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Perfil volatil e potencial fungitoxico do hidrolato e extrato de sementes
e folhas de Schinus terebinthifolius Raddi*

\olatile profile and fungitoxic potential of the hydrolate and seed and leaf extracts of
Schinus terebinthifolius Raddi

Marilia Cavalcante Santos?*, Luiz Fernando Ganassali de Oliveira Junior3, Lucas Fonseca Menezes Oliveira3,
Clarissa Rocha Dias Carvalho® e Paulo Roberto Gagliardi?

RESUMO - Aantracnose é a principal doenca pds-colheita em frutos de goiabeira e visando reduzir o uso de agroguimicos
tem-se investido em métodos alternativos de controle desta doenga. O estudo teve como objetivo avaliar o rendimento
da producgdo e a caracterizagdo quimica de hidrolato e extratos provenientes de folhas e sementes de aroeira (Schinus
terebinthifolius Raddi) em diferentes tempos de destilagdo. O trabalho inclui ainda a avaliacdo, in vitro, do potencial
inibitério do fungo Colletotrichum gloeosporioides. O hidrolato e o extrato foram obtidos pelo método de hidrodestilagdo
realizado em aparato de Clevenger e a determinacdo do perfil fotoquimico foi realizado por meio de cromatografia
gasosa. Os ensaios com o fungo foram realizados a partir da adi¢do dos subprodutos ao meio de cultura BDA em
placas de Petri com 6 concentrages de extrato aquoso (5; 10; 15; 20; 25 e 30%) e 4 de hidrolato (10; 15; 20 e 25%)
acondicionadas em camara a 25 °C. Os resultados mostraram que as folhas de S. terebinthifolius proporcionaram maior
volume de hidrolato quando comparadas as de sementes, porém o rendimento de extrato aquoso foi semelhante para as
duas estruturas vegetais estudadas. O tempo de hidrodestilagdo ndo exerceu influéncia no rendimento dos subprodutos.
As andlises cromatogréficas ndo detectaram compostos presentes no hidrolato de aroeira. No ensaio in vitro de inibicdo
do fungo, o extrato aquoso e hidrolato, em todas as concentracdes testadas, ndo apresentaram potencial fungitdxico para
o C. gloeosporioides, agente causador da antracnose em goiabas.

Palavras-chave: Aroeira-do-sertdo. Antracnose. Controle de doengas.

ABSTRACT - Anthracnose is the major disease seen post-harvest in the fruit of the guava, and with an aim to reducing the use
of agrochemicals, there has been investment in alternative methods of controlling this disease. This study had as its objective
to evaluate the yield and chemical characterisation of the hydrolate and leaf and seed extracts of the mastic tree (Schinus
terebinthifolius Raddi) for different distillation times. The work also includes evaluating the in vitro inhibitory potential to the
fungus Colletotrichum gloeosporioides. The hydrolate and the extract were obtained by hydrodistillation using a Clevenger
apparatus, and the photochemical profile was determined by means of gas chromatography. Trials with the fungus were carried
out by the addition of the by-products to a PDA culture medium in Petri dishes, with 6 concentrations of aqueous extract
(5, 10, 15, 20, 25 and 30%) and 4 of hydrolate (10, 15, 20 and 25%), placed in a chamber at 25°C. The results demonstrated
that the leaves of S. terebinthifolius provide a greater volume of hydrolate when compared to that from the seeds, but the yield
of aqueous extract was similar for the two plant structures under study. The period of hydrodistillation had no influence on the
production of by-products. The chromatographic analyses did not detect compounds in the hydrolate of the mastic tree. For the
in vitro trials of fungus inhibition, at all the concentrations under test neither the aqueous extract nor the hydrolate demonstrated
antifungal potential for C. gloeosporioides, the causal agent of anthracnose in the guava.

