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Raulinoreitzia crenulata € uma espécie vegetal pertencente a familia Asteraceae, apresentando compostos
aromaticos nos galhos, folhas e flores. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil quimico e as atividades
antioxidante pela reducao do DPPH e antifungica frente a Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides e
Colletotrichum acutatum pelos 6leos essenciais dos galhos, folhas e flores de R. crenulata. O material biol6gico foi
coletado em uma area no municipio de Rio Verde, Goias, Brasil. O 6leo essencial foi extraido e o rendimento
determinado. O perfil quimico dos 6leos essenciais foi determinado por CG-EM, a atividade antioxidante pela
redugdo do radical livre DPPH e a atividade antifingica por sucessivas diluigbes do Oleo essencial em
Dimetilsulféxido. Os rendimentos dos 6leos essenciais foram de 0,82; 0,64 e 0,09% para galhos, folhas e flores
respectivamente. O perfil quimico apresentou 33 compostos para o éleo dos galhos, 29 para o 6leo das folhas e 28
compostos para o 6leo das flores. A atividade antioxidante apresentou redugdo entre 100 a 25,09% para o 6leo dos
galhos, de 86,09 a 17,21% para o 6leo das folhas e de 20,55 a 15,12% para o 6leo das flores. A inibigdo de
crescimento micelial para S. sclerotiorum apresentou os melhores resultados, seguido de C. gloeosporioides e em
menor atividade fungistatica para C. acutatum. Os resultados obtidos neste estudo apresentaram bons rendimentos
de extragdo de 6leo, eficientes atividades antioxidante e antifingica. Os éleos essenciais de Raulinoreitzia crenulata
apresentaram bons indicadores através dos ensaios laboratoriais para uso agricola, bioldgico, farmacéutico e
alimenticio.
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Raulinoreitzia crenulata is a plant species in the Asteraceae family, presenting aromatic compounds in twigs, leaves
and flowers. The objective of this work was to evaluate the chemical profile, radical scavening activity reducing of
DPPH and antifungal properties against Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides and Colletotrichum
acutatum of the essential oils of R. crenulata twigs, leaves and flowers. The biological material was collected from an
area in Rio Verde, Goias, Brazil. The essential oil was extracted and the yield determined. The chemical profile of the
essential oils was determined by GC-MS, the antioxidant activity by the DPPH free radical reduction and the
antifungal activity by successive dilutions of the essential oil in Dimethylsulfoxide. The yield of the essential oils was
0.82; 0.64 and 0.09% for twigs, leaves and flowers respectively. The chemical profile showed 33 compounds for twigs
oil, 29 for leaf oil and 28 compounds for flower oil. Antioxidant activity decreased from 100 to 25.09% for twing oil,
from 86.09 to 17.21% for leaf oil and from 20.55 to 15.12% for flower oil. The inhibition of mycelial growth for S.
sclerotiorum showed the best results, followed by C. gloeosporioides and with lower fungistatic activity for C.
acutatum. The results obtained in this study showed good oil extraction yields, efficient antioxidant and antifungal
activities. Raulinoreitzia crenulata essential oils showed good indicators through laboratory tests for agricultural,
biological, pharmaceutical and food use.
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INTRODUCAO

A familia Asteraceae compreende entre 1600 a 1700
géneros e aproximadamente 24000 espécies distribuidas
em trés subfamilias e 17 tribos, apresentando distribuigao
mundial entre 8 a 12% do total de angiospermas (Hattori
& Nakajima, 2011; Heiden et al., 2007; Bremer, 1994). No
Brasil a familia Asteraceae apresenta grande importancia
observada em indmeros trabalhos de campo no
levantamento floristico, visto que, esta familia apresenta
entorno de 10% do total observado. Esta grande parcela,
esta relacionada a dispersdo por frutos e sementes das
inUmeras espécies vegetais que compdem esta familia
(Heiden et al., 2007).

A espécie Raulinoreitzia crenulata (Spreng.) R.M. King &
H. Rob., é encontrada no Brasil, Peru, Bolivia, Paraguai e
no Nordeste da Argentina, com morfologia arbustiva ca.
1,5-3 m de altura; com ramos angulosos, estriados,
glabros; as folhas sdo simples, opostas, e o peciolo
apresenta até 12 mm, a l&amina foliar € do tipo eliptico a
obovada; o apice é obtuso a arredondado ou agudo a
acuminado; a margem foliar é serreada ou crenada, com
base aguda ou acuminada; ambas as faces glandulosa;
apresentam flores pentameras, perfeitas, alvas, com
corola tubulosa, tubo glanduloso, com apice 5-lobado,
lobo glandulosos de coloragdo branca e leve aroma
adocicado, sua floragdo compreende entre os meses de
janeiro a maio (Hattori & Nakajima, 2011; Souza et al.,
2007). Esta espécie era anteriormente conhecida por
Eupatorium polystachyum, hoje o género Eupatorium
sofreu segregagdo e esta espécie foi classificada e
chamada de R. crenulata.

No Brasil a R. crenulata foi observada em estudos
desenvolvidos nos estados do Piaui, Minas Gerais, Mato
Grosso do Sul, Goias, Sao Paulo, Parand, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e no Distrito Federal. Esta
espécie é encontrada habitando areas de campo sujo
umido, de transicdo Cerrado sentido restrito-vereda e
vereda. A espécie de R. crenulata é facilmente
confundida com R. tremula, pelos capitulos dispostos em
espigas formando paniculas, mas difere desta pelo
formato do limbo foliar sendo mais ovada a eliptica em R.
crenulata e mais linear em R. tremula (Hattori &
Nakajima, 2011).

