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RESUMO

Plantas medicinais ricas em compostos bioativos, tém sido utilizados em diversas aplicacoes,
incluindo o controle de fitopatdogenos nas culturas agricolas. Este trabalho avaliou a eficacia dos
Oleos essenciais de Ocimum basilicum (manjericdo), Origanum vulgare (orégano) e Citrus
reticulata (tangerina) no controle da antracnose em mangueiras, causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides. A metodologia envolveu a extracdo dos dleos essenciais por
hidrodestilacdao, analise dos compostos bioativos por cromatografia gasosa, avaliacdo da
atividade antioxidante pelo método DPPH e ensaios antifungicos usando o caldo para
determinar a Concentracao Inibitoria Minima (MIC). Os resultados mostraram que os 6leos
apresentam alto potencial antifiingico, com o 6leo de Ocimum basilicum apresentando o maior
rendimento (10,0%) quanto pela maior eficacia no controle do patoégeno, seguido pelos 6leos
de Citrus reticulata (1,16%) e Origanum vulgare (0,86%). A andlise antioxidante confirmou a
presenga de compostos fenolicos e terpenos, que conferem elevada bioatividade aos dleos.
Ensaios antifungicos evidenciaram uma inibicdo significativa do crescimento micelial do fungo,
com resultados consistentes apds 24 e 48 horas. Esse estudo reforca o evidencia o potencial dos
Oleos essenciais como agentes alternativas e sustentaveis de fitopatdogenos, contribuindo

praticas agricolas mais ecologicas, reduzindo o uso de fungicidas sintéticos.

Palavras-chaves: Agricultura sustentavel, controle antifiingico, atividade antioxidante.



ABSTRACT

Medicinal plants rich in bioactive compounds have been used in several applications, including
the control of phytopathogens in agricultural crops. This study evaluated the efficacy of
essential oils from Ocimum basilicum (basil), Origanum vulgare (oregano) and Citrus
reticulata (tangerine) in the control of anthracnose in mango trees, caused by the fungus
Colletotrichum gloeosporioides. The methodology involved the extraction of essential oils by
hydrodistillation, analysis of bioactive compounds by gas chromatography, evaluation of
antioxidant activity by the DPPH method and antifungal assays using the broth to determine
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The results showed that the oils have high
antifungal potential, with Ocimum basilicum oil presenting the highest yield (10.0%) and the
greatest efficacy in controlling the pathogen, followed by Citrus reticulata (1.16%) and
Origanum vulgare (0.86%) oils. Antioxidant analysis confirmed the presence of phenolic
compounds and terpenes, which confer high bioactivity to the oils. Antifungal assays showed
significant inhibition of mycelial growth of the fungus, with consistent results after 24 and 48
hours. This study reinforces the potential of essential oils as alternative and sustainable agents
of phytopathogens, contributing to more ecological agricultural practices and reducing the use

of synthetic fungicides.

Keywords:  Sustainable  agriculture, antifungal control, antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo uma rica fonte de compostos com propriedades
microbianas, destacando-se os Oleos volateis extraidos de diversas espécies. Possuem
componentes que apresentam diversas propriedades como: antioxidante, antiinflamatoria,
antiviral, antifingica, analgésica, sedativa, espasmo liticas, antimicrobiana, dentre outras
(Varquez et al. 2019). Os 6leos essenciais sao liquidos aromaticos podem ser derivados de
folhas, flores, raizes e frutos, no entanto concentram a maior parte de seus compostos
bioativos nas folhas, que sdo frequentemente a principal fonte de extragdo (Falleh et al.,
2020; Raveau et al., 2020).

