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RESUMO

O presente estudo visa avaliar o potencial antifingico do 6leo essencial (OE) obtido de folhas de Nectandra
grandiflora Nees & Mart. ex Nees frente ao fungo apodrecedor da madeira Gloeophyllum trabeum. O OE
foi obtido por hidrodestilagdo e sua caracterizacao quimica foi realizada por cromatografia gasosa. A
atividade antifungica foi avaliada segundo a técnica do crescimento radial. O meio BDA (batata-dextrose-
agar) foi suplementado com OE, previamente diluido em etanol, nas concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0 uL
mL-1. Um controle negativo (etanol a 1,0 pL. mL-1) e controle positivo (Propizonazole® a 1,0 uL mL-1)
também foram considerados. O OE apresentou um rendimento de extracao de 0,5330 + 0,056% e
densidade de 0,8941 = 0,016 g mL-1. Os constituintes majoritarios do OE foram os sesquiterpenoides
deidrofuquinona (20,52%), biciclogermacreno (11,80%), epdxido de deidrofuquiona (8,06%), valenceno
(6,44%) e o diterpenoide kaureno (4,93%). A concentracao de 2,0 pL. mL-1 do OE inibiu 78,2226 + 0,5828%
do crescimento micelial, apresentando o melhor resultado. Sendo assim, o potencial do uso do OE de N.
grandiflora para o controle do fungo G. trabeum pode ser evidenciado.

Palavras-Chave: : Atividade antifingica; Podriddo-parda; Preservante da madeira; Extrativo; Lauraceae.

ABSTRACT

The present study aims to evaluate the antifungal potential of essential oil (EO) obtained from leaves of
Nectandra grandiflora Nees & Mart. ex Nees against the rot fungi Gloeophyllum trabeum. EO was obtained
by hydrodistillation and its chemical characterization was carried out by gas chromatography. The
antifungal activity was performed by the radial growth technique. The PDA medium (potato-dextrose-agar)
was supplemented with EO previously diluted in ethanol at 0.5, 1.0 and 2.0 uL-mL-1. A negative control
(ethanol at 1.0 pL. mL-1) and positive control (propiconazole at 1.0 pL. mL-1) were also considered. EO
showed an extraction yield of 0.5330 = 0.056% and density of 0.8941 + 0.016 g mL-1. The OE major
components were the sesquiterpenoids (+)-dehydrofukinone (20.52%), bicyclogermacrene (11.80%),
dehydrofukinone epoxide (8.06%), valencene (6.44%) and the diterpenoid kaurene (4.93%). N. grandiflora
EO at 2.0 pL. mL-1 inhibited 78.2226 + 0.5828% of mycelial growth, showing the best result. Therefore, the
potential use of N. grandiflora EO for the G. trabeum control could be evidenced.

Keywords: Antifungal activity; Brown rot; Wood Preservative; Extractive; Lauraceae.
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ABSTRACT

The present study aims to evaluate the antifungal potential of essential oil (EO) obtained from
leaves of Nectandra grandiflora Nees & Mart. ex Nees against the rot fungi Gloeophyllum
trabeum. EO was obtained by hydrodistillation and its chemical characterization was carried
out by gas chromatography. The antifungal activity was performed by the radial growth
technique. The PDA medium (potato-dextrose-agar) was supplemented with EO previously
diluted in ethanol at 0.5, 1.0 and 2.0 pL-mL-1. A negative control (ethanol at 1.0 pL mL%) and
positive control (propiconazole at 1.0 uL mL-1) were also considered. EO showed an extraction
yield of 0.5330 + 0.056% and density of 0.8941 + 0.016 g mL-t. The OE major components
were the sesquiterpenoids (+)-dehydrofukinone (20.52%), bicyclogermacrene (11.80%),
dehydrofukinone epoxide (8.06%), valencene (6.44%) and the diterpenoid kaurene (4.93%). N.
grandiflora EO at 2.0 uL mL-1 inhibited 78.2226 + 0.5828% of mycelial growth, showing the
best result. Therefore, the potential use of N. grandiflora EO for the G. trabeum control could
be evidenced.
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INTRODUCAO

A busca por constituintes derivados de plantas objetivando a substituicdo de produtos
sintéticos tem estimulado as pesquisas na area de Produtos Florestais Nao-Madeireiros, devido
aos impactos que produtos quimicos sintéticos, tais como 0s preservantes da madeira, causam
a saude humana, animal e ao meio ambiente (ZULAUF, 2000). A madeira é considerada um
material versatil, sendo utilizada h& muito tempo pelo homem para diversos fins (GESUALDO,
2013). Sua importancia se da apés seu processamento, industrializacdo, e beneficiamento,
resultando na geracéo de diferentes produtos.

