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Introducio

Os oleos essenciais, produtos vegetais extraidos de diversas partes das plantas por
processos especificos, sio comumente separaveis por arraste de vapor d’agua. Constituem um
dos mais importantes grupos de matérias primas para varias industrias, especialmente as de
perfumaria, alimentos e farmacéutica. Estes 6leos, normalmente, sdo usados “in natura”, pois
as suas propriedades organolépticas estdo associadas a um conjunto de componentes, que
formam o “bouquet” de cada 6leo em particular. Na maioria das vezes, apresentam aroma
agradavel, sendo metabolitos secundarios de composicao quimica complexa e quase sempre
apresentam atividade biologica (Bakkali er al. 2008; Silva ef al. 2021).

Lippia alba (Mill.) NEBr. ex Britton & P. Wilson, popularmente conhecida como
erva-cidreira e/ou falsa melissa, ¢ uma planta aromatica pertencente a familia Verbenaceae e
amplamente distribuida em diversas regides tropicais e subtropicais das Américas (Barbosa et
al, 2023). O género Lippia alba foi caracterizado quimicamente em quimiotipos, que
corresponde a plantas com o mesmo fendtipo, mas com variagdes na composi¢do quimica
devido a variabilidade genética e sdo determinados de acordo com as concentracdes
majoritarias de substancias especificadas (Simoes et al., 2003., Barbosa et al., 2023). Desta
maneira, o uso de 6leos essenciais para o desenvolvimento de fitoprodutos favorece a quimica
verde, segmento da quimica que busca processos alternativos que gerem menos poluicao e
menos residuos, e apresentem alta eficiéncia energética, além de valorizar o uso de
matérias-primas renovaveis e gerar produtos biodegradaveis e seguros para a sociedade e o
meio ambiente (Junior et al, 2024).

O género Fusarium abrange varias espécies fungicas capazes de causar doengas em
plantas, como podriddes de raizes, caules e frutos, além de murchas vasculares. Este género
possui ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em todas as regides do mundo (Poletto et al.,
2006). Algumas espécies sdo particularmente comuns no solo, onde podem persistir sob a
forma de clamiddsporos ou hifas, enquanto outras produzem conidios disseminados pelo ar,
colonizando frequentemente ramos, folhas, inflorescéncias e frutos (Edel, 1997; Ventura,
1999).

Nesse sentido, a proposicao de novos produtos naturais que promovam o controle de
importantes doengas em frutos podera auxiliar em programas de Manejo Integrado de Pragas
(MIP), contribuindo para a reducdo do uso de defensivos agricolas, a mitigar os impactos
ambientais associados a esses produtos e a prolongar a conservacao dos frutos. Diante do
exposto, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade antifiingica do o6leo
essencial de Lippia alba sobre o fungo Fusarium sp.
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Material e Métodos

Material vegetal e extraciao do éleo essencial

O processo metodologico teve inicio com a colheita do material vegetal.
Posteriormente, com as partes aéreas da planta seca, passou-se por uma leve trituracdo em um
liquidificador, sem a presenca de agua. Assim, foi realizado o processo de destilagdo por
arraste a vapor d’agua. A extracdo foi feita utilizando um baldo de fundo redondo de 5000
mL, com 200g de material vegetal seco, para 3 litros de agua destilada. O 6leo essencial foi
acondicionado em um frasco de vidro ambar.

Analise dos constituintes quimicos do 6leo essencial

Os constituintes do 6leo essencial foram identificados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) . Os dados oriundos deste processo baseiam-se
na avaliacdo do tempo de retencdo das substdncias e percentagem da area de cada pico
cromatografico. Desse modo, por meio da comparagdo dos espectros de massa obtidos com as
bases armazenadas no banco de dados da biblioteca Wiley/NBS, tal como as informagdes
disponiveis na literatura cientifica, foi possivel determinar os compostos do 6leo essencial em
estudo.