Além das diversas atividades terapéuticas mencionadas, a atividade antifingica dos
6leos essenciais estd ligada a presenca de compostos volateis, que atuam interagindo com a
membrana plasmatica dos fungos, interrompendo fungdes essenciais como as mitocondriais.
Esse mecanismo resulta em permeabilizacdo, causando rupturas na membrana celular e
levando a morte do patégeno (Mutlu-Ingok et al., 2020; Tariq et al., 2020). Entre as familias
vegetais produtoras desses compostos, destacamse Lamiaceae e Rutaceae, amplamente
reconhecidas por suas propriedades terapéuticas, com espécies como Ocimum basilicum
(manjericdo), Origanum vulgare (orégano) e Citrus reticulata (tangerina).

O Ocimum basilicum, pertencente a familia Lamiaceae, conhecido como manjericao
apresenta a capacidade de prosperar em diversas faixas de temperatura. O 6leo essencial de
manjericdo tem sido objeto de estudos que demonstram sua eficicia como agente
antimicrobiano e anti-inflamatorio, evidenciando seu potencial terapéutico (Shirazi et al.,
2014). A composi¢ao do seu 6leo essencial pode variar amplamente devido a fatores como
sazonalidade, localizagdo geografica e estagio de desenvolvimento da planta.

Apesar dessa variagdo, seus principais constituintes geralmente incluem
monoterpenos oxigenados e compostos aromaticos, como eucaliptol, linalol, eugenol,
carvacrol dentre outras. Esses componentes conferem ao Oleo essencial propriedades
bioativas que despertam interesse crescente na pesquisa cientifica (Elgndi, 2017), como a
sua eficacia como aditivo alimentar e sua versatilidade em industrias farmacéuticas e
cosméticas tém sido exploradas devido as propriedades antimicrobianas, antioxidantes e
aromaticas.

O Origanum vulgare, conhecido como orégano, espécie aromatica, tradicional em
temperos e planta medicinal. Essa planta com origem Europeia, possui diversas propriedades

terap€uticas, incluindo a¢des antibacterianas, anticancerigenas e digestiva (Lan et al., 2022).



Seu o6leo essencial tem em sua composicdo monoterpenos, hidrocarbonetos de
sesquiterpenos, conhecidos como compostos fendlicos (Fikry et al, 2019), sua atividade
antioxidante esta associada a presenga de carcravol, p-cymene e timol. A aplicacdo dessas
composigdes pode ser usada em induastrias farmacé€uticas e alimenticias, como alternativa
para antioxidantes sintéticos (Bounar et al., 2020). Além disso, apresenta também potencial
antifungico contra varios microrganismos como Botrytis cinérea, Penicillium italicum e P.
digitatum, Fusarium culmorum, F. equiseti, F. avenaceum e F. moniliforme (Bounar et al.,
2020).

O género Citrus, fazem partes das plantas mais conhecidas e consumidas no mundo,
incluindo a tangerina, laranjas, mandarinas e limdes. Suas principais caracteristicas sdo:
doce, pouca acidez, aroma e sabor agradavel, podendo ser consumida in natura (Zayed A et
al.,, 2021). Os Oleos citricos contém quase 99% de componentes volateis, sendo sua
composi¢do quimica depende da espécie e método de extracdo (Mahato et al., 2019). Os
6leos essenciais do género Citrus sao conhecidos por suas propriedades bioldgicas, incluindo
efeitos antissépticos e calmantes. A composi¢ao quimica dos dleos citricos, predominada por
limoneno, linalol e citronelal, varia conforme a espécie ¢ o método de extragdo (Mahato et
al., 2019). O dleo essencial de tangerina (Citrus reticulata) ¢ amplamente estudado por suas
aplicacdes antifingicas, sendo eficaz contra fungos pds-colheita como Colletotrichum
gloeosporioides e Alternaria alternata (Daferea et al., 2013).

