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RESUMO

O emprego dos metabdlitos secundarios das plantas pode ser viivel no
desenvolvimento de drogas a base dos ativos naturais, que proporciona o controle de
doengas com mesma eficiéncia de outras drogas utilizadas no mercado. A utilizacio de
espécies vegetais com acdo antifungica, é considerada fonte de meio alternativo que
minimiza os impactos sobre o homem e o meio ambiente. O presente estudo tem por
objetivo avaliar o efeito de diferentes concentragoes do oleo essencial do Ocrmum
gratissimum sobre o fungo Fusarium oxysporum £ sp. Tracheiphilum, em experimento
“in vitro”. Utilizou-se os tratamentos: TO= Oul/mL, T1= 1ul/mL, T3= 3ul/mL e
To=5ul/mL, de 6leo essencial em meio de cultura BDA. Os resultados demonstram a
eficiéncia da utilizacio do 6leo essencial com atividade antifingica sobre o crescimento
micelial do fungo em estudo em todas as concentra¢oes, obtendo-se 1009% de mibicao
do crescimento micelial.
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ABSTRACT

The use of secondary plant metabolites may be viable in the development of drugs
based on natural active ingredients, which provide disease control with the same
efficiency as other drugs used on the market. The use of plant species with antifungal
action 1s considered a source of alternative means that minimizes impacts on humans
and the environment. The present study aims to evaluate the effect of different
concentrations of Ocimum gratissimum essential oil on the fungus Fusarium
oxysporum f. sp. Tracheiphilum, in an “in vitro” experiment. The treatments were
used: TO= Oul/mL, T1= 1ul/mlL, T8= 3ul/mL and T5=5ul/mL, of essential oil in
PDA culture medium. The results demonstrate the efficiency of using the essential oil
with antifungal activity on the mycelial growth of the fungus under study at all
concentrations, obtaining 100% mhibition of mycelial growth.
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As plantas que pertencem ao género Ocimum da familia Lamiaceae sao compostas por
uma rica fonte de o6leos essenciais que caracterizam a sua aromaticidade, os metabolitos
secundarios siao elaborados por via de funcoes especificas, acerca da maquinaria metaboélica da
planta (Avetisyan et al., 2017).

O género Ocimum é amplamente cultivado, portanto, o aumento significativo do seu
culivo globalmente é devido as suas folhas aromaticas que apresentam propriedades
farmacéuticas (Patel er al., 2015). O género Ocrmum é caracterizado por ser uma erva com ampla
adaptabilidade a diferentes condi¢oes climaticas e de diferentes solos (Barbiern ef al,, 2012).

As variacoes genéticas e morfologicas no Ocrmum possibilitam a variabilidade dos
gendtipos na mesma espécie, provocando a ocorréncia de substincias quimicas distintas em
diferentes concentracoes, os diferentes quimiotipicos que sao encontrados nos 6leos essenciais
podem ser afetados por diversos fatores (Chowdhury et al, 2017). De acordo, com Paulus (2016)
muitos sao os elementos que favorecem a alteracao do percentual dos constituintes quimicos, o
rendimento ¢ a sua natureza, desse modo provocando a modificacao das caracteristicas do 6leo
volatil.

A variabilidade da composi¢ao quimica possibilita a ocorréncia de uma variedade de
quimiotipos na mesma espécie (Polatoglu, 2013). Segundo Vilanova, Moura e Morais (2018) o
Oleo essencial de diversas espécies de Ocimum contém o linalol, 1,8-cineol (monoterpeno
oxigenado), fendis (eugenol, metil eugenol, metil isoeugenol, timol), ésteres (metil cinamato) e
aldeidos (citral).

O Ocimum gratissumum ¢ uma planta que é popularmente conhecida devido a sua
aromaticidade que possibilita a sua ampla utilizaciao (Castro et al., 2019). A espécie ¢ classificada
como uma planta rica em 6leos essenciais, além de ser largamente utilizada na industria, seja na
producio de fiarmacos, na elaboracio de perfumes, cosméticos, na gastronomia como
condimento, temperos em pratos ¢ em aromatizantes (Farias et al., 2019).