A técnica de cromatografia gasosa foi realizada em equipamento
Hewlett-Packard/Agilent, Modelo 5890 (Series II), com detector de ionizagdo de chamas. A
técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa foi realizada em
equipamento de Modelo Finnigan GCQ Mat, tipo quadruplo-ion trap.

O 6leo passou por uma andlise dos constituintes quimicos por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas no Laboratério de Sintese Organica e Aplicagdes
Biotecnoldgicas — LASOAB - DQF/UFPE.

Isolado flingico

O isolamento e a caracterizagdo morfologica do isolado fungico foram realizados no
Laboratério de Microbiologia do CPTECS do IFPE - campus Recife.

O isolado fungico Fusarium sp. obtido do abacaxi, foi utilizado como microrganismo
teste . Tal isolado foi mantido em meio Batata-dextrose-agar (BDA), a uma temperatura de
27°C, sendo utilizado para os ensaios repiques de 24 horas em BDA incubados a 27°C em
uma estufa microprocessada de cultura (Quimis, Q316M4). No estudo da atividade
antimicrobiana, utilizou-se discos de micélio de Fusarium com diametro de aproximadamente
9 mm.

Bioensaios

Foram preparados tubos de ensaio esterilizados e, em cada um deles foram
adicionados, separadamente, 25, 50, 75 ¢ 100 pL do 6leo, completando-se dgua destilada
esterilizada até atingir o volume de 3,1 mL, sendo agitado por um minuto, usando-se o
aparelho Vortex (Arsec, T5200).

Os ensaios de avaliagdo da atividade antifungica do dleo essencial foram realizados
pelo método de difusdo em meio solido em placas de Petri. Sob tal 6tica, foram preparados
550 ml de meio BDA + antibidtico (cloranfenicol) e distribuidos 110 ml para cada um dos
cinco frascos de vidro borossilicato de 250ml. A cada frasco com meio foi adicionado as
solucdes do dleo preparadas, obtendo as concentragdes finais do 6leo 0,23 pL/ml, 0,46 uL/ml,
0,69 uL/ml e 100 pL/ml (quadro 1). Em seguida, verteu-se aproximadamente 15mL do meio
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BDA com as concentragdes em placas de Petri, com cinco repeti¢cdes para cada tratamento. O
grupo controle nao teve acréscimo de 6leo ao meio BDA.

Quadro 1 - Propor¢des dos componentes das emulsdes de 6leo essencial em diferentes
concentracoes, IFPE, 2024.

Concentracio da Volume do dleo Volume de agua Volume final da
emulsio (uL/mL) essencial (uL.) purificada estéril (uL) emulsido (mL)
0 (Testemunha) 0 3100 3.1
0,23 25 3075 3,1
0,46 50 3050 3.1
0,69 75 3025 3,1
0,92 100 3000 3.1

Ap0s solidificagdo do agar, as placas de Petri assim preparadas foram inoculadas com
discos de micélio de 9 mm de didmetro, para o fungo Fusarium sp., em cada concentragao
desejada do oleo essencial testado. O sistema foi incubado por 6 dias a 27°C em estufa
microprocessada de cultura. Desta forma, durante este periodo de tempo, foram realizadas
leituras diarias dos diametros (cm) das coldnias, nos sentidos horizontais e verticais de cada
placa, para tomar a média das leituras como resultado.

O Percentual de Inibicdo do Crescimento Micelial (PIC) foi determinado utilizando-se
os dados do didmetro micelial do ultimo dia de avaliagao (Eq. (1)), onde CTes ¢ a média
didmetro das colonias testemunhas, e CTrat o didmetro médio das colonias nas placas com
tratamento:

Equacdo 1: PIC = [(CD-TD)/CD] x 100) (Eq. 1)

Resultados e Discussao

A extracdo do 6leo essencial da erva cidreira apresentou um rendimento de 1,1%, a
partir de 200g do material vegetal, resultando em 2,2 mL de 6leo essencial. As Figuras 1, 2, 3
e 4 apresentam os cromatogramas do oOleo essencial de erva cidreira e dos principais
constituintes do 6leo. Diversos estudos abordam as diferengas nos componentes majoritarios
do ¢6leo essencial de Lippia alba e relatam a ocorréncia de quimiotipos diferentes para essa
espécie. Os referidos quimiotipos foram designados de acordo com seus respectivos
constituintes majoritarios: mircenocitral (quimiotipo I), limoneno-citral (quimiotipo II) e
limoneno-carvona (quimiotipo III). A analise de CG-MS mostra que a erva cidreira em estudo
representa o quimiotipo II (limoneno-citral), sendo estes os seus componentes majoritarios
(Jannuzzi et al., 2010).

