de coloragdo marrom a preta, nas quais podem se observar
circulos concéntricos com massas de cor alaranjada, nas quais estdo presentes os esporos do

fungo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Classificacao da pesquisa

Quanto a abordagem, de acordo com Prodanov e Freitas (2013), a pesquisa classifica-
se como sendo quantitativa, uma vez que os dados obtidos foram analisados utilizando-se
recursos e técnicas estatisticas, e teve cardter qualitativo, na medida em que buscou a
compreensdo dos fendmenos envolvidos na obtengdo destes dados. Com relacdo a natureza,
ainda segundo estes mesmos autores, tratou-se de uma pesquisa aplicada, tendo em vista que
o estudo vislumbrou a producdo de novos conhecimentos aplicdveis na resolugdo de
problemas j4 existentes.

Conforme Gil (2002), no tocante aos objetivos, a pesquisa se classificou como sendo
de cunho explicativo, uma vez que procurou, através de andlises e de interpretagdes, explicar
os fenomenos envolvidos no estudo e, quanto aos procedimentos, tratou-se de uma pesquisa
experimental, visto que prop0ds evidenciar e compreender os fendmenos envolvidos, a partir

da observacao e do controle de varidveis associadas a ocorréncia dos mesmos.

4.2 Localizacao da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no municipio de Cajazeiras, situado a Oeste do Estado da
Paraiba, ocupando uma érea de 567,5 Km® e distante 465 Km da capital Jodo Pessoa
(BRASIL, 2005), com uma populacdo, segundo estimativas do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE, de 61.776 de habitantes (BRASIL, 2018).

As atividades experimentais foram realizadas nos laboratoérios de Quimica, Biologia e
de Microbiologia do Centro de Formagao de Professores - CFP da Universidade Federal de

Campina Grande — UFCG.

4.3 Coleta e identificacio da espécie botanica

A matéria prima (folhas de capim santo) utilizada para obten¢do dos extratos e do 6leo
essencial foi obtida entre os meses de setembro e novembro de 2020, na zona urbana do
municipio de Pombal-PB, onde a temperatura média e o indice pluviométrico para os meses

supracitados foram, respectivamente, 30,2 °C (CLIMATEMPO, 2020) e 7,23 mm (AESA,
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2020). As folhas foram retiradas de uma unica touceira cultivada hd cerca de cinco anos,
manualmente com o auxilio de uma tesoura e em hordrio matutino, conforme orientacdes
descritas em Silva et al. (2014).

Para identificacdo do vegetal, um espécime completo com raiz, bulbo e folhas foi
coletado, disposto em papel jornal, prensado em prensa de madeira e levado para secagem em
estufa com circulagdo de ar a 40 °C + 2 °C (PEIXOTO; MAIA, 2013). O espécime foi
identificado pelo taxonomista Francisco Carlos Pinheiro da Costa e, posteriormente, sera
enviado para o Herbdrio Rita Baltazar de Lima, do Centro de Saide e Tecnologia Rural —

CSTR, da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, Patos-PB.

4.4 Preparacao e secagem das amostras

Em laboratério, o material botanico coletado passou por um processo de selecido para
retirada de folhas secas e/ou danificadas e por um processo de limpeza, no qual as folhas
foram lavadas em dgua corrente e em dgua destilada para retirada de sujidades. Em seguida, o
material foi colocado em estufa microprocessada de circulagdo de ar para secagem a
temperatura média de 40 °C + 2 °C, conforme metodologia adaptada de Silva (2013). O tempo
de secagem correspondeu ao necessario para que as folhas ficassem com aspecto quebradico, e

isto ocorreu em um tempo médio de 15h.

4.5 Obtencao dos extratos e do 6leo essencial

Seguindo metodologia de Torres et al. (2002) adaptada por Silva (2017), os extratos
aquoso, alcodlico e hidroalcodlico foram elaborados a partir da biomassa seca. Desta forma,
as folhas do C. citratus foram secas em estufa com circulag@o de ar, a uma temperatura de 40
°C £ 2 °C até ficarem quebradicas, sendo em seguida trituradas em liquidificador comum.
Utilizando-se uma proporcao de 1:10 (m/m) entre a matéria vegetal e o solvente, trés por¢des
de 20 g da matéria organica foram pesados em balanca analitica e transferidos para recipientes
envoltos em papel aluminio, aos quais foram acrescentados, de acordo com a
proporcionalidade pré-estabelecida, os solventes: dgua destilada, para obtencdo do extrato
aquoso; uma mistura de dlcool etilico e dgua destilada, na propor¢ao 70/30 para o extrato

hidroalcodlico e alcool etilico absoluto 99,7% para o extrato alcodlico.
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As misturas (biomassa + solvente) foram agitadas, em agitador magnético por 1:00h
e ap0Os repouso de 24h sob refrigera¢do (aproximadamente 14°C), foram filtradas a vacuo e os
extratos colocados em estufa de secagem com circulacdo de ar, a 40 °C £ 2 °C, até se obter um
material de aspecto seco ou pastoso. Objetivando uma melhor extragdo, aos residuos da
primeira filtracio foram acrescentadas as mesmas quantidades dos solventes, seguido de
agitacdo, repouso e filtracao e este mesmo procedimento foi repetido por mais uma vez.

O dleo essencial foi extraido a partir da matéria vegetal fresca, pelo método de
hidrodestilacdo, com o emprego do aparelho de Clevenger (ABDELLATIF; HASSANI,
2015). No processo foram utilizadas 124 g de folhas, cortadas em pequenos pedagos e
colocadas em baldo de vidro de 1000 mL, ao qual foi adicionada dgua destilada até cobrir a
matéria vegetal. Apds 1h30min de aquecimento continuo, a uma temperatura de
aproximadamente 100 °C, o 6leo produzido foi recolhido com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur, transferido para um vidro ambar e guardado em refrigerador. O processo extrativo foi

repetido até obtencdo da quantidade de 6leo necesséria a realizacdo da pesquisa.

4.6 Calculo do rendimento dos extratos e do dleo essencial

O rendimento dos extratos foi calculado observando-se a relacdo massa do extrato e

massa seca da amostra, conforme Equacgao 01, abaixo (SOUSA et al., 2007).

_Massdewirate 100 (Eq. 01)

massSaamostra seca

Rendimento =

Tomando por base metodologia descrita em Braga (2002), o rendimento do 6leo
essencial foi calculado através da relacdo entre as varidveis: massa do 6leo (mgje,) € massa da

amostra imida (folhas frescas - m¢), segundo a Equacdo 02:
Rd%(b.u) = % x 100 (Eq. 02)

4.7 Determinacao dos compostos bioativos
4.7.1 Clorofilas e Carotenoides Totais

Os teores de clorofilas e carotenoides totais foram determinados seguindo os

procedimentos descritos em Lichthenthaler (1987), adaptados por Silva (2017). Desta forma,
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para as amostras in natura e seca foram macerados, separadamente, 0,05 g de cada amostra
juntamente com 0,2 g de carbonato de sédio (CaCOs3) e 5 mL de acetona (CsHgO) a 80%, em
ambiente com pouca luz, por Imin. As amostras foram transferidas para tubos de centrifuga
envoltos em papel aluminio e centrifugadas a 3000 rpm por 10 min. Em seguida, os
sobrenadantes foram colocados em cubetas e levados ao espectrofotometro, onde foram
realizadas as leituras de absorbancia nos comprimentos de onda 470, 646 e 663 nm, tendo a
solucdo de acetona 80% como branco. Para os extratos aquoso, hidroalcodlico e alcodlico, a
determinacdo de clorofilas e carotenoides seguiu a mesma metodologia descrita acima,
diferindo apenas na quantidade de massa das amostras que foram de 0,05 g, 0,03 g e 0,005 g,
respectivamente. As andlises foram realizadas em triplicata e com as medidas resultantes da
espectrofotometira foram calculados os teores de clorofilas e carotenoides totais através das

Equacdes 03, 04, 05 e 06 apresentadas abaixo.

