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RESUMO

O uso de fungicidas no controle de fungos fitopatogénicos é considerado um grande desafio
para a agricultura mundial, pois o uso desses produtos esta associado a diversos problemas
ambientais e danos a saude humana. Nesse contexto, 0s 6leos essenciais vegetais sao uma
alternativa em substituicdo aos pesticidas sintéticos usados na producdo agricola. As
oleorresinas da espécie Protium altsonii possuem atividades bioldgicas promissoras e
representam uma alternativa sustentavel para o desenvolvimento de biopesticidas eficientes
para o controle de fitopatdgenos. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial
antifungico de oleorresinas de Protium altsonii, seus 6leos essenciais e hidrolatos no controle
de fungos patogénicos. Foram avaliados os fungos Alternaria japonica, Colletotrichum
guaranicola, Colletotrichum spp. e Pestalotiopsis spp. As amostras de oleorresinas de P.
altsonii (28g e 33g) foram submetidas a hidrodestilacdo em Clevenger por 3 horas. Os 6leos
essenciais e hidrolatos foram coletados e mantidos sob refrigeracdo. Os 0leos essenciais
obtidos foram submetidos a analise por cromatografia em fase gasosa (CG-EM) para
quantificagdo da composi¢do quimica. A determinacgdo da atividade antifungica foi realizada
pelo método de difusdo disco. A determinagcdo da concentragdo minima inibitoria (CMI) e
concentracdo fungicida minima (CFM) foram realizadas pelo método de microdiluicio em
pocos e em placas de Petri contendo caldo batata dextrose estéril, respectivamente. As
andlises de CG-EM possibilitaram a identificacdo de 34 constituintes para a amostra
BRALTO1, com predominancia de monoterpenos (73,22%) e sesquiterpenos (24,41%). Os
constituintes majoritarios foram p-cimeno (34,73%), a-felandreno (13,86%), a-pineno (6,85%)
e B-acoradieno (9,62%). Na amostra BRALTO02, foram identificados 25 constituintes, com
predominancia de monoterpenos (90,21%) e sesquiterpenos (8,45%). Os componentes
majoritarios foram p-cimeno (51,6%), trans-dihidro-a-terpineol (15,1%), a-pineno (6,92%), a-
terpineno (3,77%) e a-felandreno (3,34%). Os O6leos essenciais BRALT01 e BRALTO02
apresentam atividade antifingica para os fungos Alternaria japonica, Colletotrichum
guaranicola, Colletotrichum spp. com com formacéo de halos de inibicdo acima de 1,0 cm. O
0leo BRALTO02 apresentou melhores resultados para atividade antifingica (halos de inibicdo
entre 1,70 cm-1,95 cm) em comparacdo ao 6leo BRALTO1 (halos de inibigcdo entre 1,19-
1,45cm), para A. japonica, C. guaranicola e Colletotrichum spp. Os 6leos ndo apresentaram
atividade antifungica para Pestalotiopsis spp. Os hidrolatos n&do apresentaram atividade
antifngica para nenhum fitopatdgeno testado. O 6leo BRALTO2 foi mais eficiente do que o
6leo BRALTO1 apresentando os menores valores de CIM e CFM para todos os patdgenos
testados. Os 6leos essenciais de resina de Protium altsonii sdo uma alternativa promissora
para o controle de fitopatdgenos, representando menor risco a saude humana e ao meio
ambiente.

Palavras-chave: Biopesticidas. Propriedades biologicas. Controle alternativo. Amazonia.



ABSTRACT

The use of fungicides to control phytopathogenic fungi is considered a major challenge
for global agriculture, since the use of these products is associated with several environmental
problems and harm to human health. In this context, vegetable essential oils are a promising
alternative to synthetic pesticides used in agricultural production. Oleoresins from the species
Protium altsonii have biological activities and represent a sustainable alternative for the
development of efficient biopesticides for the control of phytopathogens. This study aimed to
evaluate the antifungal potential of Protium altsonii oleoresins, its essential oils and hydrolates
in the control of pathogenic fungi. The fungi Alternaria japonica, Colletotrichum guaranicola,
Colletotrichum spp. and Pestalotiopsis spp. were evaluated. The oleoresin samples from P.
altsonii (28 g and 33 g) were subjected to hydrodistillation in Clevenger for 3 hours. The
essential oils and hydrolates were collected and kept under refrigeration. The obtained
essential oils were subjected to gas chromatography (GC-MS) analysis to quantify their
chemical composition. The determination of antifungal activity was performed by the disk
diffusion method. The determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum fungicidal concentration (MFC) were performed by the microdilution method in wells
and in Petri dishes containing sterile potato dextrose broth, respectively. The GC-MS analyses
allowed the identification of 34 constituents for the BRALTO1 sample, with a predominance of
monoterpenes (73.22%) and sesquiterpenes (24.41%). The major constituents were p-cymene
(34.73%), a-phellandrene (13.86%), a-pinene (6.85%) and B-acoradiene (9.62%). In sample
BRALTO02, 25 constituents were identified, with a predominance of monoterpenes (90.21%)
and sesquiterpenes (8.45%). The major components were p-cymene (51.6%), trans-dihydro-
a-terpineol (15.1%), a-pinene (6.92%), a-terpinene (3.77%) and a-phellandrene (3.34%). The
essential oils BRALTO1 and BRALTO02 showed antifungal activity against the fungi Alternaria
japonica, Colletotrichum guaranicola, Colletotrichum spp. with the formation of inhibition halos
above 1.0 cm. The BRALTO2 oil showed better results for antifungal activity (inhibition zones
between 1.70 cm-1.95 cm) compared to the BRALTO1 oil (inhibition zones between 1.19-1.45
cm) for A. japonica, C. guaranicola and Colletotrichum spp. The oils did not show antifungal
activity for Pestalotiopsis spp. The hydrolates did not show antifungal activity for any
phytopathogen tested. The BRALTO2 oil was more efficient than the BRALTO1 oil, presenting
the lowest MIC and CFM values for all pathogens tested. Protium altsonii resin essential oils
are a promising alternative for the control of phytopathogens, representing a lower risk to
human health and the environment.

Keywords: Biopesticides. Biological properties. Alternative control. Amazon.
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1 INTRODUCAO

Os fungos fitopatogénicos representam provavelmente o grupo mais diverso de
ameacas ecologicamente e economicamente relevantes em culturas de plantas. Os
fungos patogénicos sao micro-organismos parasitas que habitam no interior de tecidos
vegetais, causando diversas doencas nas plantas. Esses micro-organismos diminuem
o rendimento e qualidade das colheitas e causam enormes prejuizos na producéo

agricola mundial (Doehlemann et al, 2017; Peng et al, 2021).

O controle doencas em plantacbes de alimentos ao redor do mundo é
considerado um grande desafio para a agricultura mundial. Doencas causadas por
microrganismos levam a grandes perdas e causam prejuizos econdmicos
significativos. Os fungos patogénicos afetam diversas espécies vegetais e
frequentemente causam doencas durante os estagios de producéo e pés-colheita em
gréos de cereais, frutas, vegetais e em espécies florestais produtoras de madeira
(Patriarca; Vaamonde; Fernadndez Pinto et al, 2014; Patil et al, 2024).

O uso de defensivos quimicos como mecanismo de controle de pragas e
doencas aliado ao aumento da producdo de alimentos, trouxe sérios problemas
ambientais e danos a saude humana. O uso recorrente de fungicidas quimicas esta
associado ao surgimento de patdgenos resistentes ocasionando surtos de doencas,
ao desequilibrio no controle bioldgico natural, contaminacdo da atmosfera, solo, agua,

bem como efeitos adversos a saude humana (Khedhri et al, 2023).

Devido as preocupacdes ambientais e a crescente necessidade de produzir
alimentos mais seguros, torna-se necessario encontrar alternativas para o controle de
fitopatdgenos. Os pesticidas botanicos, especialmente feitos a base de Oleos
essenciais vegetais representam uma alternativa em relacao aos pesticidas sintéticos,

para aplicagdo em sistemas agricolas (Campos et al, 2019).

Os Oleos essenciais sdo substancias naturais volateis de composicao
complexa, constituidos principalmente de mono e sesquiterpenos e fenilpropandides
produzidos a partir do metabolismo secundario da planta. A atividade antimicrobiana
dos dleos essenciais esta relacionada a composi¢cao quimica de seus componentes,

a concentracdo em que estdo presentes e as suas interacdes, que podem influenciar
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suas caracteristicas bioativas (da Cruz Cabral; Pinto; Patriarca, 2013; Gutiérrez-del-
rio; Fernandez; Lombd, 2018).

Aregidao amazoénica é considerada uma fonte de recursos naturais devido a sua
biodiversidade, abrigando espécies vegetais produtoras de substancias bioativas, tais
como, os 6leos volateis ou essenciais. As espécies vegetais da familia Burseraceae
especificamente do género Protium destacam-se pela sua abundancia na regido
amazonica e produzem uma resina aromatica denominada de breu ou almecegueira.
Estas oleorresinas destacam-se devido as diversas atividades biologicas e
propriedades farmacoldgicas (Murthy et al, 2016).

Protium altsonii € uma espécie arbdrea que ocorre naturalmente na Ameérica do
Sul e é encontrada nas regifes Norte, Nordeste e Centro-Oeste do territorio brasileiro
(Daly, 2015). A espécie produz uma resina que exsuda do tronco de coloragdo branca,
transparente, translicida, de odor almiscarado. A resina e os 6leos essenciais obtidos
da casca, madeira e folhas sdo amplamente utilizados na medicina popular (Tostes,
2015). A composicdo volatil da oleorresina de Protium altsonii € formada
principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos, sendo possivel encontrar outras

classes de compostos em menor concentragao (Zoghbi et al, 2005).

Estudos direcionados para investigar potencial biolégico das oleorresinas de
Protium altsonii sédo escassos na literatura. Apesar disso, as pesquisas ja realizadas
apontam atividades biol6gicas promissoras para 0s 6leos essenciais das resinas desta
espécie. As oleorresinas de Protium altsonii apresentaram acéo antifingica, potencial
leishmanicida e potencial de inibicdo contra fitopatogénicos Aspergillus niger e

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Santana et al, 2020; Tostes, 2015).

Nesse sentido, o trabalho proposto investigar potencial antifingico in vitro dos
Oleos essenciais e hidrolatos de Protium altsonii no controle dos fitopatogenos

Alternaria japonica, Coletotrichum guaranicola, Colletotrichum spp. e Pestalotiopsis

Spp.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antifungico da oleorresina de Protium altsonii, seus oOleos

essenciais e hidrolatos no controle de fungos patogénicos.
2.2 Objetivos Especificos

I.  Identificar os constituintes quimicos nos extratos produzidos;

II. Analisar a atividade antifingica in vitro dos extratos sobre o crescimento
micelial sobre os fitopatdgenos Alternaria japonica, Colletotrichum guaranicola,
Colletotrichum spp. e Pestalotiopis spp.;

lll.  Avaliar a concentracdo minima inibitéria e concentracao fungicida minima dos
extratos sobre os fitopatdgenos Alternaria japonica, Colletotrichum guaranicola,

Colletotrichum spp. e Pestalotiopis spp.;
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Oleos essenciais

As plantas produzem uma grande diversidade de compostos quimicos,
denominados de metabdlitos primarios e secundarios, que tém um papel
fundamental na evolucéo das plantas e na interagdo com outros organismos Vivos.
Os metabolitos primarios sdo produzidos por todas as plantas e que tém um papel
direto no seu crescimento e desenvolvimento. Os metabolitos secundarios séo
compostos especializados e sdo importantes para interacdo das plantas com o
meio ambiente, na mediacdo entre fatores biéticos e abibticos. Devido a complexa
inter-relacédo entre plantas e insetos e sua forma peculiar de comunicacdo com a
sua biota associada, essas substancias sdo também designadas de metabdlitos
especiais. Os metabdlitos secundarios pertencem a uma das trés principais
classes quimicas: terpenos, compostos fendlicos e nitrogenados (Gottlieb; Borin,
2012; Pacheco Borges; Alves Amorim, 2020).

As plantas produzem uma alta diversidade de metabdlitos secundarios, com
mais de 100.000 substancias identificadas, que estdo envolvidos na defesa
quimicas das plantas, resultado da interacdo das plantas com predadores durante
0 processo evolutivo ao longo de milhdes de anos. Entre essas moléculas, estima-
se que aproximadamente 3000 Oleos essenciais tenham sido identificados, dos
quais 300 sao comercialmente importantes e usados para fins alimenticios,
farmacéuticos, cosméticos, agronémicos, sanitarios e na perfumaria (Palazzolo et
al, 2013; Wink, 1999).

Oleo essencial (OE) ¢ definido pela Organizacdo Internacional de
Normatizagao (International Organization for Standardization — 1SO) como o
produto que é obtido pelo processo de destilacdo a vapor, destilacdo a seco,
hidrodestilagdo ou prensagem a frio (frutas citricas), a partir de partes de uma
planta ou uma planta inteira (Rubiolo et al, 2010). Os processos de extragao por
arraste a vapor e hidrodestilacdo geram como sub-produto o hidrolato. Os hidrolatos
séo solugdes aquosas contendo principalmente dgua da destilagéo (ou dgua de outros
processos), além de tracos de Oleo volatil. Embora essa solu¢cdo contenha um teor

reduzido de Oleo essencial, € o suficiente para fornecer um aroma intenso. Estas
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solugdes sdo amplamente utilizadas na indastria de perfumaria, na culinaria e na

medicina terapéutica (Souza et al, 2007).

A composicédo dos 6leos essenciais envolve uma diversidade de compostos,
dentre os quais predominam os terpénicos (monoterpenos e sesquiterpenos) e
fenilpropandides. No entanto, outras classes de compostos quimicos estdo
presentes na composicdo quimica dos 6leos volateis. Oleos essenciais possuem
composicdo quimica muito complexa, um unico Oleo pode conter 20-200

compostos quimicos diferentes (Baser; Buchbauer, 2009; Maleck et al, 2021).