Figura 1: Cromatograma obtido do 6leo essencial da Erva-cidreira. UFPE, 2024.
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Figura 2: Espectro de Massas do composto Neral (RT: 10.9409 min). UFPE, 2024.
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Figura 3: Espectro de Massas do composto Citral (RT: 11.7233 min). UFPE, 2024.
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Figura 4: Espectro de Massas do composto D-Limoneno (RT: 5.6390 min). UFPE, 2024.

Component FT: 56390

xind EE.1 a1
15 | 791 107.1 1361

| I | T T | | | | I | | I
b 1] 40 50 &0 b ] 20 W 0 120 130 140 150 D 10 180 150 200 210 220

Mass-io-Charge (miz)

Counts

Foi observado que o fitopatdgeno Fusarium sp (figura 7), também foi inibido nas
concentragdes de 75 e 100 pL de oleo testado. Entretanto, para as concentragdes de 25 e 50
pL, o o6leo quando associado ao fungo apresentou um efeito sinérgico no crescimento
micelial, resultando em um aumento significativo na taxa de crescimento do micélio, além do
que seria esperado no branco (fungos sem 6leo). A efetividade de oleos essenciais de Lippia
alba sobre fungos fitopatogénicos tem sido demonstrada na literatura (PEIXOTO et al. 2018,
SILVA et al, 2021), sendo uma tendéncia mundial o uso dessas substancias no controle de
doencas pos-colheita em frutos.

Pesquisas cientificas t€ém destacado o potencial das espécies do género Lippia como
fonte de compostos bioativos com atividade antimicrobiana. Por exemplo, em um estudo
realizado por Lima et al. (2019), extratos de Lippia foram avaliados quanto a atividade
antifingica contra Candida spp., demonstrando eficécia significativa contra diferentes cepas,
incluindo Candida albicans. Esses resultados corroboram com as descobertas de Nascimento
et al. (2017), que investigaram o Oleo essencial de Lippia gracilis e observaram forte
atividade antifiingica contra cepas de Candida, ressaltando o potencial terapéutico desses
compostos.

Figura 5. Efeito Inibitorio do 6leo essencial (L. alba) sobre o fungo Fusarium sp.
IFPE,2024%.
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Logo em sequéncia (figura 6), expde-se o processo da atividade antifingica, na qual
apresenta-se, em ordem crescente de cima para baixo, o branco e as concentragdes do 6leo
essencial 25,50,75 e 100uL/mL.

Figura 6. Crescimento micelial de Fusarium sp. IFPE,2024.

As linhas verticais na parte superior das barras correspondem aos respectivos erros-padrao da
média de didmetro para cada tratamento.

Conclusoes

Depreende-se que o oleo essencial testado demonstrou uma capacidade inibitdria eficaz
para as maiores concentragdes de 6leo essencial sobre o crescimento micelial do fungo
Fusarium sp., porém, ndo tdo efetiva nas concentragdes iniciais para o controle inibitorio.

Deste modo, esses resultados apontam para o potencial do O6leo essencial de
erva-cidreira como uma alternativa natural aos fungicidas tradicionais, especialmente em
tratamentos no qual o controle de Fusarium ¢é necessario. Contudo, mais estudos sdo
necessarios, principalmente, em campo paravalidar e expandir os resultados obtidos,
promovendo uma compreensao mais abrangente do potencial do 6leo essencial de Lippia alba
na agricultura.
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