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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar o efeito do 8leo essencial de folhas de pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC), sobre o
crescimento micelial de Alternaria alternata e a andlise da influéncia da concentragao do emulsificante Tween® 80 no controle
deste fitopatégeno. O dleo essencial foi obtido pela técnica “arraste a vapor d’dgua’, utilizando-se aparelho de Clevenger
modificado, e posteriormente submetido, 4 andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometro de massas CG-
EM a CG. Para os ensaios bioldgicos, o método foi o bioanalitico in vitro observando-se o crescimento ou inibi¢do do micélio
de A. alternata no meio de cultura BDA na presenga de diferentes concentrages do 6leo essencial (0, 100, 250, 500 e 1000
mgl-1) sob diferentes concentragdes de Tween® 80. Adotou-se esquema fatorial com quatro repeticoes, em delineamento
inteiramente casualizado (DIC). Observou-se que o dleo essencial de pimenta longa apresentou inibigao sobre o crescimento
micelial do fungo A. alternata em todas as concentragdes analisadas, sendo que na concentragio de 1000 mgL-1 esta inibi¢io
foi de 100% , e a porcentagem de emulsificante (Tween® 80), influenciou na atividade fungitéxica das concentragoes de 250
mgL " e 500 mgL -1 do é8leo essencial.
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The effect of Long-pepper essential oil (Piper hispidinervum C.DC.) and of
Tween® 80 emulsifier on the mycelial growth of Alternaria alternate (Fungi:
Hyphomycetes).

ABSTRACT

The object of this work was to evaluate the effectof essential oils from Long-pepper leaves Piper hispidinervum on the mycelial
growth of Alternaria alternata and to analyze the influence of emulsifier Tween® 80 concentration in the control of this
phytopathogen. The essential oil was obtained by steam stream distillation, using a modified Clevenger apparatus, and the
chemical composition was analyzed by gas chromatography coupled to mass spectroscopy GC-MS and GC. For biological
tests, the bioanalytical in vitro method was used, observing the growth or inhibition of such phytopathogen in BDA culture
media, in the presence of different essential oil concentrations (0, 100, 250, 500, ¢ 1000 mgL ') under different Tween ® 80
concentrations. Factorial scheme with four repetitions, in entirely randomized outline was adopted. The essential oil of Long-
pepper inhibited the micellial growth of the A. alternata fungus at all of the concentrations tested. A 100% inhibition at the
1000 mgL ! concentration was observed, and the percentage of emulsifier (Tween® 80) influenced the fungitoxic activity at
the 250 mgL * and 500 mgL ! concentrations of the essential oil.
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INTRODUCAO

As espécies do género Piper sio amplamente aplicadas na
medicina popular em fungio das propriedades microbianas
exibidas por seus constituintes. Na Amazdnia, foi identificada
aespécie Piper hispidinervum C. DC., arbusto encontrado em
4reas antropizadas no estado do Acre, vulgarmente conhecida
como pimenta longa, com 6leo essencial rico em safrol, a
qual vem se tornando importante alternativa econémica
para os agricultores tradicionais e familias extrativistas da
Amazdnia (Souza et al., 2001; Wadt et al., 2004). Em razao
de vérios fatores, vem se verificando uma crescente procura
por defensivos alternativos para o efetivo controle de pragas,
oferecendo maior seguranga, seletividade, biodegradabilidade,
viabilidade econdmica e aplicabilidade em programas
integrados de controle de pragas e baixo impacto ambiental
(Junior, 2003). Técnicas que consistem no emprego de extratos
vegetais, aminodcidos, microorganismos e dleos essenciais, se
enquadram em estratégias de controle bioldgico de patégenos
(Bastos e Alburquerque, 2004).

As doengas causadas pelo fungo Alternaria sp. estao entre
as doengas de plantas mais comuns no mundo, que afetam as
folhas, os caules, as flores e os frutos das plantas. Um grande
namero de espécies de Alternaria, causam manchas foliares
em diversas plantas cultivadas e nio cultivadas (Mello ez 4/.,
2001).