Os terpenos também conhecidos por isoprendides, sdo derivados a partir
das vias biossintéticas do mevalonato que da origem aos sesquiterpenos e da via
do metileritritol-fosfato que d& origem aos monoterpenos. Os terpenoides sao
considerados a classe estruturalmente mais variada de produtos naturais vegetais.
Os fenilpropanoides sdo derivados do acido chiquimico e cumprem uma gama

muito ampla de papéis fisiol6gicos nas plantas (Croteau et al, 2000).

Os Oleos essenciais sdo metabdlitos secundarios naturais, liquidos
lipossolaveis e solUveis em solventes organicos nao polares, insolGveis em agua,
de baixo peso molecular. Sdo caracterizados por um forte odor sendo sintetizados
por plantas aroméaticas. Sua natureza volatil, proveniente de metabdlitos secundarios,
é rica em propriedade bioldgicas, representando cerca de 90% de sua composi¢ao. A
presenca de outros compostos ndo volateis (acidos, esterdis e ceras), mesmo em

pequenas quantidades, pode influenciar em sua bioatividade (Domingos et al, 2023).

Estas moléculas volateis sdo armazenadas em células secretoras especiais de
plantas que podem ser externas ou interna, cavidades, canais, tricomas glandulares,
glandulas, pelos glandulares e dutos. E podem ser encontradas em diversas partes
da planta, por exemplo, brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes,

tronco ou em cascas (Murthy et al, 2016).

Os Oleos essenciais sdo usados na medicina tradicional para o tratamento
de doencas como resfriado, gripe, febre, infeccbes brbnquicas e doencas
inflamatorias (Hajhashemi et al, 2003; Silva et al, 2003). Diversos estudos estéo
voltados a caracterizacdo e investigacao das propriedades biolégicas dos OEs
com interesse farmacolégico, que incluem atividades antioxidantes e anti-

inflamatorias (Miguel, 2010), antimicrobianas, antivirais, antimutagénicas,
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anticancer, imunomoduladoras e antiprotozoarias (Raut; Karuppayil, 2014),
potencial para o tratamento distarbios relacionados ao sistema nervoso central
(Perry et al, 2003).

Os dleos essenciais possuem alto valor agregado no mercado, sendo
usados principalmente em fragrancias e muito utilizados nas industrias de
perfumaria e cosmeéticos. Além disso, os 6leos essenciais possuem propriedades
terapéuticas, combinados combinadas com 06leos vegetais ou em banhos, sendo
mais comumente usados na aromaterapia. Apresentam também propriedades
antissépticas, ou seja, bactericidas, virucidas e fungicidas, e sdo empregados na
industria alimenticia em embalsamamento e preservacéo de alimentos (Alam et al,
2024; Bakkali et al, 2008).

A maioria dessas substancias volateis apresentam func¢des ecoldgicas
importantes, atuando como mensageiros internos para comunicacao e na defesa
das plantas. Atuam na protecdo anti-herbivoros de forma direta, repelindo esses
herbivoros ou indiretamente atraindo inimigos naturais para esses herbivoros. Eles
atuam como antibacterianos, antifungicos, antivirais e atraem alguns insetos para
favorecer a dispersao de polen e sementes. Outras fun¢des que 0s 0leos essenciais
exercem sobre as plantas incluem protecdo contra calor e estresse oxidativo,
sinalizacao entre érgdos da planta, comunicacado entre plantas e alelopatia (Baser;
Buchbauer, 2009; Murthy et al, 2016; Unsicker et al, 2009).

3.1.1 Oleos essenciais no controle de fitopatdgenos

O controle de pragas e doengas em plantacdes de alimentos ao redor do mundo
€ considerado um grande desafio para a agricultura mundial, sendo severamente
atingida principalmente por doencas causadas por fungos e bactérias patogénicas. As
perdas poés-colheitas podem chegar em 50% globalmente, devido aos problemas
fitossanitarios que esses micro-organismos podem causar. Os fungos sao agentes
bioldgicos capazes de colonizar alimentos e causar distarbios patoldgicos em plantas,
resultando em prejuizos econdmicos significativos para os agricultores (da Cruz
Cabral; Pinto; Patriarca, 2013; Magro et al, 2006).

Na producéo de frutas € possivel observar o ataque fungico durante os estagios

de producdo e pds-colheita, causando sintomas como manchas pretas, necrose,
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podriddo e deterioracdo. Isso torna as frutas improprias para consumo e
consequentemente leva ao descarte (Castro et al, 2017).

O estabelecimento de plantios florestais e a producdo de mudas em viveiros
enfrentam problemas de surtos de pragas e doengas fungicas. Mamle e Jolanda
(2015) relataram prejuizos econdmicas significativas em plantios florestais em Gana,
na Africa Ocidental devido o ataque de fungos fitopatdgenos (Lasiodiplodia
theobromae; Fusarium solani; Colletotrichum capsici e Pseudophaeolus baudonii). Os
sintomas mais comuns causados por esses patdgenos foram manchas foliares,
podridado de raizes e cancro no caule, levando a morte progressivas de espécies ainda

em viveiros bem como perda total em diversos plantios estabelecidos na regiao.

No Brasil, o principal problema fitossanitario relatado em plantios de acéacia
negra (Acacia mearnsii) € a doenca conhecida como gomose causada por
Phytophthora nicotianae, P. boehmeriae e Ceratocystis fimbriata (Mezzomo et al,
2019; Santos e Luz, 2007). O setor de fruticultura brasileira enfrenta desafios
fitossanitarios tanto em frutas pés-colheita quanto em plantios em campo. Algumas
culturas, por exemplo, abacaxi (Ananas comosus (L. Merril) var. comosus (Coopens
& Leal), pitaya (Hylocereus undatus Haw.), manga (Mangifera indica), banana ‘prata’
[Musa spp. (AAB)] e mamdo séo severamente afetadas por doencgas fungicas (Castro
et al, 2017; Sales et al, 2016; Negreiros et al, 2013; Vieira et al, 2006).

O emprego de medidas culturais e o controle genético sdo comumente
utilizadas para minimizar o avanco de doencas patogénicas em culturas, entretanto o
controle quimico com fungicidas ainda é a principal forma de controle utilizada. No
entanto, o uso de controle quimico esta associado a diversos problemas ambientais,
tais como surgimento de patdgenos resistentes ocasionando surtos de doencas,
desequilibrio no controle biolégico natural, contaminagdo ambiental, bem como riscos
a saude humana (Khedhri et al, 2023).

A procura por métodos seguros e eficientes para o controle de pragas e
doencas na agricultura, tém aumentado, utilizando-se principalmente o controle
bioldgico com o0 uso de inimigos naturais do campo, além do uso de produtos naturais,
como os derivados de plantas. Os pesticidas botanicos, especialmente feitos a base
de Oleos essenciais vegetais representam uma alternativa em relagédo aos pesticidas

sintéticos, para aplicagdo em sistemas agricolas (Campos et al, 2019).
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A atividade antimicrobiana dos OEs esta relacionada a composi¢ao quimica de
seus componentes, a concentracdo em que estdo presentes e as suas interagdes, que
podem influenciar suas caracteristicas bioativas. Devido a gama de compostos
guimicos presentes em sua composicao, estes metabadlitos especiais podem atuar de
formas especificas dependendo do composto utilizado, permitindo o controle diversos
géneros de fungos e impedindo a selecédo de isolados patogénicos resistentes (da
Cruz Cabral; Pinto; Patriarca, 2013).

Devido a natureza complexa dos OEs os processos de acao antimicrobiana nao
sdao completamente compreendidos, no entanto, diversos mecanismos foram
desvendados em pesquisas cientificas. A acdo antimicrobiana ou antifingica dos
Oleos essenciais estd comumente associada as caracteristicas dos
terpenos/terpenoides, que devido sua natureza lipofilica e baixo peso molecular, sdo
capazes de romper a membrana celular e causar a morte celular ou impedir a
esporulacdo e germinacdo dos fungos. No entanto, o efeito antimicrobiano dos
terpenos/terpenoides pode se mostrar ineficiente quando aplicado isoladamente, em

contraste com o OE inteiro (Nazarro et al, 2017).

A acdo fungitdxica dos 6leos essenciais pode ocorrer de forma direta, inibindo
a germinacao de esporos e do crescimento micelial, ou indireta, estimulando a
producéo de fitoalexinas ou outros compostos de protecdo da planta. Apesar destes
compostos ativos biolégicos serem de origem vegetal, o uso de OEs deve ser
precedido de prudéncia (de Morais, 2009).

Outros efeitos relatados na literatura incluem: inibicdo da formacao da parede
celular dos fungos, rompimento da membrana celular inibindo a sintese de ergosterol,
inibicdo do transporte de elétrons em nivel mitocondrial, inibicdo da divisdo celular,
interferéncia na sintese de RNA ou DNA e/ou inibigdo na sintese proteica; inibicdo de
bombas de efluxo, efeito cinérgico ou antagonico, efeito na sintese/producdo de
mitotoxinas, Producdo de ROS, inibicdo do desenvolvimento de biofilme (Raveau;
Fontaine;Lounes-Hadj, 2020).

O potencial fungitoxico de Oleos essenciais extraidos de plantas medicinais,
condimentares e aromaticas tém demonstrado resultados promissores no controle in
vitro, no armazenamento e conservacao de graos, no controle de doencas em mudas

enviveiradas, no controle fungico em hortalicas e no tratamento pds-colheita de frutas
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(de Morais, 2009). O estudo de reviséo feito por Raveau, Fontaine e Lounés-Hadj,
(2020) apontou as propriedades antifiingicas de diversos 6leos essenciais contra

fungos fitopatogénicos estudados em diferentes lugares do mundo na ultima década.

O potencial fungitéxico (testes in vitro e em frutos pos-colheita) de Oleos
essenciais e hidrolatos de diversas espécies vegetais séo relatadas pela literatura
como promissoras no controle de antracnose (Aquino et al, 2012; Araujo; Toledo;
Soares, 2018; Araujo Neto et al, 2014; Moura et al, 2012; Souza Junior et al, 2009;
Ramos et al, 2016; Silva et al, 2009).

Sousa et al (2018) avaliaram o potencial fungicida do 6leo essencial e hidrolato
dos galhos de breu branco (Protium heptaphyllum) no controle de Colletotrichum spp.,
isolados de antracnose do maracujazeiro. O 6leo essencial e o hidrolato de breu
branco apresentaram efeito fungistatico sobre o fitopatégeno, em funcdo da
concentracdo. No entanto, o 6leo essencial ocasionou maior reducao no crescimento
micelial de Colletotrichum spp. que o hidrolato para as concentracdes avaliadas (100
pug.mLt, 500 pg.mL1;1250 pg.mLte 2250 ug.mL?).

O Oleo essencial extraido dos frutos de P. colombianum apresentaram
citotoxicidade contra isolados de Fusarium oxysporum e F. solani (Carvajal, Alvarez e
Osorio, 2016).

Os oleos essenciais das folhas de Aniba canelilla e A. parviflora foram avaliados
guanto a atividade antifangica contra oito fitopatégenos (Aspergillus flavus, A. niger,
Fusarium oxysporum, F. solani, Alternaria alternata, C. gloeosporioides, C. musae e
C. guaranicola). Os 06leos essenciais induziram vazamento de acidos nucleicos e
proteinas nas membranas dos fungos (Souza et al, 2020). Relatos na literatura
apontam o potencial fungicida de 6leos essenciais no controle de Alternaria spp. em
diversas culturas (Castro et al, 2017; Francio et al, 2023; Kamsu et al, 2023; Singh et
al., 2024; Thambi et al, 2024; Tomazoni et al, 2017).

O dleo essencial de Portulaca oleracea (L.) apresenta atividade antifungica
contra Pestalotiopsis negligencia. O 6leo essencial induziu estresse oxidativo,
causando danos a membrana do patdgeno e causou rompimento da integridade da

membrana, aumentando a condutividade extracelular e o pH (Ma et al, 2024).
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O potencial antifingico do éleo essencial de cardamomo foi testado contra o
patdogeno Pestalotiopsis spp. em embalagens ativas para preservacdo de rambuta
pés-colheita (Nephelium lappaceum L.) O 6leo essencial danificou os conidios e
micélio do fitopatbgeno e mostrou potencial destrutivo na membrana celular dos
fungos. Foi verificado que o OE manteve a qualidade do rambutan durante o
armazenamento no periodo de sete a 14 dias (Chaidech; Matan, 2023).

3.2 Geénero Colletotrichum spp.

7

Colletotrichum é um grande género de fungos que pertencem ao filo
Ascomycota e se destaca pela sua importancia econdmica do ponto de vista
fitopatologico. O género ocupa o oitavo lugar dentre os 10 principais patdgenos
fungicos de importancia cientifica e econdmica nas principais culturas no mundo
(Dean et al, 2012).

O género Colletotrichum apresenta ampla variabilidade genética, o que dificulta
a manutencao de longo prazo da resisténcia em plantas. Algumas espécies podem
infectar um Unico hospedeiro, enquanto outras podem infectar varios hospedeiros, o

gue torna o controle eficaz da doenca um desafio (da Silva et al, 2020).

A sistematica do género é complexa e dificil devido a auséncia de
caracteristicas morfolégicas confiaveis, o0 que torna a taxonomia das espécies
ambiguas e confusas (Cai et al, 2009). As estimativas de espécies do género variam
de 29 a 700, conforme a interpretacdo taxondmica. O género passou por diversas
revisdes na ultima década com incluséo, excluséo, classificacdo e sinonimia de varias
espécies. A investigacdo filogenética mais recente reconheceu 248 espécies
pertencentes ao género Colletotrichum (Bhunjun et al, 2021; Dean et al, 2012,

Jayawardena et al, 2016).