Um dos fatores que diminui o uso da madeira é o inadequado tratamento preventivo
contra a infestagéo por microrganismos deterioradores, destacando-se os fungos apodrecedores.
A madeira atacada por fungos sofre alteracbes na sua composicao, reducdo da resisténcia
mecanica, modificacdo da coloracdo natural, perda de massa, aumento da inflamabilidade,
maior propensao ao ataque de insetos, entre outros, comprometendo sua qualidade e tornando
invidvel seu emprego para fins industriais. Entre os principais causadores de danos a producéo
de madeira serrada encontram-se 0s organismos xiléfagos (SANTQOS, 1992; COSTA, 1999).

Os fungos deterioradores da classe dos basidiomicetos agem alterando os constituintes
estruturais da madeira e causando a podriddo-parda e branca (BLANCHETTE et al., 2000). Os
fungos de podriddo-branca agem na superficie da parede celular, degradando a celulose, a
hemicelulose e a lignina (SILVA, 2014), fornecendo a madeira uma aparéncia esbranquicada,
facilmente rompivel no sentido das fibras (BAHIA, 2015). Ja os fungos de podriddo-parda agem
na superficie da parede celular, degradando principalmente a celulose e a hemicelulose,
alterando a coloracdo da madeira para pardo-escura, facilmente rompivel em cubos no sentido
transversal das fibras (AGUIAR, 2011).

Diversos preservantes da madeira sdo utilizados atualmente para o controle de fungos
apodrecedores. Entretanto, apesar de serem eficazes para combater o ataque de agentes
xiléfagos, estes produtos sintéticos possuem em sua formulacdo metais pesados, o que levou a
sua proibicdo em alguns paises nos Gltimos anos (REINPRECHT, 2010) devido aos danos
causados a saude humana, além de problemas ecoldgicos ao logo da vida-util da madeira
tratada, principalmente durante a eliminagdo de seus residuos (YOON; CHA; KIM, 2013;
PANEK et al., 2014).

Os produtos quimicos utilizados atualmente no tratamento preservante de madeira
podem ser classificados em oleossoluveis e hidrossoliveis (MORESCHI, 2013). Dentre estes,
recebem destaque o creosoto, o pentaclorofenol, o CCA (arseniato de cobre cromatado) e o
ACA (arseniato de cobre amoniacal). Um dos mais efetivos fungicidas que tem sido largamente
usado no controle quimico dos fungos deterioradores da madeira é o pentaclorofenato de sodio.
Porém, existe a pressdo dos 6rgdos ambientais e do mercado, que questionam seu uso intensivo
devido aos efeitos adversos aos trabalhadores e ao meio ambiente (MAGALHAES, 2005).

Em meio a alternativas que substituam os produtos quimicos, se destacam os 6leos
essenciais (OEs), que sdo misturas de compostos aromaticos e volateis, extraidos de raizes,
caules, folhas, flores ou de todas as partes de plantas aromaticas (TRANCOSO, 2013). Ja foram
descritos na literatura estudos relatando o potencial dos OEs em funcdo de suas diversas
bioatividades, atuando como antifangicos, fungistaticos, antibacterianos e antioxidantes
(KNAAK, 2010).

Dentre as espécies produtoras de dleo essencial (OE), destaca-se Nectandra grandiflora
Nees & Mart. ex Nees. (Lauraceae), conhecida popularmente como canela-amarela, caneleira
ou nectandra-sebo (CARVALHO, 2010). Na medicina popular esta espécie € utilizada como
antirreumatica, diuretica e digestiva (RAGGI, 2008). Adicionalmente, Ribeiro et al. (2005)
relataram que suas cascas apresentaram atividade antitumoral contra o sarcoma 180 e carcinoma
Ehrlich.