Varias espécies de Asteraceae apresentam compostos
de 6leo essencial produzidos naturalmente pelos vegetais
como uma das indmeras classes de compostos do
metabolismo secundario. Os Oleos essenciais sao
constituidos basicamente por monoterpenos, diterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropandides (Ribeiro et al., 2018).
Estas classes quimicas em sinergismo ou individuais
apresentam importantes funcdes biolégicas,
farmacéuticas, agricolas e alimenticias. Na agricultura os
6leos essenciais vém apresentando em estudos in vitro
boa eficiéncia no controle de fitopatdbgenos, como
inseticidas, moluscicidas, larvicidas, antifungicos e
acaricidas (Gomes et al.,, 2019; Valente et al., 2018;
Volpato et al.,, 2018; Estrela et al., 2006). Entretanto,
estes compostos naturais volateis apresentam também
para as industrias de alimentos e farmacéuticas
importantes ac¢des como na atividade antioxidante,
bactericida, antitumoral e antiviral (Maleski et al., 2019;
Tariq et al., 2019; Souza et al., 2012; Allahverdiyev et. al.,
2004).

Perfil quimico e atividades antioxidante e antifingica dos dleos essenciais

Os principais compostos majoritarios encontrados nos
Oleos essenciais de Asteraceae sao a-pineno, -pineno,
D-limoneno, sabineno, a-felandreno, germacreno D, B-
cariofileno e  biciclogermacreno como  terpenos
hidrocarbonados (Sobrinho et al., 2017; Maia et al., 2010;
Maia et al., 2002). Na classe de compostos terpénicos
oxigenados sao descritos o espatulenol e globulol (Maia
et al., 2002).

Estudo desenvolvido por Souza et al. (2007) avaliaram os
compostos quimicos de Oleos essenciais de E.
polystachyum (=R. crenulata) a partir dos 6rgéos foliar e
das inflorescéncias, onde obtiveram como compostos
majoritarios o B-pineno, B-mirceno, D-limoneno, fB-
cariofileno, germacreno D e biciclogermacreno. Os
pesquisadores ainda avaliam a atividade antioxidante
pelo radical DPPH como modelo, onde em ambas as
amostras de oOleos volateis apresentaram completa
neutralizagdo do radical livre. Outras espécies do género
Eupatorium como E. macrophyllum, E. laevigatum, E.
squalidum, E. amygdalinum, E. conysoides e E.
marginatum avaliados na regido da Amazénia brasileira
apresentaram 0s compostos sabineno, limoneno, o-
gurjuneno, B-cariofileno, germacreno D, spatulenol, 6xido
de cariofileno, globulol, aristoloqueno + leavigatin como
compostos majoritarios dentre as espécies (Maia et al.,
2002).

Os Oleos essenciais apresentam importante fungéo
agricola, como eficiente agente fungicida natural no
controle ou mesmo na eliminagdo de pragas. Novos
produtos naturais com caracteristicas antifungicas e
fungistaticas vém sendo desenvolvidas na promogao,
bem como substituicdo gradativa dos agentes
antifungicos sintéticos, que agridem o ambiente a cada
ciclo de plantio. InUmeras espécies fangicas vém se
adaptando as doses aplicadas nas lavouras, levando o
aparecimento de espécies resistentes, isso promove a
produgdo ou mesmo o aumento das doses langadas
durante a cultura (Carmona & Sautua, 2017).

Em especial o mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum), e
as diversas formas de antrachose, sendo o
Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum
exemplos de agentes fitopatogénicos que todos os anos
causam exponencial perdas na agricultura e no
armazenamento de gréos (soja, milho, sorgo, grao-de-
bico), bem como durante o transporte de frutas como
morango, manga, mamao, abacate e banana (Martinazzo
et al., 2019; Silva et al., 2018; Bagherabadi et al., 2018;
Freddo et al., 2016; Amaike & Keller, 2011 ).

O trabalho teve por objetivo avaliar os 6leos essenciais
dos galhos, folhas e flores de Raulinoreitzia crenulata,
quanto ao perfil quimico e suas atividades antioxidantes
na redugdo do radical livre DPPH e antifungica frente a
Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides e
Colletotrichum acutatum em diferentes concentragoes.

METODOLOGIA

Foram coletados galhos, folhas e flores de R. crenulata
em uma area de brejo localizado em uma propriedade
rural no municipio de Rio Verde — GO, Brasil, com a
seguinte localizagao geografica: 17°43'05.7"S
50°53’09.6"W. A espécie foi identificada pela Prof?. Dr2.
Luzia Francisca de Souza do Herbario Jataiense,
Universidade Federal de Jatai — GO, Brasil. Uma exsicata
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foi herborizada e depositada no Herbario do Instituto
Federal Goiano, campus Rio Verde — GO, Brasil, com o
seguinte nimero HRV: 1114.

As amostras foram coletadas em margo de 2019 entre as
6-8 h. O material foi levado para o laboratério de Quimica
Tecnoloégica onde foi limpo em agua corrente e separado
por 6rgao vegetativo. O material depois de seccionado,
foi pesado em aliquotas de 100 g e triturado
separadamente em processador doméstico com 500 mL
de agua destilada. Em seguida, a solugédo foi transferida
para sistema tipo Clevenger onde ficou em refluxo por 4,5
h. Logo ap6s, o hidrolato foi transferido para funil de
separacdo, onde foi lavado 3 vezes com 30 mL de
diclorometano (P.A — ACS). A fragdo organica foi
coletada e seca com sulfato e sodio anidro (P.A — ACS).
O sobrenadante foi entdo transferido para um copo tipo
béquer revestido externamente com papel aluminio, e
deixado em local seco, fresco e ao abrigo da luz até
completa evaporagdo do solvente. Em seguida, o 6leo
essencial foi pesado, e o rendimento expresso em
porcentagem conforme descrito por Menezes Filho et al.
(2020).