A maior parte das espécies de Colletotrichum séo classificadas em complexos
e apresentam grandes diferencas fenotipicas e genéticas entre si. E possivel observar
diferencas morfoldgicas e variacdes nas faixas de hospedeiros entre espécies dentro

do mesmo complexo (da Silva et al, 2020).

As particularidades dos complexos de Colletotrichum sé@o evidentes também

nos estilos e vida das espécies. As espécies sdo amplamente descritas com habitos
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hemibiotroficos, necrotroficos, latentes ou quiescentes e endofiticos. Algumas
espécies ainda sao descritas como entomopatdgenos e patégenos de humanos. Uma
mesma espécie pode ser classificada por mais de um estilo de vida (da Silva et al,
2020; de Silva et al, 2017).

Como enddfitos, os fungos possuem uma vasta disseminacdo nas regides
tropicais e subtropicais podem produzir uma variedade de metabdlitos secundarios.
Como patdégenos de plantas, provocam grandes prejuizos em culturas
economicamente importantes, como frutas, hortalicas, plantas ornamentais além de

culturas alimentares béasicas (Bhunjun et al, 2021).

Algumas espécies de Colletotrichum apresentam um periodo de quiescéncia
ou laténcia. Esse periodo é entendido como um periodo do ciclo de vida do patdégeno
no qual este permanece dormente em seu hospedeiro antes de entrar na fase ativa.
Este estilo da vida € comum em patdégenos que causam doencas poés-colheita em
frutas e vegetais, permanecendo dormentes dentro do tecido da planta antes de

desenvolver os sintomas da doenca (de Silva et al, 2017).

Na fase de colonizacao das plantas hospedeiras, os fungos fitopatogénicos de
Colletotricum apresentam duas estratégias nutricionais, conhecidas como biotrofia e
necrotrofia. Na forma de nutricdo biotrofia, o patégeno obtém os nutrientes de células
hospedeiras vivas e na fase necrotofia os nutrientes sdo obtidos a partir de células
hospedeiras que foram mortas pelo fungo. Os fungos que inicialmente se alimentam
de hospedeiros vivos antes de mudar para a necrotrofia sdo classificados como

hemibiotroficos ou biotréficos facultativos (Pertect et al, 1999).

Colletotrichum € um género de fipatdbgenos importantes, que causam doencas
de antracnose em muitas culturas de plantas em todo o mundo. As espécies
patogénicas de plantas demandam condi¢cdes climaticas quentes e Umidas para
infectar diferentes hospedeiros vegetais. A antracnose causada por espécies do
género Colletotrichum é considerada a mais importante doenga em poés-colheita, pois
leva rapida deterioracdo dos frutos maduros causando prejuizos econdmicos

relevantes (Ajay Kumar, 2014).

A antracnose causada por fungos do género Colletotrichum spp. causam
perdas significativas em viveiro de espécies florestais, impactando diretamente o

crescimento, desenvolvimento e a producéo vegetal. O fungo Colletotrichum capsici €
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considerado o principal responsavel pela perda de mudas enviveiradas de
sumaumeiras (Ceiba pentandra (L.) Gaertn), causando les@es foliares que em estagio

avancado levam a morte das mudas (Benchimol et al, 2021).

Em condic¢des de viveiro diversos fatores abidticos podem predispor as mudas
ao estabelecimento da antracnose causando a morte das plantas. As mudas sob
condi¢cbes de viveiro e que sofrem algum estresse estdo mais suscetiveis a doenca
(Benchimol et al, 2021; Nogueira et al, 2017). Além disso, as lesdes provocadas pelo
fungo facilitam a entrada de patdgenos secundarios agravando o quadro
sintomatologico da doenca. O fungo infecta tecidos novos e brotacbes e pode
permanecer em um estado quiescente até que condi¢des climaticas favoraveis sejam
alcancadas e/ou a planta sofra algum tipo de estresse. Em plantas jovens, a
antracnose das caracteriza-se por manchas irregulares e causa queimaduras e

secamento das folhas (Assumpc¢ao; Nunes 2020; Nogueira et al, 2017).

O clima da regido amazébnica favorece o surgimento de doencas como a
antracnose e afetam diferentemente o crescimento, desenvolvimento e a producéo de
espécies frutiferas e florestais na regido. O cultivo de espécies nativas, como acai
(Euterpe oleraceae; E. precatoria) tém sido afetadas por doencas fungicas causadas
pelo fungo Colletotrichum gloesporioides. As perdas podem alcancar até 70% tanto
na fase de producdo das mudas em viveiro quanto em plantios estabelecidos (da
Costa et al, 2019; Nogueira et al, 2017).

O primeiro relato de antracnose em Euterpe oleracea foi registrado em 2005,
no municipio de Muana, no estado do Para, Brasil. Sementes verdes e maduras dos
frutos de E. oleracea apresentavam sintomas de manchas necroticas ocasionando um
apodrecimento (Batista et al, 2007). No estado Acre, foi relatado a ocorréncia deste
patdgeno em mudas enviveiradas de E. precatoria, causando perdas significativas na
producdo. Na espécie Euterpe precatoria a antracnose ocorre predominantemente em
folhas e na espécie Euterpe oleraceae o maior dano ocorre nos frutos (Nogueira et al,
2013). Na Mata Atlantica, o primeiro relato de antracnose em jucara (E. edulis) foi
registrado em 2104, com a ocorréncia de podridao nos frutos da palmeira (Poltronieri
et al, 2014).

De acordo com a literatura, outras espécies amazébnicas também sao afetadas

pela ocorréncia de antracnose (C. gloeosporioides), tais como pupunha (Bactris
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gasipaes Kunth), uxi (Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.), cupuacu (Theobroma
grandiflorum Schum) e guarana (Paullinia cupana Kunt. var. sorbilis (Mart.) Ducke). A
antracnose foi responsavel por causar perdas significativas na producdo de mudas
em viveiros e afetar diretamente a producdo em campo (Assumpcéao; Nunes 2020;
Casas et al, 2021).

O fungo Colletotrichum guaranicola causador da antrachose no guarana
(Paullinia cupana var. sorbilis) € considerado um dos principais fatores limitantes a
expansao da producédo no estado do Amazonas, Brasil. A antracnose afeta a cuticula
e parede celular das folhas do guaranazeiro, atingindo a epiderme e o parénquima
ocasionado necrose dos limbos, peciolos das folhas e das hastes no estagio inicial de

desenvolvimento (dos Santos et al 2022; Farias et al, 2024).

A ocorréncia de antracnose causada pelo fungo Colletotrichum guaranicola Albug.,
em guarana foi descrita pela primeira vez por Albuquerque (1961), a partir de
observacbes in loco em plantios comerciais localizados no municipio de Maués,
Amazonas, Brasil. Os sintomas apresentavam necrose nas folhas com tonalidade
escura, peciolos e hastes no inicio do desenvolvimento. A antracnose no guaranazeiro
acarretava queda de grande namero de folhas e a seca dos galhos. Alguns ramos

afetados apresentavam superbrotamento.

O estudo de Bentes e Barreto (2004) realizou uma reavaliacdo morfolégica de
estruturas reprodutivas e de infeccéo de Colletotrichum guaranicola Albug. Os autores
observaram que o0 agente causal da antracnose do guaranazeiro ndo se enquadrava
em qualquer das espécies de Colletotrichum anteriormente descritas na literatura.
Dessa forma, o estudo sugeriu que a espécie representava um novo taxon dentro do

género Colletotrichum.

A variabilidade genética de Colletotrichum guaranicola foi verificada no estudo
de Bentes e Costa Neto (2011). Devido a antracnose em guarana ser uma doenga
endémica em areas de cultivo no Amazonas, possibilita a ocorréncia de alta taxa de
multiplicacdo do patdgeno, o que favorece o surgimento de variacbes dentro da

espécie.
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3.3 Geénero Pestalotiopsis spp.

Pestalotiopsis Steyaert € um género fangico que pertence a familia
Amphisphaeriaceae, ordem Amphisphaeriales, Filo Ascomycota e possui ampla
distribuicAo em ecossistemas de clima tropical e temperado. As espécies de
Pestalotiopsis ocorrem na natureza como endofiticos, saprébios e patdogenos de
plantas. O género € muito estudado pois diversas espécies sdo produtoras de
metabdlitos secundario relevantes. A descoberta do agente anticancer taxol de uma
cepa fungica endofitica Pestalotiopsis microspora despertou o interesse da
comunidade cientifica na busca por compostos bioativos deste género fangico
(Maharachchikumbura et al, 2011; Xu; Yang; Lin, 2014).

O género Pestalotiopsis foi estabelecido por Steyaert em 1949, apds uma
alteracdo taxondémica no género Pestalotia. Pestalotiopsis € um género complexo e a
classificacdo taxondmica é considerada dificil de classificar no nivel de espécie. Ao
longo dos anos, varios estudos taxondémicos foram conduzidos na tentativa de
classificacdo adequado para as diferentes espécies deste género (Jeewon et al,
2003). Yang et al (2012) relataram a identificacdo de 234 espécies Pestalotiopsis que
se distinguiram com base em caracteristicas conidiais, como tamanho, septacao,
pigmentacado e presenca ou auséncia de apéndices. Xu, Yang e Lin (2014) relataram
251 espécies de Pestalotiopsis catalogadas. A revisdo mais recente apontou um total

de 384 espécies de Pestalotiopsis descritas (Wu; Wang; Yang, 2022).

As espécies de Pestalotiopsis residem nos mais diversos habitats, incluindo
ambientes aquaticos (oceanos, lagos rios e pantanos), no ar, solo e em tecidos
vegetais. Nesses ambientes, apresentam diversas funcdes ecoldgicas. As espécies
do género podem atuar como endofiticos ou saprofiticos de plantas, atingindo folhas,
cascas, caule, ramos, raizes, flores e frutos. Como fungos saprofiticos, eles causam
vérias doencgas de plantas, como necrose e manchas foliares, requeima em folhas e
galhos, podriddo de frutos, cancro, e levar a morte de plantas. Esses patdogenos
também s&o responsaveis por doencas em pos-colheita (Wu; Wang; Yang, 2022).
Algumas espécies do género podem causar doengas em humanos (Borgohain et al,
2020; Monden et al, 2013).

Espécies de Pestalotiopsis ndo sao altamente especificas do hospedeiro

e podem infectar uma variedade de hospedeiros e podem ser consideradas como
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patébgenos fracos ou oportunistas. Algumas espécies sdo consideradas como
saprobios atuando como recicladoras de material vegetal morto. O contagio inicial com
o hospedeiro ocorre com a infeccdo (indéculo) por meio de conidios ou esporos
fragmentados causando infeccbes primarias. Posteriormente o indculo secundario
produzido no tecido doente causa infec¢bes secundarias e agrava a doenca. A
propagacdo de esporos de Pestalotiopsis pode ocorrer a partir de plantacbes
selvagens, flores, plantas infectadas, restos de colheitas, meios de cultivo usados,
solo, ferramentas contaminadas, pela agua e ar (Maharachchikumbura et al, 2011;
Maharachchikumbura et al, 2014).

Espécies de Pestalotiopsis causam doencas fungicas em muitas plantas em
campo e em frutos pos-colheita no mundo. Em paises produtores de chd, a requeima
cinzenta no cha causada por P. theae é responsavel pela perda de 17% de safras; em
graviola (Annona muricata L.), o fungo Pestalotiopsis sp. causa podriddo seca na
regido de Nayarit, México (Ayon et al, 2020); em plantios de algod&do-seca (Eucommia
ulmoides Oliver) na China foi relatado pela primeira vez a doenca mancha preta
causada por P. trachicarpicola (Li et al, 2024); o patdgeno P. versicolor é relatado
causador da doenca da queima dos galhos em bayberry chinesa (Myrica rubra Siebold
& Zucc.) (Ahmed et al, 2021); o fungo P. kenyana causa mancha em folhas de
Rhododendron agastum, uma flor asiética (Li et al, 2024).

Plantios florestais sao afetados por espécies do género Pestalotiopsis spp. A
gqueima das folhas (Pestalotiopsis microspora) causa danos de 30-80% na
produtividade de plantios florestais de eucalipto (Eucalyptus camaldulensis L.) na india
(Patil et al, 2024). O apodrecimento da madeira causado por P. guepinii foi constatado

em plantios de Eucalyptus globulus Labill no Uruguai (Alonso et al, 2009).

Em plantios de guarand em Urucarda, Amazonas, Brasil foi relatado pela
primeira vez a ocorréncia da doenca mancha-de-pestalotiopsis causada por

Pestalotiopsis spp. (dos Santos et al, 2022).

3.4 Género Alternaria spp.

Alternaria € um género fangico que pertence a familia Pleosporaceae, classe
Dothediomycetes, Filo Ascomycota e possui ampla distribuicdo na natureza. O género
engloba espécies patogénicas de plantas, saprobicas, endofiticas e parasitas
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facultativos fracos. Estd associado a uma ampla variedade de substratos, incluindo
solo, sementes, plantas, produtos agricolas, animais e atmosfera. As espécies do
género sdo conhecidas como responsaveis pela feohifomicose em pacientes com
imunossupressao além de causarem alergias em humanos e asma (Bush et al, 2004,
Lou et al, 2013; Woudenberg et al, 2013).

A taxonomia de Alternaria tem sido discutida por muitos anos e passou por
varias revisbes. A grande diversidade morfoldégica dentro do género torna a
classificacdo de taxons em grupos de espécies subgenéricos e espécies trabalhosa.
A taxonomia deste género gerou confusdes em relacdo as espécies envolvidas em
doencas de culturas e contaminacdo alimentar e gerou associacdes erradas entre
espécies produtoras de determinadas micotoxinas (Patriarca, 2016). Atualmente, o
género possui 250 espécies classificadas com base em dados fenotipicos e
moleculares (Tralamazza et al, 2018).