Key words: Aroeira-do-sertdo. Anthracnose. Disease control.
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INTRODUCAO

O uso de plantas no tratamento e na cura de
enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana,
tendo o conhecimento popular grande contribuicdo para
divulgacdo das virtudes terapéuticas a partir do uso destas
plantas, porém, o uso no tratamento das doencas de plantas
e controle de pragas é mais recente (LUBIAN et al., 2010).
A identificagdo de novos compostos quimicos a partir de
plantas nativas e/ou medicinais possibilita a obtengdo de
substancias capazes de controlar ou inibir o desenvolvimento
dos fitopatogenos (SILVA et al., 2009).

Nos Gltimos anos o uso de extratos vegetais vem
ganhando importancia entre os cientistas como método
alternativo no controle de doencas de plantas causadas
por fungos. A espécie Schinus terebenthifolius Raddi,
arvore originaria da América do Sul, (DEGASPARI
et al., 2005), vem se destacando neste cenario. Muito
conhecida dos brasileiros, seus efeitos sdo descritos
na medicina popular em regides distintas do Brasil
(RIBAS et al., 2006).

A espécie S. terebenthifolius Raddi que é
popularmente conhecida como aroeira-vermelha, aroeira-
pimenteira e pimenta brasileira (LENZI; ORTH, 2004)
possui importancia comercial por se tratar de uma planta
com propriedades medicinais (AMORIM; SANTOS, 2003;
PIRES et al., 2004). A aroeira vem sendo utilizada no
tratamento de doencas devido a pesquisa e ao isolamento de
substancias ativas presentes na mesma e que possuem agao
adstringente, antidiarréica, depurativa, diurética e febrifuga
(LIMA et al., 2006). Devido a composicdo quimica de
seus Oleos essenciais, é também usada no tratamento de
distdrbios respiratérios (DEGASPARI et al., 2005).

O efeito fungitoxico do extrato de aroeira foi
testado, in vitro, no desenvolvimento de diversos fungos,
incluindo o Colletotrichum gloeosporioides, agente causal
da antracnose em plantas. Diferentes concentracdes
mostraram-se promissoras na reducédo do desenvolvimento
do fungo, evidenciando-se a existéncia de compostos
biologicamente ativos, com efeito, fungitoxico nessa
espécie vegetal (LIMA et al., 2010).

Os fungos do género Colletotrichum séo
fitopatdgenos importantes nas regides tropicais e
subtropicais do mundo (SERRA; SILVA, 2004) e
sobrevivem de um ano para outro no solo, nas plantas e em
lesdes velhas nos frutos e folhas. Como a penetragdo de
Colletotrichum sp. pode ocorrer no fruto verde, o patdgeno
¢ capaz de sobreviver na forma quiescente, sendo os
sintomas manifestados durante o amadurecimento do fruto
(MORAES; MASSOLA JUNIOR; TANAKA, 2008).

O combate a incidéncia da antracnose vem sendo
realizado por métodos quimicos, pelo uso, muitas vezes

exagerado, de fungicidas sem qualquer preocupagdo com
os danos causados ao meio ambiente ou com a satde do
aplicador e consumidor, embora hoje, segundo Camili
et al. (2007) a énfase em protecdo de frutos pds-colheita
contra podriddes ja vem sendo desviada do uso de produtos
quimicos para varias técnicas alternativas de controle.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o
rendimento da producdo e a caracterizagdo quimica de
hidrolato e extrato proveniente de folhas e sementes de
S. terebinthifolius em diferentes tempos de destilagdo. O
trabalho inclui ainda a avaliacdo, in vitro, do potencial
inibitério do hidrolato e do extrato aquoso, obtidos a partir
de sementes sobre o fungo C. gloeosporioides.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Ecofisiologia e Pds-Colheita (ECOPOC) do Departamento
de Engenharia Agrondmica e no Laboratorio de Anélise
de Flavours e Cromatografia (LAF) do Departamento de
Engenharia de Alimentos, ambos da Universidade Federal
de Sergipe (UFS), em Sao Cristovdo-SE.