Clorofila a (mg/100g) = [(12,21 x A663 — 2,81 x A646)/massa (g)] x 100/1000 (Eq. 03)

Clorofila b (mg/100g) = [(20,13 x A646 — 5,03 x A663)/massa (g)] x 100/1000 (Eq. 04)

Clorofila total (mg/100g) = [(17,3 x A646 — 7,18 x A663) /massa (g)] x 100/1000 (Eq. 05)

Carotenoides totais (mg/100g) = [(1000 x A470 — 1,82Ca — 85,02Cb/198] x 100/1000 (Eq. 06)

4.7.2 Flavonoides e Antocianinas

Os quantitativos de flavonoides e antocianinas presentes nas amostras foram
determinados seguindo método de Francis (1982) adaptado por Silva (2017). Para isto,
macerou-se em almofariz, em separado, 0,1 g da matéria in natura, 0,02 g da matéria seca,
0,003 g do extrato alcodlico, 0,006 g do extrato hidroalcodlico e 0,01 g do extrato aquoso, em
10 mL de uma soluc¢do de etanol (C;HsOH)/4cido cloridrico (HCl), na propor¢do 85:15 (v:v),
por Imin. em ambiente com pouca luz. Em seguida, as amostras foram colocadas em tubos de
centrifuga envoltos em papel aluminio e deixadas em repouso por 24h em refrigerador. Apds
este periodo foram centrifugadas por Smin. em rotagdao de 3000 rpm e filtradas. Uma aliquota
de cada amostra foi colocada numa cubeta e levada ao espectrofotémetro onde foram lidas as
absorbancias nos comprimentos de onda de 374 nm (para flavonoides) e de 535 nm (para

antocianinas) tendo como branco a solugdo de etanol/acido cloridrico. As analises ocorreram
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em triplicata e os teores dos compostos foram calculados através das Equacdes 07 e 08,

relacionadas abaixo:

Flavondides (mg/100g) = (Fd x Abs)/76,6  (Eq. 07)

Antocianinas (mg/100g) = (Fd x Abs)/98,2 (Eq. 08)

Nas equacdes acima,
Abs = Absorbancia
Fd = fator de dilui¢do

4.7.3 Compostos Fenolicos Totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados nas amostras in natura, seca € nos
extratos brutos pelo método Folin-Ciocalteu, conforme descrito em Waterhouse (2006). Desta
forma, inicialmente foi construida uma curva padrdo de dcido galico, a partir das
concentracoes (4,5 ug, 9 ug, 13,5 ug, 18 ug e 22,5 ug) do acido e dos valores de absorbancia
no comprimento de onda de 765 nm, resultando na equagdo da reta (y = 0,0512x + 0,0014, R?
= 0,9992) utilizada para o célculo dos compostos fenolicos totais presentes nas amostras.

Quantidades definidas de massas, especificamente, 0,1 g das amostras in natura e seca
e 0,05 g dos extratos foram maceradas, em separado, adicionando-se dgua destilada, a excecao
do extrato alcodlico que foi macerado em 5 mL de 4lcool etilico absoluto 99,7%. Os
contetidos das maceracOes foram transferidos para baldes volumétricos de 25 mL e os
volumes completados com agua destilada. Apos repouso de 30min., as solugdes foram
filtradas e aliquotas de 180 uL das amostras in natura e seca e de 135 uL dos extratos foram
transferidas para tubos de ensaio e, em seguida, adicionou-se 1.945 uL. de dgua destilada as
amostras in natura e seca e 1.990 uL aos extratos; 125 uL do reagente Folin Ciocalteu a todas
as amostras, seguido de agitacdo e repouso por Smin. Na sequéncia adicionou-se, as amostras,
250 uL de carbonato de sédio (20%) realizando-se nova agitagdo e deixando-as repousar em
banho-maria por 30min. a 40 °C + 2 °C. Ap6s resfriamento foram realizadas as leituras de
absorbancia em 765nm, contra um branco que consistiu de uma solugdo de 2.125 pL de dgua

destilada, 125 pL de Folin Ciocalteu e 250 uL de carbonato de s6dio (20%). As anélises



31

foram feitas em triplicata e os resultados foram calculados em programa de computador Excel

e expressos em mg de EAG (equivalentes de dcido galico) por 100 g da amostra.

4.8 Avaliacao da acdo do dleo essencial e dos extratos sobre o desenvolvimento do C.

gloeosporioides

A avaliacdo da acdo bioativa dos extratos e 6leo essencial foi realizada in vitro
utilizando-se cepa do patégeno 3331 de Colletotrichum gloeosporioides, material adquirido
da colecdo 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), o trabalho in vitro seguiu as seguintes etapas:

- O fungo (C. gloeosporioides) foi repicado 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
+ 2 °C, por um periodo de 10 dias, quando foi verificado desenvolvimento satisfatério das
colonias.

- Meios de cultura (BDA) foram preparados, autoclavados e levados para uma camara de
fluxo laminar onde foram adicionados, separadamente, os extratos nas concentracoes de 0,5%,
1,0%, 1,5% e 2,0%, diluidos em tween 80 e o 6leo essencial, nas concentragdes de 0,1%
0,25%, 0,5% e 1,0%, que corresponderam a 100uL/100mL, 250uL/100mL, 500uL/100mL e
1000 pL/100mL, respectivamente. Em seguida, os meios de cultura fundentes, adicionados
dos extratos e do 6leo, foram vertidos em placas de Petri de 80 mm de diametro.

- Microdiscos de micélios ativos do fungo, repicado anteriormente, medindo (8 mm) foram
retirados das bordas das placas e introduzidos, de forma invertida, no centro de cada placa de
Petri com os meios de cultura, previamente preparados com as concentracdes dos extratos e
do dleo essencial. Nesta etapa também foram preparadas placas de Petri contendo apenas o
meio de cultura BDA e o fitopatégeno, para efeito de controle ou pardmetro de crescimento
das colOnias.

- Todas as placas foram identificadas, envolvidas em plastico filme e levadas para incubacao
em estufa B.O.D, a uma temperatura de 25 °C + 2 °C.

- Apds 24 horas de incubagido, o crescimento micelial passou a ser avaliado diariamente, por
meio de medidas do didmetro das colonias. Este didmetro correspondeu a média de duas

medidas perpendiculares entre si, realizadas com régua milimetrada. As medi¢des ocorreram
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num intervalo de 7 (sete) dias, quando foi constatado que placas do controle ja estavam
completamente tomadas pelo fungo.

