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RESUMO

A madeira é um material organico, heterogéneo e biodegradavel, amplamente utilizado para diversos fins,
sendo susceptivel ao ataque de organismos xil6fagos. Atualmente existem diversos produtos sintéticos
eficazes para proteger a madeira do ataque desses organismos, mas sao altamente toxicos para o meio
ambiente e os animais. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antifingico do 6leo essencial (OE)
de folhas de Piper mikanianum frente a Neolentinus lepideus. O OE foi obtido por hidrodestilacao de folhas
frescas fracionadas e a atividade antifingica foi avaliada pelo método de diluicdo em meio BDA (batata-
dextrose-agar). O OE foi previamente diluido em etanol (1,0 uL.mL-1) e homogeneizado ao meio de cultura,
que foi vertido para placas de Petri esterilizadas. Apds a solidificacdo do meio, discos miceliais foram
transferidos para centro de cada placa de Petri, que foram incubadas em camara BOD até o tratamento
testemunha completar o crescimento nas placas. O OE foi avaliado nas concentragoes de 0,25, 0,5 e 1,0 pL
mL-1. Avaliou-se também um tratamento testemunha (apenas BDA) e um controle negativo (1,0 pL.mL-1 de
etanol). Os tratamentos foram analisados por medi¢des diametralmente opostas do micélio, realizadas a
cada dois dias. As equagdes utilizadas foram: % inibigcao = [(CT - Ct*100] / CT, onde CT e Ct correspondem
ao crescimento micelial na testemunha e no tratamento, respectivamente; e indice de crescimento micelial
(ICM) = [(C1/N1) + (C2/N2) +...+ (Cn/Nn)], sendo C1, C2, Cn= crescimento micelial do fungo na 18, 22 e
ultima avaliacdo; N1, N2, Nn= numero de dias apds a inoculag¢do. O OE a 0,5 pL.mL-1 inibiu parcialmente o
crescimento do N. lepideus (28,20 = 2,678%), apresentando um ICM de 37,01 £ 1,380, diferindo
estatisticamente do controle negativo. Futuramente deverd ser determinada a composicao quimica do
extrativo avaliado e outros testes antifingicos deverao realizados, com concentragoes mais elevadas deste
OE e frente a outras espécies fngicas.
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ABSTRACT

Wood is an organic, heterogeneous and biodegradable material widely used for various purposes and is
susceptible to attack by xylophagous organisms. Currently, there are several synthetic compounds effective
in protecting wood from attack by these organisms, but they are highly toxic to the environment and
animals. The objective of this study was to evaluate the antifungal potential of the essential oil (OE) of
Piper mikanianum leaves against Neolentinus lepideus. The EO was obtained by hydrodistillation of
fractionated fresh leaves and the antifungal activity was evaluated by dilution method in BDA (potato
dextrose agar) medium. The EO was previously diluted in ethanol (1.0 pL.mL-1) and homogenized to the
culture medium, which was poured into sterile petri dishes. After solidification, mycelial discs were
transferred to the center of each Petri dish and they were incubated in a BOD chamber until the control
treatment completed the growth on the plates. The EO was evaluated at concentrations of 0.25, 0.5 and 1.0
pL mL-1. A control treatment (PDA only) and a negative control (1.0 pL.mL-1 ethanol) were also evaluated.
Treatments were analyzed by diametrically opposite measurements of the mycelium, performed every two
days. The equations used were: % inhibition = [(CT-Ct*100]/CT, where CT and Ct = mycelial growth at
control and treatment, respectively, and mycelial growth index (MGI) = [(C1/N1) 4+ (C2/N2)+...+(Cn/Nn)],
where C1, C2, Cn = fungal mycelial growth at the 1st, 2nd and last evaluation, N1, N2, Nn = number of
days after inoculation. The EO at 0.5 uL.mL-1 partially inhibited the growth of N. lepideus (28.20 *
2.678%), presenting an ICM of 37.01 + 1.380, differing statistically from the negative control. In the future,
the chemical composition of the evaluated extractive must be determined and other antifungal tests will be
performed, with higher concentrations of this EO and against other fungal species.
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OLEO ESSENCIAL DE Piper mikanianum (Kunth) Steudel NO CONTROLE DE
FUNGO APODRECEDOR DA MADEIRA

1 INTRODUCAO

A madeira ¢ um material natural amplamente utilizado para diversos fins, como na
fabricacdo de celulose, construgdo civil, em industrias de moveis e esquadrias, na elaboracao
de paletes, energia, etc. Entretanto, por ser um material orginico, heterogéneo e biodegradavel,
possui grande susceptibilidade ao ataque de organismos xil6fagos, como fungos apodrecedores
da madeira e cupins, que causam perdas econdmicas considerdveis na industria de madeira
serrada (BENTO et al., 2014; CAl et al., 2018; STANGERLIN et al., 2013).