Diversas espécies de Alternaria atuam patdgenos especificos do hospedeiro
e causam doencas nas plantas no campo e pés-colheita em gréos de cereais, frutas
e vegetais. Algumas espécies do género atuam como saproéfitas oportunistas e
colonizam plantacbes em amadurecimento, deteriorando as plantacdes apds a
colheita e durante o armazenamento. Uma caracteristica interessante em espécies de
Alternaria é boa capacidade de desenvolvimento em baixas temperaturas, sendo
responsaveis pela deterioracao de frutas e vegetais armazenados sob refrigeracédo

(Patriarca; Vaamonde; Fernandez Pinto et al, 2014).

Espécies agricolas como tomates, vegetais e sementes oleaginosas e seus
produtos sdo muito propensos a contaminacdo por espécies de Alternaria
especialmente durante o armazenamento sob refrigeracdo ou transporte. Essas
espécies esporulam facilmente em quaisquer restos de colheita e contaminam

superficies de frutas (Lee et al, 2015).

O género Alternaria € considerado um dos principais fungos micotoxigénicos
em alimentos. Essas espécies possuem alta incidéncia em produtos alimenticios e
podem acumular toxinas em partes comestiveis de plantas, em alimentos e

subprodutos alimentares (Patriarca, 2016).

O género possui estratégias de competitividade que estéo relacionadas a sua

tolerancia a fatores abidticos, producdo de enzimas hidroliticas e capacidade de
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produzir micotoxinas. Além disso, as espécies de Alternaria produzem uma
pigmentacao escura nos esporos que permite boa resisténcia UV e contribuem para

sua colonizacao efetiva na superficie de plantas (Lee et al, 2015).

A propagacado desses patdgenos ocorre principalmente através de semente
infectadas com esporos ou micélios sob o tegumento. A propagac¢éo de esporos pode
ocorrer pela acdo do vento, pela agua, ferramentas e animais. A maioria das espécies
de Alternaria pode sobreviver em ervas daninhas suscetiveis ou em culturas perenes.
Outro fator preponderante de disseminacéo, séo culturas infectadas deixadas no solo
apos a colheita, sendo um ambiente propicio de infeccdo (Mamgain et al, 2013).

A doenca mancha preta causada por fungos do género Alternaria € muito
comum em espécies cruciferas em todo o mundo. Um complexo de trés espécies (A.
brassicicola, A. brassicae e A. japonica) sao responsaveis por perdas significativas
nessas culturas, causando reducdes na quantidade e qualidade da producéo. Os
sintomas tipicos incluem les@es clordticas e necroticas pretas em mudas, folhas e

caules. (lacomi-Vasilescu et al, 2004).

O fungo Alternaria japonica € um fitopatbgeno cosmopolita que pode
sobreviver como saproéfita e como parasita fraco em diferentes hospedeiros. Esse
fitopatdgeno pode causar a reducdo da germinacao em sementes e pode causar uma
deterioragéo total nas inflorescéncias nas plantas hospedeiras. Ao atacar a folha
hospedeira, o patégeno forma uma série de anéis concéntricos ao redor do ponto de

ataque inicial, produzindo um efeito de "ponto alvo" (Vasconez et al, 2020).

A literatura relata a ocorréncia de Alternaria japonica em couve (Brassica
oleracea), brécolis (Brassica oleracea var. italica), canola (Brassica napus), em
sementes de rdcula cultivada (Eruca vesicaria) e ricula silvestre (Diplotaxis tenuifolia)
(Al-Lami et al, 2019; Gilardi et al, 2015; Mamgain et al, 2013; Vasconez et al, 2020).
No Brasil, foi relatado pela primeira vez a ocorréncia deste fitopatbgeno em rabanete
apresentando sintomas de manchas necréticas com halos cloréticos (Cabral et al,
2020).
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3.5 Familia Burseraceae

A familia Burseraceae Kunth pertence ao grupo das Angiospermas, ordem
Sapindales e classe dicotiledonea. A familia compreende aproximadamente 750
espécies de arvores e arbustos e 19 géneros com ampla distribuicdo tropical e
subtropical e em menor quantidade em &areas temperadas quentes. A familia
apresenta um papel significativo na estrutura e diversidade de florestas Umidas e
secas em diversas regides tropicais (Daly; Fine; Martinez-Habibe, 2012; de Menezes
Filho, 2022a).

A familia Burseraceae é composta principalmente por arvores de pequeno
porte, embora algumas espécies possam alcancar o dossel da floresta como
Tetragastris spp. Além disso, também s&do encontrados arbustos dentro dessa familia.
(Ribeiro et al, 1999).

As espécies da familia sdo consideradas um excelente modelo para estudar a
Amazobnia pois apresentam alta diversidade e relevancia ecoldgica, diversidade de
habitats ocupados e especificidade de habitat. A familia possui mais de 100 espécies
na Amazoénia e na Amazoénia brasileira sdo encontradas 104 espécies distribuidas nos
géneros Bursera, Commiphora, Crepidospermum, Dacryodes, Protium, Tetragastris e
Trattinnickia (Daly; Fine; Martinez-Habibe, 2012; Daly, 2015).

Burseraceae é conhecida por abranger uma variedade de plantas aromaticas.
Nesta familia, as plantas resinosas produzem 6leos essenciais, que sao extraidos
principalmente de folhas, cascas e resinas oleosas, com cheiro lembrando incenso ou
terpenos (breu). Algumas plantas resinosas podem ser confundidas com espécies da
familia Anacardiaceae, gue também apresentam resinas no tronco e folhas compostas
(Murthy et al, 2016; Ribeiro et al, 1999).

As arvores e arbustos desta familia possuem em suas cascas proeminentes
ductos verticais secretores associados ao floema que produzem 6leos aromaticos e
resinas de gomas com diferentes classes de metabdlitos secundarios. Estas
oleorresinas sdo encontradas principalmente nas espécies de Protium Burm.f. e

géneros intimamente relacionados (Reis Souza et al, 2016).
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3.6 Género Protium Burm. f.

O género Protium Burm. f. (tribo Protieae) € um dos mais relevantes da familia,
com 154 espécies, cujos individuos nativos estédo distribuidos do México a América
Tropical, Oceano indico Ocidental, Asia Tropical e Subtropical, predominando no
hemisfério Sul (Marques et al, 2021; POWO, 2024).

Muitas das 100 ou mais espécies de Protium nos trépicos do Novo Mundo
ocorrem no Brasil e sdo produtoras de resina (Langenheim, 2003). Segundo Daly
(2015) sé@o encontradas 68 espécies do género Protium no Brasil, dos quais 12
espécies sdo endémicas, ocorrendo nos dominios fitogeograficos da Amazonia,

Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica.

As espécies do género Protium sdo conhecidas popularmente pelo exsudado
resinoso possuindo uma variedade de nomes populares, como breu-branco, breu,
almecega, resina mesca, goma-limao, almiscar e guapo (de Menezes Filho et al,
2022b).

Plantas do género Protium acumulam as oleorresinas em estruturas secretoras
presentes em sua casca, que exsudam resina como resultado de ferimentos. Essa
oleorresina exsudada é produzida em sua maior parte por meio de sintese induzida

por insetos ou pela acdo humana (Langenheim, 2003).

Apos a exsudacdo da oleorresina ocorrem mudancas em sua composicao
devido a oxidacdo e a perda de volateis. As oleorresinas frescas apresentam uma
aparéncia macia, plastica e maleavel, devido ao percentual significativo de
monoterpenos que podendo ultrapassar o teor de 20%. Entretanto devido ao processo
de envelhecimento tornam-se um material endurecido exibindo uma textura sdlida e
seca, cujo teor de 6leo essencial pode ser reduzido para menos de 2% (Albino et al,
2017).

A resina de breu é muito perfumada e usada principalmente pela populacdo
local, para uso medicinal, na iluminacdo, como incenso, na calafetagem e na
fabricacdo de vernizes (Langenheim 2003; Ribeiro et al, 1999). As oleorresinas de
breu possuem composicdes quimicas variadas, cujo 6leo essencial obtido € valorizado
na perfumaria e em varios produtos farmacéuticos, apresentando uma ampla

variedade de propriedades biolégicas, por exemplo, atividades antifungicas,
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bactericidas, anti-inflamatérias, antioxidantes, leishmanicidas, tripanocidas,
antinoceptivas (Murthy et al, 2016; Neves et al, 2020; Santana et al, 2020).

Em comunidades tradicionais, como as comunidades quilombolas de Oriximina
(Para, Brasil) as oleorresinas de breu branco sdo destinadas no tratamento de
algumas doencas, como dores de cabeca, queimando-a e inalando a fumaca derivada
de sua combustéo, entre outros usos. Enquanto as oleorresinas de breu preto séao

destinadas ao reparo de canoas e defumacédo do ambiente (Silva et al, 2016).

3.7 Caracterizacdo quimica de oleorresinas de breu

Espécies do género Protium sdo conhecidas por produzir metabdlitos
secundarios apresentando diferentes tipos de terpenos. Estima-se que mais de 100
diferentes mono e sesquiterpenos ja foram identificados em oleorresinas do género
(Albino et al, 2017).

As oleorresinas de breu sdo uma mistura complexa de compostos volateis e
resinosas (ndo volateis). A composicdo volatil dessas oleorresinas € formada
predominantemente de monoterpenos e sesquiterpenos em menor quantidade,
podendo apresentar também predominancia de sesquiterpenos e (da Silva et al,
2021). Fenilpropanoides podem ser encontrados nos O6leos essenciais destas
oleorresinas (Rudiger et al, 2007; Siani et al, 1999). O teor desses terpenoides pode
variar de acordo com a particularidade de cada espécie. A composicdo desses
constituintes também pode variar quantitativamente, qualitativamente e também
guanto ao numero de substancias (Albino et al, 2017; Suarez et al, 2007; Zoghbi et al,
2005).

A composicdo quimica dos 6leos essenciais de breu é rica em monoterpenos
do tipo p-cimeno, a-pineno, a-felandreno, (-felandreno, a-terpineno, &-3-careno,
limoneno, a-terpineol, p -cimeno-8-ol; B-pineno, trans-diidro-a-terpineol, a-terpineol,
cis-B-diidroterpineol (Pinto et al, 2010; Satyal et al, 2017; Souza Ramos et al, 2000).
Outros compostos monoterpénicos podem ser encontrados como: piperitenona, timol,
durenol e metil eugenol (Suarez et al, 2007); mirceno; sabineno, B-cariofileno e
terpinoleno (Siani et al, 2011). Em relacdo aos sesquiterpenos, podem ser
encontrados E-cariofileno e D-germacreno (da Silva et al, 2021). O dilapiol, um

metabodlito secundario classificado como fenilpropanoide foi encontrado em
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concentracdes significativas nos 6leos essenciais de breu (Rudiger et al, 2007; Siani
et al, 1999).

Albino et al (2017) observaram diferencas nas oleorresinas frescas e
envelhecidas de P. heptaplyllum. As oleorresinas frescas foram caracterizadas por
um alto teor de terpinoleno (monoterpeno), enquanto as envelhecidas continham
grandes quantidades de p-cimeno e p-cimeno-8-ol. Os resultados sugerem que o
composto terpinoleno provalmente foi oxidado para p-cimeno, e em p-cimeno-8-ol

durante o envelhecimento natural do exsudato devido a fatores abidticos.

A variabilidade quimica também foi observada em oleorresinas frescas e
envelhecidas de P. bahianum Daly. Enquanto a composi¢ao quimica do éleo de resina
envelhecida foi predominante em sesquiterpenos oxigenados as oloerresinas frescas
foram constituidas basicamente por hidrocarbonetos monoterpenos e monoterpenos

oxigenados (Pontes et al, 2007).

Além dos 6leos essenciais, a fracdo nao volatil nas oleorresinas de Protium é
rica em triterpenos das séries oleanano e ursano, sendo o0s triterpenos pentaciclicos
a-amirina e B-amirina, os mais frequentes. Outros triterpenos como lupeol, a—amirona,
B-amirona e lupenona sao presentes na composicao resinosa de breu (Rudiger et al,
2007).

O padrao de triterpenos apresenta variabilidade quimica em resinas frescas e
envelhecidas. Da Cruz Albino et al (2020) investigaram a diferenciagdo quimica entre
as oleorresinas brancas e pretas de diversas espécies de Protium, coletadas em areas
quilombolas do estado do Para, Brasil. A presenca caracteristica de acidos ursa-
9(11),12-dien-3-0l e triterpendides em oleorresinas pretas, bem como outras
observacdes de campo, demostraram que as oleorresinas pretas sao oleorresinas

brancas envelhecidas.

Rudiger e Veiga-Junior (2013) avaliaram a quimiodiversidade da fragdo néo
volatil das oleorresinas de 23 espécies amazonicas de Burseraceae e identificaram
como o0s principais constituintes, triterpenos do tipo ursano a-amirina, a-amirenona e
breina e os triterpenos do tipo oleanano B-amirina, B-amirenona e maniladiol. Os
triterpenos a-amirina e [(-amirina foram encontradas em todas as amostras
analisadas, porém com teores variados e ndo eram 0s principais componentes das

oleorresinas analisadas.
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3.5 Atividades bioldgicas de oleorresinas de Protium

Estudos com as oleorresinas de Protium apontam atividades bioldgicas
promissoras para os 0leos essenciais e fracdo nao volatil, devido ao seu potencial
farmacolégico com inumeras atividades terapéuticas. Os triterpenos de breu
apresentam propriedades analgésicas e anti-inflamatérias (Aragdo et al, 2008),
ansiolitico/antidepressivo (Aragao et al, 2006), hepatoprotetoras, antinociceptivas e
gastroprotetoras (Oliveira et al, 2005; Oliveira et al, 2004; Melo et al, 2011; Rudiger et
al, 2007).