Obtencao do hidrolato e extrato

Para obtencdo do extrato aquoso e hidrolato da
aroeira, subprodutos da extracdo do 6leo essencial,
utilizou-se 0 método de hidrodestilacdo realizado em
aparato de Clevenger no Laboratério de Ecofisiologia e
Pés-Colheita (ECOPOC) da UFS. Apo6s serem colhidas,
as sementes de aroeira (Voucher n°® 23108, no Herbario
da UFS) foram postas para secar em temperatura
ambiente durante dois dias. Depois de retiradas, as
folhas foram secas em estufa de circulacdo forcada de
ar por quatro dias em temperatura constante de 40 °C. O
material vegetal desidratado foi separado em amostras
de 100 g e triturado com auxilio de um liquidificador
semi-industrial. Posteriormente, os fragmentos de
folhas e sementes foram acondicionados em baldo
volumétrico de fundo redondo com capacidade para
2.000 mL e acrescentou-se 1 L de adgua destilada.

O baldo foi levado & manta aquecedora e acoplado
ao Clevenger. O sistema foi isolado da luz e a manta
aquecedora foi ligada na sua poténcia méaxima até o
inicio do processo de destilagdo. A partir do inicio da
destilacdo, a temperatura da manta foi regulada até o
ponto de ebuli¢do do liquido e procedeu-se a contagem
dos tempos de destilacéo (2,5; 4,0; 5,5 e 7,0 h). Finalizada
a destilacdo, o extrato aquoso e o hidrolato foram coletados
separadamente. Estes materiais foram identificados
(rotulados), quantificados quanto ao rendimento,
armazenados em frascos de ambar e acondicionados em
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freezer a -18 °C. Os calculos do rendimento do hidrolato
e do extrato aquoso foram feitos utilizando as seguintes
férmulas (Equacoes 1 e 2):

% Hidrolato = (volume de hidrolato obtido (mL)/(Peso de
material vegetal destilado (g)) x 100 (D)

% Extratoaquoso=100%- (teordedleoessencial +teorde
hidrolato) )]

Determinagéo do perfil volatil do hidrolato

A determinacdo da composicdo quimica dos
hidrolatos obtidos da destilagcdo de sementes e de folhas
de aroeira foi realizada utilizando-se um equipamento
da marca Varian, modelo CP-3800, acoplado com um
detector de ionizacdo de chama de hidrogénio (FID) e
equipado com uma coluna capilar CP-WAX52CB, com
30 m de comprimento, didmetro de 0,25 mm e espessura
do filme de 0,25 um, sendo o Hélio 4.6 o gas carreador.
As condicdes de operagao do cromatégrafo gasoso foram:
Pressdo interna da coluna de 21,3 psi; Razéo de split de
1:100; Fluxo de gés na coluna de 1 mL min; Temperatura
do injetor de 220 °C; Temperatura do detector de 240 °C;
Programacdo da coluna: Aquecendo até 240 °C numa
velocidade de 3 °C min‘t, permanecendo nessa temperatura
durante 10 min, totalizando 70 min de anélise.

O hidrolato obtido a partir das sementes de
aroeira foi tratado com hexano, sendo uma pequena
quantidade deste (1 mL) recolhida para analise. Com
o auxilio de uma microseringa mediu-se 1 pL desta
solucdo e a amostra foi injetada no aparelho.

A identificacdo das substancias foi efetuada
através da comparacéo dos indices de retencdo de Kovats
obtidos experimentalmente com os valores tabelados
(ADAMS, 2001). Para o célculo do indice de retencédo
de Kovats, uma mistura de padrdes de alcanos lineares
(C, a C,,) foi injetada no aparelho (1uL) nas mesmas
condic®es cromatogréaficas anteriormente citadas.