- Com as medidas, oriundas da etapa anterior, os percentuais de inibi¢do de crescimento
micelial (PIC) e o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foram calculados,
respectivamente, pelas Equacdes 09 (PEREIRA er al., 2002) e 10 (OLIVEIRA, 1991)

apresentadas abaixo:

_ (Crescimento da testemunha-Crescimento do tratamento) X100

PIC

(Eq. 09)

Crescimento da testemunha

Diametro médio atual—-Didmetro médio anterior

IVCM =¥,

(Eq. 10)

Numero de dias apés a incubacio

4.9 Analise estatistica dos dados

Seguindo um delineamento experimental casualizado com trés repeticdes, 0s
resultados obtidos para os rendimentos dos extratos e do dleo essencial, bem como para os
teores dos compostos bioativos determinados foram analisados, estatisticamente, pela
comparacdo de médias, em conformidade com o teste de Tukey, com relevancia ao nivel de
5% de probabilidade (VIEIRA, 2006 apud SEGTOWICK et al., 2013) e processados
utilizando-se o programa de computador Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2009 apud
SEGTOWICK et al., 2013).

O efeito das concentragdes dos extratos e do dleo essencial sobre a porcentagem de
inibicao de crescimento (PIC) e o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foi
investigado utilizando-se andlises de regressdo no modelo quadratico. A significancia de cada
termo das equacdes geradas foi testada através do Teste T, enquanto que a significancia da
equacdo como um todo foi verificada através do Teste F. O ajuste dos modelos foi avaliado
pelo coeficiente de determinacdo R2. Os programas utilizados nas andlises foram o R 4.0.2 e o

Past 3.20 e os gréficos elaborados no Microsoft Excel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta pesquisa foram expostos em forma de artigo cientifico que serd,

posteriormente, submetido para publicagdo em periddico.

Bioatividade de Extratos e Oleo Essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf frente ao
Fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides

Maria Alcantara dos Santosl’*; Everton Vieira da Silva' e Antonio Fernandes Filho'

!Centro de Formacio de Professores, Universidade Federal de Campina Grande (CFP/UFCG)
Rua Sérgio Moreira de Figueiredo s/n, Cajazeiras PB 58900-000, Brazil;
evertonquimica@hotmail.com (E.V.S.); fernandesfilho_04 @hotmail.com (A.F.F)

* Correspondéncia: maralca@ gmail.com

RESUMO: O uso de defensivos agricolas sintéticos no controle de pragas em plantas acarreta
prejuizos ao meio ambiente e a saide humana. Contrapondo-se a esta realidade, o uso de
produtos naturais, a exemplo dos extratos vegetais, tem despontado como uma alternativa
vidvel no controle de fitopatogenos. Assim, este estudo objetivou avaliar a acdo bioativa do
Oleo essencial e de extratos brutos do capim santo sobre o desenvolvimento micelial do
fitopatogeno C. gloeosporioides. Para isto, realizou-se a determinac¢do dos teores de clorofilas,
carotenoides, flavonoides, antocianinas e compostos fendlicos totais nos extratos brutos. Para
a andlise in vitro, o meio de cultura BDA incorporado do 6leo e dos extratos, em quatro
concentracdes definidas, foi vertido em placas de Petri com cinco repeticdes para cada
tratamento. Microdiscos de C. gloeosporioides foram inoculados no centro das placas e
incubados em cdmara tipo B.0.D, a 25 °C + 2 °C. Medi¢oes didrias do crescimento das
coldnias foram realizadas por sete dias e os resultados foram determinados calculando-se a
Porcentagem de Inibi¢io de Crescimento micelial (PIC) e o Indice de Velocidade de
Crescimento Micelial (IVCM). Nesta pesquisa, observou-se que os melhores resultados foram
alcangados pelo 6leo essencial na concentracdao de 0,25% (250 pL.100 ml” do meio) e pelo
extrato aquoso na concentragdo de 1%, visto que apresentaram as maiores médias de PIC:
100% e 87%, e as maiores reducoes no IVCM: 0 e 0,11 cm dia™, respectivamente, seguidos
do extrato alcodlico com PIC méximo de 23,5% e IVCM minimo de 0,68 cm dia”', na
concentracdo de 1,5%. Desse modo, estes resultados apontam para a presenga de compostos
biologicamente ativos nos produtos derivados do C. citratus analisados, com acdo efetiva
sobre o crescimento micelial do fitopatogeno C. gloeosporioides.

Palavras-chave: capim santo; produtos naturais; bioatividade; fitopatégeno.
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ABSTRACT

Bioactivity of extracts and essential oil of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf against the
pathogen Colletotrichum gloeosporioides

The use of synthetic pesticides to control pests in plants causes damage to the environment
and human health. Opposed to this reality, the use of natural products, such as plant extracts,
has emerged as a viable alternative in the control of phytopathogens. Thus, this study aimed
to evaluate the bioactive action of essential oil and crude extracts of holy grass (Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf) on the mycelial development of the C. gloeosporioides phytopathogen.
For the study, the content of chlorophylls, carotenoids, flavonoids, anthocyanins and total
phenolic compounds in the crude extracts was determined. For in vitro analysis, the PDA
culture medium incorporated in the oil and extracts, in four defined concentrations, was
poured into Petri dishes with five replicates for each treatment. Micro disks of C.
gloeosporioides were inoculated in the center of the dishes and incubated in a BOD incubator
at 25 °C £ 2 °C. Colony growth measurements were taken daily for seven days and the results
were determined by calculating the Percentage Inhibition (PI) of mycelial growth and the
Mycelial Growth Speed Index (MGSI). It was observed that the best results were obtained by
the essential oil in the concentration of 0.25% (250 uL.100 ml" of the medium) and by the
aqueous extract in the concentration of 1%, since they presented the highest averages of PI
(100% and 87%) and the greatest reductions in the MGSI (0 and 0.11 cm day-1), respectively,
followed by alcoholic extract with a maximum PI of 23.5% and MGSI minimum of 0.68 cm
day’l, at a concentration of 1.5%. Thus, the results indicate the presence of biologically active
compounds in the products derived from C. citratus analyzed with effective action on the
mycelial growth of the phytopathogen C. gloeosporioides.

Keywords: holy grass; natural products; bioactivity; phytopathogen.
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1. Introducao

O capim santo (C. citratus) é uma herbdcea pertencente a familia das Poaceae, que
cresce de forma aglomerada em touceiras, com folhas longas e estreitas de aspecto dspero ao
tato, de bordo liso e cortante e que exalam cheiro caracteristico de limao, sendo que a
presenca de flores € rara e, quando estas ocorrem, sdo estéreis levando os novos plantios a
serem realizados por perfilhos (EPAGRI, 2004; LORENZI; MATOS, 2008).

O C. citratus é uma erva perene de origem asidtica e subespontdnea em paises
tropicais (CARVALHO et al., 2005). Popularmente € conhecido por diversos nomes de
acordo com a regido de ocorréncia. Assim, por exemplo, em Minas Gerais € capim-limao, em
Sio Paulo é erva-cidreira, e na Bahia é capim-santo (COSTA et al., 2005). E um vegetal que
apresenta sensibilidade a estiagem e as geadas, podendo se desenvolver naturalmente em
regides tropicais e subtropicais imidas e, embora seja facilmente adaptdvel a vérios tipos de
solos, ¢ em ambiente constituido por solo arenoso e com bom teor de umidade, onde melhor
se desenvolve (EPAGRI, 2004).