O emulsificante Tween® 80 (monoleato de sorbitano
polioxietileno), um surfactante no-idnico, tem sido muito
empregado como agente dispersante na preparagio das solugdes,
produzindo um procedimento mais confidvel na preparagio
do indculo. Entretanto, os surfactantes podem interagir com
organismos e drogas afetando a atividade 77 vitro de agentes
antimicrobianos. Nenhuma quantidade padrio desse agente
tem sido empregada na maioria das publica¢oes até agora. De
acordo com Gomez-Lopez ez al. (2005) o surfactante poderia
modificar a solubilidade do antifingico, desenvolvida em
um meio e auxiliar na precipitagio do agente, levando ao
aumento das CIMs. Chagas ez a/. (2002) observaram que
6leos essenciais foram potencializados quando transformados
em concentrados emulsiondveis, principalmente quando
avaliados contra larvas de carrapato.

Portanto, este trabalho objetivou avaliar o efeito do dleo
essencial de folhas de pimenta longa P hispidinervum, seu
efeito sobre o crescimento micelial de A. alternata e a andlise
da influéncia da concentragio do emulsificante Tween® 80
no controle deste fitopatégeno.

MATERIAL E METODOS

As folhas de pimenta longa foram coletadas em abril de
2006 de plantas cultivadas no Horto de Plantas Medicinais
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), situada na cidade
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de Lavras - MG, localizada a uma latitude 21° 14" 43 sul e a
uma longitude 44° 59° 59 oeste, estando a uma altitude de
919 metros. O material vegetal foi identificado pelo Prof.
Manoel Losada Gavilanes do Departamento de Biologia da

Universidade Federal de Lavras, e sua exsicata encontra-se
depositada no Herbdrio da UFLA (registro 23.013).

A extragdo do dleo essencial das folhas de pimenta longa foi
realizada por meio da técnica de “arraste a vapor”, utilizando-
se aparelho de Clevenger modificado. Coletou-se o hidrolato,
que em seguida foi centrifugado em centrifuga de cruzeta
horizontal a 965,36 x G por 5 minutos. Retirou-se o dleo
essencial com auxilio de uma micropipeta, acondicionando
em um frasco de vidro dmbar envolto com papel aluminio,
mantendo-o sobre refrigeracio (Castro ez al., 2006).

Posteriormente o mesmo foi submetido & cromatografia
em fase gasosa acoplada ao espectrometro de massas, em
equipamento Shimadzu, modelo CG-17A, com detector
seletivo de massa, modelo QP 5000. O equipamento foi
operado nas seguintes condi¢bes: coluna cromatogrifica
utilizada foi do tipo capilar de silica fundida com fase ligada
DB5, de 30 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro
interno, utilizando hélio como gds carreador (1 mL/min).
As temperaturas foram de 220 °C no injetor e 240°C no
detector. A temperatura do forno foi programada de 40 a 240
°C, com acréscimo de 3 °C a cada minuto. Identificaram-
se os compostos por compara¢io dos espectros de massas
obtidos, com o banco de dados da biblioteca Wiley 229 e o
indice de Kovats calculado foi comparado com o tabelado
(Adams, 1995). A quantificagio dos constituintes foi realizada
utilizando um cromatégrafo com fase gasosa Shimadzu,
modelo 17A, equipado com detector de ionizagao de chama de
hidrogénio e coluna capilar DB5, de 30 cm de comprimento
e 0,25 mm de didmetro interno. O gds de arraste utilizado
foi o nitrogénio (2,2 mL/min); a taxa split 1:20 e volume
injetado de 1pL. A temperatura inicial da coluna foi de 45
até 240 °C sendo programada para ter acréscimos de 3 °C a
cada min, até atingir a temperatura mdxima de 240 °C. As
temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 220
e 240 °C, respectivamente, com a pressao da coluna de 115
KPa. O dleo essencial foi injetado trés vezes, obtendo-se a
concentragio média e o desvio padrio para cada constituinte,
sendo a quantificagio obtida por meio da normalizagio de
drea (%).