Na medicina popular é conhecida como ‘alfavacio’ ou ‘alfavaca-cravo’. A alfavaca-cravo
¢ utilizada como recurso terapéutico no tratamento de diversas doencas na medicina popular
(Haruna; Mairo; Akilu, 2019). O emprego das folhas e flores do O. gratissimum ¢é na forma de
decoc¢ao, infusio e na preparacao de xaropes. Segundo Silva e Lobato (2019) estes sio conjuntos
de préticas como melo alternativo para a medicina moderna que sio propagadas informalmente
através da medicina popular.

Cada oleo volatil possui uma composicio especifica, cada substincia dispoe de
propriedades fisicas e quimicas distintas (Souza et al., 2016). Essa complexidade sinergistica dos
compostos possibilita a sua grande atiidade antibiotica, diante dos microrganismos, pois existe
um pequeno risco que ocorra o desenvolvimento da resisténcia do micro-organismo, em raziao
dos diferentes mecanismos que inibem e dificultam a adaptabilidade do microbio (Figueiredo,
2018).

A biossintese dos metabolitos secundarios decorre da producio dos metabolitos
primarios (aminoacidos, carboidratos, nucleotideos e lipidios), realizadas por rotas metabolicas
especificas através dos 6rgaos da planta (Sousa; Sousa, 2017). Ha uma relacio correspondente
entre as rotas da produc¢ao dos metabolitos primarios com os secundarios, essas vias metabolicas
possuem uma correlacio, de modo que as reacdes quimicas responsaveis pela producio de
moléculas do metabolismo primario sao aquelas precursoras no desenvolvimento da sintese dos
metabolitos secundarios (Aragjo, 2017).

Segundo Lima et al. (2017), diante dos fatores abioticos capazes de alterar os mecanismos
fisiologicos do vegetal, como temperatura, estresse hidrico, luz, umidade, sazonalidade, indice
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pluviométrico, horiario de coleta, podem acarretar mudanca nos percentuais dos compostos
produzidos através dos metabolitos primarios, por conseguinte, altera a producao das classes de
compostos organicos caracterizados pelos metabolitos secundarios, como os constituintes do
oleo essenciais, fendis, taninos, flavonoides e entre outros.

Sobretudo, a producio do metabolismo secundario dos vegetais, nao ¢ preponderante na
producao de compostos que sao essenciais a sobrevivéncia das plantas, entretanto, eles
desempenham um papel importante entre a interacao da planta com o meio ambiente, atuam
como agentes na defesa contra os herbivoros, contra-ataques de patégenos, produzem substancias
essenciais na atracao de agentes polinizadores e possuem acao protetora durante os periodos de
estresse abiotico (Stangarlin ef al,, 2011).

Em numerosas partes das plantas os oleos voliteis sao constituidos de derivados de
fenilpropanoide ou de terpenoide, sendo estes os compostos majoritarios (Simoes et al., 2007).
Dessa forma, os componentes quimicos do oleo essencial do género Ocirnurn, no qual, os mais
pesquisados sio em maioria os terpenos onde constituem a esséncia do 6leo, em que tem a classe
dos monoterpenos como majoritaria e mais abundante seguida dos sesquiterpeno (Vilanova;
Moura; Morais, 2018).

Ha um crescente interesse nas ultimas décadas pelos produtos naturais principalmente
aqueles a base de plantas e os seus extratos. Estas apontam ser de grande relevancia para uso
mdustrial, com o proposito de possivels formulacoes de produtos através de ativos naturais,
assim, media a estas perspectivas a quimica e a medicina moderna vem promovendo muitos
estudos, que assim tem como principal objetivo caracterizar os principios ativos das plantas, além
disso, esses trabalhos tornaram conhecidas muitas substincias ativas que hoje sio usados como
medicamentos (Pereira; Cardoso, 2012).

No controle de doencas provocadas por fungos, normalmente sio utilizados fungicidas,
entretanto, o uso indevido desses produtos pode provocar grande impacto na saiide ambiental e
humana (Santos, 2019). Contudo, estudos tém sido realizados na busca de substincias quimicas
com atividade antifingica. Além disso, as plantas medicinais através de seus principios ativos
proporcionam o controle de doenc¢a com a mesma eficiéncia de um fungicida, minimizando os
mmpactos que prejudicam o homem e o meio ambiente (Sibirina et al., 2019).