Na medicina popular, onde tem larga aplicabilidade, as infusdes das folhas de capim
santo tém sido utilizadas para tratar febre, tosse, dores de cabeca, dores abdominais, dores
reumdticas e alteracdes digestivas (dispepsia e flatuléncia) (COSTA et al. 2005). As infusdes
também sdo usadas como sedativo e calmante do sistema nervoso (MARTINS et al. 2004).

De acordo com Kouame et al. (2016), as propriedades terapéuticas atribuidas ao capim
santo sdo de responsabilidade dos compostos quimicos presentes em sua constituicdo, a
exemplo do citral, B-mirceno, limoneno e geraniol, dentre outros. Estudos de caracteriza¢dao
quimica realizados com o 6leo essencial do C. Citratus por Gbenou et al. (2013) e Brito et al.
(2011) apontaram o citral (mistura dos aldeidos monoterpénicos estereoisdmero, trans
geranial e cis neral) e o mirceno como sendo os constituintes quimicos encontrados em
maiores percentuais.

Em decorréncia da deteccio de compostos com atividade biolégica no C. citratus,
varios estudos tém sido empreendidos buscando evidenciar o seu potencial fungicida, a
exemplo de pesquisa realizada por Souza, Aradjo e Nascimento (2007) com extratos de alho
(Allium sativum L.) e de capim santo resultando na constatacdo de que estes extratos foram
capazes de reduzir a taxa de crescimento micelial do F. proliferatum em sementes de milho.

Em outra pesquisa, o efeito do 6leo essencial do C. citratus também foi avaliado como
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alternativa para o controle do fungo C. gloeosporioides f. sp. Cepae em sementes de cebola,
em trabalho realizado por Lozada (2016).

As espécies fungicas pertencentes ao gé€nero Colletotrichum sao causadoras da
antracnose em plantas, doenca que pode afetar varias partes da planta como folhas, ramos,
flores e frutos. Geralmente, o vegetal acometido por esta doenca apresenta manchas necroéfitas
de coloracdo escura, queima e queda de flores, podridio e queda de frutos, cancro e
secamento de ramos (FERRARI ef al. 2011). Estes autores destacam que vdrias espécies de
fruteiras sdo suscetiveis ao ataque da espécie gloeosporioides, citando como exemplos o
abacate (Persea americana), a acerola (Malpighia emarginata), a goiaba (Psidium P.), o caju
(Anacardium occidentale), a manga (Mangifera indica), o maracuja (Passiflora edulis), o
mamao (Carica papaya) e a maca (Malus domestica).

De acordo com Parisi, Henrique e Prati (2015), os fungos sdo os maiores responsdveis
pelas doencas surgidas no pés-colheita, contribuindo com 80% a 90% na causa destas, sendo
nos frutos, que em geral apresentam um pH abaixo de 4,5, que estes patdgenos encontram
ambiente potencialmente propicio para se desenvolverem. Observam também que na
producdo agricola, as doencas em plantas podem ter origem no campo, durante o
desenvolvimento das culturas, no periodo de colheita ou no pds-colheita e que,
independentemente da fase onde elas tenham inicio, traz como consequéncia potenciais
prejuizos no ato da comercializa¢io da producdo.

O controle de doengas nas culturas agricolas ainda € comumente feito através do uso
de produtos quimicos que provocam danos na qualidade dos alimentos (SANTOS; SILVA,
2015), e conforme Belchior et. al. (2014), estes produtos também sdo causadores de sérios
problemas ao meio ambiente e a satide humana. Contrapondo-se a esta realidade tem surgido
metodologias alternativas que usam substancias obtidas de produtos naturais, a exemplo dos
extratos vegetais, potencialmente capazes de induzir resisténcia aos vegetais frente ao ataque
de fungos ou bactérias (SOUSA; SERRA; MELO, 2012). Mediante o exposto e considerando
a existéncia de fatores que podem influenciar na composicao quimica dos produtos extraidos
de plantas, a exemplo da genética e das condi¢cdes agrondmicas, que em consequéncia
também podem interferir nos resultados relacionados a atividade destes produtos sobre
microorganismos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo bioativa do 6leo essencial e de
extratos brutos do capim santo sobre o desenvolvimento micelial do fitopatégeno C.

gloeosporioides.
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2. Material e métodos

2.1. Aquisicdo da matéria prima e local da pesquisa

A coleta da matéria prima utilizada na pesquisa (folhas de capim santo) ocorreu entre
os meses de setembro e novembro de 2020, na zona urbana do municipio de Pombal-PB, onde
a temperatura média e o indice pluviométrico para os meses supracitados foram,
respectivamente, 30,2 °C (CLIMATEMPO, 2020) e 7,23 mm (AESA, 2020). As folhas foram
retiradas de uma tnica touceira de capim santo cultivada hé cerca de cinco anos e, conforme
descricdo de Silva et al. (2014), a coleta foi realizada em horério matutino, de forma manual,
com o auxilio de uma tesoura. Para identificacdo do vegetal, um espécime completo, isto €,
com raiz, bulbo e folhas foi coletado, colocado em prensa de madeira e secado em estufa com
circulagdo de ar a 40 °C £ 2 °C (PEIXOTO; MAIA, 2013). O espécime foi identificado pelo
taxonomista Francisco Carlos Pinheiro da Costa e, posteriormente, serd enviado para o
Herbario Rita Baltazar de Lima, do Centro de Saude e Tecnologia Rural — CSTR, da
Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, Patos-PB.

A pesquisa foi desenvolvida no municipio de Cajazeiras-PB, especificamente, nas
dependéncias dos laboratérios de Quimica, Biologia e de Microbiologia do Centro de

Formacao de Professores — CFP, da Universidade Federal de Campina Grande - UFCG.

2.2. Preparacgdo e secagem do material botdnico

Em laboratério, o material botanico coletado passou por um processo de selecdo para
retirada das folhas secas e/ou danificadas e por um processo de limpeza que consistiu na
lavagem das folhas em dgua corrente e em dgua destilada para retirada de possiveis sujidades.
Em seguida, o material foi colocado em estufa com circulagdo de ar para secagem a
temperatura média de 40 °C £ 2 °C (SILVA, 2013). O tempo de secagem foi definido como
sendo o necessdario para que as folhas apresentassem aspecto quebradico, e isto ocorreu em um

tempo médio de 15h.

2.3. Obtencdo e determinacdo do rendimento do oleo essencial e dos extratos brutos

O dleo essencial foi extraido a partir da matéria vegetal fresca, pelo método de

hidrodestilacdo, com o emprego do aparelho de Clevenger (ABDELLATIF; HASSANI,
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2015). No processo, 124 g de folhas foram picadas e colocadas em baldo de vidro de 1000
mL, ao qual foi adicionada dgua destilada até cobrir a matéria vegetal. Apés 1h30min de
aquecimento continuo, a temperatura de aproximadamente 100 °C, o dleo produzido foi
recolhido com uma pipeta de Pasteur, transferido para um vidro dmbar e guardado em
refrigerador. O rendimento foi determinado pela relagdo entre a massa do 6leo produzido e
massa das folhas frescas utilizadas (BRAGA, 2002).

