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RESUMO - O presente estudo avaliou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Eugenia caryophyllus
(cravo-botdo) e Origanum vulgare (orégano) contra o fitopatdgeno Colletotrichum gloeosporioides.
Inicialmente, foi realizado um ‘screening’ utilizando 0 método de difusdo em &gar, onde discos de papel foram
tratados com os 0leos essenciais a serem testados na concentracdo de 320 pL/ mL. Foi determinada a
Concentragdo Inibitoria Minima (MIC) e a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) de cada 6leo essencial contra
0 agente etiol6gico. Os Oleos essenciais de cravo-botdo e de orégano apresentaram atividade antimicrobiana
contra o fungo fitopatogénico. Os halos de inibicéo exibidos foram de 8,1 e 5,2 mm respectivamente. De acordo
com os valores de MIC e CFM encontrados, o 6leo essencial de cravo-botdo apresentou uma agao inibitoria mais
eficaz contra C. gloeosporioides. Conclui-se que os 6leos essenciais foram eficazes para o controle de C.
gloeosporioides in vitro.

ABSTRACT — The present study evaluated the antimicrobial activity of the essential oil of Eugenia caryophyllus
(clove bud) and Origanum vulgare (oregano) against the plant pathogen Colletotrichum gloeosporioides. Initially
a 'screening’ was performed using the agar diffusion method, where paper discs were treated with the essential
oils to be tested at a concentration of 320 uL/ mL. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum
Fungicidal Concentration (CFM) of each essential oil were determined against the etiological agent. The essential
oils of clove bud and oregano showed antimicrobial activity against the phytopathogenic fungus. The inhibition
halos shown were 8.1 and 5.2 mm respectively. According to the MIC and CFM values found, clove bud essential
oil showed a more effective inhibitory action against C. gloeosporioides. It is concluded that essential oils were
effective for the control of C. gloeosporioides in vitro.
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1. INTRODUCAO

A cultura do maracuja vem ocupando um lugar de destaque na fruticultura tropical, um segmento que se
expandiu como um todo nos Ultimos 30 anos. Representa uma boa opcao entre as frutas por oferecer o mais rapido
retorno econdmico, bem como a oportunidade de uma receita distribuida pela maior parte do ano. A maioria das
outras frutas leva alguns anos para entrar em producdo, o que é incompativel com a necessidade imediata de renda
dos produtores, descapitalizados com os prejuizos resultantes de outras atividades agricolas (Meletti et al., 2010).

Contudo, a partir da intensificagdo dos cultivos, hd um favorecimento ao surgimento de doengas em
plantas. Frequentemente, os pomares sao acometidos por fitopatdgenos, o0 que muitas vezes torna o produto de
baixa qualidade. De acordo com Russomano e Kruppa (2010) a manifestacdo de problemas fitossanitarios podem
ocasionar perdas na produgdo agricola ou alterar compostos quimicos da planta. Dentre as vérias doengas
identificadas na pds-colheita do maracuja-amarelo, a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum
gloeosporioides cuja forma perfeita é o teleomorfo Glomerella cingulata é considerada a mais importante,
ocorrendo, principalmente, em frutos desenvolvidos e sob condigdes de alta umidade relativa do ar e temperaturas
elevadas (26°C a 28°C), acarretando uma redugdo no periodo de tempo de conservagao da fruta. Além dos frutos,
outras partes aéreas da planta podem ser afetadas pela acdo parasitaria do fitopatdgeno, tais como as folhas, botdes
florais, gavinhas e ramos (Kimati et al., 2005).

No manejo de fitopatologias a campo, convencionalmente faz-se uso de pesticidas, no entanto, seus
impactos negativos podem ocorrer tanto diretamente na salde dos agricultores, como por contaminagdo de
alimentos e do meio ambiente como um todo, bem como o surgimento espécies resistentes. Deste modo, hd um
grande desafio no controle de doencas em pds-colheita de forma sustentavel, sem danos aos ecossistemas,
principalmente quando se pensa em manejo de fitopatégenos em pomares de agricultura organica, onde ndo pode
conter residuos de pesticidas. Recentemente, a RDC N° 235/ 2018 tornou obrigatoria a partir de 1° de janeiro de
2018 a andlise de residuos de agrotdxicos, em que seja solicitado, por meio de peticdo especifica, para 0s
fitoterapicos registrados, laudo de controle de qualidade que deve ser apresentada em todas as peti¢Oes de registro
e poés-registro, para plantas medicinais cultivadas ou coletadas no Brasil que ndo comprovarem o sistema organico.