O Fusarium oxysporum f. sp. Tracheiphilum, vive no solo sobre a matéria organica
participando na decomposicio de substratos, a sua disseminacao ao meio ambiente ¢ através de
sementes contaminadas, pela dgua e o vento que transporta particulas de solo com conidios

(Assuncao et al., 2003).

MATERIAIS E METODOS
Coleta e extracio de 6leo essencial

As folhas foram coletadas na cidade de Senador La Rocque (S5°26°18,12336” e
W47°17°36,663”), os horarios de coletas foram as 12h e as extracoes de oleo essencial das folhas
se deram nos estados seca. Os 6leos essenciais foram extraidos no laboratério (Labtec) da
Universidade Estadual da Regiao Tocantina do Maranhao (UEMASUL) no campus de
mmperatriz, por hidrodestilacao em aparelho tipo Clevenger.

As amostras (folhas) foram coletadas e posteriormente, sao colocadas para secar. O
material escolhido para efetuar a secagem ¢é colocado ao sol, ou seja, ao ar livre sob temperatura
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ambiente por um periodo até que efetuasse a evaporacao do liquido presente nas folhas. Apo6s a
secagem a amostra fol direcionada ao laboratorio para que se efetue a extracao do 6leo essencial.

Desse modo, as folhas secas foram pesadas em uma balanca analitica, posteriormente
colocado em um balio volumétrico de 2000ml e em seguida foi adicionado dgua destilada, para
que as folhas sejam condicionadas e submersas sob fervura na temperatura de 70 °C por um
periodo de 02 horas. O o6leo essencial é disposto em um frasco de vidro e mantido na
temperatura de 4°C na geladeira.

Determinacio das concentragoes de 6leos essenciais sobre o crescimento micelial do fungo

A atividade antifingica das concentracoes dos oleos essenciais deverd ser avaliada por
meio da mibicio do crescimento micehial do patégeno. Na conducao do experimento in vitro,
fo1 feito a obtencao do 1solado fungico de Fusarium oxysporum [ sp tracheiphilum. Para a
realizacio dos ensaios o patogeno sera replicado em meio BDA e utilizado apos sete dias de
mcubaciao. Os tratamentos dos ensaios foram a base de 6leo essencial adquirido por
hidrodestilacio, sendo estes Ocimum gratissimum e de outra espécie do género Ocimum a ser
1dentificado. A extracio do 6leo essencial ocorrera em periodos sazonais.

O ensaio i vitro consiste na adicio do meio de cultura contendo dosagem dos 6leos
essenciais em placas de petrl, para obtencao das concentracoes desejadas, em seguida a adi¢io
do 1solado fangico no centro da placa (Souza Janior et al., 2009).

Inicialmente serdo retiradas aliquotas de 6leo essenciais extraidos no més de dezembro
(OEMT 15, OEMT 16 ¢ OEMT 17) e adicionadas no meio de cultura Agar Batata Dextrose
(BDA) para obter as concentracoes desejadas. Portando, os primeiros passos sio retirar aliquotas
de 125ul,, 375ul,, 625ul,, de oleo essencial do Ocimum gratissimum puro e adicionar em cada
meio de BDA de 125 ml fundente na temperatura maxima de 40°C, obtendo as trés
concentragoes respectivamente de 1uly/ml, 3ul/mL, e Sul/mL em meio dgar-dgua. Na
concentra¢ao de Opl/mL conterd apenas o meio de cultura BDA.

Em seguida, o meio de cultura é vertido nas placas de Petr1. Posteriormente, em cada
placa é moculado no centro da placa um disco de 5 mm de diametro, contendo micélio
colonizado pelo fungo. As placas sio lacradas, 1dentificadas e incubadas a temperatura de 25°C
em uma camara BDO sob um fotoperiodo de 12h, por sete dias. Apés os setes dias, depois que
ocorrer o crescimento micelial da testemunha e de cobrir toda a superficie do meio de cultura, é
feito as avaliacoes das diferentes concentracoes do 6leo essencial sobre o crescimento micelial
do fungo (Souza Junior et al., 2009).

A suspensao de esporos fora obtida adicionando-se dgua destilada estéril nas culturas
fingicas em placas de Petr1 e, posteriormente foi filtrado o contetido em gaze. A concentracao
de esporos dessa suspensao for determinada com auxilio de hemocitometro (cimara de
Neubauer). As placas foram incubadas sob fotoperiodo de 7 dias e, temperatura de 26°C. A
avaliacdo foi realizada determinando a porcentagem de germinacao.