A andlise da constituicdo quimica do 6leo essencial dos
galhos, folhas e flores de R. crenulata, foi realizada em
Sistema de Cromatégrafo a gas acoplado a
Espectrémetro de Massas Sequencial (CG - EM),
equipado com auto-injetor (Shimadzu), coluna Restek
Rtx-5ms (30m x 0.250 mm x 0.25 pym) fundida com silica
e Espectrdbmetro de Massas Sequencial (Shimadzu) e
detector por ionizagé@o por impacto eletronico (IE) (70 eV).
A temperatura inicial foi mantida a 60 °C por 3,0 min.,
seguido de um acréscimo de 3 °C min'! até atingir 200 °C
e posteriormente foi programada para um aumento de
temperatura de 15 °C min' até 270 °C, permanecendo
nessa temperatura por mais 1,0 min.

As temperaturas do injetor e do detector foram de 250°C
e 300°C. As analises foram realizadas utilizando gas (He)
como carreador com pressao de injecao de 50 KPa, faixa
de deteccdo do espectrometro de massas: 43-600 m/z:
2,0 min e fluxo de 3 mL min'. A identificacdo dos
componentes dos oOleos essenciais foi baseada pelo
indice de retencao linear (Indice de Kovats) (IK) calculado
em relagdo aos tempos de retengdo da série homéloga
de n-alcanos (C-06 a C-42) e no padrdo de fragmentagdo
observado nos espectros de massas, por comparagao
destes com a literatura (Adams, 2007) e da espectroteca
(Nist 11).

A atividade antioxidante foi determinada conforme Mezza
et al. (2018) adaptado. Utilizou-se o radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil). O ensaio antioxidante foi
realizado pelo método de microdiluicao em microplacas
de 96 pocos, utilizando leitora de microplacas (Polaris,
Mod. EE). Para cada pog¢o foram adicionados 100 pL mL
' de uma solugdo diclorometanica de DPPH na
concentragdo 0,06 mM, 100 uL mL' de 6leo essencial
diluido em diclorometano nas seguintes diluicdes com
concentragdes de 50; 40; 30; 20; 10; 5; 2,5; 1,25 e 0,625
uL mL'. A microplaca com as amostras foi mantida sob
refrigeracdo a -8 °C. As leituras foram realizadas no
comprimento de ondas em 517 nm, apds 1 h. de reacgéo.
Uma curva padrao foi realizada com a solu¢gdo de DPPH
na concentragdo 0,06 mM. Como controle negativo
utilizou-se a solucdo mae de DPPH 0,06 mM, e como
branco o diclorometano. Os resultados foram expressos
em percentagem de redugédo de DPPH (%).

Os fungos mantidos em meio batata-dextrose-agar (BDA)
foram obtidos por doagéo pelos laboratérios de Produtos
Naturais e de Quimica Tecnoldgica. As cepas avaliadas
pertencem a colecdo micoldégica do Laboratério de
Microbiologia Agricola do Instituto Federal Goiano,
campus do municipio de Rio Verde — Estado de Goias,
Ministério da Educagdo do Brasil, sendo a cepa
identificada geneticamente por S. sclerotiorum VIW 1243,
C. gloeosporioides STW 2115 e C. acutatum STW 2015.
As cepas de S. sclerotiorum foram coletadas em campos
de cultivo de soja na regiao do municipio de Rio Verde —
GO, Brasil. As cepas de C. gloeosporioides e C. acutatum
foram coletadas em culturas de mamoeiros e
maracujazeiros nos municipios de ltumbiara e Morrinhos
— Goias, Brasil, respectivamente.

A atividade antifingica foi determinada através da
diluicio seriada dos 6leos essenciais em dimetilsulfoxido
(DMSO). As concentragdes partiram de 100 (6leo puro);
50; 25; 12,5; 6,25; 3,13 e 1,56 uL mL'. Como controle
negativo, utilizou-se a testemunha (auséncia de 6leo) e
DMSO, enquanto o controle positivo foi o fungicida
Frowncide® 500 SC na concentragéo de 10 pL mL" com
as seguintes caracteristicas (Nome técnico Fluaziman,
Registro no Ministério da Agricultura do Brasil: 7695,
Empresa registrante ISK, dosagem do ingrediente ativo
500 g L' (rétulo do produto), e aplicagdo pelo sistema
terrestre ou aéreo por pulverizagcdo direta), e DMSO
conforme descrito por Menezes Filho et al. (2020).

As concentragbes do 6leo essencial foram adicionadas
ao meio de cultura BDA apds esterilizacdo e
resfriamento, bem como para os tratamentos com
fungicida comercial e DMSO. Apés solidificagdo do meio,
em camara de fluxo laminar, 1 disco de micélio para cada
cepa de S. sclerotiorum, C. gloeosporioides e C.
acutatum com 9 mm de diametro, foi depositado no
centro da placa de Petri de 9 cm de didmetro. Em
seguida, foram incubadas a temperatura de 20, 23 e 25
°C, com fotoperiodo de 12 horas, para S. sclerotiorum, C.
acutatum e C. gloeosporioides respectivamente,
conforme descrito por Silva et al. (2018), Cunico et al.
(2002) e Celoto et al. (2008) adaptado.

A avaliagdo consistiu em medicoes didrias do didmetro
das colbnias, por meio de um paquimetro digital
(Digimess) com resolugao de 0,01 mm/.0005”, iniciadas
apdés 24 horas do inicio da incubagdo e encerradas,
quando as col6nias fungicas, do tratamento testemunha,
atingiram completamente a éarea interna da placa. A
determinagdo do percentual de inibicdo de crescimento
(PIC%) foi realizada conforme proposto por Garcia et al.
(2012). A equagao utilizada foi % PIC = (DTT — DTQ)/
DTT x 100. Onde: PIC = percentual de inibicao de
crescimento, DTT = didmetro no tratamento testemunha,
DTQ = diametro no tratamento quimico.

A andlise estatistica consistiu através de ftriplicatas para
determinacdo do rendimento e da atividade antioxidante,
e de quadruplicata para o teste fungico, seguido de (%)
desvio padrao das médias. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias de todos os
tratamentos com 6leo essencial, foram comparadas ao
fungicida comercial pelo teste de Scott-Knott, com nivel
de significancia de 5%. Ja& as médias entre as
concentragbes para cada 6leo essencial, foram avaliadas
pelos testes de Tukey, e entre os resultados com apenas
duas variagbes em ambas as concentragdes por Student
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(p<0,05). O Software estatistico utilizado foi o PAST 3
(verséo livre 2019).