Seguindo metodologia de Torres et al. (2002) adaptada por Silva (2017), os extratos
brutos foram obtidos a partir da biomassa seca triturada em liquidificador comum, utilizando-
se uma propor¢cdo de 1:10 (m/m) entre a matéria vegetal e o solvente. Desta forma, trés
porcdes de 20 g da matéria organica foram pesadas, colocadas em recipientes envoltos em
papel aluminio aos quais foram adicionados, conforme a proporcionalidade pré-definida, os
solventes: dlcool etilico absoluto (extracdo alcodlica), dgua destilada (extragdo aquosa) € uma
mistura etanol/dgua (70/30) para a extracdo hidroalcodlica. As misturas foram agitadas por 1h
e deixadas em repouso por 24h em refrigerador. Em seguida foram filtradas a vicuo e os
extratos levados para secagem em estufa com circula¢do de ar, a 40 °C + 2 °C, até se obter um
material de aspecto seco ou pastoso. O rendimento foi calculado observando-se a relagdo

massa do extrato e massa seca da amostra, conforme Sousa et al. (2007).

2.4. Determinagdo dos compostos bioativos

2.4.1. Clorofilas e Carotenoides Totais

Os teores de clorofilas e carotenoides totais foram determinados seguindo os
procedimentos descritos em Lichthenthaler (1987), adaptados por Silva (2017). Desta forma,
amostras da matéria in natura, seca e dos extratos foram maceradas, em separado, juntamente
com acetona a 80% e carbonato de cdlcio soOlido, centrifugadas e levadas para o
espectrofotdmetro, onde foram realizadas leituras de absorbancia nos comprimentos de onda

470, 646 e 663 nm.

2.4.2. Flavonoides e Antocianinas

Os quantitativos de flavonoides e antocianinas presentes nas amostras foram

determinados seguindo método de Francis (1982) adaptado por Silva (2017). Para isto,
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macerou-se em almofariz, em separado, amostras do material botanico in natura, seco e dos
extratos em solucdo de etanol/dcido cloridrico na propor¢do 85:15 (v:v). Apds repouso de 24h
em refrigerador, as amostras foram centrifugadas e aliquotas levadas ao espectrofotémetro
onde realizou-se leituras de absorbancia nos comprimentos de onda 374 nm (para

flavonoides) e 535 nm (para antocianinas).

2.4.3 Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método Folin-Ciocalteu,
conforme descrito em Waterhouse (2006). A partir de concentragdes de dcido gdlico, que
variaram de 4,5 a 22,5 pg/mL, foi construida uma curva padrdo que resultou na equacao (y =
0,0512x + 0,0014, R? = 0,9992) utilizada para o calculo dos compostos fenodlicos totais
presentes nas amostras. As andlises foram feitas utilizando-se aliquotas de 180 uL de solucdes
aquosas 0,4% das amostras in natura e seca e de aliquotas de 135 uL de solu¢des aquosas
0,02% dos extratos hidroalcodlico e aquoso. A solucdo do extrato alcodlico foi preparada
diluindo-se o extrato em etanol P.A e completando-se o volume com d4gua destilada,
entretanto, a concentracio da solucdo foi igual a dos demais extratos. As aliquotas das
amostras foram acrescentados o reagente de Folin-Ciocalteu e carbonato de sédio a 20% e,
apés descanso de 30 min. em banho-maria a 40 °C, foram realizadas leituras de absorbancia
em 765 nm. Os resultados foram calculados em programa de computador Excel e expressos
em mgEAG/100g da amostra.

Todos os processos de anélises, para determinacdo dos teores dos compostos bioativos
nas amostras, foram realizados ao abrigo da luz e, visando maior confiabilidade nos dados
obtidos, ocorreram em triplicata, sendo os resultados correspondentes a média entre os

eventos.

2.5. Aquisigcdo, repicacdo do fitopatégeno e procedimento experimental in vitro

O patdgeno utilizado neste estudo foi adquirido da colecdo de fungos da Professora
Maria Menezes da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE, especificamente
cepa do 3331 de Colletotrichum gloeosporioides.

Para repicagem do patégeno, microdiscos micelianos do C. gloeosporioides foram

depositados em placas de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA),
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previamente autoclavado, e mantidos em estufa tipo Biochemical Oxygen Demand (B.O.D), a
uma temperatura de 25 °C + 2 °C, por um periodo de 10 dias, quando foi verificado
desenvolvimento satisfatdrio das colonias fingicas (SOUSA; SERRA; MELO, 2012; SOUZA
JUNIOR; SALES; MARTINS, 2009).

Para a realizacdo do trabalho in vitro, os extratos brutos nas concentracoes: 0,5; 1,0;
1,5 e 2,0%, dissolvidos em tween 80, e o 6leo essencial nas concentragdes: 0,1; 0,25; 0,5 e
1,0%, correspondentes, respectivamente, a 100, 250, 500 e 1000 uL foram adicionados, em
separado, ao meio de cultura BDA, previamente autoclavado, que em seguida foi vertido em
placas de Petri com 8 cm de diametro. No centro de cada placa foi inoculado um microdisco
(8 mm) do fungo anteriormente repicado, com cinco repeti¢des para cada tratamento. Nesta
etapa também foram preparadas placas controle contendo apenas o meio BDA e o fungo. As
placas, envoltas em filme pldstico, foram transferidas para uma cAmara B.O.D a25°C +2 °Ce
ap6s 24h de incubacdo, o crescimento das coldnias passou a ser dimensionado, diariamente,
pela realizacdo de duas medidas perpendiculares entre si feitas com régua milimetrada, por
um periodo de sete dias (SOUSA; SERRA; MELO, 2012; SOUZA JIjNIOR; SALES;
MARTINS, 2009). Os resultados, em cada tratamento, foram determinados calculando-se a
Porcentagem de Inibicdo de Crescimento micelial - PIC (PEREIRA et al., 2002) e o Indice de
Velocidade de Crescimento Micelial - IVCM (OLIVEIRA, 1991).

2.6. Andlise estatistica dos dados obtidos

Seguindo um delineamento experimental casualizado com trés repetigdes, os resultados
obtidos para os rendimentos dos extratos e do dleo essencial, bem como para os teores dos
compostos bioativos determinados, foram analisados pela comparacdo de médias, em
conformidade com o teste de Tukey, com relevancia ao nivel de 5% de probabilidade (VIEIRA,
2006 apud SEGTOWICK et al., 2013) e processados utilizando-se o programa de computador
Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2009 apud SEGTOWICK et al., 2013).

O efeito das concentragdes dos extratos e do dleo essencial sobre a porcentagem de
inibicao de crescimento (PIC) e o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foi
investigado utilizando-se andlises de regressao no modelo quadratico. A significancia de cada
termo das equacdes geradas foi testada através do Teste T, enquanto que a significancia da
equacao como um todo foi verificada através do Teste F. O ajuste dos modelos foi avaliado
pelo coeficiente de determinacdo R2. Os programas utilizados nas andlises foram o R 4.0.2 e o

Past 3.20 e os gréficos elaborados no Microsoft Excel.
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3. Resultados e discussao

3.1. Rendimentos do oleo essencial e dos extratos brutos do capim santo

Conforme dados apresentados na Tabela 1, a média de rendimento mais baixa foi
determinada para o Oleo essencial e, entre os extratos brutos, o extrato hidroalcodlico
apresentou a maior média, o que demonstra que a solug¢do extratora hidroalcodlica foi a mais
eficiente, fato este que pode ser atribuido a sua capacidade de extrair tanto compostos mais
polares quanto compostos menos polares (CHAICOUSKI et al., 2014). O rendimento obtido
neste estudo para o extrato hidroalcodlico foi superior ao percentual de 14,4% obtido por
Oliveira et al. (2019) para o mesmo tipo de extrato; com relacdo ao extrato aquoso, o percentual
determinado foi inferior ao verificado por Sousa (2016) — 18,4% e para o extrato alcodlico, o
rendimento observado de 14,58% foi consideravelmente superior aos determinados por Gomes
et al. (2011) - 1,39% e por Pereira e Silva (2019) — 8,57%, para o mesmo tipo de extrato de
capim santo. Com relacdo ao rendimento obtido para o dleo essencial extraido, o percentual
determinado assemelha-se aos detectados por Almeida (2016) — 0,39% e Lima et al. (2016) —
0,34%, porém difere dos percentuais de 2,5% e 2,4% verificados por Furlan er al. (2010) em
duas amostras de capim santo, provenientes de locais diferentes.