A leitura do experimento ¢ feita medindo o diametro da area do crescimento micelial em
dois eixos ortogonais (média das duas medidas diametralmente opostas). Com a média dos
resultados obtidos fo1 determinada a acio antifiingica dos 6leos através da concentra¢ao mnibitoria
minima (CIM), expressa em microlitros por mililitros (ul/mL). A porcentagem de mibi¢io do
crescimento dos tratamentos em relacao a testemunha, utiliza-se a formula:

PIC = [(diametro da testemunha - diametro do tratamento) /diAmetro da testemunha] x 100
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Os dados obtidos foram utilizados no cédlculo do indice de velocidade do crescimento
micehal, conforme a formula IVCM = ) (D-Da)/N, no qual, o IVCM = Indice de Velocidade de
Crescimento Micelial; D = didmetro médio atual da colonia; Da = didmetro médio da colonia do
dia anterior; N = nimero de dias ap6s a inoculacao (Costa et al., 2011).

A 1nibicao do crescimento de fungos ¢ um método padrao para reduzir a multiplicacao
de fungos (Costa et al., 2018). A avaliacao didria até o preenchimento de toda placa com o uso
de uma regra graduada, em dois eixos ortogonais da placa, fornece mformacoes acerca da
velocidade do crescimento micehal. A mibi¢ao da germinaciao dos conidios é fundamental no
controle da doenca (Vieira et al., 2017).

RESULTADOS

A tabela 1 e 2 apresenta os dados das extracoes dos o6leos essenciais obtidos por
Hidrodestilacao, em aparelho de Clevenger modificado, das folhas de das plantas do género
Ocimuin.

No més de setembro o material vegetal foi coletado pela manha (as 7 horas). Além disso,
nos respectivos horarios o material for divido em trés, no qual, foram destinados a extracao.
Portanto, a amostra for submetida por um periodo de secagem com o mtuito de verificar a
mudanca do rendimento do 6leo essencial obtido.

O rendimento do 6leo essencial no Ocimum gratissumum pode variar dependendo de
uma série de fatores, portanto a amostra OEMT 14B no presente estudo apresentaram menor
rendimento de 6leo essencial em relacio a OEMT 14C mesmo que haja uma pequena diferenca
de 4g de material vegetal seco, ademais a amostra OEMT 14C com menor peso em relacio a
OEMT 14A demonstra ter um maior rendimento de 6leo volatl.

Tabela 1 - Biomassa do oleo essencial do Ocimum gratissimum

Identificagio Data de Hordrio de Biomassa Peso do Estado Rendimento do
extracio  coleta das folhas(g) dleo(g) 6leo (%)
OEMT 14A 27/09/19  Manha 110 1,34 Seca 1,22
OEMT 14B 30/09/19  Manha 81,22 0,93 Seca 1,14
OEMT 14C 30/09/19  Manha 85,23 1,19 Seca 2,29
OEMT 15 02/12/19  Meio dia 170,51 2,89 Seca 1,10
OEMT 16 04/12/19  Meio dia 103,85 1,89 Seca 0,98
OEMT 17 05/12/19  Meio dia 109,72 1,02 Seca 0,92

Fonte: Elaborado pelos autores (2020).

As diferencas de rendimento entre as amostras podem estar relacionadas com alteragoes
nos fatores ambientais no ambiente a que a planta estd exposta, como a luz, a temperatura e a
umidade, que afetam significativamente a emissio de compostos volatels e, por conseguinte, o
rendimento (Franco et al., 2007).

O rendimento do 6leo essencial das amostras OEMT 16 e OEMT 17 (tabela 1) nao
apresentou nenhuma mudanca significativa em relacio a diferenca de massa, mesmo a OEMT
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17 ser submetido apenas 04 dias de secagem em temperatura ambiente ¢ com baixa intensidade
luminosa, esta apresenta resultados condizentes com a OEMT 16 apos passar 03 dias secando
com as mesmas condicoes. Os resultados apontam que rendimento de 6leo essencial nao foi
mfluenciado pela luz e pelas condicoes de estresse hidrico.