RESULTADOS

Na Figura 1 estdo apresentados individuos de R.
crenulata com inflorescéncias em ambiente natural de
solo semi-alagado em area de Cerrado goiano, Brasil.

O rendimento do 6leo essencial para os galhos, folhas e
flores foram de 0,82; 0,64 e de 0,09% respectivamente.
Na Tabela 1 esta apresentado o perfil quimico do 6leo
essencial dos galhos, folhas e flores de R. crenulata por
CG-EM.

O perfil quimico demonstrou para o 6leo essencial dos
galhos um total de 33 compostos, sendo os majoritarios
o-cimeno, germacreno D, a-cubebeno e B-ilangeno. Para
o Oleo essencial das folhas foram identificados 29
compostos, sendo 0s majoritarios a-cubebeno e y-
elemeno. Ja para o 6leo essencial das flores foram
identificados 28 compostos sendo os majoritarios 8-3-
careno, D-limoneno, germacreno D e humuleno-1,6-dien-
3-ol. Neste estudo foi observado o composto orcinil di-
tiglato nos 6leos dos galhos e folhas (Tabela 1).

Na Tabela 2 esta apresentado o resultado da atividade
antioxidante pelo éleo essencial doa galhos, folhas e
flores, na reducéo do radical livre de DPPH em diferentes
concentragbes usuais. A atividade antioxidante na
reducdo do radical livre DPPH apresentou maior
efetividade para o 6leo essencial dos galhos (Tabela 2),
com maxima redugdo do DPPH nas maiores
concentragdes, e baixa porcentagem de redugdo na
menor concentragdo usual. O 6leo essencial das folhas
apresentou média eficiéncia, onde na maior concentragdo
foi obtida a maiorpercentagem de reducéo (Tabela 2).

Perfil quimico e atividades antioxidante e antifingica dos dleos essenciais

Ja para o 6leo essencial das flores foi 0 que demonstrou
menor taxa de redugdo do DPPH entre os demais 6leos
avaliados de R. crenulata. Sendo apenas observada
reducdo discreta e ligeiramente baixa nas maiores
concentragbes com percentagens de baixa significancia,
em comparagao com as demais amostras (Tabela 2).

As trés amostras de 6leo essencial, quando comparadas
entre si, apresentaram diferenga significativa pelo teste
de Tukey e Student, nas respectivas concentragoes. Nao
foi observado acdo de reducdo do radical livre em
concentragdes inferiores a 10; 20 e 40 puL mL™" para os
Oleos essenciais dos galhos, folhas e flores
respectivamente, para R. crenulata.

Na Figura 2 estdo apresentados os resultados de
porcentagem de inibicdo de crescimento (PIC) para os
6leos dos galhos, folhas e flores de R. crenulata frente a
S. sclerotiorum in vitro na concentragbes nas
concentragbes (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13 e 1,56 pL
mL™).

Conforme a Figura 2, observam-se alta eficiencia de
inibigdo em porcentagem de crescimento para o fungo S.
sclerotiorum obtidas pelos éleos essenciais dos galhos,
folhas e flores de R. crenulata em diferentes
concentragbes. Pelo teste de Tukey foi observada
diferenca estatistica para a maioria das concentragoes
para cada 6leo essencial. As maiores taxas de inibicoes
foram observadas sempre nas maiores concentragdes o
Oleo das folhas, seguidas das flores e galhos.

Entretanto, o éleo essencial dos galhos demonstrou
atividade de inibicdo em baixa concentragdo, onde o
mesmo nao foi observado para os 6leos das folhas e
flores.

Os o6leos apresentaram boa agdo fungistatica
sensibilizando o desenvolvimento das hifas do S.
sclerotiorum (Figura 2).
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Figura 1. Individuo de R. crenulata. Em (A) parte aérea apresentando as folhas e inicio do estagio de inflorescéncia (flores
fechadas), em (B) folhas e inflorescéncias em estagio avancado (flores abertas) e em (C) galhos. Barra: 90 cm de altura.
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Tabela 1. Perfil quimico do dleo essencial dos galhos
(OEG), folhas (OEF) e flores (OEFI) de R. crenulata por
CG — EM. *(%) Area de Retencdo do pico para cada
composto. O indice de retengéo foi calculado conforme a
literatura de Adams (2007) e Nist 11.

Composto OEG OEF OEFI
Area de Retengao (%)*
a-pineno 1,09 0,47 0,33
Orcinil di-tiglato 0,23 0,31 -
&-3-careno 0,11 0,42 9,76
B-ocimeno 0,35 - 1,00
Trans-B-ocimeno 0,39 0,33 -
y-terpineno 3,07 0,78 0,74
B-felandreno 1,01 0,16 1,27
B-mirceno 0,26 0,32 -
(E)-B-farneseno 0,62 0,67 -
O-cimeno 10,10 7,49 -
p-cimeno 0,22 4,80 -
D-limoneno 2,37 4,61 13,55
y-terpineno 6,01 0,16 -
Oxido de cariofileno 0,73 - -
B-longipineno 0,22 3,54 0,90
Aromadendreno 0,39 0,30 -
Oxido de Aloaromadendreno - - 4,26
Iso-cariofileno 8,84 - 5,12
Germacreno D 15,92 1,28 11,25
y-muuroleno - 1,74 0,68
Cis-muurola-4(14),5-dieno 0,62 - 2,44
a-cubebeno 9,17 23,49 -
Junenol 3,41 5,08 4,72
6-epi-shibunol 3,36 0,55 0,23
a-eudesmol 6,47 2,73 0,97
Criptomeridiol - 4,55 1,01
Canfeno 0,12 - 7,34
B-bourboneno 1,11 0,42 0,98
B-ilangeno 9,21 - 2,18
B-elemeno 4,72 6,08 0,37
y-elemeno - 8,86 3,48
a-santalol 2,08 1,23 0,22
Iso-longifolol 0,33 5,11 0,45
Humulano-1,6-dien-3-ol 1,00 3,74 23,75
Globulol 0,13 - 0,82
1-epi-cubenol - - 0,67
Ledol 2,07 0,65 0,43
Selin-6-en-4-a-ol 0,18 - 0,15
Biciclogermacreno - 3,79 -
Total Identificado (%) 9591 93,66 99,07

Na Figura 3 podem ser observados os resultados de
porcentagem de inibicdo de crescimento dos 6leos
essenciais dos galhos, folhas e flores de R. crenulata
frente a C. gloeosporioides in vitro nas concentragoes
(100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13 e 1,56 pL mL").