Diversos estudos demonstram o potencial farmacologico dos 6leos essenciais
de resinas de Protium, sendo a espécie P. heptaphyllum amplamente investigada. Os
Oleos essenciais de P. heptaphyllum possuem atividade antimutagénica (de Lima et
al, 2016), potencial anti-inflamatorio e atividade antitumoral in vitro (Amaral et al, 2009;
Siani et al, 1999), atividade antifingica contra espécies de Candida (Mobin et al,
2016), atividade antimicrobiana e antioxidante (Bandeira et al, 2006), atividade
bactericida contra Streptococcus mutans (Pinto et al, 2015); vasorrelaxante (Mobin et
al, 2017); antinociceptivo (Rao et al, 2007).

Relatos da literatura investigaram a atividade antimicrobiana das oleorresinas
de outras espécies do género. Os 6leos essenciais de resinas de P. hebetatum e P.
amazonicum demonstraram atividade bacteriana para Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniaea (da Silva et al, 2021) e atividade antifingica contra Cryptococcus
neoformans e contra Candida albicans (Satyal et al, 2017).

O oleo essencial de oleorresina de P. neglectum exibiu atividade antimicrobiana
nas bactérias Gram (+), especialmente contra Bacillus subtilis (Suérez et al, 2007). O
Oleo essencial de breu preto comercial apresentou atividade antimicobacteriana contra
Mycobacterium tuberculosis (da Silva et al, 2013). Nanoemulsées contendo o 0leo
essencial de P. heptaphyllum mostraram evidente eficacia de controle do mosquito
Aedes aegypti em diferentes fases (ovicida, pupicida, adulticida) bem como acé&o
repelente (Faustino et al, 2021).

Entretanto, ha poucos relatos na literatura sobre a atividade dos O6leos
essenciais de Protium spp., em relagcdo a microrganismos e pragas de interesse

agroindustrial.
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O extrato hexanico da resina de P. heptaphyllum apresentou atividade
antifangica in vitro contra os fitopatogénicos Fusarium guttiforme e Chalara paradoxa,
causadores da fusariose e podriddo negra dos frutos pos-colheita em abacaxi (Sales
et al, 2016).

De Carvalho Brito et al (2024) avaliaram o potencial inseticida do OE resina de
P. heptaphyllum e P. pallidum no manejo do gorgulho do milho (Sitophilus zeamais
L.), considerada a principal praga de insetos em graos armazenados. Os resultados
mostraram a agéo inseticida destas oleorresinas no controle de S. zeamais (de
Carvalho Brito et al, 2024).

Carvajal, Alvarez e Osorio (2016) demonstraram que o Oleo essencial extraido
dos frutos de P. colombianum apresenta citotoxicidade contra isolados de Fusarium.

Os 6leos essenciais de resinas frescas e envelhecidas de Protium bahianum
apresentaram atividade contra o acaro-aranha-de-duas-pinta (Tetranychus urticae),
apresentando toxicidade fumigante (mortalidade e fecundidade), mas apenas o Oleo

essencial da resina envelhecida induziu repeléncia (Pontes et al, 2007).

3.6  Protium altsonii Sandwith

Protium altsonii Sandwith € uma espécie arblrea pertencente ao género
Protium e apresenta como sindnimos heterotipicos Protium belemense Swart, Protium
paraense Cuatrec., Protium paraense Swart e Protium puberulentum Steyerm. A
espécie cresce principalmente no bioma tropical umido e ocorre naturalmente na
América do Sul em paises como Coldmbia, Guiana Francesa, Guiana, Peru,
Suriname, Venezuela e Brasil. Em territério brasileiro a espécie esta distribuida nas
regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste (POWO, 2023; REFLORA, 2023).

A espécie apresenta floracao e frutificacdo supra anual (menos de um ciclo por
ano) em periodos de menor e maior precipitacéo, respectivamente. E uma espécie
gue apresenta estratégias ecolégicas em campo, cujos frutos amadurecem e suas
sementes germinam no periodo de maior precipitacdo. Os individuos desta espécie
ocupam posicao no estrato da floresta de dossel ou subdossel, formando populacbes

agregadas a medida que ocorrem elevag@es topograficas (Tostes et al, 2022).

A espécie produz uma resina que exsuda do tronco. O liquido balsamico

exsudado oxida e forma uma resina de coloracao branca, transparente, translicida,


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chalara

36

de odor almiscarado. A resina é produzida a partir do estimulo de injurias de larva de
inseto da familia Curculionidae no tronco. Ocorre também ocorre de forma natural,
através de feridas no tronco da arvore. A resina e 0s 0leos essenciais obtidos da
casca, madeira e folhas sdo amplamente utilizados na medicina popular (Tostes,
2015).

Quanto a composicdo quimica do 6leo essencial da resina de P. altsonii os
estudos demostram predominancia de monoterpenos e sesquiterpenos mas é
possivel observar uma variacdo nos compostos majoritarios. Poucos estudos estédo
direcionados para investigacdo da composi¢cdo quimica do 6leo essencial de suas

resinas e seu potencial biolégico.

A composicdo quimica dos O6leos essenciais de resina de P. altsonii sédo
abudantes em monoterpenos com predominancia a-pineno (42,9%), p-cimeno
(33,3%), B-felandreno (7,3%) e 1,8 cineol (4,8%) (Santana et al, 2020); p-cimeno
(31,5%) e trans-diidro-a-terpineol (25,8%) (Zoghbi et al, 2005); a-pineno (42,9-61,8%)
e a-felandreno (14,7-22,26%) (Souza Ramos et al, 2000); p—cimeno (16,3%), y-
gurjuneno (5,2%) e y-cadineno (9,5%) (Silva et al, 2016).

Santana et al (2020) demonstrou em testes in vitro o efeito téxico dos 6leos

essenciais de P. altsonii e Protium hebetatum no combate a Leishmania

amazonenses, agente causador da leishmaniose.

Tostes (2015) avaliou o efeito fungitoxico dos Oleos essenciais da resina de P.
altsonii. Os resultados demonstraram o0s 0leos essenciais analisados foram muito
eficientes para inibir o crescimento do fungo Penicillium chrysogenum e da cepa
Candida albicans. Os 6leos essenciais da resina de P. altsonii apresentaram também
atividade fungitoxica frente aos fitopatdégenos Aspergillus niger e Fusarium oxysporum
f. sp. phaseoli com formacdo de halos de inibicdo acima de 1,0 cm, alguns
correspondendo a quase 50% de atividade a mais que o controle positivo utilizado

(nitrato de miconazol), sendo uma potencial fonte de agentes fungitoxicos.
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4 METODOLOGIA

Para melhor entendimento, elaborou-se um fluxograma das principais etapas
realizadas na Metodologia (Figura 1). Cada etapa esta descrita a seguir.

Coleta de resinas

Armazenamento

Extracdo de 6leos Armazenamento dos
essenciais 6leos essenciais e
hidrolatos

Reativagéo de Andlise
fitopatdgenos cromatografica

Ensaios de
atividade
antiflingica

Método de difusao Concentragéo Cor)c_entragao
disco em Agar Minima Inibitéria Fungicida Minima

Analise
estatistica

Figura 1. Fluxograma das etapas realizadas durante a pesquisa. Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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4.1 Obtencdao das resinas de Protium altsonii
4.1.1 Coleta do material vegetal

As amostras de resinas foram coletadas de duas espécimes de Protium altsonii,
em uma area de platd, solo do tipo latossolo amarelo na Reserva Florestal Adolpho
Ducke (02° 53 S e 59° 58 W), localizada no municipio de Manaus, estado do
Amazonas, Brasil. As coletas ocorreram em abril de 2022 com o auxilio do
parabotanico José Edmilson. Apenas dois individuos de P. altsonii encontrados na
Reserva Ducke apresentavam resina exsudada, dos quais realizou-se a coleta de
material (Tabela 1).

Tabela 1. Dados das coletas de resinas de P. altsonii realizadas Reserva Florestal Adolpho Ducke

Amostras Material (g) Latitude Longitude N° de
identificacao

BPALTO1 33,10 2056'02.2"S 59957'45.3"W 1696-08

BPALTO02 169,27 2056’07.3"S 59957°'44.8” W 1699-08

Legenda: BPALTO1- resina do espécime 1; BPALTO2 - resina do espécime 2; Fonte: Elaborado pelo
autor (2022).

4.1.2 Armazenamento das amostras

As resinas de P. altsonii coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke foram
armazenadas em embalagens plasticas, vedadas, e mantidas sob refrigeracdo (-10
°C) no Laboratério de Silvicultura e Tecnologias Digitais (LASTED) no Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

4.2  Extracdo do 6leo essencial

Os Oleos essenciais foram obtidos pelo método de hidrodestilagdo com
aparelho tipo Clevenger. Esse sistema consistiu em uma manta aquecedora com
temperatura que varia de 0°C a até 90 °C, um baléo de fundo redondo com capacidade
de 2L e um sistema de circulacdo de agua fria. As duas amostras de resinas foram
previamente limpas com agua destilada para remocéo de impurezas, sendo inseridas
no baldo (28g e 33g), imerso em 1,5L de agua destilada, aquecido até a fervura, por
um periodo de 3 horas (Faustino et al, 2021). Devido a quantidade limitada de resina,
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realizou-se apenas uma extracdo de 6leo essencial para cada material coletado em

campo (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros para realizacdo das extracdes de 6leo essencial de Protium altsonii.

' Volume de agua Tempo de
Amostras Material (g) . .
destilada (L) extracao (h)
BPALTO1 28 1,5 3
BPALTO02 33 1,5 3

Legenda: BPALTO1- resina do espécime 1; BPALT02 - resina do espécime 2; Fonte:
Elaborado pelo autor (2022).

Os 0leos essenciais obtidos foram secos em sulfato de sodio anidro comercial
(Na2S0a4) para retirar agua residual e acondicionados em frascos de vidro ambar,
etiquetados e mantidos sob refrigeracdo. Os hidrolatos resultantes das extracdes
realizadas foram coletados, armazenados em frascos de vidro ambar, etiquetados e
mantidos sob refrigeracdo. Os rendimentos foram calculados a partir do peso do

material fresco e da massa final obtida dos extratos.
4.2.1 Andlise de rendimento em 6leos essenciais e Densidade

O célculo do rendimento em 6leos essenciais foi realizado com base em massa
fresca de material, de acordo com a Equacao 1, sugerida por Girard et al (2007) com

modificacdes.

oexd

R(%) = (V_

v ).100 Equacéo 1

onde:

R% = rendimento em porcentagem,;
Voe = volume de 6leo em ml;

d = massa de um ml de 6leo em g;
M = massa fresca do material em g;

Para a analise de densidade foi utilizada a seguinte equacéo:
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Equacéo 2

<3

onde:

d = densidade (g/mL)
m = massa obtida em gramas na pesagem de 1 mL de 6leo essencial
v = volume de 0leo essencial utilizado na pesagem.

4.3 Caracterizacdo quimica

4.3.1 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (CG-EM)

As analises quimicas dos Oleos essenciais de Protium altsonii foram
realizadas no Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas (LABCEM),
da Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas (CAM/UFAM). As andlises
foram realizadas em cromatégrafo em fase gasosa modelo Trace GC Ultra da Thermo
Fisher Scientific ™ com detector por espectrometria de massas (CG-EM), equipado
com amostrador automatico TriPlus RSH, com software Thermo Scientific Xcalibur™.
Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida Trace TR-5 com as dimenses 30 m

x 0,25 mm x 0.25 ym (Thermo Scientific).

As amostras foram diluidas em acetato de etila (Img.mL?) e inseridas no
sistema cromatografico (1 yL) com as condi¢Bes do padrdo de hidrocarbonetos (C7 —
C20) para a determinacdo dos indices de retencdo, por meio de injetor a 250 °C,
utilizando hélio ultrapuro como gas de arraste e detector a 250 °C. A programacéao do
forno teve como temperatura inicial de 40 °C até 240 °C (4 °C/min), seguido de um
gradiente de 240 °C até 280 °C (10 °C/min), e em 280 °C a aplicacédo de isoterma de
2 min. As amostras foram ionizadas por impacto de elétrons com energia de 70eV e

varredura de 40 a 400 uma.

4.3.2 Caracterizagdo quimica das oleorresinas de P. altsonii por CG-EM

Os constituintes foram identificados baseados em seus indices de retencao
(IR), por comparagdo com padrdes da literatura (Adams, 2007). A identificacdo dos
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constituintes volateis foi realizada por comparagdo dos tempos de retencdo das
amostras analisadas com a co-injecédo de padrdes de hidrocarbonetos (C7 —C20). O
padrao destes alcanos foi injetado no sistema CG-EM e seus respectivos tempos de
retencdo foram usados como padrdo externo de referéncia para o calculo do o indice
de retencao (IR), juntamente com os tempos de retencdo de cada composto de

interesse.

Para o calculo IR séo aplicados os dados dos tempos de retencdo coletados

na Equacao 3, sugerida por Van Den Dool e Kratz (1963), com modificagcdes:

(Rt(i) — Rt(PR))

IR = 100.Ph + 100. [(Rt(Ph+ 1) — Rt(Ph) ) Equacéao 3

Onde:

Ph = ndmero de carbonos do padréo de hidrocarboneto que elui antes da
substéancia de interesse (anterior ao Rt)

Rt = tempo de retencdo da substancia de interesse

Rtn= tempo de retencdo do padrdo de hidrocarboneto que possui eluicdo
imediatamente anterior ao Rt

Rtn+1) € 0 tempo de retengdo do padrao de hidrocarboneto de eluicdo posterior
ao Rt.