A espécie fingica (Linhagem CML 1347) foi obtida da
colecio Micologia de Lavras identificada pela morfologia,
procedente de sementes de sorgo de Lavras/Minas Gerais,
mantido nesta. Foi cultivada em meio de cultura BDA (batata,
dextrose, dgar), previamente fundido, colocados em placa de
Petri de 9 cm e incubados em cAmara de germinagdo a uma
temperatura de 25°C, sob fotoperiodo de 12 horas luz e 12
horas escuro.
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As concentracoes de Sleo essencial testadas foram (0,
100, 250, 500 e 1000 mgL!). Cada concentragio do Sleo
essencial foi também avaliada sob diversas concentra¢oes do
emulsificante Tween® 80 (0, 25%, 50% e 75%). As solucoes
do 6leo essencial assim formadas, foram solubilizadas em
2,5mL de éter etilico (solvente).

Prepararam-se as seguintes testemunhas, uma absoluta
(somente com o meio de cultura BDA) e outra relativa (meio
de cultura BDA com o solvente). O método utilizado foi o
bioanalitico 72 vitro observando-se o crescimento ou inibigao
do micélio (Guimaries, 2007).

Em uma capela de fluxo laminar, concentragoes do dleo,
previamente emulsificadas nas diferentes concentragées
de Tween® 80 e solubilizadas em solvente ideal foram
adicionadas em meios de cultura (BDA), fundente, usando
método de dilui¢do em dgar e vertidos em placas de Petri
de 9 cm previamente esterilizadas. Apds, foram depositados
discos miceliais invertidos de 9 mm de didmetro nos centros
das placas, retirados das culturas padrio dos fungos em
estudo. Paralelamente foram feitas placas testemunhas
(absoluta e relativa). As placas foram criteriosamente lacradas,
identificadas e incubadas em cimara de germinagdo sob
fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas escuro a 25°C por
8 dias. Foi observada a atividade fungicida do éleo essencial
por meio de medigbes ortogonais do didmetro das coldnias
em dias alternados, sendo que cada medi¢do correspondeu a
média de duas medidas diametralmente opostas da colénia
fingica, tendo como referéncia as placas testemunhas (absoluta

e relativa) (Salgado ez al., 2003).

Adotou-se o esquema fatorial com quatro repetigoes,
em delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC) realizando-se teste de diferenciagio de médias de
Tukey. Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial
combinando-se quatro concentragbes de Tween® 80 (0,
25%, 50% e 75%) com cada concentra¢io do éleo essencial
de pimenta longa P hispidinervum (0, 100 mgL*, 250 mgL?,
500 mgL! e 1000 mgL™"). O indice de crescimento micelial
(ICM), foi calculado pela férmula modificada de Nakagava
Maguire adaptada por Oliveira (1992) .

ICM=C, +C, +Cn
N, N, Nn

C,,C, eCn-crescimento micelial das colénias na primeira,
segunda e dltima avaliagdo.

N,, N, e Nn - nimero de dias.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Constatou-se que o Sleo essencial de pimenta longa
apresentou 82,5 % de safrol e em menores concentragdes
os monoterpenos o-pineno (0,68%), 8-3-careno (1,31%)
e a-terpinoleno (13,38%). Miranda (2002) trabalhando
com o 6leo essencial de pimenta longa coletadas na regido
amazdnica encontrou um teor de safrol superior a 92%,
Fazolin ¢t al. (2007) afirmaram que este 6leo essencial extraido
de plantas desta regido apresentam teores de safrol superiores
2 90%. O menor teor de safrol encontrado no éleo essencial
estudado pode ser decorrente da variagio de fatores como
sazonalidade, desenvolvimento, temperatura, disponibilidade
hidrica, radiacao ultravioleta e fontes de nutrientes (Neto e
Lopes, 2007).