Podem-se observar na Figura 3, resultados eficientes na
inibicdo de crescimento para C. gloeosporioides pelo 6leo
essencial das folhas, que apresentou ser mais eficaz
inibindo o crescimento de C. gloeosporioides quando
comparado ao 6leo dos galhos e das flores que
apresentaram menor efeito fungistatico, respectivamente.
Novamente se observa, que as maiores concentragbes

usuais apresentaram os melhores resultados de PIC.
Importante detalhe para se comentar, é que os Oleos
essenciais de diferentes 6rgdos vegetais apresentam
diferentes resultados. O 6leo essencial das flores, foi o
que menos teve uma efetiva agao antifingica, como pode
ser observado ainda na Figura (3), onde apresentou uma
discreta inibicio no crescimento apenas nas duas
maiores concentragdes, entretanto, em ambas as
concentragbes usuais, ndo houve diferenca significativa
conforme teste de Tukey.

Tabela 2. Atividade antioxidante dos dleos essenciais dos
galhos (OEG), folhas (OEF) e flores (OEFI) de R.
crenulata na redugéo do radical livre DPPH em diferentes
concentragbes (50; 40; 30; 20; 10; 5; 2,5; 1,25 e 0,625 uL
mL7). Médias seguidas de (+) desvio padrdo. Letras
diferentes (Minuscula) na mesma coluna apresentam

Conc. pL mL"' Atividade Antioxidante (%)
OEG OEF OEFI

50 100 £0,00aA 86,09 +0,07aB 20,55 +0,06aC
40 100 +0,00aA 71,28 £0,04bB 15,12 +0,13bC
30 48,74 +0,10bA 26,15 +0,07cB -

20 43,72 +0,09bA 17,21 £0,02dB -

10 25,09 + 0,06cA - -

5 - - -

2,5 - - -

1,25 - - -

0,625 - - -

Ja na Figura 4 estdo apresentados os resultados da
porcentagem de inibicAo de crescimento dos Oleos
essenciais dos galhos, folhas e flores de R. crenulata
frente a C. acutatum in vitro nas concentragdes (100; 50;
25;12,5;6,25; 3,13 e 1,56 uL mL™).

As melhores eficiéncias de inibicdo para C. acutatum
foram para os 6leos dos galhos e folhas também nas
maiores concentragoes. O 6bleo essencial das flores
apresentou a menor inibigdo de crescimento com maxima
e Unica acdo fungistatica na maior concentragéo,
demonstrando baixa prote¢do contra o desenvolvimento
do fungo. Os resultados de menor porcentagem de
inibigdo do crescimento micelial, foram observados para
C. acutatum como pode ser observado na Figura (4),
entretanto, merecida atengdo deve ser tomada para
ambos os Oleos essenciais dos galhos e folhas que
apresentam boa PIC para C. acutatum.

O experimento antifingico para S. sclerotiorum, C.
gloeosporioides e C. acutatum foram avaliados e
comparados com o controle positivo, fungicida comercial
Frowncide® 500 SC na concentragdo usual pré-
determinada de 10 pL mL" com inibicdo méaxima para as
trés cepas fungicas testadas. O estudo das médias
encontradas pelo teste de Scott-Knott revelou que, todas
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as concentragbes diferiram estatisticamente do controle diferentes concentragdes dos dleos essenciais para cada
positivo, entretanto, com resultados inferiores ao obtido 6rgdo vegetal avaliado, com respectiva taxa de inibigao
pelo fungicida de referéncia. para determinagdo da melhor concentracdo usual. Ja
Deve-se destacar que, a comparagdo da diferenga para o controle negativo (testemunha e DMSO), nao
estatistica pelo teste de Tukey, foi realizada entre as houve inibicao de crescimento dos fungos.
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Figura 2. Porcentagem de Inibicdo de Crescimento (PIC) pelos dleos essenciais dos galhos, folhas e flores de R. crenulata
frente a S. sclerotiorum. Letas iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05%).
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Figura 3. Porcentagem de Inibicdo de Crescimento (PIC) pelos dleos essenciais dos galhos, folhas e flores de R. crenulata
frente a C. gloeosporioides. Letas iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05%).
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Figura 4. Porcentagem de Inibicdo de Crescimento (PIC) pelos dleos essenciais dos galhos, folhas e flores de R. crenulata
frente a C. acutatum. Letas iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05%).

DISCUSSAO

A espécie R. crenulata foi observada habitando areas
semi-alagadas préximas a rios e lagoas, os individuos
avaliados neste estudo, apresentaram inflorescéncia no
periodo entre outubro a dezembro para o estado de
Goias na regidao Sudoeste (Figura 1). As flores
apresentam leve aroma adocicado, persistindo por longo
periodo mesmo sob armazenagem em geladeira a 4°C.
Estudo realizado por Pereira et al. (2019) encontraram
individuos de R. crenulata habitando areas de campo de
murundus no sudoeste de Goids, Brasil.