Atualmente, existem diversos produtos sintéticos disponiveis no mercado que sdo
eficazes para proteger a madeira do ataque de organismos xil6fagos. Entretanto, grande parte
desses produtos contém em sua composicdo metais pesados como cobre, chumbo e arsénio.
Esses compostos sdo altamente toxicos tanto para o meio ambiente quanto para 0s animais, O
que levou a proibicdo do uso dessa classe de preservantes da madeira em diversos paises
(CHITTENDEN; SINGH, 2011; PANEK; REINPRECHT; HULLA, 2014; XIE et al., 2017).

Neste contexto, surge a necessidade da busca por substincias que sejam capazes de
controlar esses organismos, mas que sejam menos toxicas aos animais e ao meio ambiente. Com
base no exposto, os extrativos vegetais destacam-se como uma alternativa potencialmente
eficaz e ambientalmente segura para atuar no controle desses agentes xiléfagos. Existem
diversos estudos na literatura que relatam a atividade antifungica de alguns extrativos vegetais,
como o0s Oleos essenciais (OEs) frente a microrganismos deterioradores da madeira
(NAZZARO et al., 2017; PANEK; REINPRECHT; HULLA, 2014; SILVA et al., 2016;
TCHINDA et al., 2018; XIE et al., 2017).

Os OEs sdo liquidos oleosos e aromdticos, obtidos a partir de partes de plantas como
flores, brotos, sementes, folhas, galhos, casca, ervas, madeira, frutos e raizes. Os OEs sdo
conhecidos como misturas complexas de vdarios componentes volateis, incluindo
sesquiterpenoides, monoterpenoides, aldeidos, dlcoois, ésteres e cetonas, entre outros. Essa
classe de extrativos vegetais estd envolvida na resisténcia de plantas contra pragas, herbivoros,
fungos e bactérias. Existem diversos estudos que relatam vdrias atividades bioldgicas de
compostos obtidos a partir de espécies do género Piper, pertencentes a familia Piperaceae.
Grande parte desses estudos sdo relacionados a agdo de OEs frente a herbivoros e patdgenos
(FERRAZ et al., 2010; HARKAT-MADOURI et al., 2015; TOHIDI; RAHIMMALEK;
TRINDADE, 2019).

Para o OE obtido de folhas e raizes da espécie Piper gaudichaudianum Kunth, foi
descrita a atividade antifingica in vitro frente a fungos apodrecedores da madeira
(SCHINDLER, 2015; TRES, 2017). Adicionalmente, para o OE de Piper mikanianum (Kunth)
Steudel, ja foi relatada a atividade acaricida (FERRAZ et al., 2010), além de estudos sobre
toxicidade e efeitos neurocomportamentais (LOPES et al., 2012). Entretanto, ainda ndo existem
relatos sobre a atividade antifingica do OE de P. mikanianum frente a fungos que degradam a
madeira. Com base no exposto, o objetivo deste trabalho foi determinar o rendimento de
extracdo do OE de folhas de P. mikanianum e avaliar a atividade antiftiingica deste extrativo
frente ao fungo apodrecedor da madeira Lentinus lepideus.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL



O material vegetal utilizado neste estudo foi coletado no municipio de Canudos do Vale,
RS, localizado a 147 km de Porto Alegre. Uma exsicata foi depositada no Herbdrio do
Departamento de Ciéncias Florestais, HDCF (UFSM), sob o nimero de registro HDCF 7541.

Figura 1 — Exemplar da espécie Piper mikanianum (Kunth) Steudel

Fonte: Daniel Grasel
2.2 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

Para a obtencdo do OE, 216 g de folhas frescas foram fracionadas e submetidas a
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger modificado por 3 h. Apds a obtencdo do extrativo,
determinou-se o rendimento de extragdo e a sua densidade. O OE foi transferido para um frasco
ambar vedado e armazenado a — 4 °C, até a realizacdo do ensaio antiftingico.

2.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A cepa fingica utilizada para a elaboragdo deste trabalho (L. lepideus) foi fornecida pelo
Laboratorio de Produtos Florestais, da Universidade Federal de Brasilia. O teste de inibi¢do do
crescimento micelial do fungo apodrecedor da madeira foi realizado no Laboratério de
Fitopatologia, do Departamento de Defesa Fitossanitdria (CCR/UFSM). Em camara de fluxo
laminar, aliquotas do OE de P. mikanianum foram incorporadas ao meio de cultura, composto
por batata-dextrose-dgar (BDA). As concentracdes de OE avaliadas foram 0,25, 0,5 e 1,0 pL
mL.