Desde os primérdios da antiguidade, produtos naturais tém sido uma fonte rica para a descoberta de
compostos bioativos a serem utilizados no desenvolvimento de medicamentos e fitoterapicos. Eles incluem drogas
e outros, como corantes, matérias-primas para inddstrias quimicas e uma variedade de substancias usadas para dar
sabor aos alimentos. Nos Gltimos anos, porém, tornou-se cada vez mais evidente que muitos produtos naturais
tém funcgdes ecoldgicas significativas, como protecdo contra ataques microbiano ou por inseto. (Hopkins e Hiiner,
2008). A ciéncia contemporanea confirmou para o tratamento de diversas patologias a eficacia de terapias menos
agressivas a0 homem, de menor custo e que preservam o meio ambiente (Santi¢ et al., 2017). Portanto, os bio-
inseticidas “Pesticidas verdes” foram publicados como uma alternativa aos inseticidas sintéticos nos setores
agricola e de saude publica (Mossa, 2016). Assim, compostos derivados de plantas com atividade antimicrobiana
sdo cada vez mais explorados para uso na preservacado e melhoria da qualidade dos alimentos (Ejike et al., 2013).
Entre os produtos naturais, 0os 6leos essenciais se destacam. S&o produtos originados por meio do metabolismo
secundario de plantas, possuem atividade antifingica com grande potencial de uso no controle de fitopatdgenos
(Gahukar 2018).

Diante essas consideraces, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de Eugenia caryophyllus (cravo-botdo) e Origanum vulgare (orégano), na inibicdo do fungo C.
gloeosporioides, visando um promissor uso como agente fitodefensivo agricola no controle da doenca, em
substituicdo aos fungicidas convencionais, mais nocivos ao homem e ao meio ambiente.

2. MATERIAL E METODOS
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O fungo C. gloeosporioides foi isolado em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) pelo método
direto (Alfenas e Mafia, 2007; Romeiro, 2001), a partir de frutos sintomaticos coletados em novembro de 2018
no municipio de Paty do Alferes, Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro e recuperado em meio de
cultura BDA (Chaves et al., 1973). Para os testes de atividade antimicrobiana, a suspensdo flngica teve sua
densidade celular ajustada em solucéo salina estéril a 0,85% a fim de obter turbidez comparéavel a da solugao
padrdo McFarland 0.5, a qual é equivalente a 108UFC mL* (Jehl et al., 2016). Os dleos essenciais foram obtidos
no comércio (marca Ferquima) e seus constituintes quimicos majoritarios, de acordo com o Laudo Técnico
disponibilizado pelo fabricante, para o cravo-botdo sdo o eugenol, beta-cariofileno e acetato eugenila, para o
orégano, séo o carvacrol, gama-terpineno, linalol, timol e para-cimeno.

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdo em &gar por disco (CSLI, 2012). A
suspenséo fungica foi inoculada com o auxilio de uma alga de Drigalski, por toda a superficie do meio de cultura
BDA. Apds, foram transferidos cinco (5) discos de papel filtro, dispostos de forma equidistantes em cada placa
de Petri inoculada. Foi dispensado em cada disco de papel filtro 10 uL de cada tratamento (6leos diluidos a 320
puL/ mL em DMSO 10 % Tween 20 a 0,8%) e os controles, o fungicida tiofanato metilico 1.000 ppm e como
controle negativo, o solvente DMSO 10% e Tween 20 a 0,8%. As placas foram acondicionadas em cédmara
incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 27° C por 24 h. Os didmetros dos halos de inibicdo foram
medidos, incluindo didmetro do disco. Estes ensaios foram realizados em triplicado. A verificagdo da presenca ou
n&o de halo de inibigao foi realizada aferindo-se os halos presentes por meio de um paquimetro digital.

Para determinar a Concentracao Inibitéria Minima (MIC), foi usada a técnica da microdilui¢do em caldo,
na qual foram utilizadas microplacas com 96 pocos de fundo redondo, em triplicata, seguindo com modificaces
os protocolos do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2012). Em cada poco da placa foram depositados
100 uL meio de cultura caldo batata-dextrose contendo 10% da suspensdo fingica e 100 pL das diluigdes seriais
de 6leos essenciais de cada tratamento (160; 80; 40; 20; 10; 5; 2,5 ¢ 1, 25 uL /mL). O controle de crescimento foi
com DMSO (10%). As microplacas foram seladas com parafilme e incubadas a uma temperatura de 27° C a 24
horas. A MIC foi verificada mediante teste visual, estabelecida como a menor concentragdo capaz de inibir
visualmente o desenvolvimento do microrganismo, comparado ao controle (Cavalcanti et al., 2011).

