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Zanthoxylum rhoifolium é uma espécie frutifera encontrada em areas de Cerrado brasileiro, apresentando
frutos aromdticos com inimeras ag¢8es bioldgicas registradas. O trabalho teve por objetivo avaliar a quimica e
as atividades antioxidante e antifingica em isolados de Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum
gloeosporioides e Aspergillus flavus a partir do 6leo essencial dos frutos verdes e maduros. Os frutos foram
coletados em area de cerraddo localizado no estado de Goids, Brasil. O dleo essencial foi extraido por
hidrodestilagdo. Os ensaios quimicos foram realizados por andlise proximal (organoléptica) (aparéncia, cor,
aroma e tato), rendimento, solubilidade em solugdo hidroetandlica 70%, indice de refragdo, rotagdo dptica e
densidade relativa. Para o ensaio antioxidante, foi utilizado modelo (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), e para
antifingico em diferentes concentragdes de dleo essencial pelo método de difusdo em agar. Foram obtidos
importantes resultados de rendimento 0,82 e 1,46, solubilidade positiva, densidade relativa de 0,933 e 0,935
g mL-1 20 °C, indice de refragdo de 1,3998 e 1,4015 e rotagdo optica aD +35,6 e +36,7, e para atividade
antioxidante redugdo entre 100 a 19% e de 100 a 20% para o 6leo essencial dos frutos verdes e maduros,
respectivamente. E para atividade antifingica, inibiges de 80 e 55% para S. sclerotiorum, 46 e 91% para C.
gloeosporioides e de 21 e 44% para A. flavus, respectivamente para o dleo essencial dos frutos verdes e
maduros. Os dleos essenciais dos frutos de Z. rhoifolium apresentaram caracteristicas importantes como nova
fonte de dleo essencial, como agente antioxidante e antifingica.

Zanthoxylum rhoifolium is a fruit species found in areas from the Brazilian Cerrado, presenting aromatic fruits
with numerous registered biological actions. The work to evaluate the chemistry and antioxidant and
antifungal activities in isolates of Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides and Aspergillus
flavus from the essential oils of green and ripe fruits. The fruits were collected in a “cerraddo” area in the state
of “Goids”, Brazil. The essential oil was extracted by hydrodistillation. The chemical tests were performed by
proximal (organoleptic) analysis (appearance, color, aroma and touch), yield, solubility in 70% hidroethanolic
solution, refractive index, optical rotation and relative density. To the test antioxidant, it was used model (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) and antifungal test, in different concentrations of the essential oils by the agar
diffusion method. Important results were obtained, yield in 0.82 and 1.46%, positive solubility, relative density
0f0.933 and 0.935 g mL-1 in 20 °C, refractive index from 1.3998 and 1.4015 and rotation optical aD +35.6 and
+36.7, and for antioxidant activity reduction between 100 to 19%, and 100 to 20% from the essential oils of
green and ripe fruits, respectively. And for antifungal activity, inhibitions of 80 and 55% for S. sclerotiorum, 46
and 91% for C. gloeosporioides and, 21 and 44% from A. flavus, respectively, of the essential oils from green
and ripe fruits. The essential oils from the fruits of Z. rhoifolium showed important characteristics as a new
source of essential oils, as na antioxidant and antifungal agents.

INTRODUCAO

mundo, e é o segundo maior em area territorial e de espécies
da flora e fauna no Brasil (LIMA et al., 2015). O Cerrado

O dominio Cerrado é uma das maiores florestas do  apresenta inUmeras dreas com alto endemismo de espécies
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vegetais (ROCHA; DO VALE, 2017), onde sdo identificadas
cerca de 12.000 espécies (BORDINO et al., 2018). Dentre esta
grande variabilidade bioldgica vegetal, encontra-se a espécie
Zanthoxylum rhoifolium nativa, e conhecida popularmente
por (mamica-de-cadela, carne-de-anta ou tinguaciba).