O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x4
referente aos dois tipos de materiais vegetais e aos quatro
tempos de destilagdo com trés repeticdes, totalizando 8
tratamentos e 24 parcelas, tanto para o hidrolato quanto
para o extrato. Os dados foram submetidos a analise de
variancia utilizando-se o programa estatistico SISVAR ¢
as médias comparadas pelo teste de Tukey.

Obtencao do Fitopatdgeno

O fungo Colletotrichum gloeosporioides
foi obtido a partir de frutos de goiaba ‘Paluma’ que
apresentavam sintomas caracteristicos de antracnose, e
mantido em meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar)

acondicionadas em BOD a temperatura de 26 + 2 °C.
Apds 7 dias procedeu-se a repicagem com a retirada de
discos de agar contendo estruturas do fungo 3 mm de
diametro, transferidos individualmente para placas de
Petri contendo 0 mesmo meio.

Potencial Fungitéxico do Hidrolato e do Extrato
Aquoso de Sementes

Foram utilizadas 6 concentracdes de extrato
aquoso (5; 10; 15; 20; 25 e 30%) e 4 de hidrolato
(10; 15; 20 e 25%) adicionados ao meio BDA.
Como controles negativos e positivos utilizaram-se
0 meio de cultura BDA puro e fungicida Viper 700®
(Tiofanato Metilico) na concentragdo recomendada
pelo fabricante (70 g do produto em 100 L de agua),
respectivamente. Cada placa contendo os subprodutos
e os controles citados, recebeu 1 disco de 3 mm de
didmetro contendo estruturas miceliais do fungo C.
gloeosporioides. As placas foram acondicionadas em
BOD a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apds 7
dias (quando a testemunha teve a placa tomada pelo
fungo), foram realizadas duas medicdes perpendiculares
do didmetro (cm) das coldnias com auxilio de um
paquimetro tomando-se como valor de crescimento a
média das duas medidas.

O delineamento experimental utilizado foi
0 inteiramente casualizado com 12 tratamentos e 5
repeticbes por tratamento. Os dados foram analisados
estatisticamente pela analise da varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencao do hidrolato e extrato aquoso

Apds a hidrodestilagdo das partes vegetais
colhidas pdde-se observar que os tempos de destilacdo
ndo exerceram influéncia sobre o rendimento do
hidrolato e do extrato aquoso tanto das folhas quanto
das sementes (Tabelas 1 e 2).

As folhas de aroeira apresentaram rendimentos
de hidrolato variando entre 10,0 e 10,70%, sendo
superiores aos encontrados quando extraidos das
sementes (7,16 a 7,66%) em todos os tempos estudados,
enquanto que a quantidade de extrato aquoso obtida a partir
das folhas, foi semelhante, em torno de 90%, na proporgao
média de 100 gramas do material para 1 litro de agua.

Avariacao de tempo de extragdo é um dos elementos
que pode afetar o rendimento e qualidade do extrato e
hidrolato. Contudo, conforme verificado neste experimento,
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Tabela 1 - Rendimento de hidrolato obtido a partir de folhas e sementes de em diferentes tempos de hidrodestilacdo

Tempo de Destilacéo (h)

Parte vegetal

2,5 55 7,0
Folha 10,0% aA 10,70% aA 10,00% aA 10,66% aA
Semente 7,66% bA 7,26% bA 7,93% bA 7,16% bA

As médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna néo diferem entre si, pelo teste de Tukey

Tabela 2 - Rendimento de extrato aquoso obtido a partir de folhas e sementes de em diferentes tempos de hidrodestilagdo

Tempo de Destilagéo (h)

Parte vegetal

2,5 55 7,0
Folha 89,90% aA 89,24% aA 89,90% aA 89,30% aA
Semente 89,64% aA 90,14% aA 89,74% aA 90,04% aA

As médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey

na extracdo do produto realizada logo nas primeiras
horas, ndo foi inferior a mais longa. O conhecimento da
influéncia do tempo no rendimento contribui por tornar o
processo menos oneroso, mais rapido e menos destrutivo
com relacdo aos compostos mais leves.