O mesmo foi observado por Scremin-Dias et al. (2018)
onde estudaram a flora de campos Umidos calcarios na
serra da Bodoquena no estado do Mato Grosso do Sul,
Brasil, onde descreveram a presenca de R. crenulata
com forma de vida anfibia. Gasper et al. (2013)
encontraram individuos de R. crenulata em &rea de
componente floristico em floresta estacional decidual no
estado de Santa Catarina, Brasil. J& Souza et al. (2007)
avaliando a mesma espécie de R. crenulata descreveram
em estudo, plantas com inflorescéncias no més de abril,
para o estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Este estudo
corrobora e acrescenta novos dados na literatura sobre
os variados ambientes em que esta espécie de
Asteraceae habita em diferentes tipos de regides.

Os o6rgaos vegetativos aéreos de R. crenulata
demonstraram ser ricos em 6leo essencial, bem como em
composi¢cdo quimica. Foi observado como composto
minoritario o orcinil di-tiglato, para o 6leo do galho e folha.
Mesmo ainda em baixa concentragdo em relagdo a area
do pico no cromatograma pela analise em CG-EM, esse
composto apresenta grande importancia para a pesquisa.
De acordo com Adams & Dev (2009) os compostos

tiglatos e angelatos contribuem significativamente na
composi¢do quimica do 6leo essencial.

InUmeras espécies de Asteraceae apresentam riqueza na
constituicdo quimica de seus 0leos essenciais, como
pode ser observado nos trabalhos de Babady-Bila et al.
(2017) com um total de 42 compostos identificados no
Oleo essencial de Eupatorium africanum, sendo o0s
majoritarios a-humuleno 8,90%, edicariol 8,90%, 10-Epi-
y-eudesmol 11,30%, e B-eudesmol 49,1%. Pandey et al.
(2014), avaliaram o 6leo essencial dos galhos em outra
espécie do género Eupatorium, Eupatorium adenophorum
onde encontraram cerca de 35 compostos, sendo os
majoritarios canfeno 12,05%, a-felandreno 8,57%, p-
cimeno 11,6%, acetato de bornil 10,60% e acoradieno
10,11%.

Padalia et al. (2009) encontraram um total de 49
compostos para o 6leo essencial de E. adenophorum,
sendo os majoritarios canfeno 8,9%, a-felandreno 9,6%,
p-cimeno 16,6%, bornil acetato 15,6; 15,9; 14,4; 9,4 e
10,8%, amorfo-4-em-7-ol 9,6; 14,8; 13,8; 17,7; 9,4 3
9,9%, e 3-acetoxiamorfa-4,7(11)-dien-8-ona com 8,3;
15,2; 16,3; 15,9 e 9,4%. No estudo de Souza et al.
(2007), os pesquisadores encontraram 34 compostos,
sendo 8 tracos para o Oleo essencial das folhas de
Eupatorium polystachyum, os majoritarios foram B-pineno
14,7%, B-mirceno 15,3%, limoneno 22,8%, B-cariofileno
10,4% e biciclogermacreno 12,0%, e para o 6leo
essencial das inflorescéncias, 28 compostos sendo os
majoritarios B-pineno com 9,8%, B-mirceno 10,8%,
limoneno 20,5%, p-cariofileno 15,4%, germacreno D
9,45% e biciclogermacreno 19,2%.

Bamba et al. (1993) encontraram para o éleo essencial
de Eupatorium odoratum 38 compostos, sendo dois ndo
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identificados. Os majoritarios a-pineno 18,8%, B-pineno
10,5%, germacreno D 8,2%, e pregeijereno 14,3%. Pode-
se inferir que a sazonalidade, area de coleta, tipo de solo,
intensidade dos raios solares e altura em relagcdo ao mar,
bem como fatores genéticos influenciam
consideravelmente na composigdo, bem como nos teores
quantitativos (Ribeiro et al., 2018; Souza et al., 2012; De
Morais, 2009). Observa-se uma grande variedade de
compostos e teores relativos para inUmeras espécies de
Eupatorium, entretanto, novas avaliagbes devem ser
realizadas em outros grupos de individuos da mesma
espécie em outros ambientes dentro do estado de Goias
para se ter uma possivel variabilidade no perfil quimico
para R. crenulata, podendo assim, avaliar caracteristicas
Unicas dessa espécie nas mais variadas fitofisionomias
do Cerrado brasileiro.

Inimeras espécies de Asteraceae sao utilizadas na
medicina tradicional, na fitoterapia, bem como na
fitopatologia nos continentes Africano, Asiatico, na
Oceania e nas Américas para o tratamento e cura de
varias doengas em humanos, animais e plantas
agricultaveis (De Souza et al., 2017). Os teores dos
diversos compostos em sinergismo ou em compostos
puros do metabolismo secunddrio dos vegetais
apresentam importante atividade antioxidante na redugao
de radicais livres como o oxigénio singleto. Os radicais
livres sdo o0s responsaveis por inumeros problemas
genéticos, desencadeando patologias nos seres
humanos e animais, bem como fitopatolégicos nos
vegetais.

Os antioxidantes apresentam importante agdo de redugao
(sequestro) de inumeras formas radicalares que estédo
envolvidas em inumeros processos no desenvolvimento
de tumores cancerigenos e na desestruturagdo de
biomoléculas. De acordo com Jena et al. (2017) e
Elseweidy et al. (2015), o estresse oxidativo esta
associado a produgao dos grupos de radicais livres que
apresentam alto potencial patogénico em biomoléculas,
no DNA, no desenvolvimento de doengas como
Alzheimer, aterosclerose, Parkinson, no envelhecimento
precose, no diabetes, na artrite reumatdide e em doencas
imunoldgicas, como lupus eritematoso sistémico.

Como agente antioxidante, os 0leos essenciais sao
utilizados ndo somente no estudo de citotoxicidade ou na
inibicdo dos efeitos deletérios de células cancerigenas,
podendo também ser empregados no uso alimenticio
evitando a proliferacdo de microrganismos e na ag¢édo de
inibicdo dos radicais livres (Scur et al., 2016).