Os dados descritos na Tabela 1 mostram a influéncia
da concentragio do emulsificante Tween® 80 nos ensaios
bioldgicos. Observou-se que, na concentragao de 100 mgl"!
nio houve nenhuma diferenca significativa no efeito do
mesmo sobre o crescimento micelial, porém nas concentragoes
de 250 e 500 mgL"! de 6Sleo essencial foram observadas
diferencas significativas dependendo das concentragdes do
emulsificante.

Os resultados médios obtidos no Indice de Crescimento
Micelial ICM) das colénias de A. alternata submetidas as
concentragdes do 6leo essencial de pimenta longa encontram-
se na Tabela 1.

Houve diferenca significativa a 5% de probabilidade
sobre as médias do ICM a partir da concentragio de 100
mgL!, demonstrando redugio no crescimento micelial nas
concentragdes 100, 250, 500 ¢ 1000 mgL'. A inibi¢ao
completa ocorreu na concentragio de 1000 mgL?’, sendo o

Tabela 1 - Resultados médios do indice de crescimento micelial (ICM) de A.
alternata submetido a cinco concentragdes do 6leo essencial de pimenta longa
e a quatro concentragoes do emulsificante Tween® 80.

Concentragao o, emulsificante (ICM)
do Oleo esse
ncial

0% 25% 50% 75%
(mgL7)
0 mgL! 678 e A 680 e A 675¢e A 679 e A
100 mgL! 590 d A 564 d A 575 d A 551 d A
250 mgL! 511 ¢ B 463 ¢ A 448 ¢ A 424 ¢ A
500 mgL 334 b B 313 b B 299 bB 203 b A
1000 mgL’ 0 a 0 a 0 a 0 a

Médias seguidas por uma mesma letra nao diferem significativamente entre si a 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey. Letras mindsculas compara-se na coluna e letras
maitsculas compara-se na linha.
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ICM da mesma igual a 0. Este comportamento foi semelhante
dentro de cada porcentagem de emulsificante utilizada,
quanto comparadas com a testemunha relativa, ou seja, nessas
concentragoes nenhum efeito inibitério no crescimento foi
mostrado pelo emulsificante.

Muitos estudos tém demonstrado a atividade de diversos
6leos essenciais em bactérias e fungos fitopatogénicos. Fiori
et al. (2000) demonstraram o efeito fungitéxico do éleo
essencial de Cymbopogon citratus sobre o crescimento micelial
de Didymella bryoniae. Observaram que a concentragio de
1% do 6leo no meio de cultura foi capaz de inibir totalmente
o crescimento desse microrganismo. Fandohan ez 4/. (2004)
avaliaram a atividade antifingica “in vitro” e “in vivo” deste
Sleo essencial sobre Fusarium verticillioides, e constataram uma
concentragiao minima inibitdria para o crescimento micelial
do fungo de 1,3 uL/mL. Para o teste “in vivo”, apds 21 dias,
observaram uma redugio significativa da incidéncia do fungo
(<20%) na concentragio de 4,0 uL/mL, ocorrendo completa
inibi¢do na concentragio de 8,0 uL/mL.

A atividade fungitéxica de leos essenciais extraidos de
diversas plantas pertencentes ao género Piper tém sido relatada
em diversos trabalhos, como os de Bastos (1997) e Bastos
e Albuquerque (2004) que demonstram a agdo inibitdria
do 6leo essencial de Piper aduncum L. contra Crinipellis
perniciosa (Stahel) Singer juntamente com a inibi¢ao 77 vitro
do crescimento micelial de vdrios outros fitopatégenos. Neste
mesmo ano, Hanada ez 2/. (2004) demonstraram a inibigao
parcial da germinagdo de conidios de Mycosphaerella fijiensis
Morelet com o dleo essencial de 2 hispidinervum. Estudos de
Navickiene ez al. (2006) demonstram a atividade fungitdxica
dos éleos essenciais extraidos das folhas, caule e frutos das
seguintes espécies de pimentas Piper aduncum, Piper arboreum
e Piper tuberculatums sobre Cladosporium sphaerospermum e

Cladosporium cladosporioides.