Figura 1. Microplaca 96 pocos com 0s tratamentos.
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A CFM foi determinada a partir de cada in6culo do teste anterior que ndo apresentou crescimento em 96
horas apds a incubacéo e os controles positivos. Dos po¢os que ndo mostraram crescimento foram retiradas trés
aliquotas e repicadas em BDA, mantidas a 27° C por 72 horas em cdmara incubadora BOD a 28°C e ap0s, as
leituras foram efetuadas, sendo considerada a CFM, a menor concentracdo do 6leo essencial que ndo apresentou
crescimento visivel no subcultivo (Pereira et al., 2011; Espinel-Ingroff et al., 2002).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos bioensaios de difusdo em agar, o fungo C. gloeosporioides apresentou-se sensivel aos 6leos essenciais
utilizados no presente estudo, com formac&o de halos de inibi¢do ao redor dos discos de papel-filtro onde foram
dispensadas as emulsdes com 0leos essenciais de cravo-botdo e orégano. Na tabela 1, é possivel observar que o0s
dois bleos essenciais avaliados, apresentaram atividade antimicrobiana para C. gloeosporioides, contudo inibiram
o fungo com diferencas na sensibilidade. No tratamento com o 6leo essencial de cravo-botdo, o halo de inibicéo
para C. gloeosporioides ficou em 9,7 mm, ja no tratamento com orégano, o halo exibido foi menor, o fungo testado
foi menos sensivel ao 6leo essencial com 5,2 mm de halo. De acordo com os resultados dos testes MIC obtidos
no presente estudo, os Gleos essenciais de cravo-botdo e orégano tiveram a MIC de 5 e 10 uL/ mL respectivamente.
Houve diferencas no efeito inibitorio, sendo o C. gloeosporioides mais sensivel ao cravo-botdo. A partir dos
subcultivos, foi possivel determinar a CFM para os 6leos essenciais de cravo-botdo e orégano com os valores de
20 ¢ 80 uL/ mL respectivamente. Nessas dilui¢des ndo houve crescimento de C. gloeosporioides, indicando efeito
fungicida dos 6leos essenciais.

Tabela 1. Oleos essenciais de cravo-botdo e orégano com seus principais componentes e sua agio
antimicrobiana contra Colletotrichum gloeosporioides.

DIH* MIC CFM

Oleos essenciais Principais componentes (mm) (uL/mL)  (uL/mL)

Eugenol= 86%

Cravo-botdo (Eugenia caryophyllus) B -cariofileno= 10% 9,7 5 20
Acetato Eugenila= 1%
Carvacrol = 72%
vy -terpineno= 4,5%

Orégano (Origanum vulgare) Linalol= 4% 55 10 80
Timol= 2%
Para-cimeno= 4%

*Diametro do halo de inibigdo.

A literatura aponta que a atividade dos 6leos essenciais é geralmente associada a compostos como
eugenol, alicina, timol e carvracol, linalol, que, devido as suas caracteristicas hidrofébicas, agem quebrando a
parede celular microbiana, resultando na perda de sua funcionalidade (Hirasa e Takemasa, 1998; Reis et al. 2020).
Os compostos carvacrol e timol sdo bastante citados em outros autores como responsaveis por efeitos
antimicrobianos. Schorr (2018) expde que o composto eugenol e timol também se destacaram no controle da
mancha foliar em macé, causada por Colletotrichum fructicola e ainda, foram testados como fungicidas para
Fusarium verticillioides e Rhizopus stolonifer. Castro et al. (2017) também destacam o composto isolado eugenol
como efetivo no controle ao fungo A. alternata. No presente estudo, ndo foi possivel afirmar qual composto seria
o responsavel pelo efeito antimicrobiano ou ainda, quais compostos ou efeitos sinérgicos estariam influenciando
na sua agao bioativa. Os resultados obtidos, sdo bastante promissores e incentivam outros estudos na érea.

4. CONCLUSAO

O uso de 06leos essenciais de cravo-botdo e orégano no controle de C. gloeosporioides in vitro
mostrou resultados satisfatorios. O 6leo essencial de cravo-botéo apresentou resultados mais eficazes no
controle de C. gloeosporioides com valores de MIC em 5 pL./ mL e a CFM de 20 uL/ mL.
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