Estudos avaliando a capacidade de reducdo de radicais
livres com Oleos essenciais vém demonstrando
importantes resultados, como nos estudos de Baczek et
al. (2017), onde os pesquisadores obtiveram alta
eficiéncia na porcentagem de redugdo do radical livre
DPPH e FRAP com resultados de 86,80% e 88,18%, e de
739,8 e 1178,0 Fe?* umol g' para os 6leos essenciais de
Tanacetum balsamita e Tanacetum vulgare,
respectivamente. Scur et al. (2016) encontraram atividade
antioxidante entre 16,19 a 4,01%, com ICso de 183,99 a
171,14 pL mL' para o O6leo essencial de Psidium
cattleianum. Pandey et al. (2014) encontraram para o
6leo essencial dos galhos de E. adenophorum atividade
antioxidante entre 42,0 a 85,5% na reducdo do radical
DPPH. Souza et al. (2007) avaliaram a atividade
antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH a partir
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dos 6leos essenciais das folhas e inflorescéncias de E.
polystachyum (R. crenulata) coletadas no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, com efetiva redugéo radicalar na
diluicdo 1:10 (v/v). Os resultados de porcentagem de
redugdo neste estudo estdo préximos aos obtidos entre
os trabalhos na literatura avaliada.

Os O6leos também vém demonstrando em indmeros
trabalhos, efetiva agédo antifungica tanto para fungos
patolégicos (humanos e animais), como fitopatologicos
nos mais variados tipos de vegetais que atualmente
fazem parte do grupo dos vegetais economicamente
importantes para a produgéo alimenticia. Todos os anos,
os produtores de sementes (milho, soja, grao-de-bico) e
de frutas (mamado, morango, abacate), e em algumas
formas de legumes, apresentam perdas de producao,
afetando a economia mundial. Dentre os inUmeros
géneros fangicos causadores de fitopatolégicas as
espécies de S. sclerotiorum, C. gloeosporioides e C.
acutatum apresentam sérias perdas na agroindustria.

A acdo de inibicdo fungica frente a S. sclerotiorum, C.
gloeosporioides e C. acutatum apresentaram alta
eficiéncia para as diferentes concentragbes de Oleo
essencial de R. crenulata (Figuras 2, 3 e 4). Os melhores
resultados de inibicdo foram observados para S.
sclerotiorum, seguidos de C. gloeosporioides e C.
acutatum. Entretanto, o 6leo essencial das flores
apresentou discreta inibicdo apenas na maior
concentragao (6leo puro) para C. acutatum ndo sendo a
melhor op¢ao para futuros testes em casas-de-vegetagao
€ em campo.

Possivelmente as altas taxas de inibigdo para S.
sclerotiorum,  podem  estar influenciadas pelo
desenvolvimento biolégico rapido que o fungo apresenta,
e das condicdes de crescimento, onde devido a baixa
temperatura de 20 °C os compostos de monoterpenos e
diterpenos por sinergismo agem por maior tempo, devido
a baixa taxa de volatilizagdo destes compostos, que
apresentam menor cadeia carbbnica. Para corroborar
esta discussao, alguns trabalhos apresentados, avaliaram
essa volatilizagdo em diferentes variaveis.

Sdo inumeros trabalhos que avaliam a cinética de
volatilizagdo versus tempo versus temperatura na
constituicdo quimica de 6leos volateis. De acordo com
Radiinz et al. (2006), e Rocha et al. (2000), o tempo e
temperatura influenciam na composicdo quimica, isso &
obvio, visto que, os fungos neste estudo ndo apresentam
tempo de crescimento igual, o S. sclerotiorum tem seu
pleno desenvolvimento em até 5 dias, ja para C.
gloeosporioides e C. acutatum uma previsao entre 12 a
16 dias na temperatura usual. Outras possibilidades
podem estar na concentragdo de cada composto que
apresenta atividade antifungica, na acao pelo sinergismo
do dleo essencial e a prépria genética do fungo.

Outros estudos aplicando 6leos essenciais apresentaram
importantes resultados de inibigdo, como observados nos
estudos de Silva et al. (2018), onde os pesquisadores
avaliaram o 6leo essencial das folhas de Psidium guajava
coletados em duas épocas do ano frente a S.
sclerotiorum. Neste estudo foi possivel inibir entre 93,4 a
94,9% em uma concentragéo de 300 uL mL', e de 90,0 a
90,8% para a concentragdo intermediaria de 200 pL mL",
e na menor concentragdo de 100 pL mL"' entre 77,5 a
80,0%.
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Para Valadares et al. (2018), importantes resultados
foram obtidos para inibicdo de S. sclerotiorum usando
oleo essencial de Piper aduncum. No estudo supracitado,
0 Oleo essencial das inflorescéncias apresentaram
inibicdo de 100% para as concentragbes 30, 40 e 50 pL
mL-', e nas concentragdes de 10 e 20 uL mL"' com taxas
de PIC de 85,85 e 99,83%, sendo esta Ultima, onde ndo
houve diferenga significativa para as demais
concentragbes superiores. Ja para o 6leo essencial das
folhas de P. aduncum, o estudo relata taxas de inibicao
superiores a 96,31% para as concentragdes de 10, 20,
30, 40 e 50 uL mL'. No estudo proposto por Ma et al.
(2016), diferentes concentracdes testadas entre 1,00 a
0,15 uL mL' do dleo essencial de Ziziphora
clinopodioides na fase de vapor in vitro, os pesquisadores
conseguiram inibir a germinagdo de esclerdédios de S.
sclerotiorum em 75%. J& Bajpai et al. (2008) encontraram
resultado de 39,6% de inibicdo para S. sclerotiorum
utilizando o éleo essencial de Silene armeria na
concentragédo de 5 uL mL' correspondendo a 1000 ppm.