Zanthoxylum rhoifolium esta entre as espécies de maior
distribuicdo geografica, ocorrendo desde o México até o
Uruguai. No Brasil ocorre em praticamente todos os estados
brasileiros desde o Norte ao Sul. Esta espécie pertence a
familia (Rutaceae), onde é facilmente encontrada no dominio
Cerrado brasileiro habitando as fitofisionomias Cerrado sensu
stricto, Cerrado denso e parque de Cerrado. Z. rhoifolium
apresenta arvores com 3 a 15 m de altura, tronco e ramos
aculeados; as folhas sdo imparipinadas, com tricomas
estrelados a glabrescentes, odoriferas; as inflorescéncias sdao
do tipo terminal ou nas axilas de folhas superiores; as flores
sdo esverdeadas; os frutos maduros apresentam coloragdo
preta apresentando numerosas glandulas salientes no
pericarpo com aroma acentuado; as sementes possuem hilo
linear (REFLORA, 2019; COSTA et al., 2017).

A espécie Z. rhoifolium apresenta compostos de 6leos
essenciais (OEs) produzidos a partir do metabolismo
secundario do vegetal, estes OEs apresentam atividades
biolégicas importantes como carrapaticida (COELHO et al.,
2019), antinociceptiva (PEREIRA et al., 2010), bactericida
(BOEHME et al., 2008), antifungica e inseticida (PRIETO et al.,
2011), repente contra insetos (CHRISTOFOLI et al., 2015),
antitumoral e anti-inflamatadrio (SILVA et al., 2007; LIMA et al.,
2007). O OE dos frutos de Z. rhoifolium foi identificado por CG-
EM onde apresentou os seguintes compostos majoritarios
sabineno 55,94% e germacreno D com 17,12% sendo os
compostos majoritarios (COSTA et al., 2017).

Os OEs possuem importante func¢do, de sequestro de
radicais livres que causam sérios danos aos animais e
humanos como vdérios tipos de canceres. Um agente
antioxidante é um composto que protege o sistema bioldgico
contra os efeitos nocivos ocasionados pelos processos
reativos como, por exemplo, o oxigénio singleto, que podem
causar oxidagdo excessiva (MEZZA et al., 2018; SILVA et al.,
2018; KRINSKY, 1994).

Os radicais livres apresentam papéis importantes no
organismo, como na producdo de energia, na fagocitose,
sinalizagdo intercelular e sintese de substdncias bioldgicas.
Entretanto, seu excesso pode ocasionar efeitos negativos
principalmente em nivel de DNA, na producdo de proteinas,
organelas como as mitocondrias envolvidas na produgdo
energética (ALVES et al., 2010). Inimeros trabalhos avaliaram
OEs
apresentaram

extraidos de inUmeras espécies vegetais, onde

importantes resultados de atividade

antioxidante. As industrias de alimentos e farmacéuticas

utilizam agentes antioxidantes em seus processos
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alimenticios e na formulagdo de cremes, géis e hidratantes
com 6leos essenciais (ANDRADE et al., 2012; SILVESTRI et al.,
2010).

Outra importante fungdo observada em inumeros OEs é a
capacidade de inibir o crescimento de fungos, apresentando
sensibilidade as formas de reprodugdo como as hifas e
esclerédios formas vegetativas. Inimeros fungos apresentam
patogenicidade para plantas de pequenas e grandes culturas,
ocasionando perdas de produgdo agricola e
proporcionando altos gastos com o uso de fungicidas

sérias

agricolas. O mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)) de
Bary manifesta com maior intensidade nos periodos chuvosos
nas culturas de soja, milho, algod&o e grdos-de-bico (HAMID
et al., 2018; SEIFBARGHI et al.; 2017, GRAU; HARTMAN,
2015).

Os ascoporos, produzidos nos apotécios, decorrentes da
germinacgdo carpogénica dos esclerddios, que é a principal
forma de infecgdo em plantas. Os esclerédios podem ficar
vidveis no solo por até 11 anos (SILVA et al., 2018). A
antracnose é o nome dado a doenca causada por diversos
fungos do género Colletotrichum. E uma fitopatologia bem
conhecida entre os fruticultores de banana, morango,
mamdo, abacate, noni e pimenta-de-cheiro, que causa
podriddo dos frutos em desenvolvimento e durante o
armazenamento, sendo o Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) um dos importantes fungos fitopatogénicos desse
género (RIERA et al., 2019; DA SILVA et al. 2019; DA SILVA et
al., 2018; YENJIT et al., 2010). Ja o fitopatégeno Aspergillus
flavus, produz toxinas micotoxinas e aflotoxinas que podem
levar animais e humanos ao o&bito. Estas toxinas estdo
envolvidas no desenvolvimento de varios tipos de canceres e
no aumento de células CD4 em pacientes imunodeprimidos e
portadores do virus da imunodeficiéncia adquirida, em inglés
HIV (SAMSON et al.,, 2014). O A. flavus se desenvolve
facilmente em graos armazenados em armazéns como soja,
milho, amendoim, algod&o e nozes (DESHMUKH et al., 2020;
MARTINAZZO et al., 2019; AMAIKE; KELLER, 2011).