Tabela 2 - Biomassa do oleo essencial do Ocimum
Identificacio  Data de Hordrio de Biomassa Peso do Estado Rendimento do

extragio  coleta das Sleo(g) Sleo (%)
folhas(g)
OEML 1 21/01/20  Manha 68,89 0,56 Seca 0,81
OEML 2 21/01/20  Manha 68,89 0,55 Seca 0,79
OEML 3 22/01/20  Manha 52,49 0,54 Seca 1,02

Fonte: Elaborado pelos autores (2020).

Ademais, nas amostras OEMLI e¢ a OEML2 nao for constatado diferenca significativa
entre o peso do 6leo essencial e a biomassa das folhas. Contudo, a amostra OEMLS3 diminuir o
peso da biomassa apos passar 01 dia secando, entretanto, ocorre que o aumento do rendimento
do oleo volatil em relacao as duas amostras.

Atividade antiftingica dos 6leos essenciais in vitro

Os resultados da avaliacao da atiidade antifingica do oleo essencial do Ocimum
gratissimurmn, no crescimento micelial “in vitro” de Fusarium oxysporum Schl. £sp. tracheiphilum,
mostraram-se satisfatorios apresentando atividade inibitéria significativa a nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste Tukey.

O 6leo essencial de alfavaca cravo (O. gratissimum) inibiu totalmente o crescimento dos
1solados na concentracao em todas as concentracoes com o Oleo essencial.

De acordo com o griafico 1, observa-se que ocorreu interferéncia do oleo volatil da
alfavaca (O. gratissumum) sobre o crescimento micehal do fungo Fusarium oxysporum Schl. £sp.
tracheiphilum, em todos os dias estudados, portanto nao apresentou crescimento dos micélios
do fungo, em nenhuma das concentracoes com a presenca do Oleo essencial. Entretanto, no
primeiro e terceiro dia ocorreu crescimento micelial significativo na testemunha.

Grifico 1 - Avaliacao do crescimento micelial diario do fungo Fusarrum oxysporum Schl. f.sp.
tracheiphilum em meio de cultura com o 6leo essencial do Ocimum gratissimum L.
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*T0 = QuL/mL concentracio de oleo essencial de O. gratissimum em meio de cultura; T1=:1pL/mL concentragio
de 6leo essencial em meio de cultura; T3 = 3pl/mL concentracio de oleo essencial em meio de cultura; TH=
SuL/mL concentracio de 6leo essencial com meio de cultura.

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

De acordo com os resultados do indice de velocidade de crescimento micelial IVCM)
nas testemunhas, verificou-se que no Fusarium oxysporum Schl. Lsp. tracheiphilum, o menor
crescimento apresentado foi 0,05cm dia” apos 24h de incubacio do experimento, em seguida os
menores valores sio de 0,15 a 0,11 cm dia’, respectivamente, sendo este atingindo apos 6 a 7
dias de mcubacio. Ja no quarto e quinto, o indice de velocidade de crescimento foi de 0,4cm e
0,33cmdia’.

Considerando a média dos dias do crescimento micelial do fungo no presente estudo,
constatou-se que todas as concentracoes do oleo volatil da alfavaca cravo (Ocimum gratissimum),
em melo de cultura promoveram inibi¢ao no crescimento micehal do Fusarium oxysporum Schl.
Lsp. tracheiphilum, em experimento “in vitro”. A percentagem de mnibicio do crescimento
micelial for de 100% em todas as concentracoes na presenca do oleo essencial (tabela 3).

Tabela 3 - Anilise do crescimento micelial (CM) e porcentagem de inibi¢io do crescimento
micehal (PIC) do Fusarium oxysporum Schi. Lsp. tracheiphilum em meio de cultura com o 6leo
volatil do O. gratissimum

TRATAMENTOS CM (cm) PIC (%)
TO= Oul/mL de 6leo essencial do O. gratissimum L. em meio de 5,95 a -
cultura

T1= 1ul/mL de 6leo essencial do O. gratissimum L. em meio de 0,56 b 100
cultura

T3= 3ul/mL de extrato de M.charantia L.. em meio de cultura 0,5b 100
Tb5= sul/mL de 6leo essencial do O. gratissimum 1. em meio de 0,5 b 100
cultura