Formas de antracnose causam sérios prejuizos em
plantagbes de frutiferas anualmente, devido a podridao
dos frutos ainda em desenvolvimento, na colheita, no
transporte, no armazenamento, bem como no meio
domiciliar. S&o inumeras as espécies do género
Colletotrichum que causam severas perdas na economia
agricola principalmente de paises de clima tropical, onde
ha severa acdo desses fungos. Xu et al. (2017)
encontraram efeito fungicida para C. gloeosporioides
utilizando  1-Metilciclopropeno  (1-MCP). O 1-MCP
suprimiu o desenvolvimento da antracnose nos frutos de
manga inoculadas com C. gloeosporioides. Os frutos
controle com 6 dias ja haviam total deterioragao,
enquanto os frutos tratados com 1-MCP apresentaram
apenas incidéncia de 45,7%. A lesao ocasionada pelo
fungo também apresentou didmetro médio inferior de
5,67 a 15 mm, contra o diametro da lesdo dos frutos
controle de 28,33 a 66 mm, indicando assim, significativa
supressdo da antracnose causada pelo C.
gloeosporioides em frutos de manga.

Diversos trabalhos vém demonstrando efetiva acéo
fungistatica por 6leos essenciais, como nos estudos de
Junior et al. (2009) onde avaliaram o efeito fungitoxico de
O0leos essenciais de Lippia sidoides, Ocimum
gratissimum, Cymbopogon citratus, Lippia citriodora e
Psidium guayava contra C. gloeosporioides onde
obtiveram porcentagens de inibicdo de 100 a 44% para
concentrages de 1 a 10 uL mL"'. Bajpai et al. (2008)
testaram o O6leo essencial de S. armeria em uma
concentragéo de 5 pL (1000 ppm disco) para Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Phytophthora capsici,
Colletotrichum capsici, Botrytis cinerea e Rhizoctonia
solani, com taxa de inibicdo de 54,0; 67,6; 59,6; 60,3;
65,6 e 58,0%, respectivamente. E Pereira et al. (2007)
encontraram inibicdo de 100% frente a Colletotrichum
musae e C. gloeosporioides causadores da podridao da
banana com 6éleos essenciais de C. citratus e Eucalyptus
citriodora em diferentes concentragdes.

Outra forma infectante de frutas, hortalicas e legumes, o
fungo C. acutatum apresenta severa agdo de
deterioracdo de vegetais no desenvolvimento pleno.
Oliveira et al. (2019) encontraram taxas de inibigdo entre
46,26 a 92,99% em concentragdes que variaram entre 31
a 500 uL L' de dleo essencial de L. sidoides para C.
acutatum. Pineda et al. (2018) observaram importante

atividade de inibigdo para C. acutatum em diferentes
extratos e 6leo essencial de Petroselinum crispum. De
Oliveria et al. (2016) avaliaram uma outra espécie de
Colletotrichum, o C. musae que ataca plantagbes de
diferentes espécies de bananas. No estudo, o0s
pesquisadores avaliaram a PIC para o éleo essencial do
alecrim pimenta, cravo-da-india e eucalipto, onde
obtiveram resultados entre 958 a 100% para
concentragdes de 25, 50 e 100 L L', e como controle o
carbendazim. O dleo essencial na concentracdao de 400
pug mL" inibiu completamente o desenvolvimento de C.
acutatum nas primeiras 72 horas, e apos este periodo, a
percentagem de inibi¢do caiu para 78% em 264 horas. Ja
Dias-Arieira et al. (2010) avaliaram a inibicdo micelial
para C. acutatum em diferentes concentragées de 6leo
essencial de Azadirachta indica e E. citriodora, onde
também encontraram boa eficiéncia com taxas de
inibicdo entre 84,4 a 74,4%, e de 91,1 a 35,6%,
respectivamente.

O estudo de novos fungicidas com caracteristicas
naturais obtidos a partir do metabolismo secundario dos
vegetais, como o0s 0leos essenciais, apresenta em
inimeros estudos efetiva atividade antifingica, baixo
efeito téxico para humanos, solo, agua, nos animais e
demais formas de vida, principalmente nos insetos
polinizadores (Durgo et al., 2020; Jassbi et al., 2018;
Bayala et al., 2018; Oliveira et al., 2016; Coitinho et al.,
2011).

Outro ponto importante ndo somente para 0 meio
ambiente, é o valor do estudo para o desenvolvimento de
um novo fungicida natural, que apresenta maior
economia quando comparados aos observados no
desenvolvimento de uma molécula sintética, visto que, o
mercado de 6leos essenciais vem crescendo a cada ano
e em resposta a eventuais agdes contra resisténcia aos
fungicidas comerciais (Speziali, 2012; Bizzo et al., 2009;
De Castro et al., 2005). Estudos vém sendo elaborados
como forma de avaliagdo de inimeras espécies fungicas
que estdo apresentando resisténcia aos fungicidas
comerciais de maior empregabilidade, devido ao uso
continuo, muitas das vezes em varias aplicagées ao ano.
Por exemplo, cepas de C. gloeosporioides e C. acutatum
ja demonstram serem resistentes ao fungicida sintético
Carbendazim conforme estudo de Zhang e Huang (2007).

CONCLUSOES

Os oOleos essenciais de R. crenulata apresentaram
quantitativos de rendimento satisfatérios para os galhos,
folhas e flores. Varios compostos majoritarios foram
observados para as amostras. Os 6leos apresentaram
alta, média e baixa eficiéncia na redugao do radical livre
DPPH respectivamente. Quanto a atividade antifingica
0s Oleos apresentaram satisfatdria inibicdo de
crescimento para as cepas avaliadas de S. sclerotiorum e
C. gloeosporioides, 0 mesmo nao foi observado para C.
acutatum nos ensaios in vitro. Novos estudos deverao ser
realizados avaliando a capacidade fungicida destes 6leos
em casas-de-vegetacdo e ou em campo para que se
possa verificar a cinética de inibicdo micelial em ambiente
controlado e nao controlado, outro possivel uso na
biotecnologia, seria a produg¢ao por encapsulamento do
6leo essencial havendo estudos sobre a sua agao por
tempo prolongado no ambiente agricola.
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