Na agricultura, doengas como a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum spp.,
representam uma ameaga significativa para diversas culturas, incluindo manga, mamao e
citrus, causando perdas pds-colheita que podem chegar a 70% (Phoulivong et al., 2010).
Estudos sugerem que 6leos essenciais podem ser alternativas promissoras para o manejo de
doencas agricolas, reduzindo os riscos associados aos fungicidas quimicos (Raveau et al.,
2020; Lima et al., 2021). No entanto, a eficacia dos 6leos essenciais varia conforme o tipo
de 6leo e as condicdes de aplicagdo. Dias et al. (2020) constataram que os 6leos essenciais
de alecrim e noni apresentaram baixa eficacia na reducdo do crescimento de C.
gloeosporioides em mamoes.

Em contrapartida, o uso de vapor de 6leo essencial de capim-limdo demonstrou ser
uma estratégia eficaz para controlar a antracnose em mamaoes, sem interferir no processo de
amadurecimento da fruta (Ali, Pheng; Mustafa, 2015). O dleo essencial de arruda (Ruta
graveolens L.), combinado com revestimento de quitosana em emulsdo, mostrou excelente

acdo antifungica, inibindo o crescimento micelial e a germinacdao de conidios de C.



gloeosporioides. Esse método foi eficiente tanto in vitro quanto in sifu em mamoes,
preservando as caracteristicas organolépticas dos frutos (PeraltaRuiz et al., 2020).

Outro exemplo promissor ¢ o uso de cera de carnauba associada a 6leos essenciais,
como os de canela e alecrim, que reduziu significativamente o desenvolvimento de C.
truncatum em mamoes. Combinagdes com Oleos de capim-limao e palmarosa também se
mostraram eficazes no controle de Alternaria alternata, sem comprometer a qualidade dos
frutos (Nascimento, 2020).

Com base nos avancgos recentes sobre o potencial bidlogico dos 6leos essenciais, 0
presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antifungica e antioxidante dos 6leos
essenciais de Ocimum basilicum (manjericdo), Origanum vulgare (orégano) e Citrus
reticulata (tangerina), visando identificar suas aplicacdes no controle de fitopatdogeno, como

o Colletotrichum spp. causador da antracnose em culturas agricolas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Biotecnologia Microbiana (LBM),
na Universidade do Estado da Bahia (UNEB), Campus III, no Departamento de Tecnologia

e Ciéncias Sociais (DTCS), localizado no municipio de Juazeiro - BA.

2.2 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Foram utilizadas 50g de folhas de orégano (Origanum vulgare) e 100g de casca de
tangerina (Citrus reticulata) adquiridas do mercado local, o 6leo de manjericdo foi adquirido
comercialmente, j& extraido, conforme os padrdes exigidos para uso cientifico. As folhas e
as cascas foram previamente secas em estufa por 48h, a 40°C. Apds a secagem foram
separadas em amostras, armazenadas e identificadas adequadamente até o processo de
extracgao.

A extragao dos 6leos foi realizada pelo processo de hidrodestilagdo, com uso do
aparelho Clevenger modificado, durante aproximadamente duas horas cada extragdo. Apos

as extragdes, as amostras foram acondicionadas em frascos vedados, identificados e
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mantidos em geladeira até o momento da implementagdo do bioensaio. O rendimento dos
6leos essenciais foi calculado utilizando a férmula:

Rendimento (%) = (massa do 6leo essencial (g)/ massa da planta seca utilizada

(2)x100).

2.3 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos dos o6leos essenciais foram quantificados através da
metodologia descrita por Boulanouar et al. (2013), indicando a quantidade de flavanois e
acido hidroxicinamico. Para isso, 1 mL do 6leo essencial foi diluido em com 1 mL de etanol
aquoso (95% v/v) contendo 0,1% de 4cido cloridrico e 8 mL de &cido cloridrico a 2%. A
absorbancia foi medida em 320 nm para acido hidroxicinamico, 360 nm para flavanois
utilizando o espectrofotometro de marca Kasuaki. Os resultados foram expressos acido

caféico (CAE) para derivados de hidroxicindmico e quercetina (QE) para flavonoides.