O extrativo foi diluido previamente em etanol (1 pL.mL™), visando melhorar sua
homogeneiza¢do ao meio de cultura. Posteriormente, o meio suplementado foi vertido em
placas de Petri (9,0 cm de didmetro) esterilizadas. Para o controle negativo, utilizou-se apenas
placas contendo BDA e etanol, enquanto que a testemunha foi composta por placas contendo
apenas meio de cultura. Apds a solidificagdo do meio, discos de 12 mm contendo micélio do
fungo isolado foram transferidos para o centro das placas. Estas foram incubadas em camara
BOD com temperatura controlada de 25+3°C, com fotoperiodo programado em claro / escuro
(12 h / 12 h). Todos os experimentos foram realizados com trés repeti¢des, de duas unidades
experimentais cada.

A avaliacdo do experimento iniciou-se apds 24 h, por meio de medi¢des do didmetro
das colonias (média de duas medidas diametralmente opostas) realizadas a cada dois dias, até
as coldnias flngicas dos tratamentos controle atingirem todo o didmetro da placa
(aproximadamente sete dias). O indice de crescimento micelial (ICM) foi calculado pela
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férmula adaptada por Oliveira (1991), onde ICM = [(C1/N1) + (C2/N2) +...+ (Co/Ny)], sendo Ci,
C», Cy= crescimento micelial do fungo na primeira, segunda e dltima avaliacdo; Ni, N2, Ny=
nimero de dias apds a inoculacdo. A porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial foi
calculada através da féormula: Inibicao (%) = [(Ct - C*100] / Cr, onde Cr e C; correspondem
ao crescimento micelial na testemunha e no tratamento, respectivamente (BADAWY;
ABDELGALEIL, 2014). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade
de varidncias. Como ndo atingiram os pressupostos, utilizou-se o teste ndo-paramétrico
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. As andlises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prism.

3 RESULTADOS
3.1 RENDIMENTO E DENSIDADE DO OLEO ESSENCIAL

As folhas extraidas forneceram 2,9 mL de OE, cuja densidade foi de 0,9276 g.mL‘l.
Desta maneira, o rendimento de extracdo foi de 1,25%.

3.2 ATIVIDADE ANTIGUNGICA

O bioensaio de atividade antifungica indicou que o extrativo avaliado foi capaz de inibir
o crescimento do fungo L. lepideus. Na concentracio de 0,25 pL.mL", o OE inibiu 7,641 +
1,519% do crescimento do patégeno, enquanto que a concentracdo de 0,5 uL.mL! possibilitou
uma inibi¢do de 28,20 + 2,678%, diferindo significativamente do controle negativo (FIGURA
2). J4 a maior concentracdo avaliada (1,0 uL.mL'l) inibiu 25,56 + 3,430% do crescimento
fangico, ndo diferindo dos demais tratamentos.

Figura 2 — Inibicdo do crescimento micelial (%) do 6leo essencial de Piper mikanianum frente
ao fungo causador de podridao-parda na madeira Lentinus lepideus
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Fonte: autores

Para os valores de ICM, o OE a 0,25 p,LL.mL'1 possibilitou um indice de 47,62 + 0,7831,
enquanto que para a concentragio intermediaria (0,5 uL.mL") esse valor foi de 37,01 + 1,380,
diferindo significativamente do controle negativo (51,55 + 1,122), conforme ilustrado na Figura
3. Entretanto, o teste com a maior concentragio avaliada (1,0 pL.mL™") indicou um indice de



38,38 £ 1,768, nao diferindo dos demais tratamentos. Portanto, os resultados indicam que o OE
na concentragdo intermedidria interferiu na velocidade de crescimento do fungo L. lepideus.

Figura 3 — Indice de crescimento micelial do fungo apodrecedor da madeira Lentinus lepideus
sob o efeito do 6leo essencial de Piper mikanianum
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Com base no exposto, destaca-se que o OE de P. mikanianum inibiu o crescimento do
fungo causador de podriddao-parda na madeira L. lepideus. Sugere-se que novos testes sejam
realizados, com concentracdes mais elevadas do extrativo, afim de verificar se havera a inibi¢ao
completa do crescimento do fitopatégeno. Sugere-se também que sejam realizados testes com
o extrativo frente a fungos causadores de podridao-branca na madeira.

4 CONCLUSOES

A obtencdo do OE a partir de folhas frescas de P. mikanianum apresentou um bom
rendimento de extracdo. Sugere-se que seja realizada a andlise da composi¢ao quimica do
extrativo.

Com relagdo a atividade antifingica, apesar de terem sido avaliadas baixas
concentragdes do OE, houve uma inibicio do crescimento fungico. Destaca-se ainda a
importancia de estudos que avaliam a atividade bioldgica de produtos naturais, afim de
futuramente diminuir ou suprimir o uso de produtos sintéticos de elevada toxicidade.
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