A identificacdo dos componentes dos O6leos essenciais utilizou o0s
cromatogramas e 0s espetros de massas obtidos por varredura dos diferentes picos
dos componentes identificados, utilizando o software Xcalibur, verséo 2.2. Os tempos
de retencéo, os Indices de retencéo calculados e os espectros de massas obtidos,
foram comparados com a literatura disponivel (Adams, 2007) e pelo sistema de
informacgao National Library of Medicine (NIH).
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4.4 Atividade antifungica dos 6leos essenciais e hidrolatos de Protium altsonii
4.4.1 Microorganismos e condi¢Oes de cultivo

Para este estudo foram utilizados os fungos: Colletotrichum spp., obtido de
lesbes de antracnose em acai (Euterpe oleracea) da Colecdo de Culturas de
Fitopatdgenos (cédigo 3128) cedido pelo Laboratério de Fitopatologia do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazobnia; Alternaria japonica, obtido de lesdes de
alternariose em couve manteiga (Brassica oleracea L. var. acephala D.C);
Colletotrichum guaranicola obtido de les6es de antracnose em guaranazeiro (Paulinia
cupana var. sorbilis); Pestalotiopis spp. obtidos de lesbes de mancha-de-
pestalotiopsis (Complexo Pestalotioide) em guaranazeiro (Paulinia cupana var.
sorbilis), cedidos pelo Laboratério de Principios Bioativos de Origem Microbiana
(LPBOM) da Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFAM. As col6nias foram reativadas
primeiramente em caldo glicosado 2% durante cinco dias e posteriormente repicadas
para tubos de ensaio contendo 5 mL de meio BDA inclinado, incubados em estufa
com demanda bioquimica de oxigénio — BOD, a 25 °C por sete dias para crescimento

a esporulagéo.

4.4.2 Padronizacéo dos indculos fungicos

Apbs o crescimento dos fungos, foram adicionados 3 mL de solucdo de NaCl
85% + Tween 80 0,5% em cada tubo para facilitar o desprendimento dos conidios. As
suspensdes foram transferidas para novos tubos de ensaio para padronizacdo. Para
isso, 10 pL de cada suspensao foram transferidos para camara de Neubauer seguida
de observacdo em microscopio optico (Alfenas et al, 2007). Os indculos foram
ajustados para 1,5 x 10° unidades formadoras de col6nias (UFC’s) por mL para

utilizacao.

4.4.3 Determinacdo da atividade antifungica: Método de difusdo em disco em

Agar

A atividade antifungica foi determinada pelo método de difusdo em disco
(Allizond et al, 2023; Balouiri; Sadiki; Ibnsouda, 2016). Os indculos previamente
padronizados foram espalhados na superficie de placas de Petri de dimensdes 90 x
10 mm contendo o meio BDA com auxilio de swabs descartaveis até a completa

secagem. Em seguida, discos de papel filtro estéreis (6 mm) foram dispostos no centro
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das placas utilizando-se pincas metélicas. Cerca de 10 pl de cada amostra foram
inoculados sobre o papel filtro, sendo elas: T1 — Oleo essencial de Protium altsonii
espécime 1 (BRALTO1), T2 — Oleo essencial de Protium altsonii espécime 2
(BRALTO02), T3 — Hidrolato de Protium altsonii espécime 1 (BRALTO1H), T4 - Hidrolato
de Protium altsonii espécime 2 (BRALTO02H), T5 - Oleo mineral e T6 — Agua destilada,
sendo considerados 6 tratamentos com 5 repeticbes. Apds esse procedimento as
placas foram incubadas a 25 ° C por sete dias em estufa BOD. A atividade antifangica
positiva foi caracterizada pela formacao de zonas de inibicdo de crescimento micelial
ao redor dos discos de papel, sendo mensurados perpendicularmente com a auxilio
de paquimetro digital, o resultado negativo consistiu da auséncia de zonas de inibicdo
(Allizond et al, 2023).

4.4.4 Determinacado da Concentracao Inibitéria Minima

A determinagéo da concentracgéo inibitéria minima (CIM) foi realizada de acordo
com a técnica da microdiluicdo em caldo, utilizando-se placa de 96 pogos conforme
documento M38-A (NCCLS, 2002). Para isso, a partir da coluna 2 até a coluna 11, os
pocos foram preenchidos com 175 pl de caldo batata dextrose suplementado com
DMSO 1% e Tween 80 0,5%. As solucdes estoque dos 6leos previamente preparadas
na concentracao de 50 mg/mL foram avaliadas nas diluigbes de 1:2 a 1:1024 (v/v).

Apos as diluicdes, foram aplicados 10 pL dos inéculos ajustados nha
concentracgéo final de 1 x 10 UFC’s por pogo. A coluna 1 foi preenchida com a solugdo
de 50 mg/mL como controle de esterilizacdo da solucdo estoque de cada 6leo e a
coluna 12 foi preenchida com solugédo de fungicida a base de Cetoconazol na
concentracéo de 50 mg/mL como controle positivo. O controle de crescimento flngico
foi realizado na linha G e o controle de esterilizagdo do meio de cultura foi realizado
na linha H (figura 2). As placas foram incubadas a 25 °C em estufa BOD por 72h.

Apbs o periodo de incubacao, a deteccdo da atividade inibitoria foi realizada apés
a aplicacao 10 pL de solucao de resazurina na concentragcéo de 0,2 mg/mL (Monteiro
et al, 2012) nos pocos e incubacdo por duas horas no escuro sendo mantida a
temperatura de 25 °C. A solugéo de resazurina € um indicador de viabilidade celular
que possui coloracdo azul que ao entrar na célula é metabolizada em resorufina que

possui coloracao rosa (Prabst et al, 2017). A mudanca de coloracao do meio de cultivo
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para tons réseo-avermelhados indica crescimento fungico, sendo a permanéncia da
coloragdo azul considerada inibicdo do crescimento. A CIM é considerada a menor
concentracdo do agente (Monteiro et al, 2012). Todos os ensaios realizados foram

conduzidos em triplicatas.

/ 1 2 4 1 9 10 11 12
AQOOOOOOOOOOC
‘ Controle de esterilizagao do éleo (50 mg/mL)

c@OOO0OOOOOOOO® | © nicio damicrodiuigao (1:2)
D ‘OOOOOOOOOO‘ O Fim da microdiluigao (1:1024)
E ‘OOOOOOOOOO‘ ’ Controle de crescimento dos microrganismos

; . Controle de esterilizagdo do meio de cultura
¢ QOOO0O0OOOO®
100000000006 )

. Controle positivo (cetoconazol 50 mg/mL)

Figura 2. Esquematizacédo do teste de determinagé@o da concentragdo inibitdria minima em placa de
96 pocos. Fonte: Coelho, K.W.S.A (2024).

4.4.5 Determinacao da Concentracdo Fungicida Minima

A Concentragao Fungicida Minima (CFM) foi determinada a partir dos resultados
obtidos na CIM. Uma aliquota de 3 pL dos poc¢os que apresentaram inibicdo foi
semeada sobre a superficie de placa contendo caldo batata dextrose, desprovido de
qualquer antifungico e incubadas a 26°C por 24h. A CFM foi considerada como a
menor concentragdo do 6leo essencial de P. altsonii que ndo apresentou crescimento
fungico para os fitopatdgenos na superficie do meio de cultivo apés incubacédo. Todos

os testes foram realizados em triplicata (Lubian et al, 2010).

4.5 Andlise Estatistica

Os dados obtidos na determinacdo da atividade antifingica pelo método de
difusdo em disco em agar foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA), seguido
do teste de comparacdo multipla de Tukey. Adotou-se o intervalo de confianca de 95%
e as diferencas foram consideradas significativas para p < 0,05. A analise estatistica

foi realizada pelo software SISVAR verséo 5.8°.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Rendimento dos 6leos essenciais

As resinas de P. altsonii foram coletadas em periodo chuvoso e apresentavam
coloragdo branca, textura pegajosa e com odor muito agradavel, abundante em
compostos volateis. O Oleo essencial de P. altsonii € viscoso, odor forte e almiscarado
e coloracao incolor. O rendimento por hidrodestilacdo foi variado e as amostras
obtiveram alto rendimento. A amostra BPALTO1 obteve rendimento superior (11,17%)
em relacdo a BPALTO02 (9,38%) (Tabela 3). Oleorresinas frescas apresentam
melhores rendimentos em comparacdo as oloerresinas envelhecidas conforme
observado em espécies do género Protium. Essas diferencas estao relacionadas a
diversos fatores, tais como condicbes ambientais, ao tempo de exposicdo ao ar e
composicdo quimica e afetam diretamente no grau de volatizacdo e oxidacdo das

oleorresinas (Albino et al, 2017).

Tabela 3. Rendimentos de extrac8es e densidade dos 6leos essenciais de P. altsonii.

Densidade
Amostras Material (g) Rendimento (%) (g/mL)
BPALTO1 28 11,17 0,94
BPALTO02 33 9,38 0,90

Legenda: BPALTO1- resina do espécime 1; BPALTO02 - resina do espécime 2; Fonte:
Elaborado pelo autor (2024).

5.2 Perfil quimico dos 6leos essenciais de Protium altsonii.

Serdo apresentados inicialmente o perfil completo das amostras BRALTOL e
BRALTO02, os compostos majoritarios encontrados nestes e 0s principais grupos de

terpenos presentes nos 6leos essenciais extraidos.

Através dos dados espectrométricos e de cromatografia foram detectados 34
compostos quimicos para a amostra BRALTO01, dos quais 17 sdo monoterpenos, 15
sesquiterpenos, além da presenca de 1 éster e 1 éter. O percentual da composicao

guimica dos 0leos essenciais foi de 99,4% de compostos identificados (Figura 3).
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Figura 3. Espectro de cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas
(GC-MS) do 6leo essencial de P. altsonii (BRALTO1). Fonte: Elaborado pelo autor
(2024).

Dos constituintes quimicos detectados na amostra BRALTO1l 73,22% séao
monoterpenos e 24,41% sao sesquiterpenos, 0,72% sao ésteres e 0,45% sao éteres.
Os constituintes majoritarios foram p-cimeno (34,73%), a-felandreno (13,86%), a-
pineno (6,85%) e B-acoradieno (9,62%). O perfil quimico deste 6leo revelou uma
proporcao elevada de monoterpenos. Os hidrocarbonetos monoterpénicos foram
predominantes (72,27%) seguido de monoterpenos oxigenados (1,55%). Em relacdo
aos sesquiterpenos, observou-se predominancia de hidrocarbonetos sesquiterpénicos
(21,96%). Sesquiterpenos oxigenados representaram 2,45% da amostra (Tabela 4).

Os constituintes quimicos detectados em oleorresinas de P. altsonii reportadas
na literatura relatam a predominancia de monoterpenos, principalmente de
hidrocarbonetos monoterpénicos p-cimeno, a-felandreno e a-pineno, variando o
percentual de concentracdo das substancias para amostras (Santana et al. 2020;
Souza Ramos et al, 2000). No entanto, alguns estudos identificaram os compostos
quimicos trans-diidro-terpineol (25,8%), y-cadineno (14,4%) e a- neocalitropseno
(7,3%) como majoritarios (Silva et al, 2016; Zoghbi et al, 2005).

Tabela 4. Composicao quimica do 6leo essencial de resina de P. altsonii (BRALTO01)

N.S Substancias* TR IR lit. IR (%)
1 acetato de butila 6,34 807 813 0,72
2 a-tujeno 10,54 932 924 2,93
3 a-pineno 10,81 932 931 6,85
4 canfeno 11,44 946 947 0,32
5 sabineno 12,41 969 971 2,88
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6 b-pineno 12,58 974 975 15
7 a-felandreno 13,78 1002 1005 13,86
8 p-cimeno 14,55 1022 1024 34,73
9 silvestreno 14,72 1025 1029 5,76
10 B-felandreno 14,76 1025 1030 2,98
11 1,8-Cineol 14,81 1026 1031 0,9
12 y-terpineno 15,85 1054 1057 0,28
13 4-Tujanol 16,32 1065 1069 0,08
14 isoterpinoleno 16,90 1085 1084 0,14
15 p-cimeneno 17,08 1089 1089 0,04
16 a-terpineol 21,05 1186 1194 0,4
17 timol 24,46 1289 1291 0,04
18 carvacrol 24,69 1298 1297 0,13
19 a-cubebeno 26,33 1348 1347 1,14
20 B-cubebeno 27,67 1387 1387 0,19
21 cipereno 28,17 1398 1402 0,32
22 a-cedreno 28,59 1410 1416 1,45
23 B-cedreno 28,84 1419 1424 2,11
24 trans-a-bergamoteno 29,13 1432 1433 4,02
25 (E)-B-farneseno 29,74 1454 1452 1.8
26 -acoradieno 30,44 1469 1475 9,62
27 ar-curcumeno 30,61 1479 1480 0,33
28 B-sesquifelandreno 31,92 1521 1523 0,66
29 E-y-bisaboleno 32,01 1529 1526 0,09
30 a-cadineno 32,29 1537 1536 0,23
31 E-nerolidol 33,01 1561 1560 0,25
32 Humuleno-1,2-epoxido 34,45 1608 1609 0,45
33 1,10-di-epi-cubenol 34,60 1618 1615 2,16
34 neo-intermedeol 35,80 1658 1657 0,04
Total de componentes identificados (%) 99,4
Hidrocarbonetos monoterpenos 72,27
Monoterpenos oxigenados 1,55
Hidrocarbonetos sesquiterpenos 21,96
Sesquiterpenos oxigenados 2,45
Outros 1,17

Legenda: N.S - NUumero da substancia.
*Componentes listados de acordo com a ordem de elui¢ao.
TR — Tempo de retencéo.