Os antifungicos agricolas sdo produzidos com base na
formulagdo sintética que agride o solo, agua e as formas de
vidas, principalmente insetos e o ser humano. Varios estudos
demonstram a acdo antifungica e fungistitica promovida
pelos OEs, com isso, a necessidade de se desenvolverem
agentes fungicos naturais que ndo agridam o ambiente
(MARTINAZZO et al., 2019; SILVA et al., 2018; BAGHERABADI
et al., 2018).

O trabalho objetivou avaliar a atividade antifungica frente
a isolados de Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum
gloeosporioides e Aspergillus flavus e determinar a atividade
antioxidante dos 6leos essenciais extraidos dos frutos verdes
e maduros de Zanthoxylum rhoifolium.
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METODOLOGIA

Os frutos verdes e maduros de Z rhoifolium foram
coletados no periodo diurno entre as 6-8 h. em uma drea de
Cerrado fitofisionomia cerraddo localizada no municipio de
Acreuna — Goias, Brasil, com as seguintes coordenadas
geograficas: 17°22'58.7"’S 50°23’32.5”W. A espécie foi
identificada pela Dr2 em Biotecnologia Marcela Christofoli, e
uma exsicata foi herborizada e depositada no Herbario do IF
Goiano, Campus Rio Verde, com o seguinte registro: HRV
1075. Os frutos foram separados manualmente em bandejas,
e em seguida, foram pesadas aliquotas de 100 g em balanga
analitica digital (Marte, Mod. W220).

Cada aliquota foi processada em processador doméstico
(Philco, Mod. HP900) com 500 mL de agua destila, a solugdo
foi transferida para sistema tipo Clevenger (TEFIC, Mod. TF-
500) onde ficou em refluxo por 3 h. Em seguida, o hidrolato
foi coletado e transferido para um funil de separacdo de 500
mL (Laborglas), onde a solugdo foi lavada trés vezes com 30
mL de diclorometano (Alphatec, P.A — ACS, pureza 99,7%). A
fase organica foi coletada e seca com sulfato de sédio anidro
(Fmaia, P.A — ACS, pureza 98,9%) e filtrada em papel de filtro
qualitativo faixa azul (Unifil, C42) logo apds. O sobrenadante
foi armazenado em béquer de 150 mL (Laborglas) envolto
com papel aluminio onde ficou em local seco, ao abrigo de luz
e em temperatura ambiente de 25 °C até completa
evaporacdo do solvente residual. O OE foi entdo pesado em
balanca analitica digital (Marte, Mod. W220) e o rendimento
determinado em porcentagem conforme a equacdo 1.

Rend% = (Massa de 6leo/Massa in natura)*100

A solubilidade, densidade relativa, indice de refracdo e
rotagdo dptica foi realizado conforme descrito por Alarcén et
al. (2019). Para solubilidade, foi preparada solucdo
hidroetandlica 70% (v/v). Em Ependorff de 1,5 mL (Gene), foi
acrescida 100uL da solugdo hidroetandlica 70%, e 2 uL de OE,
a solucdo foi agitada em Vortex (Fanem, Mod. 251) por 5
minutos. A densidade relativa foi realizada em picn6metro
(Prolab) de 1 mL. Aliquota de 1 mL de OE foi transferida para
picnGmetro limpo e seco previamente pesado, em seguida, o
picndbmetro com amostra teve sua massa aferida, e a
densidade relativa a 20 °C expressa em g mL-1, conforme
equacao 2.

g mL1 20°C= [(Pic + amostra) — (Pic vazio)](g)/Volume OE (mL)
O indice de refracdo foi realizado, utilizando duas gotas de

OE em refratrdmetro digital (Hanna Instruments, Mod.
HI196800) com indice de refragcdo (1,2220 a 1,5080), resolucdo

de 0,0001 a 20 °C. A rotacdo Optica foi realizada em
polarimetro com cdmara de 10 mL na temperatura de 20 °C, e
em 589,3 nm
(Novainstruments, Mod. WXG-4), com faixa de medida de -

linha oD com lampada de sédio
180° a +180° na escala Vernier. Uma solu¢do etandlica de OE
10% foi preparada a partir do etanol (LChemicals, P.A — ACS,
pureza 98,8%).