CV (%) 10,2

*CV% (coeficiente de vartagio em porcentagem); C.M (crescimento micelial); PIC (porcentagem de mibigio de
crescimento) do Fusarium oxysporum Schi. £sp. tracheiphilum.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Os resultados observados através da atividade fungica do 6leo essencial do cravo da india
(8. aromaticum) sobre o crescimento micelial do fungo (F. oxyvsporum . sp. Tracheiphilumt) com
a concentracao de lul/mlL em meio BDA no estudo do Ascencio e Mouchrek Filho (2013),
apresentou resultados eficiente no controle do crescimento micelial do fungo com percentual
de inibicdo do crescimento de 1009, a substancia majoritario identificado no 6leo essencial foi o
eugenol com o teor de 52,563%. Apresentando resultados com a mesma eficiéncia do presente
estudo.

Mohr et al. (2017) testou o efeito do 6leo volatil do Ocimum gratissimum extraido da
parte aérea no Sudoeste do Parand, apresentando como composto majoritario o Linalol
(32,95%), na perspectiva da atividade fungica a minima concentracio inibitéria (MIC) fo1 de
62,5ug/mL na cultura de Fusarium oxysporum £, sp. Tracheiphilum.

Desse modo, o efeito das atividades fingicas dos 6leos essenciais, deve-se a presenca dos
Monoterpeno e Sesquiterpenos, ou seja, em funcao da presenca dos anéis aromaticos e do grupo
fenol que sao capazes de formarem ligacoes de hidrogénio nos locais do sitio ativos das enzimas
(Srivastava; Singh, 2019). Segundo Camargo ¢ Vasconcelos (2014) o linalol causar desnaturacao
das proteinas das células vegetativas provocando a morte dos microrganismos.

O mecanismo de acao antiftingicas dos oleos essenciais deve principalmente a presenca
de compostos aromaiticos e fenodlicos que exercem efeito diretamente na membrana
citoplasmatica, em vista disso, ha consenso que os 6leos volateis podem estar alterando sua
funcio e estrutura (Maia; Donato; Fraga, 2015).

Trabalhando com o extrato de obtido através das folhas do Ocimum basitlicum L.
1soladamente Silva ef al. (2009) constatou a eficiéncia do extrato no controle do fungo Fusarium
oxysporum L. sp tracheiphilum, proporcionando o menor crescimento micelial, indicando a acao
fungicida e mmibitéria desse tratamento apresentando ser mais eficiente do que o fungicida
(Mancozeb) testado no seguinte estudo.

A atividade antifingica do Adjou et al. (2013) no inoculo de Fusarium oxysporium sp.
1solados do amendoim exposto ao 6leo de O. gratissimum apresentou uma porcentagem de
mibi¢iao de 66,44 % na concentracao de 5.0 ul/ml,, com o composto majoritirio timol (26,9%).
Em contrapartida, apresentou valores menores de inibicio da atividade antifingica em relacio
ao presente trabalho com a mesma concentracio de 5 pl/mL com 100% de mibicio do fungo
no experimento “in vitro”.

O trabalho de Manganyi, Regnier e Olivier, (2015) confirma a atividade antifingica do
Oleo de tomilho sobre o género Fusarium, com mibicio de 100% sobre o patdégeno na
concentracao de 500 ppm. Ja La Torre et al. (2016) relatou 86,6% de mibicao do crescimento
micehal do F. oxysporum Lsp. lycopersici na concentracao de 300 ppm com OE de Syzygrun
aromaticum (cravo-da-india). Com 1sso, podemos concluir o potencial antifingico do OFE de
canela no género Fusarium.

CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacao do dleo essencial do Ocimum gratissimum possibilita novos meios alternativo
de mibir o fungo Fusarium oxysporum [ sp tracheiphilum. Portanto, nesse trabalho foi
confirmada eficiéncia do 6leo sobre o fungo em todas as concentracoes observadas, apresentando
percentagem de inibi¢ao de 100% em todo o experimento “in vitro”. Portanto, em novos estudos
necessitam realizar a determinacao dos constituintes quimicos que provocaram a inibicao do
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crescimento do fungo, ademais realizar testes em concentra¢ao mais baixas de oleo essencial e
testar a eficiéncia no controle dos fungos nas condicoes de campo em experimento “in vivo”.
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