IR it. - indice de Retenc&o obtido na literatura (Adams, 2007).
IR- Indice de Retencéo calculado a partir de uma série homoéloga de n-alcanos C7 - Czo.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Através dos dados espectrométricos e de cromatografia foram detectados 25
compostos quimicos para a amostra BRALT02, dos quais 19 sdo monoterpenos, 5
sesquiterpenos, além da presenca de 1 éster. O percentual da composi¢cao quimica
dos Oleos essenciais foi de 100% de compostos identificados (Figura 4).
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Figura 4. Espectro de cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas (GC-

MS) do oleo essencial de P. altsonii (BRALTO02). Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

48

Dos constituintes quimicos detectados na amostra BRALT02 (Tabela 5)

90,21% sdo monoterpenos e 8,45% sao sesquiterpenos e 1,34% sao éster. Os

constituintes majoritarios foram p-cimeno (51,6%), trans-dihidro-a-terpineol (15,1%),

a-pineno (6,92%), a-terpineno (3,77%) e a-felandreno (3,34%). O perfil quimico deste

Oleo revelou uma proporcdo elevada de monoterpenos, sendo o percentual de

hidrocarbonetos monoterpénicos de 73,84% e monoterpenos oxigenados de 16,37%.

Hidrocarbonetos sesquiterpénicos representaram 8,45% da amostra. Observou-se

auséncia de sesquiterpenos oxigenados (Tabela 5).

Os constituintes quimicos majoritarios p-cimeno e trans-dihidro-a-terpineol

identificados na amostra BRALTO02 corroboram os dados de Zoghbi et al (2005),

apresentando percentual de 31,5% e 25,8% respectivamente. Em alguns relatos da

literatura o composto trans-dihidro-a-terpineol esteve presentes em oleorresinas de P.

altsonii em baixas concentracfes (Souza Ramos et al, 2000; Silva et al, 2016; Tostes,

2015).

Tabela 5. Composicao quimica do 6leo essencial de resina de P. altsonii (BRALT02)

N.S Componentes* TR IR lit. IR (%)
1 acetato de butila 6,31 807 812 1,34
2 a-tujeno 10,53 924 924 0,59
3 a-pineno 10,79 932 931 6,92
4 canfeno 11,44 946 947 0,15
5 sabineno 12,41 969 971 0,42
6 b-pineno 12,57 974 975 1,12
7 trans-p-metano 12,64 973 976 0,72
8 a-felandreno 13,76 1002 1004 3,34
9 a-terpineno 14,19 1014 1015 3,77
10 p-cimeno 14,54 1020 1024 51,6
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11 B-felandreno 14,75 1025 1029 1,41

12 1,8-cineol 14,80 1026 1031 0,57

13 y-terpineno 15,85 1054 1057 0,11

14 isoterpinoleno 16,89 1085 1084 2,34

15 p-cimeneno 17,09 1089 1089 0,03

16 trans-dihidro-B-terpineol 19,06 1134 1139 0,37

17 trans-dihidro-a-terpineol 19,39 1143 1150 15,1

18 terpinen-4-ol 20,51 1174 1180 0,17

19 a-terpineol 21,06 1186 1195 0,16

20 ciclosativeno 27,08 1369 1369 1,32

21 a-cubebeno 29,39 1351 1341 2,07

22 2-epi-a-funebreno 30,43 1380 1374 291

23 a-copaeno 30,62 1374 1381 0,17

24 sibireno 31,10 1400 1396 0,32

25 1-10-di-epi-cubenol 34,61 1618 1615 2,98
Total de componentes identificados (%) 100
Hidrocarbonetos monoterpenos 73,84
Monoterpenos oxigenados 16,37
Hidrocarbonetos sesquiterpenos 8,45
Sesquiterpenos oxigenados -
Outros 1,34

Legenda: N.S - Numero da substancia.
*Componentes listados de acordo com a ordem de eluicao.
TR — Tempo de retenc¢éo.

IR it. - indice de Retenc&o obtido na literatura (Adams, 2007).
IR- Indice de Retencéo calculado a partir de uma série homéloga de n-alcanos C7 - Czo.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Em relacdo aos constituintes quimicos das oleorresinas de BRALTOL e
BRALTO02 foram identificadas diferencas significativas na composi¢cdo quimica,
variando 0os compostos quimicos e seus respectivos percentuais de concentragao,
como observados em p-cimeno (34,73%; 51,6%), a-pineno (6,85%; 6,92%), a-
felandreno (13,86%; 3,34%). Diversos compostos foram identificados em apenas uma

das amostras.

O percentual de monoterpenos e sesquiterpenos foi variavel para as amostras.
Na oleorresina BRALT02 constatou-se percentual de monoterpenos superior a
oleorresina BRALTO1 (90,21%; 73,22%), prevalecendo os monoterpenos oxigenados
(16,37%; 1,55%). O percentual de hidrocarbonetos sesquiterpénicos foi superior na
amostra BRALTO1 (21,96%) em comparagdo a amostra BRALT02 (8,45%). Em
contraste, os sesquiterpenos oxigenados foram detectados apenas na composicéo
guimica de BRALTOL1.
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Diferencas importantes na variacdo da composi¢cao quimica, nos percentuais
dos constituintes e nos rendimentos das oleorresinas P. altsonii foram identificadas
por Tostes (2015). As amostras apresentaram diferencas quanto ao periodo de coleta
das resinas (alta precipitacdo e baixa precipitacdo), variacbes nas fenofases dos
individuos (frutificacdo, queda foliar, florac&o) e tipos de resinas (brancas, oxidadas,
mistura de resinas e resinas secas). Alguns compostos sdo comuns nas amostras
analisadas, tais como, a-pineno, B-felandreno, B-pineno, p-cimeno, enquanto o
composto benzil benzoato foi considerado um dos compostos majoritarios de resinas

oxidadas.

Neste estudo (Tostes, 2015) a maioria das amostras de Oleo essencial
obtiveram como composto majoritario a-pineno (16,38%-51,99%) seguido de a-
felandreno (1,02%-44,41%). O composto p-cimeno foi ausente em quase 50% das
amostras e nas demais apresentou baixo percentual (1,19%-16,43%). Nas amostras
BRALO1 e BRALT02 o composto p-cimeno foi majoritario (34,73%; 51,66%). O
composto a-felandreno obteve o segundo maior percentual (13,68%) na amostra
BRALTOL1. Na amostra BRALT02, o composto trans-dihidro-a-terpineol apresentou o

segundo maior percentual.

As oleorresinas de Protium apresentam ampla variagcdo na composicéo
quimica, dependendo da espécie, idade e cor da resina. A complexa variabilidade
quimica é evidente em oleorresinas de uma espécie ou entre espécies no género,
conforme verificado em alguns estudos. Por exemplo, a composicao volatil de resina
de P. heptaphyllum foi composto majoritariamente de limoneno (66,30%) seguido de
0-3-careno (11,22%) e a-felandreno (2,08%). A espécie P. pallidum obteve em sua
composi¢cdo quimica os compostos o-cimena (31,17%), B-felandreno (25,90%), a-
pineno (16,99%) e a-felandreno (5,63%) sendo majoritarios (de Carvalho Brito et al,
2024).

Semelhantemente, observou-se variabilidade quimica nas oleorresinas entre
individuos da mesma espécie e entre espécies diferentes no estudo de Souza Ramos
et al (2000) para P. altsoni, P. hebetatum, P. strumosum, P. nitidifolium, P.
spruceanum, P. paniculatum var riedelianum, P. paniculatum var riedelianum e P.
paniculatum var. Houve predominancia de monoterpenos do tipo mentano, sendo p-
cimeno o componente mais frequente e abundante. Semelhantemente ao que ocorreu

com as amostras de P. altsonii analisadas neste estudo.
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5.3Atividade antifungica dos 6leos essenciais e hidrolatos de Protium altsonii

5.3.1 Avaliacao da atividade antifungica por difusdo em &gar pela técnica de disco

A avaliacéo do efeito antifungico foi aplicada as amostras de oleorresinas de P.
altsonii e constatou-se que os perfis dos 6leos (BRALTO1 e BRALT02) apresentaram
atividades antifingicas frente aos fungos filamentosos Alternaria japonica,
Colletotrichum guaranicola e Colletotrichum spp. (figura 5) com formacao de halos de
inibicdo acima de 1,0 cm. Os 6leos BRALTO1 e BRALTO02 n&o apresentaram zona de
inibicdo do crescimento micelial para Pestalotiopsis spp (Tabela 6). Em contraste, os
hidrolatos (BRALTO1H; BRALTO2H) ndo apresentaram atividade antifingica para
nenhum fitopatégeno testado.

O Oleo BRALTO1 apresentou melhor atividade antifungica frente ao fungo
Alternaria japonica (halos de inibicdo>1,45+2,39cm) em comparagdo aos
fitopatdgenos Colletotrichum guaranicola e Colletotrichum sp (halos de inibicédo: 1,19
cm e 1,14cm, respectivamente). O 6leo BRALT02 também apresentou melhor
atividade antifungica frente ao fungo C. guaranicola (halos de inibicdo >1,95+3,67 cm)
em comparagao aos fungos A. japonica e Colletotrichum sp. (halos de inibigdo: 1,73
cme 1,70 cm).

Comparando-se os perfis dos 6leos de P. altsonii, observou-se que o 6leo
BRALTO2 apresentou melhores resultados para atividade antifingica (halos de
inibicdo entre 1,70 cm-1,95 cm) do que o 6leo BRALTO1 (halos de inibicdo entre 1,19-
1,45cm), para A. japonica, C. guaranicola e Colletotrichum sp. (Tabela 6).

Tabela 6. Zonas de inibicdo de crescimento micelial (média + desvio padrdo) em mm de 6leo essencial
de Protium altsonii sobre fungos fitopatogénicos.

Tratamentos  A.japonica C. guaranicola Colletotrichum Pestalotiopsis

Spp. Spp.
BRALT-01 14,55+ 2,39 a 11,94+ 3,50 b 11,44 +£299b 0,00 a
BRALT-02 17,39+2,25a 19,52 + 3,67 a 17,056+ 2,69 a 0,00 a
Oleo mineral 0,00+ 0,00 b 0,00+ 0,00 c 0,00+ 0,00 c 0,00 a
p 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste
de Tukey a 5% (p<0,05) de probabilidade. BRALT-01 - 6leo essencial de Protium altsonii espécime
1; BRALTO2 - 6leo essencial de Protium altsonii espécime 2. p — nivel de significAncia. Fonte:
Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 5. Zonas de inibicdo de crescimento micelial para fungos fitopatégenos: (A)
alternaria japonica; (B) Colletotrichum guaranicola; (C) Colletotrichum sp.; (D)
Pestalotiopsis sp.; Tratamentos: Tl (BRALT01-O): 6leo essencial de P. altsonii
espécime 1; T2 (BRALT02-0): 6leo essencial de P. altsonii espécime 2; T3 (BRALTO1-
H): hidrolato do espécime 1; T4 (BRALTO02-H): hidrolato do espécime. 2; T5: controle
6leo mineral; T6 - 4gua destilada. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.3.2 Concentragdo Minima Inibitéria e Concentracdo Fungicida Minima

A partir dos testes de CMI e CFM é possivel observar acéo fungicida eficiente
dos Oleos essenciais BRALTO1 e BRALTO2 contra todos os fitopatégenos testados
(Tabela 7). O 6leo BRALTO1 apresentou melhor eficiéncia frente aos fungos C.
guaranicola e Colletotrichum spp com os menores valores para CIM (3,125 mg mLt)
e CFM (3,125 mg mL1). Em relacéo ao 6leo BRALTO02 observou-se melhor eficiéncia
frente aos fungos C. guaranicola e Colletotrichum spp com os menores valores para
CIM (1,562 mg mL') e CFM (1,562 mg mL™1).

Em relacdo aos patdgenos avaliados, observa-se que o fungo Pestalotiopsis
Spp. apresentou os maiores valores de CIM e CFM para BRALTO1 (25 mg mL1; 25
mg mL1) e BRALTO2 (12,50 mg mL1; 12,50 mg mL'1) em comparacdo aos demais
fitopatdbgenos. Comparando-se os 6leos BRALTO1 e BRALTO2 observa-se que o 0leo
BRALTO2 foi mais eficiente do que o 6leo BRALTO1 apresentando os menores valores

de CIM e CFM para todos os patégenos testados (Tabela 7).
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Tabela 7. Comparagéo entre os efeitos dos 6leos essenciais de Protium altsonii na determinagéo das
Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) e Concentracdo Fungica Minima (CFM) em fungos
fitopatogénicos.

Oleo BRALTO1 Oleo BRALTO02
Fitopatégenos CIM CFM CIM CFM
(mg mL1) (mgmL?Y) (mgmL?) (mgmL?)
A. japonica 12,50 25 3,125 6,25
C. guaranicola 3,125 3,125 1,562 1,562
Colletotrichum sp. 3,125 3,125 1,562 1,562
Pestalotipsis sp. 25 25 12,50 12,50

Legenda: BRALTOL1: dleo essencial de Protium altsonii espécime 1; BRALTO02: 6leo essencial de
Protium altsonii espécime 2;

O dleo essencial da resina de Protium apresenta variacdo na composi¢cao
quimica, diferencas na concentracdo de compostos majoritarios, presenca ou
auséncia compostos quimicos, tanto entre espécies diferentes quanto entre uma
mesma espécie. Uma mesma espécie pode sofrer variacdo em seus compostos
qguimicos, e isso pode estar associado a uma variagcdo complexa de fatores biéticos e
abidticos (Machado et al, 2003; Marques et al, 2010; Rocha et al, 2022; Suarez et al,
2007)

Diversos estudos tém sido realizados no intuito de compreender a influéncia de
fatores bioticos e abiodticos na variabilidade quimica de oleorresinas de Protium. A
variacdo sazonal exerce uma influéncia direta sobre a vegetacédo, bem como uma
influéncia indireta, através do solo. A biossintese e o acumulo de metabdlitos
secundarios sdo suscetiveis a variacdo sazonal, geogréafica e ritmo circadiano. A
producdo de metabdlitos secundarios pode variar durante o ciclo dia/noite. A idade e
desenvolvimento da planta e dos diferentes 6rgaos vegetais influencia na quantidade
de metabdlitos produzidos e nas concentracdes das substancias (Gobbo-Neto; Lopes,
2007).