A atividade antioxidante foi determinada conforme Mezza
et al. (2018) adaptado. Utilizou-se o radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil, (DPPH) (Sigma-Aldrich, P.A —ACS, pureza 99%). O
ensaio antioxidante foi realizado pelo método de
microdiluicdo em microplacas de 96 pogos (Global Plast),
utilizando leitora de microplacas (Hexis Cientifica, Mod.
Versamax). Para cada pogo foram adicionados 100 pL mL-1 de
uma solucdo hexanica de DPPH na concentragao 0,06 mMol,
100 uL mL?! de OE diluido em hexano nas seguintes
concentracdes de 50; 40; 30; 20; 10; 5; 2,5 e 1,25 uL mL. A
microplaca foi mantida em local escuro e em local resfriado 4
°C. As leituras foram realizadas no comprimento de ondas em
517 nm, apds 1,5 h. de reagdo. Uma curva padrdo foi realizada
com a solugdo de DPPH na concentragdo 0,06 mMol. Como
controle negativo utilizou-se a solugdo mae de DPPH 0,06
mMol, e como branco o hexano (Alphatec, P.A —ACS, pureza
99,8%). Os resultados foram expressos em percentagem de
redugdo de DPPH (%).

Os isolados fungos mantidos em meio batata, dextrose,
agar (Kasvi - BDA) foram obtidos pelos laboratérios de
Produtos Naturais e de Quimica Tecnoldgica. As cepas
avaliadas foram Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum
gloeosporioides e Aspergillus flavus coletados em campos de
produgdo de soja, e na fruticultura de mamao e maracuji, em
Rio Verde, Morrinhos e Itumbiara, Goias, Brasil. A atividade
antifungica foi determinada através da diluicdo seriada dos
OEs em dimetilsulfoxido (DMSO) (Vetec, P.A — ACS, pureza
98,8%). As concentracbes partiram de 100 (6leo puro); 50; 25;
12,5; 6,25; 3;13 e 1,25 puL mLl. Como controle negativo,
utilizou-se a testemunha (auséncia de éleo) e DMSO, e como
500 SC (ISK,

Fluazinam), na concentracdo pré-determinada de 10 pyL mL*?

controle positivo fungicida Frowncide®
conforme descrito por Menezes Filho et al. (2019).

As concentracdes do 6leo essencial foram adicionadas ao
meio de cultura BDA apés esterilizagdo e resfriamento com
auxilio de uma alga de Drigalski de vidro, bem como para os
e DMSO. Apods
solidificagdo do meio, em camara de fluxo laminar, 1 disco de

tratamentos com fungicida comercial

micélio para cada cepa de S. sclerotiorum, C. gloeosporioides
e A. flavus com 9 mm de diametro, foi depositado no centro
da placa de Petri (SPlabor) de 10 cm de diametro. Em seguida
foram incubadas a temperatura entre 20, 23, 28 °C
respectivamente, conforme descrito por Garcia et al. (2012) e

Deus et al. (2011), com adaptagdes.
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A avaliacdo consistiu em medi¢des diarias do diametro
para cada col6nia, com auxilio de um paquimetro digital
(Digimess, Mod. 100-174BI) 150 nm, resolugdo de 0,01
mm/.0005”, iniciadas apds 24 horas do inicio da incubacdo e
encerradas, quando as col6nias fungicas, do tratamento
testemunha, atingiram completamente a darea interna da

respectivamente.

Na Tabela 1, estdo apresentados os resultados quimicos
dos OEs dos frutos verdes e maduros de Z. rhoifolium.