Algumas substancias importantes acabam
se volatilizando ou alterando a composicdo em
virtude de tempos de extracdo muito longos como
verificado por Borsato et al. (2008), que encontraram
sesquiterpenos como componentes  majoritarios
durante a hidrodestilagdo de camomila enquanto
que durante o arraste a vapor o cariofileno foi o
componente majoritario desta planta. Este fato indica
que a sintese do cariofileno pode ter sido estimulada
pelo maior periodo de exposi¢do da camomila ao calor
na destilacdo.

Prins, Lemos e Freitas (2006) trabalhando com
alecrim obtiveram como compostos majoritarios a-
pineno, B-mirceno, canfora e eucaliptol apds serem
empregados diferentes tempos de extracdo (30; 60; 90 e
120 minutos), sendo que os maiores periodos (90 e 120
minutos) estimularam a concentracdo de a-pineno e B-
mirceno, uma vez que a canfora e o eucaliptol por serem
mais sollveis em agua sdo extraidos nos momentos
iniciais apresentando tendéncia a volatilizacdo a
medida que o tempo de destilagdo aumenta.

O maior rendimento do hidrolato quando extraido
de folhas é o inverso do encontrado em dleo essencial,
ou seja, em folhas o rendimento de hidrolato é maior que
em sementes, pois as sementes rendem maior quantidade
do 6leo essencial, o que leva a concluir que a mesma
parte vegetativa ndo apresenta potencial para producao

tanto do hidrolato quanto do 6leo essencial. Sendo este
resultado também observado por Silva et al. (2005)
ao extrairem Oleo essencial da semente de aroeira em
diferentes tempos e métodos.

Perfil volatil do hidrolato

As andlises cromatogréficas realizadas nao
identificaram compostos quimicos na fracdo organica do
hidrolato de aroeira, possivelmente por se encontrarem em
quantidades minimas ou terem se volatilizado, uma vez
que em Gleos essenciais da mesma espécie estudada Santos
et al. (2010) encontraram como componentes quimicos do
6leo essencial a-pineno, sabineno e biciclogermacreno.

Borsato et al. (2008) extraindo O6leo essencial
de camomila através do arraste a vapor d’agua e por
hidrodestilacdo, detectaram quantidades significativas de
sesquiterpenos no hidrolato obtido a partir da destilacdo
por arraste a vapor d’dgua, enquanto que, ndo foram
detectados compostos similares ao do dleo essencial no
hidrolato obtido através da hidrodestilagdo. Fato também
observado neste trabalho, onde o hidrolato obtido a partir da
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger ndo apresentou
mono e sesquiterpenos oxigenados em sua composigao.

Avaliacdo do potencial fungitoxico do hidrolato e
extrato aquoso

Nos testes in vitro para o controle do fungo
Colletotrichum gloeosporioides com subprodutos da
destilacdo de sementes de aroeira, apenas o tratamento
fungicida diferiu dos demais (Tabela 3).

Nenhuma das concentragdes de extrato
aquoso, ou de hidrolato de aroeira incorporados
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Tabela 3 - Didmetro médio das coldnias de C. gloeosporioides
em meio de cultura BDA, acrescido de extrato aquoso e hidrolato
de sementes de aroeira, fungicida e controle

Tratamentos Tamanho da colénia (cm)
Controle 8,44 a
Fungicida (2uL) 1,20b
Extrato aquoso 5% 8,74 a
Extrato aquoso 10% 8,86 a
Extrato aquoso 15% 8,46 a
Extrato aquoso 20% 8,73a
Extrato aquoso 25% 9,00 a
Extrato aquoso 30% 8,34 a
Hidrolato 10% 8,80a
Hidrolato 15% 8,28 a
Hidrolato 20% 8,64 a
Hidrolato 25% 8,50 a

Médias seguidas pela mesma letra  na coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5%

ao meio de cultura BDA apresentou eficiéncia na
reducdo do crescimento micelial in vitro do fungo C.
gloeosporioides. O fungo desenvolveu-se em todos 0s
tratamentos, exceto no fungicida Viper 700® onde nao
houve desenvolvimento do fungo.

