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RESUMO

OLEO ESSENCIAL DE OCOTEA LANCIFOLIA (SCHOTT) MEZ: INFLUENCIA DE
DIFERENTES METODOS DE SECAGEM DO MATERIAL VEGETAL E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Autora: Bibiana Fontana Batista
Orientadora: Berta Maria Heinzmann

As plantas produtoras de 6leos essenciais (OEs) séo ricas em metabolitos secundarios, estes
desempenham importante funcdo em suas defesas naturais contra micro-organismos. Entre os
micro-organismos que causam perdas econémicas no setor florestal estdo os fungos. A espécie
Ocotea lancifolia € potencial produtora de OEs, com ampla gama de possiveis bioatividades. A
crescente utilizacdo e demanda por OEs, torna necessaria a otimizacdo do processamento do
material vegetal, para aumentar o rendimento, sem alterar caracteristicas organolépticas e
guimicas. Portanto esta dissertagdo visou determinar o potencial antifingico do 6leo essencial
(OE) de O. lancifolia frente a fungos apodrecedores da madeira, e verificar sua acdo sobre o
conteudo de ergosterol na membrana plasmatica dos fitopatégenos. Adicionalmente, buscou-se
avaliar a influéncia de diferentes métodos de secagem sobre o rendimento, densidade,
propriedades organolépticas e composicao quimica dos OEs de folhas de O. lancifolia. Para a
determinacdo do potencial antifingico do OE, este, diluido em etanol, foi adicionado ao meio
nutritivo BDA. O potencial antifangico foi verificado frente ao fungo causador de podriddo-branca
Ganoderma applanatum e ao fungo causador de podriddo-parda Lentinus lepideus. O OE foi
avaliado nas concentracdes de 1,0; 1,5; 2,0 e 5,0 uL.mL™, considerando ainda etanol a 1,0
uL.mL™? (controle negativo) e propiconazol a 1,0 pL.mL™ (controle positivo/fungicida comercial).
Através da andlise da composicdo quimica do OE foram identificados como compostos
majoritarios: 6xido de cariofileno (41,46%), y-curcumen-15-al (17,05%) e Z-a-trans-Bergamotol
(7,52%). Para a atividade antifingica, os resultados demonstraram que o OE inibiu o
crescimento do micélio das duas espécies fungicas, sendo esta atividade dependente de
concentracdo. O indice de crescimento micelial (ICM) foi afetado significativamente nas
concentracbes de 1,5; 2,0 e 50 uL.mL™ que ndo diferiram estatisticamente do fungicida
comercial. Para a espécie L. lepideus, o OE na concentracdo de 5,0 uL.mL™ provocou atividade
fungicida. Nas avaliacdes do efeito do OE sobre o teor de ergosterol, foi observada tendéncia a
diminuicdo do seu contetdo nas duas espécies fungicas. Quanto ao estudo sobre a influéncia de
diferentes métodos de secagem, foram utilizados os processos de secagem ao ar, liofilizacéo,
em micro-ondas, e em estufa a 45 e 60°C, sobre rendimento, densidade, cor e compostos
guimicos do OE de folhas de O. lancifolia, através da comparagdo com o OE de folhas frescas.
Pdde-se, constatar que as secagens por micro-ondas e liofilizacdo forneceram os maiores
rendimentos, além disso, os diferentes métodos nédo afetaram a densidade do extrativo. Para
OEs submetidos ao método de secagem em forno a 45 e 60 °C, houve drastica mudanca de cor.
As analises da composi¢do quimica dos OEs demonstraram o composto 6xido de cariofileno
como o majoritario em todos os OEs obtidos apds os processos de secagem, e que 0s demais
compostos foram influenciados possivelmente pelo tempo e temperatura, resultando em
diferengcas em sua estrutura quimica e/ou na percentagem dos compostos. Diante do exposto
destaca-se o potencial do OE de O. lancifolia como inibidor do crescimento dos fungos
apodrecedores testados, bem como o potencial dos métodos modernos de secagem no
fornecimento de OE em maior rendimento e sem alteracéo das caracteristicas organolépticas.

Palavras-chave: Canela-pilosa. Atividade fungicida. Mecanismo de agdo. Processamento
pos-colheita. Ergosterol. Oxido de cariofileno.



ABSTRACT

OCOTEA LANCIFOLIA ESSENTIAL OIL (SCHOTT) MEZ: INFLUENCE OF
DIFFERENT VEGETABLE DRYING METHODS AND ANTI-FUNGAL ACTIVITY
ASSESSMENT