Considerando a elevada toxicidade dos preservantes da madeira de uso convencional,
ressalta-se a importancia da busca por substancias naturais para substituir estes produtos
sintéticos. Com base no exposto, conduziu-se este estudo com o objetivo de avaliar o potencial
antifangico do OE obtido de folhas de N. grandiflora frente ao fungo causador de podridédo-
parda Gloeophyllum trabeum.

MATERIAIS E METODOS

- Obtencdo do OE e analise de sua composi¢do quimica

O material vegetal foi coletado nos meses de janeiro e novembro de 2016, na area rural
de Fontana Freda, Jaguari- RS. No Laboratério de Extrativos Vegetais (LABEVE) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), folhas frescas de N. grandiflora foram
fracionadas submetidas a hidrodestilacéo por 3 horas, com o auxilio de um aparelho Clevenger
modificado (BRASIL, 2010), em triplicata. Em seguida, calculou-se o rendimento de extracdo
e a densidade do extrativo. O OE foi armazenado a -4 °C até a realizacdo da analise quimica e
dos ensaios bioldgicos.

A anélise da composicdo quimica foi realizada por cromatografia gasosa, em um
cromatografo AGILENT 7890A acoplado a espectrometro de massas 5975C em coluna capilar
de silica fundida HP5-MS (Hewlett Packard 5% de fenil, 95% de metilsiloxano, 30 m x 0,25
mm, espessura de filme: 0,25 mm), com hélio como gas carreador, (1 mL min-1). A divisao de
fluxo foi de 1: 100 e a temperatura do injetor e do detector foi de 250 °C. A identificacdo dos
constituintes deu-se pela comparacdo dos indices de retencdo, determinados por uma curva de
calibracdo de uma série de n-alcanos injetados sob as mesmas condi¢Ges das amostras, e dos
padrdes de fragmentacdo de massas com a literatura (ADAMS, 2009; NIST, 2010;).

A quantificacdo dos constituintes do OE foi realizada através de cromatografia gasosa
com deteccé@o por ionizacdo em chama (CG/DIC), em equipamento AGILENT 7890A. Os
parametros para as analises foram semelhantes aos mencionados anteriormente, excetuando-se
a injecdo com diviséo de fluxo de 1:50 e a temperatura do injetor e detector de 300 °C. Com a
normalizacdo das areas dos picos, determinou-se a percentagem dos componentes quimicos.

- Verificacdo da atividade antifingica

Os testes da atividade antiflngica foram realizados no Laboratério de Fitopatologia, do
Departamento de Defesa Fitossanitaria da UFSM. As cepas do fungo de podriddo-parda G.
trabeum foram cedidas pelo Laboratério de Produtos Florestais, do Servigo Florestal Brasileiro.
Os indculos foram cultivados em meio BDA (batata-dextrose-agar) por 15 dias em camara
BOD, com temperatura de 25 + 3 °C e fotoperiodo ajustado para 12 h /12 h (claro/escuro).

Em uma camara de fluxo laminar, aliquotas do OE de N. grandiflora foram incorporadas
ao meio de cultura autoclavado, nas concentragfes de 0,5, 1,0 e 2,0 uL. mL%, previamente
diluidas em etanol. Para o controle negativo, foram utilizadas placas contendo apenas BDA e
etanol (1,0 uL mL-1), enquanto que o controle positivo foi composto por BDA suplementado
com Propiconazole® (1,0 uL mL1). Ja para a testemunha, utilizou-se placas contendo apenas
0 meio de cultura. Apos a incorporagdo do OE ao meio, verteu-se 0 mesmo em placas de Petri
(9,0 cm de diametro). Em seguida, discos de 12 mm contendo micélio foram adicionados ao
centro das placas, que foram vedadas e incubadas em cdmara BOD com temperatura controlada
conforme anteriormente descrito. O experimento foi realizado com trés repeticdes, de duas
unidades experimentais cada.