Em rela¢ao 2 influéncia do emulsificante Tween® 80 no
efeito sobre o crescimento micelial de A. alternata observou-
se que houve uma diferenca significativa sobre o crescimento
micelial nas concentra¢oes de 250 mgL * ¢ 500mgL ' do
6leo essencial, confirmando os dados de Gomez-Lopez ez al.
(2005) que empregando o emulsificante Tween® 80 como
agente dispersante na preparagio das solugdes, observaram
a interagdo deste emulsificante com os microrganismos e as
drogas em estudo, ocasionando uma diminuigio da atividade
in vitro das mesmas. Estes avaliaram também o efeito de
diferentes concentragoes de Tween® no ICM de compostos
antiftingicos, encontrando um aumento dos ICMs de acordo o
aumento da concentragdo de Tween® utilizada na preparacio
do indculo.

Altas concentragdes de Tween podem reduzir a atividade
fungitéxica pela formagio de possiveis micelas, as quais podem
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impedir o contato das substincias constituintes do 6leo
essencial com o microrganismo (Takarada et al., 2004).

A estimativa das atividades antibacterianas de muitos
compostos derivados das plantas ¢ dificultada devido a
baixa solubilidade destes em 4gua. Solubilizantes, como os
surfactantes e solventes, tém sido usados para resolver esse
problema, mas pode ser dificil distinguir a contribui¢io na
atividade antimicrobiana do solubilizante dos compostos sob
investiga¢do (Inoue et al., 2005).

Segundo Hammer ez al., (1999), ao utilizar um agente
emulsificante deve-se levar em considera¢io as possiveis
interagbes entre este agente e os componentes do dleo
essencial, além das possiveis atividades microbianas que podem
ser apresentadas pelo mesmo. Para eles, estes efeitos podem
variar de acordo com a relagao 6leo essencial e emulsificante,
o que torna imprescindivel a utiliza¢do adequada desta
relacio.

Hood et al. (2003) estudando o efeito do Tween®
80 utilizado para difundir o éleo essencial no meio de
cultura, sobre a atividade bactericida relata a influéncia na
susceptibilidade do microrganismo estudado ao éleo essencial
de acordo com a concentragio do emulsificante utilizada.
Segundo estes, hd muitas hipdteses propostas para explicar
esta influéncia, destacando-se a alteragao da permeabilidade
da membrana celular do microrganismo causada pelo Tween®
80, atuando antagonisticamente contra os componentes do
6leo essencial.

Além disso, existem muitos métodos diferentes usados
na investiga¢io da atividade antimicrobiana e os resultados
obtidos por esses métodos nao podem ser diretamente
compardveis. De acordo com Nascimento ez al. (2007) ¢
necessdria a padroniza¢io de diversos fatores, como o tempo de
exposi¢ao do microrganismo ao 6leo, a utilizagao de controles
positivos e negativos, o uso da quantidade de emulsificador,
a composicio do bleo e a descrigao precisa das condicoes em
que foi obtida, para que se possa determinar a verdadeira
atividade bioldgica dos dleos essenciais estudados e também
realizar estudos comparativos diretos entre eles.

CONCLUSOES

O 6leo essencial de pimenta longa (Piper hispidinervum
C. DC.) apresentou atividade fungit6xica sobre o crescimento
micelial do fitopatégeno Alternaria alternata em todas as
concentragdes analisadas, e o emulsificante Tween® 80
influenciou na atividade fungitéxica das concentragoes de 250
mgL "' e 500 mgL ' do éleo essencial estudado.
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