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidantes dos 6leos essenciais, foi feita pelo método 2,2-
difenil-1-pricil-didrazila (DPPH). Foi preparada uma solu¢do de DPPH em concentragdes
diferentes. Os 6leos essenciais foram diluidos em metanol nas concentracdes (0,10; 0,15;
0,20; 0,25; 0,50; 1,0;2,0 mg/mL). Para avaliacdo, foram adicionadas em tubo de ensaio 10
mg/mL da solucdo estoque de DPPH, seguido 2 mL da solugcdo de dleos essenciais.
Posteriormente, foi preparada o branco, sendo uma mistura de 2 mL de metanol e a solugdo
de DPPH. Apo6s 60 minutos em repouso em temperatura ambiente no escuro, foram
realizadas leitura em espectrofotometro no comprimento de onda de 517nm. A atividade
antioxidante foi calculada de acordo com a equagao:

AA = [(ADPPH-AS) / ADPPH]x100, onde, AS: absorbancia da solu¢do do OE,
ADPPH: absorbancia da solugao de DPPH.

A concentracao necessaria para inibir 50% do radical DPPH (EC50) foi determinada

a partir do grafico de percentual de inibi¢cdo em fung@o da concentragdo dos dleos essenciais.

2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais foi avaliada pela metodologia de da
Concentragdo Inibitoria Minima (MIC). Para isso foi utilizado o fungo Colletotrichum spp

pertencente a colecao de culturas do Laboratorio de Biotecnologia Microbiana (LBM) da
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UNEB, no Departamento de Tecnologia de e Ciéncias Sociais, Campus III, localizado em
Juazeiro-BA, isolado da cultura da manga. O Colletotrichum spp. foi inoculado em meio de
cultura BDA (Batata-Dextrose-agar) e incubado em temperatura ambiente por 10 dias. Apos
o periodo de incubagdo, foram selecionadas colonias puras, que apresentavam caracteristicas
tipicas de Colletotrichum spp. para serem utilizadas nos experimentos subsequentes.

A Concentracao Inibitéria Minima (MIC) foi determinada através da diluicao dos
6leos essenciais em meio de cultivo liquido do tipo batata-dextrose (BD) nas concentracdes
2,0; 1,0; 0,50; 0,25; 0,15 pLL/mL diluido com Tween 80 (5%), em placa de Elisa contendo
96 pocos em cada poco foi adicionada a suspensdo de esporos fingicos na concentragdo de
10° conidios/mL. Cada 6leo essencial foi distribuido, em duplicada, além dos controles que
continham apenas o meio BD e o fungo; o meio BD e o Tween 80 (5%) e o meio de cultivo
apenas.

A avaliagdo se deu através de observagdo visual do crescimento do microrganismo
nos pogos por 24h e 48h comparando com o controle positivo. Apos esse periodo, aliquotas
de 10 puL de cada pogco onde o crescimento fingico ndo foi observado, foi inoculado em
placas de petri com meio de cultivo padrao batata-dextrose-agar (BDA) para avaliar se a

atividade fungistatica ou fungicida dos dleos essenciais.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O ¢leo essencial de tangerina extraido no estudo apresentou coloragdo amarelada e um
rendimento de 0,86%, por outro lado, o 6leo extraido do orégano apresentou coloragdo
transparente com um rendimento de 1,16 %, superior ao 6leo essencial de tangerina. Em
relacdo a atividade antioxidante foi observado que o 6leo essencial de tangerina possui maior
atividade antioxidante, necessitando de menor concentragdo (ECso= 1,23 mg. mL™!) para inibir

50% dos radicais livres entre os trés 6leos testados, seguido pelo manjericdo e orégano (Tabela

).

Tabela 1. Atividade antioxidante dos 6leos essenciais de Origanum vulgare, Citrus reticulata,
Ocimum basilicum pelo método do DPPH (média + desvio padrio).