O envelhecimento natural das oleorresinas exsudadas, expostas as condicdes
ambientais apés um periodo de tempo, esta associada a grandes variagcbes na
composicdo quimica e no rendimento dos O6leos essenciais. Alguns compostos
quimicos podem sofrer um processo de oxidacdo durante o envelhecimento das
oleorresinas. O composto terpinoleno é oxidado em p-cimeno, que, por sua vez, €

convertido em p-cimeno-8-ol. Oleorresinas frescas tendem a apresentar um maior
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rendimento dos 6leos essenciais em comparacdo as oleorresinas envelhecidas
(Albino et al, 2017)

O estudo de revisdo de Rocha et al. (2022) buscou correlacionar
quimiodiversidade de 6leos essenciais de Protium hepthaphylum. Diversos fatores
bidticos e abioticos foram apontados como relevantes para a diversidade quimica
observadas no levantamento. Constatou-se que os fatores como da localizacao
geografica (mesma area de coleta e regides distintas), sazonalidade, ciclo cardiano,
diferentes érgaos vegetais e estagios de maturacao (folhas, frutos verdes e maduros),
tempo de exposicao as condi¢cdes ambientais (resinas frescas e envelhecidas), tipos
de solos, temperatura e disponibilidade de agua influenciam na variabilidade quimica
dos 6leos essenciais. Outros fatores como métodos de extracdo e tempo de extracao

de 6leos essenciais podem interferir na composi¢cado quimica de 6leos essenciais.

Os 6leos essenciais de resinas de Protium apresentam diversas atividades
bioldgicas relatadas pela literatura. As atividades biolégicas de alguns componentes
identificados nas oleorresinas de Protium altsonii (BRALT01 e BRALTO02) ja foram
registradas em algumas espécies de Protium e em analises de compostos alvo de
interesse. Fazem parte da composicdo deste 0leo essencial algumas substancias
quimicas ja relatadas na literatura que apresentaram potencial antifingico,
fitopatogénico, antimicrobiano, antibacteriano, repelentes de insetos e potencial
leishmanicida. Entre esses compostos estdo a-terpineol, p-cimeno, a-pineno, [3-
pineno, a-felandreno, terpinen-4-ol e 1,8-Cineol. Esses estudos serdo discutidos

abaixo.

Compostos monoterpénicos possuem atividade antifungica relatada para
fungos fitopatogénicos. Os monoterpenos como timol e (S)-limoneno podem atuar na
inibicdo de pectina metil esterase (PME) e celulase. A ag&o antifungica do timol, (S)-
limoneno e 1,8-cineol foi relatada contra Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum,
Penecillium digitatum e Asperigallus niger como potencial para serem usados como

fungicidas (Marei; Rasoul; Abdelgaleil, 2012).

Hammer; Carson; Riley (2003) avaliaram a atividade antifungica de compostos
presentes em Oleos essenciais pelos métodos microdiluicdo em caldo, macrodiluicéo
e métodos de tempo de eliminacdo. Os componentes terpinen-4-ol, a-terpineol, linalol,

a-pineno, B-pineno e 1,8-cineol apresentaram atividade antifungica. O estudo ressalta
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que a investigacdo da atividade antifiUngica pode ser significativamente influenciada
pelo método de testado.

Tostes (2015) avaliou o efeito fungitoxico dos éleos essenciais da resina de P.
altsonii. Os resultados demonstraram 0s 6leos essenciais analisados foram muito
eficientes para inibir o crescimento do fungo Penicillium chrysogenum e da cepa
Candida albicans. Os 6leos essenciais da resina de P. altsonii apresentaram também
atividade fungitoxica frente aos fitopatdgenos Aspergillus niger e Fusarium oxysporum
f. sp. phaseoli com formacdo de halos de inibicdo acima de 1,0 cm, alguns
correspondendo a quase 50% de atividade a mais que o controle positivo utilizado

(nitrato de miconazol), sendo uma potencial fonte de agentes fungitoxicos.

O oOleo essencial de resina P. amazonicum apresentou atividade antifungica
promissora contra Cryptococcus neoformans (MIC = 156 ug/mL). O componente
majoritario foi o monoterpeno &-3-careno (47,9%) seguido dos monoterpenos a-
terpineol (5,5%), limoneno (5,1%), p-cimeno-8-ol (4,8%), p-cimeno (4,1%) e a-pineno
(4,0%) (Satyal et al, 2017).

Atividade antimicrobiana foi constatada no 6leo essencial de resina de Protium
heptaphyllum contendo terpinoleno (28.5%), limoneno (16.9%), a-felandreno (16.7%),
a-pineno (10.5%) e p-cimeno (6.0%) (Bandeira et al, 2006).

Atividade bactericida foi verificada no 6leo essencial de resina de Protium
heptaphyllum contendo como compostos majoritarios terpinoleno (35,8%), p-cimeno
(26.7%), tricicleno (11,1%) e p-cymen-8-ol (10,1%) (Pinto et al, 2015).

Atividade acaricida e repelentes de insetos foi constatada em oleorresinas
frescas e envelhecidas de Protium bahianum contra o acaro-aranha-de-duas-pinta
(Tetranychus urticae). A oleorresina fresca foi composta basicamente de
monoterpenos, dos quais p-cimeno (18,3%), a-felandreno (14%), tricicleno (11,4%) e
terpinen-4-ol (7,4%) foram os compostos majoritarios. A oleorresina envelhecida
obteve alta predominancia de sesquiterpenos oxigenados, predominando o acetato
de B-(2)-santalol (83,1%), seguido de trans-verbenol (3,3%) e terpinen-4-ol (2,2%). As
oleorresinas apresentaram toxicidade fumigante (mortalidade e fecundidade), mas

apenas o 0leo essencial da resina envelhecida induziu repeléncia (Pontes et al, 2007).
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De Carvalho Brito et al (2024) avaliaram o potencial inseticida do OE de resinas
de P. heptaphyllum e P. pallidum, os 6leos essenciais de Gaultheria procumbens e
Juniperus communis e o composto a-pineno no manejo do gorgulho do milho
(Sitophilus zeamais L.), considerada a principal praga de insetos em gréos
armazenados. Foram realizados testes de toxicidade de contato, fumigacao,
repeléncia, persisténcia e efeitos residuais do Oleo essencial do a-pineno na
germinacado. Para o 6leo de P. heptaphyllum, predominaram os monoterpenos, onde
0s mais abundantes foram limoneno (66,30%), &-3-careno (11,22%) e a-terpineol
(2,93%). O Oleo de P. pallidum possui em sua composi¢cdo majoritaria compostos
monoterpenico, onde os mais abundantes foram o-cimeno (31,17%), B-felandreno
(25,9%) e a-pineno (16,99%), a-felandreno (5,63%). Os resultados mostraram a agéo
inseticida destas oleorresinas e do composto a-pineno no controle de S. zeamais.
Além disso, o componente a-pineno ndo afetou a germinag&o ou o vigor das sementes
de milho.

Santana et al (2020) demonstrou em testes in vitro o efeito toxico dos 6leos
essenciais de resinas de P. altsonii e Protium hebetatum no combate a Leishmania
amazonenses, agente da leishmaniose. O 6leo essencial de P. altsonii foi composto
majoritariamente por a-pineno (42,9%), p-cimeno (33,3%), B-felandreno (7,3%), a-
felandreno (5,4%) e 1,8-cineol (4,8%). O 6leo essencial de P. hebetatum foi composto
majoritariamente por p-cimeno (74,6%), B-felandreno (10,7%), a-pineno (8,6%) e a-
felandreno (3,7%). O estudo concluiu que os compostos a-pineno, p-cimeno e 1,8-

cineol tém propriedades anti-Leishmania.

Além disso, outros estudos investigaram o potencial biol6gico de Protium no
controle de fungos fitopatogénicos. O extrato hexanico da resina de P. heptaphyllum
apresentou atividade antifingica in vitro contra os fitopatogénicos Fusarium guttiforme
e Chalara paradoxa, causadores da fusariose e podriddo negra dos frutos pés-colheita
em abacaxi (Sales et al, 2016). Carvajal, Alvarez e Osorio (2016) demonstraram que
o0 6leo essencial extraido dos frutos de P. colombianum apresenta citotoxicidade

contra isolados de Fusarium.

O estudo de Clerck et al (2020) avaliou a atividade antifingica e antibacterida
de 6leos essenciais contra patdgenos vegetais de importancia agronémica. Observou-
se alguns 0leos essenciais sdo mais especificos e ativos para um determinado grupo

de patdgenos, enquanto outros, sdo mais generalistas e atuam sobre varios


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chalara
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patégenos. Os 6leos que parecem ser mais especificos e sdo ativos em um a trés
patégenos séo ricos em terpenos e aldeidos. Os 6leos essenciais mais generalistas

sao ricos em fenais, fenilpropanoides, compostos organossulfurados e/ou aldeidos.

O estudo de Hoyos et al (2012) demostrou que a acao fungicida de 6leos
essenciais esta relacionada a composicdo quimica do Oleo essencial, as
concentracOes utilizadas e a sensibilidade do patdgeno a um ou mais constituintes
quimicos. O aumento da concentracdo de um Oleo essencial nao resulta
necessariamente em uma maior inibicio de germinacdo de conidios de um
determinado patégeno. Por exemplo, neste estudo observou-se que o aumento na
concentragédo do OE de C. citriodora e C. limon néo resultou em maior inibicdo das

cepas de Phaseolus vulgaris.

Os constituintes quimicos de Oleos essenciais, isolados ou em conjuntos,
podem apresentar atividades biolégicas. Os Oleos essenciais sdo0 uma mistura
complexa de compostos quimicos e a atividade biolégica pode estar relacionada ao
efeito sinérgico do componente majoritario entre os demais componentes presentes,

ainda que em baixas concentracdes (Oliveira et al, 2016; Ricarte et al, 2020).

A escolha do método a ser utilizado os estudos pode influenciar
significativamente os resultados a atividade antifungica dos O6leos essenciais
analisados. Hammer; Carsor; Riley (2003) avaliaram a atividade antifingica de
diversos compostos presentes em 6leos essenciais pelos métodos microdiluicdo em
caldo, macrodiluicdo e métodos de tempo de eliminacdo. Os componentes terpinen-
4-ol, a-terpineol, linalol, a-pineno, B-pineno e 1,8-cineol apresentaram atividade
antifangica. Alguns compostos ndo apresentaram atividade anfitingica no teste por
microdiluicdo. O estudo ressalta que a investigacéao da atividade antifungica pode ser
significativamente influenciada pelo método de testado.

O estudo de Nascimento et al (2007) analisou os fatores que podem influenciar
na atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, in vitro, com base nos resultados
apresentados na literatura. O estudo sugere que alguns fatores devem ser observados
no planejamento experimental, entre eles, a técnica usada, o meio de cultura,
densidade do in6culo, o 6leo essencial e o emulsificador utilizado. Além disso, deve-

se considerar que a avaliacao antimicrobiana dos 6leos essenciais pode ser dificultada
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devido a volatilidade do 6leo, a sua insolubilidade em agua e a sua complexidade

quimica.

O uso de agentes emulsificadores, ou emulsificantes, como DMSO e Tween 80
sdo muito Uteis para facilitar a dispersdo dos OEs. No entanto, a escolha desses
emulsificantes, deve ser feita considerando-se que estes materiais podem interagir
com os 0leos essenciais, bem como, possuir atividade antimicrobiana. Dessa forma,
0 uso de emulsificantes pode potencializar ou minimizar os efeitos antimicrobianos
dos OEs testados, conforme a preparacado da solucédo 6leo-agente emulsificante e a
concentracdo utilizada dos agentes emulsificadores (Ma; Davidson; Zhong, 2016;

Nascimento et al, 2008).

Para o0s testes realizados nesta pesquisa, observou-se que o fungo
Pestalotiopsis spp. ndo apresentou zona de inibicdo (mm) para os Oleos essenciais
BRALTO1 e BRALTO2, pelo método de difusdo em disco em Agar. No entanto, foi
possivel determinar a CMI de acordo com a técnica da microdiluicdo em caldo e a
CFM dos o6leos analisados para este fitopatégeno (Tabela 7). Utilizou-se como
emulsificantes DMSO 1% e Tween 80 0,5. O uso dos emulsificantes supracitados
pode ter melhorado a biodisponibilidade dos OEs analisados, permitindo a
determinacao da CMI e CFM frente ao patdgeno Pestalotipsis spp. No entanto, outras
analises sdo necessarias para determinar se outros fatores, além do uso de DMSO e
Tween 80, influenciaram nos resultados obtidos.
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6 CONCLUSOES

A variabilidade quimica das oleorresinas dos espécimes de Protium altsonii
deve estar associada a fatores ambientais e fatores intrinsecos aos individuos

analisados.

Diferencas na composicdo quimica dos espécimes de Protium altsonii podem
justificar a melhor eficiéncia do 6leo essencial BRALT02 em comparacdo ao Oleo
essencial BRALTO1 na determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e

concentracdo fungicida minima (CFM) para todos os fitopatégenos avaliados.

Os dleos essenciais de resinas de Protium altsonii apresentaram potencial
antifngico, in vitro, contra os fitopatdgenos Alternaria japonica, Coletotrichum
guaranicola, Colletotrichum spp. e Pestalotiopsis spp. sendo considerados uma
alternativa promissora para o controle de fitopatdgenos, representando menor risco a

salde humana e ao meio ambiente.

Protium altsonii apresenta potencial para prospecédo de moléculas bioativas a
partir de espécies nativas, para o desenvolvimento de biopesticidas com potencial

biotecnoldgico.
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