As diferencgas verificadas entre os rendimentos obtidos para os produtos extraidos do C.
citratus nesta pesquisa e os determinados em outros estudos para os mesmos produtos
analisados podem ser explicadas por fatores que podem influenciar a quantidade de compostos
bioativos produzidos pelo vegetal, como a idade da planta, as condi¢des ambientais as quais a
planta esta submetida e a €poca da colheita (SANTOS et al. 2009). Outro fator de relevante
importancia na variacao destes valores apontados por Costa et al. (2005) é o método extrativo

utilizado.

Tabela 1 — Rendimentos dos extratos brutos e do 6leo essencial

Amostras* Rendimento (%)
Aquoso 15,6833 + 2,6005
Hidroalcodlico 16,59% + 1,3023
Alcodlico 14,58 + 1,70,23
Oleo essencial 0,39" +0,0707

Fonte: Dados da pesquisa (2020)
*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.
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3.2. Teores dos compostos bioativos

3.2.1. Clorofilas e Carotenoides

As clorofilas e carotenoides sdo pigmentos fotoquimicos envolvidos no processo de
realizacdo da fotossintese (STREIT et al., 2005). Neste estudo, conforme Tabela 2, no extrato
alcodlico foram determinados os maiores teores de clorofila a e total e as maiores médias de
clorofila b e de carotenoides foram detectadas nas amostras seca e in natura, respectivamente.
Estes resultados diferem dos obtidos por Lins et al. (2015), que analisando amostra in natura
de capim santo detectaram teores mais baixos para clorofilas a e b (3,68 mg/100g e 1,38
mg/100g, respectivamente) e valor superior para os carotenoides (0,96 mg/100g). Resultados
divergentes também foram obtidos por Pereira e Silva (2019) em anélise de extratos brutos de
capim santo. Estes autores detectaram para o extrato aquoso valores superiores de clorofilas a
(82,54 mg/100g) e b (27,26 mg/100g) e de carotenoides (0,333 mg/100g) e também
identificaram teores superiores destes compostos no extrato hidroalcodlico: 100,09 mg/100g,
34,04 mg/100g e 0,347 mg/100g, respectivamente. Ja para o extrato alcodlico, os teores de
clorofila b (40,41 mg/100g) e de carotenoides (0,350 mg/100g), também foram mais
elevados, porém para a clorofila a o teor de 121,30 mg/100g detectado foi inferior ao

verificado neste trabalho.

Tabela 2 — Teores de Clorofilas e Carotenoides

Amostras® Clorofila A Clorofila B Clorofila T Carotenoides
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
Innatura 13,3131+ 12373  2,6677°+0,3731 15,9723+ 1,6053  0,1740" + 0,0133
Seca 15,6459+ 0,7799  5,6468"+0,2519  21,2800°+1,0313  0,0965" + 0,0088
Aquoso 2,0925° £ 0,9153 1,6931°+0,1636  4,0571°£0,7521 0,0686° + 0,0028
Hidro 31,3077° £2,9047  3,7952° £0,0635  35,0853°+29361  0,1695"+0,0226
Alcodlico  187,2550" +5,1880  2,0286° +0,4837  189,7799" + 6,2085  0,0967" + 0,0300

Fonte: Dados da pesquisa (2020)

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.

3.2.2. Flavonoides e Antocianinas

Pertencentes ao grupo dos polifendis, os flavonoides sdo substincias encontradas em

plantas, nas quais desempenham diversas fun¢des bioldgicas como protecdo contra radiagao
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utltravioleta e ataques de fitopatégenos (FERREYRA et al., 2012). Na presente pesquisa
foram determinados os conteidos de flavonoides e antocianinas em amostras de capim santo e
de seus extratos brutos e os maiores teores destes compostos foram verificados nos extratos
hidroalcodlico e alcodlico, respectivamente, conforme Tabela 3.

A quantificacdo dos teores de flavonoides neste estudo revelaram valores
expressivamente superiores aos verificados por Lins et al. (2015) em amostra in natura de C.
citratus, (7,17 mg/100g), assim como também foram superiores aos teores verificados por
Pereira e Silva (2019) em andlise dos extratos aquoso (262,87 mg/100g), hidroalcélico
(318,23 mg/100g) e alcodlico (375,14 mg/100g) de capim santo. Estes autores também
analisaram o teor de antocianinas e detectaram valores mais elevados desses compostos na
amostra in natura (15,85 mg/100g), no extrato aquoso (85,17 mg/100g) e no extrato
hidroalcodlico (109,65 mg/100g) e conteudos inferiores na amostra seca (18,79 mg/100g) e
no extrato alcodlico (125,87 mg/100g), em comparagdo aos encontrados neste trabalho para
amostras correspondentes. Embora divergentes em percentuais, as duas pesquisas coincidem
na ordem de crescimento do teor de antocianinas nas amostras analisadas: in natura < seca <

extrato aquoso < extrato hidroalcodlico < extrato alcodlico.

Tabela 3 — Teores de Flavonoides e Antocianinas

Amostras* Flavonoides (mg/100g) Antocianinas (mg/100g)
In natura 117,7451° + 13,4908 10,0077 + 1,2563
Seca 615,7798" + 16,3382 35,9938 +3,2228
Aquoso 1309,0320° + 53,4448 36,6153 + 1,0230
Hidroalcodlico 2697,3485" + 38,0968 101,8329" + 2,8559
Alcodlico 2562,5049" + 23,7772 338,4187" + 8,1649

Fonte: Dados da pesquisa (2020)
*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

3.2.3. Compostos Fenodlicos Totais

Os compostos fendlicos fazem parte da grande diversidade de produtos secundarios
produzidos pelas plantas e dentre as diversas funcdes biolégicas que estes compostos
desempenham, destaca-se a de proteger a planta de infeccdes e agressdes de micro-
organismos (SILVA, 2012). Neste estudo foram quantificados os teores de compostos

fendlicos em amostras de capim santo e seus extratos e, de acordo com os dados apresentados
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na Tabela 4, as médias determinadas em todas as amostras analisadas apresentaram diferencas
significativas entre si, sendo a maior média verificada para o extrato alcodlico.
Comparando-se os teores de compostos fendlicos totais detectados, com resultados
obtidos em outros estudos para derivados do C. citratus, observa-se que estes foram
superiores aos 123,63 e 186,24 mgEAG/100g determinados, respectivamente, em amostra in
natura e seca por Pereira e Silva (2019); aos 702 mgEAG/100 mL e 299 mgEAG/100 mL
obtidos por Queiroz et al. (2014) em extrato aquoso e extrato etandlico, respectivamente. Por
outro lado, trabalhando com extrato aquoso obtido por infusdo de amostra seca de C. citratus,
Port’s (2011) chegou ao teor de 2.704 mgEAG/100g para fendlicos totais, valor este superior
ao determinado neste estudo. Contetddo de fendlicos bem mais elevado também foi verificado
por Boeira et al. (2018) que obtiveram 14.142 mgEAG/100g em extrato hidroalcodlico de

capim santo elaborado com dlcool de cereais (70%), a temperatura de 20 °C.