A ineficiéncia apresentada pelo hidrolato e extrato
aquoso da aroeira quanto a atividade fungicida pode
ser devido a inexisténcia de substancias bioativas ou a
presenca destas em baixas concentragdes. O fungicida
Viper 700®, pertencente ao grupo quimico Benzimidazol,
foi o Unico tratamento a inibir o desenvolvimento do
fungo, mostrando que este apresentou sensibilidade ao
produto quimico. Resultado semelhante foi obtido por
Haddad, Mafia e Mizubuti (2003) ao avaliarem o efeito de
fungicidas no controle do fungo C. gloeosporioides tanto
em condigdes laboratoriais quanto em casa de vegetacao,
onde fungicida inibiu o crescimento micelial, aesporulagao
e a severidade do fungo em cebolas.

Outras espécies vegetais também ndo foram
eficientes no controle de fungos conforme observado por
Damas (2009), que ao utilizar extratos aquosos obtidos a
partir de folhas e frutos de Melia azedarach incorporados
ao meio de cultura BDA observou que ndo interferiram
de forma significativa no crescimento micelial de C.
gloeosporioides. Silva et al. (2009) também verificaram
a ineficiéncia do extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus
officinalis L.), erva baleeira (Cordia verbeacea DC.), joa
(Solanum sisymbriifolium Lam.), quebra-pedra (Phyllanthus
corcovadensis Mull.Arg.), erva botdo (Eclipta alba Hassk.)

e acafrdo da india (Curcuma longa L.), sobre o crescimento
micelial de C. gloeosporioides. Segundo Silva (2006),
o efeito superior do Oleo essencial quando comparado
aos extratos provavelmente acontece em decorréncia das
elevadas concentragBes dos compostos ativos nos 6leos.

ter ocorrido pela mudanca na composicdo quimica dos
extratos depois de prolongado periodo de aquecimento,
como observado por Rozwalka et al. (2008), em trabalho
sobre a utilizacdo de extratos aquosos, no controle
in vitro de C. gloeosporioides, quando utilizaram
material aquecido por 6 horas e que apresentava
composicdo diferente do material aquecido por menos
tempo. Carvalho et al. (2010) também verificaram
que algumas substancias utilizadas na conservacao
dos frutos também podem apresentar efeito inverso,
estimulando o desenvolvimento do fungo, assim como
verificado por Frias e Kozusny-Andreani (2010) que em
seus estudos, observaram que os extratos de arruda, cravo
de defunto e citronela induziram o desenvolvimento do
fungo Microsporum canis da mesma forma que Venturoso
et al. (2011) avaliando o extrato de nim no controle de
Fusarium solani, observaram que o extrato ndo interferiu
no desenvolvimento do fungo sendo este estimulado pela
possivel presenca de azadiractina, principal composto
guimico contido nas sementes.

CONCLUSOES

1.As folhas de Schinus terebinthifolius Raddi
proporcionaram maior volume de hidrolato quando
comparadas as de sementes;

2.0 rendimento de extrato aquoso foi semelhante para as
duas estruturas vegetais estudadas;

3.0 tempo de hidrodestilacdo ndo exerceu influéncia
no rendimento dos subprodutos. As analises
cromatogréficas ndo detectaram compostos presentes
no hidrolato de aroeira;

4.0 extrato aquoso e hidrolato de sementes de aroeira
(Schinus terebinthifolius) ndo apresentaram potencial
fungitdxico para a inibicdo do desenvolvimento in
vitro de Colletotrichum gloeosporioides, agente
causador da antracnose em goiabas em nenhuma das
concentragdes testadas.
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