O rendimento de OE para frutos verdes e maduros
apresentaram satisfatéorio rendimento de extragdo, com
diferenga estatistica entre as duas extragbes (Tabela 1). Os

Tabela 1. Ensaios quimicos para o0s 0leos essenciais dos frutos verdes e maduros de Z. rhoifolium.

Ensaios
Rendimento (%)
Solubilidade sol. 70%0

Densidade relativag mL?* 20°C 0,933 +0,13*

indice de refracdo
Rotac¢io optica ap

OEFV OEFM
0,82+0,02° 1,46 +0,012
Positiva Positiva

0,935+0,112
1,3998 £ 0,07* 1,4015 + 0,052
+35,42 +36,9?

OEFYV = 0leo essencial fruto verde. OEFM = dleo essencial fruto maduro. Médias seguidas de (). Letras iguais ha mesma linha

ndo diferem significativamente pelo teste estatistico de Student (p < 0,05). Fonte: Autores.

Tabela 2. Atividade antioxidante pela reducdo do radical livre DPP (%) pelos 6leos essenciais dos frutos

verdes e maduros de Z. rhoifolium.

Concentragdo mg mL

Puro
50
40
30
20
10

5

Atividade Antioxidante (%)

OEFV OEFM

100,00 + 0,05** 100,00 + 0,093
94,81 +0,02°4 76,24 + 0,088
84,11 +0,05°8 75,90 + 0,09°C
63,44 +0,08%8 5589+ (0,12¢P
51,33+ 0,06°C 20,15 + 0,06%

44,01 £ 0,13 -
19,74 + 0,119 -

OEFV = dleo essencial fruto verde. OEFM = 6leo essencial fruto maduro. Resultados referem a média de trés repeticdes seguidos
por (x) desvio padréo. Os resultados na coluna seguida de letras diferentes apresentam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste

de Tukey. Fonte: Autores.

placa. A determinagdo do percentual de inibicdio de
crescimento (PIC%) foi realizada conforme proposto por
Garcia et al. (2012). A equagdo utilizada foi %PIC = (DTT —
DTQ)/DTT x 100. PIC% =

crescimento, DTT = didmetro no tratamento testemunha, DTQ

percentual de inibicdo de
= diametro no tratamento quimico.

A analise estatistica consistiu através de triplicatas para
determinacdo para todos os ensaios, exceto para o ensaio
antifungico que foi realizado em quadruplicata, seguido de ()
desvio padrdo das médias. Para as analises por diferenga
significativa, foram adotados os testes de Tukey e Student (p <
0,05). O Software estatistico utilizado foi o PAST 3 (versdo livre
2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os OEs apresentaram visual transparente, limpido,

coloracdo incolor e levemente amarelada, com aroma

adocicado, oleoso ao tato para o fruto verde e maduro,
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frutos maduros apresentaram maior rendimento em
comparagdo com os frutos verdes. Silva et al. (2007)
encontraram rendimento de 6leo essencial 0,84% para as
folhas de Z rhoifolium. Gonzaga et al. (2003) encontraram
rendimento de dleos essenciais de 0,57; 1,5 e 0,45% para
folhas, frutos e flores de Z. rhoifolium respectivamente, e para
o0 6leo dos frutos foram encontrados os seguintes compostos
majoritarios B-mirceno, (-)-linalool, menth-e-en-1-ol e (-)-a-
terpineol.

Estudo realizado por Prieto et al. (2011) avaliando o déleo
dos frutos de Z. rhoifolium corrobora com o estudo realizado
por Gonzaga et al. (2003) quanto aos compostos majoritarios.
Os pesquisadores ainda avaliaram os frutos de outras
espécies do género Zanthoxylum, Z. monophyllum onde
obtiveram os compostos majoritarios sabineno, 1,8-cineole,
hidrato de trans-sabineno, hidrato de cis-sabineno, e para Z
fagara germacreno D, biciclogermacreno, epi-a-muurolol e 5-
neo-cedranol. O rendimento de dleo essencial de frutos

maduros neste estudo estd préximo ao observado pelos
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pesquisadores citados anteriormente.

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da atividade
antioxidante pela redugdo do radicar livre DPPH pelos OEs dos
frutos verdes e maduros de Z rhoifolium em diferentes
concentrac¢des (mg mL1).