Apols 24 horas, iniciou-se a avaliagdo do experimento, através de medicOes
diametralmente opostas, realizadas a cada dois dias, até que as colbnias fungicas dos
tratamentos controle cobrissem toda a placa. O indice de crescimento micelial (ICM), foi
calculado pela formula adaptada por Oliveira (1992), onde ICM = [(C1/N1) + (C2/N2) +...+



(Ch/Nn)], sendo Ci1, Cz, Ch= crescimento micelial do fungo na primeira, segunda e ultima
avaliacdo; N1, N2, Nn= numero de dias apos a inoculagdo. A porcentagem de inibi¢cdo do
crescimento micelial foi calculada pela férmula: Inibicdo (%) = [(Ct - C¢*100] / C+, onde Ct e
Ct correspondem ao crescimento micelial na testemunha e no tratamento, respectivamente
(BADAWY; ABDELGALEIL, 2014).

- Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a homogeneidade de variancias e a testes de normalidade.
Uma vez que os dados ndo se ajustaram aos pressupostos, o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis foi escolhido. Todos os dados sédo relatados como média * desvio padrdo. A analise foi
realizada utilizando os softwares Assistat 7.7 Beta e GraphPad Prism, considerando-se P <0,05.

RESULTADOS

- Rendimento, densidade e composic¢ao quimica do OE

O OE apresentou um rendimento de extracdo de 0,5330 + 0,056% e densidade de 0,8941
+ 0,016 g mLt A andlise da composicdo quimica possibilitou a identificacdo de 28
componentes, perfazendo 86,60% do total. Os constituintes majoritarios foram os
sesquiterpenoides dehidrofuquinona (20,52%), biciclogermacreno (11,80%), epoxido de
dehidrofuguiona (8,06%), valenceno (6,44%) e o diterpenoide kaureno (4,93%).

- Atividade antifangica

Em relagdo a porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial, os tratamentos com o
OE néo diferiram do controle positivo (Figura 1). Nos tratamentos utilizando 0,5 pL. mL1, a
inibicdo foi de 52,9171 + 0,8134%, enquanto que 1,0 uL mL! inibiu 74,6880 + 1,5829 %. J&
a maior concentracéo inibiu 78,2226 + 0,5828% do crescimento micelial. Portanto, a
atividade do extrativo permaneceu entre o controle positivo e negativo, ndo diferindo de
ambos os controles.

Considerando os resultados do indice de Crescimento Micelial (ICM), os tratamentos com
OE também néo diferiram de ambos os controles (Figura 2). O ICM para 0,5; 1,0 € 2,0 pL mL?
foram de 21,86 = 0,37; 11,75 £ 0,73 e 10,11 £ 0,27, respectivamente.

Figura 1 — Inibicdo do Crescimento Micelial in vitro do 6leo essencial de folhas de Nectandra
grandiflora frente ao fungo Gloeophyllum trabeum.
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Figura 2 - Indice de Crescimento Micelial (ICM) in vitro de Gloeophyllum trabeum sob o efeito do
6leo essencial das folhas de Nectandra grandiflora.
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Os componentes dos OEs podem agir como fungitoxicos por diferentes mecanismos de
acao. Segundo Jing et al. (2014), os terpenoides presentes nos OEs podem levar a degradacgéo
da parede celular, pelo rompimento da membrana citoplasmatica ou pela interferéncia com as
proteinas de membrana. Estes eventos podem causar o extravasamento citoplasmatico, lise
celular e, eventualmente, morte celular.

CONCLUSAO

A anélise da composicdo quimica do OE das folhas de N. grandiflora possibilitou a
identificacdo de 28 componentes. Em relacdo a Inibicdo do Crescimento Micelial in vitro do
fungo G. trabeum, a maior concentracdo do OE avaliada proporcionou o maior indice de
inibicdo, ndo diferindo significativamente das menores concentragoes.

Destaca-se ainda que, para os resultados do indice de Crescimento Micelial, os
tratamentos com OE ndo diferiram dos controles positivo e negativo, tendo sido observado um
efeito dependente da concentragcdo. Dessa maneira, recomenda-se a realizagdo de pesquisas com
concentracfes maiores do que as descritas nesse trabalho, com o intuito de evidenciar uma
diferenca significativa entre os tratamentos. Também é indicada a avaliagdo do efeito do OE de
N. grandiflora sobre outras espécies fangicas.
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