Espécie EC 50 (mg. mL™")
Origanum vulgare (Orégano) 5,57 +3,31
Citrus reticulata (Tangerina) 1,23 +£1,02

Ocimum basilicum (Manjericao) 1,45 +1,03
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Fonte: autora 2024
O género Citrus conhecido por conter mais de 170 compostos fitoquimicos, onde mais

de 60 deles sdo flavonoides, sendo uma das frutas com mais alto nivel de antioxidantes,
possuindo propriedades anti-inflamatdrias e antitumorais. O 6leo essencial da tangerina foi
extraido da casca da tangerina, segundo a literatura a casca ds espécies do género possuem
grandes quantidades de compostos fenolicos, e s2o mais bioativos quando comparados ao suco
da fruta, devido a sua alta atividade biologica (Raimundo, 2016).

O ¢leo essencial de orégano, em outros estudos, exibiu uma atividade antioxidante
significativa, conforme demonstrado pelos valores consistentes de inibi¢do da eliminagdo de
radicais livres DPPH, que alcancaram 59,09% na concentragdo de 1000 ppm. Quando
comparado com os resultados do estudo presente, essa atividade antioxidante também se revela
promissora, destacando o potencial do 6leo essencial de orégano como uma fonte eficaz de
compostos antioxidantes. (Jnaid, Y. et al. 2016).

A atividade antioxidante do dleo essencial de manjericdo se deve a sua composi¢do
quimica, rica em compostos fendlicos como o eugenol (Barbosa, Celma et al.,2020). Estudos
com Oleo de manjericdo demostraram que a atividade antioxidante variou de 100 a 77% de
radicais livres nas maiores concentra¢des de (15,6; 7,8 e 3,9 ug. mL™"), quando comparados aos
resultados do presente estudo se mostraram promissores quando comparados a outros estudos
(Vasconcelos et al., 2021; Barbosa, C. O. et al. 2020) e colaboradores também obtiveram forte
potencial antioxidante para o 6leo de manjericao pelo método DPPH, com CEs¢ 2,31 pg/mL,
este resultado agrega um valor diferencial na producao de alimentos funcionais e biofilmes com
funcionalidade de preservagao ou controle de doengas cronicas.

Na tabela 2 ¢ possivel observar os resultados dos compostos fendlicos para os 6leos
essenciais estudados. Confirmando o resultado do potencial antioxidante visto anteriormente, o
o6leo essencial de tangerina apresenta a maior quantidade de flavanois totais e derivados do acido
hidroxicindmico que sdo responsaveis por essa atividade, assim como o 6leo essencial de
manjericdo. Outros autores ja relataram a presenca desses compostos em manjericdo com
valores muito inferiores ao encontrado no presente estudo, como Silva e Mayara (2011) que
encontraram 14,87 mg/Eq/g, no entanto essa caracteristica pode ocorrer em funcdo das

condig¢des de clima, solo e manejo das plantas selecionadas para a extracao.

Tabela 2. Flavanois totais (mg/QE.g") e derivados do 4cido hidroxicindmico (mg/CAE.g™!)
dos Oleos essenciais de Origanum vulgare, Citrus reticulata, Ocimum basilicum (média +
desvio padrao).
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Espécie Flavanois totais Derivados do acido
(mg/QE.g") hidroxicinimico (mg/ACE.g™")
Origanum vulgare (Orégano) 199,66 + 80,74 214,63 + 55,66
Citrus reticulata (Tangerina) 342,49 £291,44 464,75+ 44,11
Ocimum basilicum (Manjericao) 321,86 + 245,58 516,20 £ 73,01

Fonte: Autora 2024

Em relagdo a atividade antifingica os resultados obtidos demostram a eficiéncia dos
6leos essenciais de orégano, tangerina e manjericdo em todas as concentracdes testadas. Com
Concentragdo Minima Inibitéria (MIC) de 1,0 uL/mL para todas os 6leos, como pode ser
observado na Tabela 3.