Figura 1. Porcentagem de inibicdo micelial PIC para o 6leo essencial dos frutos verdes de Z. rhoifolium
frente aos isolados de S. sclerotiorum, C. gloeosporioides e A. flavus. Letras iguais para concentragdes do

inibicdo micelial para o OE do fruto verde de Z rhoifolium
frente de
Colletotrichum gloeosporioides e Aspergilus flavus.

Na Figura 2 observam-se as percentagens de inibi¢do

aos isolados Sclerotinia  sclerotiorum,

micelial para o OE dos frutos maduros de Z. rhoifolium frente

mesmo fungo ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey.

120

100

100

80

60

(PIC%)

40

20

Porcentagem de Inibicio Micelial

0.00e
0.00g
0.00c

0,00e

Frowside 10 ul 0.00 1.56 ul

3

B S sclerotiorum

Fonte: Autores

Na Tabela 2, observa-se maior atividade antioxidante pelo
OE dos frutos verdes com 100% de redugdo do radical livre
DPPH no OE puro e na menor concentragdao usual com
percentagem aproximada de 20%. O OEs dos frutos maduros
também proporcionou redugao de 100% do radical DPPH no
OE puro e na menor concentragdo com 20% apresentando
serem OEs com alta capacidade de reduc¢do do radical modelo
livre.

Menezes Filho e Castro (2019), encontraram também
atividade antioxidante de 100% para concentragdes de 50 e
40 pL mL?! para o OE da raiz, e de 100% nas concentra¢des de
50 a 30 pL mL*? para o OE das folhas de C. regium espécie
vegetal também encontrada em ambientes de Cerrado. Os
autores observaram maior atividade antioxidante para o OE
das folhas mesmo em baixa concentracido de 0,625 pL mL™*
com atividade de 13,06% na redugao do radical DPPH. Viuda-
Martos et al. (2010) avaliaram os OEs de tomilho, orégano,
alho, salvia e alecrim onde obtiveram média entre 51,17 a
98,74%, ECso de 0,090; 0,021; 0,023 35,56
respectivamente. Juteau et al. (2002), encontraram em

e e
estudo, apenas 18% de atividade antioxidante no OE de A.
annua tendo como modelo o composto a-tocoferol.

Na Figura 1 estdo apresentadas as porcentagens de
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aos isolados de S. sclerotiorum, C. gloeosporioides e A. flavus.

Na Figura 1, observam-se a formagdo de trés grupos com
diferenca estatistica pelo teste de Tukey para o OE dos frutos
verdes sobre o isolado de S. sclerotiorum, nas concentragdes
entre 100 e 50 pL mL?! ndo ha diferenca estatistica
apresentando inibi¢cdes de 80 e 78%. Na concentragdo de 25
uL mL? apresentou diferenca entre o grupo (a) e o grupo (d),
com 64% de inibicdo micelial. Na dose de 12,5 uL mL* ndo ha
diferenga entre os grupos (b) e (c) com 60% de inibigdo. E o
grupo (d) na dose de 6,5 uL mL™ com taxa de inibi¢do de 12%.
Ndo foram observadas inibiges nas menores concentragdes
de 3,13 e 1,56 pL mL? apresentando o grupo (f) conforme
modelo estatistico adotado. Quando comparado ao OE dos
frutos maduros, a taxa de inibicdo foi inferior como
demonstrado na (Figura 2), com a formacdo de quatro grupos
com diferenga estatistica. Entretanto, os resultados nas
maiores concentracdes de 100, 50, 25 e 12,5 uL mL foram de
55;51; 38 e 19%, entretanto a concentrac¢do de 50 uL mL* n3o
apresentou diferenca significativa entre as demais
concentragdes usuais de OE. Nas menores concentragdes de
6,5; 3,13 e 1,56 uL mL* n3o foram observados PIC.

Para o isolado de C. gloeosporioides foi observado uma

inversdo das taxas de inibicdo como observado para o isolado
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de S. sclerotiorum, corroborando com Xavier et al. (2016),

inferior a 50%.