Tabela 4 — Teores de Fenolicos Totais

Amostras* Fendlicos (mgEAG/100g)
In natura 629,7267° + 30,8172
Seca 1765,2897" + 152,9850
Aquoso 2628,5624° + 114,8181
Hidroalcoélico 4741,6671° + 198,5316
Alcodlico 5145,0607% + 129,7722

Fonte: Dados da pesquisa (2020)
*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

As discrepancias observadas entre os teores de clorofilas, carotenoides, flavonoides,
antocianinas e compostos fendlicos totais nas diferentes pesquisas citadas, incluindo neste
estudo, podem ter explicacdoes em fatores capazes de provocarem alteragdes na quantidade e
qualidade dos compostos bioativos produzidos pelas plantas, a exemplo da genética do
vegetal, tipo de solo no qual o mesmo foi cultivado, temperatura, luminosidade, época de
plantio, aduba¢ao, sombreamento, época da colheita, processo de secagem e armazenamento
(MING, 1994). Outros fatores de relevancia, que devem ser considerados, sdo os métodos
extrativos adotados para a elaborag@o dos extratos e as concentragdes das amostras analisadas

(SILVA et al., 2017).
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3.3. Avaliag¢do “in vitro” do desenvolvimento micelial do C. gloeosporioides

O estdgio de crescimento alcangado pelas colonias fiingicas do C. gloeosporioides,
nos diferentes tratamentos e concentragdes, comparando-se ao controle, pode ser observado
no registro fotografico das placas de Petri (Figura 3), nas quais as colOnias flngicas se

desenvolveram por um periodo de sete dias de incubacdo.

Figura 3 - Desenvolvimento micelial do C. gloeosporioides nas diferentes concentracdes dos
tratamentos em meio BDA
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Fonte: Autor (2020)

* Para as concentragdes do o6leo essencial, os percentuais 0,1%, 0,25%, 0,5% e 1,0% correspondem,
respectivamente, a 100, 250, 500 e 1000 uL.100 mL" do meio BDA.

Os resultados das andlises de regressdo determinados, conforme o efeito da
concentracdo do 6leo essencial e dos extratos (aquoso, alcodlico e hidroalcodlico) sobre a
porcentagem de inibicdo do crescimento e o indice de velocidade do crescimento micelial do

fitopatdgeno C. gloeosporioides estdo expostos nas Figuras 4, 5, 6 e 7 e Tabela 5.
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Figura 4 - Demonstracio da Porcentagem de Inibi¢io do Crescimento e do Indice de

Velocidade do Crescimento Micelial do C. gloeosporioides em diferentes concentracdes de
extrato aquoso de capim santo.

Concentracio do extralp agquodio (Te)

A B
Fonte: Dados da pesquisa (2020)

Figura 5 - Demonstracio da Porcentagem de Inibicdo do Crescimento e do Indice de

Velocidade do Crescimento Micelial do C. gloeosporioides em diferentes concentracdes de
extrato alcodlico de capim santo.

A Concentraglio do extrato alebobico (%) Concentragho doexrato akcoobce (o)

Fonte: Dados da pesquisa (2020)



47

Figura 6 - Demonstracio da Porcentagem de Inibicdo do Crescimento e do Indice de
Velocidade do Crescimento Micelial do C. gloeosporioides em diferentes concentracdes de
extrato hidroalcodlico de capim santo.
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Fonte: Dados da pesquisa (2020)

Figura 7 - Demonstracio da Porcentagem de Inibicdo do Crescimento e do Indice de
Velocidade do Crescimento Micelial do C. gloeosporioides em diferentes concentracdes de
Oleo essencial de capim santo.
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Fonte: Dados da pesquisa (2020)
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Tabela 5 - Resultados das anélises de regressdo para o efeito da concentracdo de extratos e do 6leo essencial sobre a porcentagem de inibi¢ao do
crescimento e indice de velocidade do crescimento micelial do C. gloeosporioides

Porcentagem de inibicio do crescimento

Indice de velocidade do crescimento micelial

Extrato Extrato Extrato Oleo Extrato Extrato Extrato Oleo
Aquoso Alcéolico Hidro Essencial Aquoso Alcéolico Hidro Essencial
alcoolico alcoolico
Termos da equagio
Coeficientea -13.90 0.51 -1.04 1568 1.03 0.90 0.91 0.76
Coeficiente b 9877 -0.19 447 32763 -0.90 0.00 -0.04 -2.96
Coeficientec -2330 540 -3.39 -246.54 0.23 -0.05 0.03 223
p-valor doteste T paraa 0.20 0.91 0.81 0.08 0.00=== 0.00=== 0.00=== 0.00===
p-valor doteste T parab 0.00%*= 0.99 0.66 0.00%*=* 0.00%*= 0.98 0.57 0.00%*=
p-valor doteste T para c 0.04*® 038 049 0.00%== 0.04% 0.34 0.39 0.00%==
Ajustes da equagdo
R 0.70 0.33 0.05 0.74 0.71 0.39 0.07 0.74
R? ajustado para pequenas amostras 067 026 -0.04 071 0.68 034 -0.02 071
AlC 236.33 190.87 190.83 233126 0.27 -51.16 -54 .86 -1.99
BIC 241.21 195.74 19571 238.14 5.15 -46.28 -49.99 2.88
Valor max. ou min de PIC ou IVCM 8249 0.50 043 124.53 0.16 0.90 0.90 -0.22
Concentracio no valor max. ou min. 1.95 0.02 066 0.66 1.95 -0.03 0.69 0.66
p-valor do teste F para toda a equagio 0.00===* 001* 056 0.00F==* 0.00F==* 0.00*%= 047 0.0p===*

Fonte: Dados da pesquisa (2020)
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
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As andlises realizadas mostraram que o 6leo essencial e o extrato aquoso obtiveram as
maiores efici€éncias no controle do desenvolvimento do fitopatégeno, apresentando as maiores
médias de porcentagens de inibi¢do (PIC = 100% e 87%, respectivamente) — Figuras 7A e 4A.
De forma igual, a velocidade do crescimento micelial foi fortemente reduzida nestes dois
tratamentos (IVCM =0¢ 0,11 cm dia'l, respectivamente) — Figuras 7B e 4B.

A elevacdo nas concentragdes do 6leo essencial e do extrato aquoso aumentou
significativamente a inibicdo no crescimento ftingico (P < 0,001 pelo Teste F em ambos os
casos - Tabela 5). O 6leo essencial apresentou os melhores resultados, tendo atingido 100%
de inibicdo e reducdo do crescimento micelial a 0 cm dia™ utilizando-se uma concentragdo de
apenas 0,25% (250 uL.100 mL™"), Figuras 7A e 7B, enquanto que o extrato aquoso atingiu seu
melhor resultado na concentracio de 1,0% (Figuras 4A e 4B).