A atividade antifungica do o6leo essencial de Origanum vulgare foi amplamente
estudada, demonstrando resultados promissores contra diversos fungos fitopatogénicos. De
acordo com Romero et al. (2012), o 6leo apresentou inibi¢do completa do crescimento micelial
e da germinacdo de esporos em concentragdes a partir de 500 ppm. Em concentracdes mais
baixas, como 250 ppm, a inibi¢ao foi parcial, variando conforme o fungo, sendo de 64,81% para
Corynespora cassiicola, 73,95% para Fusarium sp. e 33,58% para C. gloeosporioides. Essa
eficicia € atribuida ao alto teor de compostos fenolicos, como carvacrol e timol, que possuem

capacidade de estabilizar radicais livres, contribuindo para sua agdo antifingica (Imran et al.,

2022).

Tabela 3. Concentragdo Inibitoéria Minima (MIC) dos 6leos essenciais de Origanum vulgare,
Citrus reticulata, Ocimum basilicum frente ao Colletotrichum spp.

Espécie MIC (pL/mL)
Origanum vulgare (Orégano) 1,0
Citrus reticulata (Tangerina) 1,0
Ocimum basilicum (Manjericao) 1,0

Autora: 2024

Os oleos essenciais de espécies do género Citrus também tém sido estudados pela sua
atividade antifungica. Metoui et al. (2015) avaliaram o o6leo essencial de C. aurantium
(laranjaazeda) e observaram inibi¢ao do crescimento de fungos como Fusarium spp. e Botrytis
cinerea, com taxas de inibi¢do variando entre 38% e 84% em concentragdes de 0,2 a 0,4 uL/mL.
Embora eficazes, essas concentragdes ndo atingiram 100% de inibi¢cdo. Por outro lado, Chutia

et al. (2019) destacaram que o 6leo de C. reticulata (tangerina), em concentracao de 0,2%, foi
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capaz de inibir completamente o crescimento de fungos como Alternaria alternata, Fusarium
oxysporum ¢ Helminthosporium oryzae, evidenciando uma eficicia elevada mesmo em
concentragdes inferiores a MIC de 1,0 pL/mL.

Para o 6leo essencial de manjericdo, foram realizados estudos sobre o desempenho do
6leo essencial do no controle da antracnose pos-colheita na Banana Prata, utilizando o método
de diluigdo, o estudo in vitro apresentou o resultado de inibigao total do C. gloeosporioides nas
concentracgoes 4,5; 6.0; 7,5 uL/mL (Silva e Rafael. 2022). Esses estudos destacam a importancia
de investigar a composi¢ao quimica e as condi¢des de aplicagdo dos 6leos essenciais, uma vez
que fatores como concentragdo, composicao e método de aplicagdo influenciam diretamente na

eficicia antifingica.

4 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo reforcam o potencial dos 6leos essenciais de Citrus reticulata,
Ocimum basilicum e Origanum vulgare como agentes bioldgicos no manejo de fitopatdgenos.
A eficacia antioxidante do 6leo essencial de tangerina, em particular, associada a elevada
concentracdo de compostos fendlicos, demonstra sua relevancia como alternativa natural aos
antioxidantes sintéticos. O desempenho antiflingico consistente dos trés 6leos essenciais frente
ao Colletotrichum spp., com Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de 1,0 uL/mL, evidencia
sua viabilidade para o controle sustentavel da antracnose em culturas agricolas.

Embora os dados obtidos sejam promissores, ha necessidade de estudos adicionais para
investigar fatores como a estabilidade dos 6leos essenciais em diferentes condigdes ambientais,
métodos de aplicagdo em larga escala e possiveis impactos em outras culturas. Assim, espera-

se que essas pesquisas complementares contribuam para a adog¢ao de praticas agricolas mais
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