Figura 2. Porcentagem de inibicdo micelial para o 6leo essencial dos frutos maduros de Z. rhoifolium
frente aos isolados de S. sclerotiorum, C. gloeosporioides e A. flavus. Letras iguais para concentragdes do
mesmo fungo ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey.
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Fonte: Autores

Silva et al. (2018) e Souza et al. (2005) sobre os iniUmeros
mecanismos em que os O6leos essenciais agem sobre os
diferentes microorganismos. Na Figura 1, o OE dos frutos
verdes apresentou menores taxas de inibicdo para C.
gloeosporioides mesmo nas maiores concentragdes de 100,
50, 25 e 12,5 puL mL?, entretanto, ndo foram observados
diferencas estatisticas entre as doses 100 e 50 pL mL™? com
resultados de 46; 44; 42 e 29% respectivamente. Neste
experimento houve a formacgao de seis grupos com diferenga
estatistica. Na menor concentracdo de 1,56 puL mL* n3o foi
observado PIC. Entretanto, o inverso foi observado para o OE
dos frutos maduros como observado na (Figura 2). Nas
concentra¢cdes 100 e 50 puL mL? n3o houve diferenca
significativa com inibicdo de 91 e 90%. Ja& nas demais
concentragdes foram observadas inibicdo baixa e discreta até
na menor concentracdo de 1,56 uL mL* com 3% de PIC.

Para o género Aspergillus, a espécie A. flavus foi a que
apresentou menor sensibilidade em ambos os OEs dos frutos
de Z rhoifolium, demonstrando ser um isolado resistente
possivelmente ao sinergismo dos OEs desta espécie vegetal
frutifera. Na Figura 1, as concentrac¢des 100 e 50 pL mL? n3o
apresentaram diferenca estatistica com taxas de inibicdo de
21 e 20%, respectivamente. Observou-se ainda, atividade de
inibicdo miceliar até na concentracdo de 25 uL mL?, as demais
concentrac¢des ndo apresentaram PIC para A. flavus. Na Figura
2, um leve aumento na taxa de inibi¢dao foi observado para o
OE dos frutos maduros, entretanto, apresentando inibi¢do
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Neste estudo, foi observado cinco grupos com diferenca
estatistica entre as concentrag0es, onde apenas foi observado
acdo de inibicdo nas maiores concentragdes de 100, 50 e 25
uL mL? com resultados de 44; 41 e 27%, respectivamente.
Uma leve e discreta taxa de inibicdo foi observada na
concentracdo de 12,5 puL mL! com 2%, as demais
concentracdes ndo apresentaram PIC. Entretanto vale
ressaltar que, a temperatura de incubagdo do A. flavus é de
28 °C neste estudo, possivelmente a baixa atividade de
inibicdo pode estar relacionada a esse fator extrinseco ao
quais os OEs foram submetidos.

A sensibilidade de S. sclerotiorum para os compostos do
OE dos frutos verdes apresentou ser maior ocasionando
elevada atividade antifungica quando comparado aos frutos
maduros. O contrario foi observado para o isolado de C.
gloeosporioides que apresentou ser mais sensivel ao OE dos
frutos maduros. Ja para A. flavus onde apresentaram as
menores taxas de inibicdo entre os isolados testados. Com
isso, abre a possibilidade de novos estudos para avaliarem
diferentes espécies do género Aspergillus, e formular
hipdteses sobre o sinergismo, temperatura ou o estudo de
compostos isolados sobre a bioquimica deste género fungico.

Outros estudos demonstraram situagOes varidveis na
aplicagcdo de OEs em outros grupos vegetais, frente aos trés
isolados avaliados neste estudo. Nos estudos de Silva et al.
(2018), os pesquisadores encontraram atividade de inibi¢do

para S. sclerotiorum utilizando OE das folhas de P. guajava
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coletadas em dois periodos onde obtiveram atividade
fungicida entre 77,5 a 94,9% de inibicdo micelial. Dos Passos
Braga et al. (2019), avaliaram trés subtipos de C
gloeosporioides (CMM1767; CMM 24 e CMM 320) e dois OEs
de M. piperita e Mentha x villosa Huds. Onde obtiveram para
MMC 1767 com inibigao entre 11,5 a 100%; para o subtipo
CMM 24 de 14,0 a 84,6% e para CMM 320 de 7,0 a 82,4% para
o OE de M. piperita; e de 7,5 a 100% para o subtipo CMM1767
entre 17,8 a 89,0%, e para o subtipo CMM 24 entre 11,0 a
77,00%, e para CMM 320 em Mentha x villosa Huds. nas
concentracgdes varidveis de 0,15 a 2,5 uL mL™.