Por outro lado, apesar de significativo (Ppic = 0,01 e Prvem = 0,004), o efeito do
extrato alcéolico foi baixo, apresentando inibicdo maxima de 23,5% e IVCM minimo de 0,68
cm dia’ na concentracdo de 1,5% (Figuras 5A e 5B). Além disso, o ajuste da regressio
quadratica do extrato alcoolico foi insatisfatorio (R?pic = 0,33 € R?*yem = 0,39 — Tabela 5). Por
fim, o extrato hidroalcéolico ndo afetou o desenvolvimento fungico (p > 0,05; Tabela 5 e
Figuras 6A e 6B), apresentando também baixa confiabilidade nos ajustes das equacdes (R?pjc
= 0,05 e R%ycm = 0,07 — Tabela 5).

Os resultados significativos, relacionados a acdo do 6leo essencial de capim santo
sobre o desenvolvimento do C. gloeosporioides, in vitro, podem encontrar justificativa no fato
de os dleos essenciais possuirem em sua constituicao quantidades elevadas de monoterpenos,
substancias que apresentam propriedades bactericidas e fungicidas e que agem inibindo a
germinagdo de diversos patégenos (PEREIRA ef al., 2011). Neste estudo, os resultados
observados foram semelhantes aos verificados por Souza Junior, Sales e Martins (2009), que
ao analisarem a agdo fungitoxica de diferentes Oleos essenciais sobre o C. gloeosporioides
observaram que 6leo essencial de capim santo conseguiu inibir em 100% o crescimento
micelial do fungo a partir da concentracdo de 1 uL/mL. Também estd em conformidade com
os resultados obtidos por Giacomini et al. (2017), que verificaram inibi¢do total do
crescimento do mesmo fitopatdgeno utilizando 50 uL do 6leo de C. citratus incorporados ao
meio BDA. Em trabalho utilizando 6leo de alecrim-do-campo, Fonseca et al. (2015) também
observaram reducdo de 100% do crescimento dos fungos Rhizoctonia solani (Rs), Sclerotium
rolfsii (Sr) e Sclerotinia minor (Sm), o que corrobora com a alegacdo de Pereira et al. (2011)

acerca da presenca de substincias com propriedades fungicidas nos 6leos essenciais.
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O extrato aquoso de capim santo, mesmo apresentando o menor conteido de
compostos bioativos dentre os extratos brutos analisados, foi o que obteve melhor eficiéncia
no controle do crescimento micelial do C. gloeosporioides. Efeito andlogo foi verificado por
Oliveira e Furlong (2008) ao analisarem a acdo antiftingica de compostos fendlicos presentes
em extratos de plantas comestiveis. Estes pesquisadores observaram que o extrato com menor
conteddo de compostos fendlicos conseguiu produzir maior efeito de inibi¢do fungica que
outros extratos com taxas mais elevadas destes compostos e concluiram que os resultados
indicavam que o tipo de estrutura quimica dos compostos fendlicos € mais importante que a
concentracdo destes.

Os resultados observados no presente estudo divergem do obtido por Rozwalka
(2003), que utilizando o mesmo tipo de extrato na concentracdo de 10%, detectou inibicao de
21,62% no crescimento micelial da mesma espécie fungica e do verificado por Itako et al.
(2009), que trabalhando com decocto de folhas secas de C. citratus na concentracdo de
40,67%, verificaram inibi¢ao de 20,03% do crescimento micelial do Cladosporium fulvum.

Com relacdo ao extrato alcodlico, este estudo verificou que foi na concentragdo de
1,5% que o referido extrato alcancou maior valor de PIC (23,5%) para o C. gloeosporiodes,
resultado inferior ao obtido por Alves (2010) que, em trabalho com o mesmo fungo e
utilizando extrato bruto etandlico do C. citratus a 8%, observou reducdo de 100% no
crescimento micelial. Entretanto faz-se necessdrio ressaltar que a concentracdo do extrato
utilizada foi superior a usada nesta pesquisa. Um resultado mais aproximado foi detectado por
Silva (2015) que, ao avaliar o efeito de extratos alcodlicos de plantas medicinais sobre o
crescimento micelial de C. gloeosporiodes, verificou inibi¢do de 15,86% utilizando extrato
alcodlico de capim santo na concentragdo de 1%.

Para o extrato hidroalcodlico, os resultados obtidos demonstraram que, nas
concentracdes utilizadas, o mesmo ndo apresentou eficiéncia na reducdo do crescimento
micelial do fitopatdégeno, diferindo significativamente da acdo verificada para os demais
produtos do C. citratus pesquisados, o que corrobora com estudo realizado por Celoto et al.
(2008) que, utilizando extrato hidroetandlico de capim santo a 20%, verificaram inibi¢do de
apenas 1,7%, no crescimento do C. gloeosporioide. Pereira e Silva (2019) também,
trabalhando com extratos brutos de capim santo, observaram que o extrato hidroalcodlico
inibiu o crescimento do Colletotrichum musae, em percentual bem inferior aos apresentados

pelos extratos alcodlico e aquoso.
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As diferencas observadas entre os resultados obtidos em estudos desenvolvidos com
produtos naturais extraidos das mesmas espécies vegetais, relativas as suas acdes bioativas
sobre as mesmas espécies de patégenos, também podem ser decorrentes da influéncia de
fatores diversos sobre a qualidade e quantidade dos compostos bioativos produzidos pelos
vegetais, como ja mencionado neste trabalho, destacando-se, dentre eles, a genética e as
condi¢des agrondmicas sob as quais o vegetal utilizado foi cultivado, uma vez que de acordo
com Morais (2009), as alteracdes promovidas pelos referidos fatores podem levar, também, a
ocorréncia de diferencas nas respostas produzidas por tratamentos e testes bioldgicos
realizados com fitopatégenos submetidos a acdo destes compostos. Nesta linha de
pensamento, Ferreira et al. (2014) destacam que a atuacdo dos supracitados fatores sobre os
produtos naturais oriundos de vegetais pode ajudar a esclarecer as discrepancias observadas

entre os resultados produzidos por pesquisas realizadas com a mesma espécie vegetal e que

adotam a mesma metodologia, mas que sdo desenvolvidas em localidades diferentes.

4. Consideracoes finais

Neste trabalho, o dleo essencial de capim santo, em baixas concentracdes, conseguiu
inibir em 100% o crescimento micelial do C. gloeosporioides. O extrato aquoso teve eficicia
superior ao extrato alcodlico e ao hidroalcodlico no controle do crescimento do mesmo
fitopatdgeno, fato este de relevante importancia, uma vez que extratos aquosos sdo de facil
elaboracgdo, via processos de baixo custo e os possiveis danos causados ao meio ambiente e a
saide humana pela sua utilizagdo sdo praticamente nulos. Entretanto, mediante os resultados
obtidos, sugere-se a necessidade de realizacdo de estudos mais aprofundados que englobem a
determina¢do e quantificacdo dos compostos, biologicamente ativos, presentes em extratos
brutos derivados do capim santo, bem como que sejam identificados os mecanismos de agcdo

destes compostos sobre o desenvolvimento de fitopatogenos.
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