Estudo (2017), os
investigadores avaliaram quatro OEs em 10 isolados de A.

realizado por Boukaew et al.
flavus, onde obtiveram taxas de inibicdo entre 14,98 a 34,36%
para o OE de C. annuum var. acuminatum; entre 27,84 a
76,95% para o OE de C. bejolghota; entre 58,76 a 100% para
o OE de S. aromaticum e de 71,56 a 100% para o OE de V.
diospyroides. Carotenuto et al. (2015), também observaram
importante atividade de inibicdo micelial em fragdes do
extrato de Z. rhoifolium para A. alternata, C. gloeosporioides,
S. sclerotiorum, C. acutatum, B. cinerea, A. ustus, C. rosea e P.
expansum. Prieto et al. (2011) avaliaram a porcentagem de
inibicdo micelial em isolados de C. acutatum e F. oxysporum f.
sp. lycopersici com taxas entre 10 a 50% para os OEs dos frutos
de Z. rhoifolium, Z. monophyllum e Z. fagara. Da Silva et al.
(2006), avaliaram a agdo inibitdria minima (MIC) do OE de Z
rhoifolium onde obtiveram inibicio de 2,5 mg mL*? para A.
flavus.

Vale ressaltar que o género Zanthoxylum apresenta
inimeras agBes bioldgicas a partir dos OEs extraidos em
diferentes 6rgaos vegetais deste género. Estudo realizado por
(CHRISTOFOLI et al. 2015) observaram importante atividade
inseticida para o OE de Z rhoifolium contra B. tabaci. O
mesmo foi observado por Prieto et al. (2011) para os OEs de
Z. rhoifolium, Z. monophyllum e Z. fagara contra S. oryzae.
Importante agdo bactericida também é observada para este
género vegetal, em bactérias gram-positivas e gram-
negativas, como relatado por Gonzaga et al. (2003). Boehme
et al. (2008), observaram importante atividade citotdxica em
células de carcinoma hepatico e adenocarcinoma de mama e
de carcionama prostatico, bem como eficiente atividade
bactericida para S. cereus, B. cereus, E. coli e P. aeruginosa, e
alta sensibilidade toxica para o modelo de A. salina.

Costa et al. (2008) também obtiveram consideravel agédo
bactericida com o OE dos frutos frescos de Z rhoifolium
contra S. aureus, S. choleraesuis e S. flexneri, bem como
potencial eficiéncia larvicida para A. aegypti, bem como,
excepcional atividade antiviral para modelos em vegetais
(MARTESCU et al., 2017), como também para os virus do
mosaico do tabaco avaliados no estudo de Lu et al. (2013).
Entretanto, as inumeras atividades biolégicas ndo sdo
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observadas em todos os OEs, como nos estudos de Juteau et
al. (2002), onde os pesquisadores ndo encontraram atividade
bactericida para E. coli, S. aureus para o OE de A. annua.

De acordo com Souza et al. (2005) e Silva et al. (2018), os
OEs possuem diferentes mecanismos de acdo devido ao
sinergismo e seus teores dos compostos sobre as diversas
classes de microorganismos, corroborando com o observado
nos testes de inibicdo micelial neste estudo para os trés
géneros de isolados fungicos avaliados.

CONSIDERACOES FINAIS

Os frutos de Zanthoxylum rhoifolium tanto verdes quanto
maduros apresentaram resultados quimicos importantes,
podendo ser uma possivel nova fonte de extragdo para uso
nas industrias agricola, de alimentos e farmacéutica devido
aos excelentes resultados antioxidantes. Ja para a atividade
antifungica é notdvel a acdo fungistatica para os isolados de
Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum gloeosporioides,
entretanto, o mesmo ndo é observado para A. flavus que
demonstrou ser resistente em todas as concentragdes usuais.
Como ja discutido anteriormente, torna-se necessario outros
estudos avaliando em especial essa espécie de Aspergillus em
outras temperaturas de crescimento, isolando os compostos
ou mesmo formular micro ou nano capsulas como o polimero
natural de quitosana composta com éleo essencial, podendo
ser testado em ensaio in vitro ou in vivo em casas de
vegetagdo ou em campo de plantio.
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