AUTHOR: BIBIANA FONTANA BATISTA
ADVISOR: BERTA MARIA HEINZMANN

Plants producing essential oils (EOs) are rich in secondary metabolites, which play an important
role in their natural defenses against microorganisms. Among the microorganisms that cause
economic losses in the forest sector are fungi. Ocotea lancifolia is a potential producer of EOs,
with a wide range of possible bioactivities. The increasing use and demand for EOs, makes it
necessary to optimize the processing of plant material to increase yield without changing
organoleptic and chemical characteristics. Therefore, this dissertation aimed to determine the
antifungal potential of O. lancifolia essential oil (EO) against wood decay fungi, and to verify its
action on ergosterol content in the plasma membrane of phytopathogens. In addition, we sought
to evaluate the influence of different drying methods on yield, density, organoleptic properties and
chemical composition of the EOs of O. lancifolia leaves. To determine the antifungal potential of
the EO, this, diluted in ethanol, was added to the nutrient medium BDA. The antifungal potential
was verified against the white rot fungus Ganoderma applanatum and the brown rot fungus
Lentinus lepideus. EO was evaluated at concentrations of 1.0; 1.5; 2.0 and 5.0 pL.mL-1, also
considering ethanol at 1.0 pL.mL-1 (negative control) and propiconazole at 1.0 pL.mL-1 (positive
control/ commercial fungicide). Through the analysis of the chemical composition of the EO the
following were identified as major compounds: caryophyllene oxide (41.46%), y-curcumen-15-al
(17.05%) and Z-a-trans-Bergamotol ( 7.52%). For antifungal activity, the results showed that the
EO inhibited the mycelium growth of the two fungal species, being this activity dependent on
concentration. Mycelial growth index (MCI) was significantly affected at 1.5; 2.0 and 5.0 pL.mL-1
that did not differ statistically from the commercial fungicide. For L. lepideus species, the EO at a
concentration of 5.0 uL.mL-1 caused fungicidal activity. In evaluations of the effect of EO on
ergosterol content, a tendency to decrease its content was observed in both fungal species.
Regarding the study on the influence of different drying methods, the processes of air drying,
lyophilization, microwave and oven at 45 and 60°C were used, on yield, density, color and
chemical compounds of the EO OfO. lancifolia leaves by comparison with fresh leaf EO. It was
found that microwave drying and lyophilization provided the highest yields, and the different
methods did not affect the density of the extractive. For EOs submitted to the oven drying
method at 45 and 60°C, there was a drastic color change. The analysis of the chemical
composition of the EO showed the caryophyllene oxide compound as the major in all EOs
obtained after the drying processes, and that the other compounds were possibly influenced by
time and temperature, resulting in differences in their chemical structure and / or percentage of
compounds. Given the above, we highlight the potential of O. lancifolia EO as a growth inhibitor
of the rotting fungi tested, as well as the potential of modern drying methods to provide OE in
higher yield and without altering the organoleptic characteristics.

Keywords: Canela-pilosa. Fungicidal activity.Mechanism of action. Postharvest processing.
Ergosterol. Caryophyllene oxide.
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1 INTRODUCAO

A crescente utilizacdo de plantas nas mais diversas areas, tanto tecnoldgicas
quanto tradicionais, e a demanda por estes materiais vegetais demonstra a
necessidade de otimizacdo no seu processamento e de comprovacao das atividades
a que estdo relacionados. Além de usos populares como os medicinais, 0 uso de
espécies vegetais € comprovadamente eficaz no combate a radicais livres, auxilia na
atracdo de agentes polinizadores e na defesa de plantas contra predadores.
Também merece ser destacada sua utilizacdo em atividades agricolas e
silviculturais, como alternativa viavel devido a acdo inseticida, repelindo insetos
possivelmente causadores de perdas econOmicas, assim como acao fungicida
prevenindo patologias antes e apos a colheita (PINHEIRO, 2014; SOUZA FILHO,
2009; ISMAN; MACHIAL, 2006).

As plantas sao ricas fontes de constituintes oriundos do metabolismo
secundério, que podem ter seus potenciais investigados em diferentes &areas de
pesquisa. Estes componentes do metabolismo secundario podem ser classificados
em diferentes classes, como 0leos essenciais, acidos fenolicos, flavonoides,
cumarinas, saponinas, alcaloides, taninos, entre outras, as quais sao matéria-prima
para inameros produtos de alto valor comercial (GOBBO-NETO; LOPES, 2007;
SALLEH; AHMAD, 2017).

As espécies pertencentes a familia Lauraceae sdo potenciais produtoras de
Oleos essenciais (OEs) com amplas possibilidades de usos relacionadas as suas
bioatividades (REIS-AVILA; OLIVEIRA, 2017). O género Ocotea e um dos mais
representativos desta familia, sendo que suas espécies sdo popularmente
conhecidas como canelas e sédo consideradas de relevante importancia econémica.
Este género é caracteristico por possuir inimeras espécies com compostos volateis,
como componentes de OEs, em misturas complexas ou compostos isolados, os
quais estdo ligados as suas atividades biologicas, como antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatoria, antifingica, entre outras (SALLEH; AHMAD, 2017).

Os extrativos vegetais, como os OEs, sdo uma promissora fonte de
substancias que podem fornecer maior protecdo antifungica as superficies da
madeira, podendo ser responsavel pela maior ou menor suscetibilidade ao ataque
destes microorganismos. Os preservantes como 0s a base de tanino demonstram

impacto positivo na preservacdo de madeiras, assim como o OE de N. grandiflora,
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por exemplo, que possui atividade antifungica frente aos fungos de podriddo da
madeira P. sanguineus e G. trabeum (SILVA et al., 2013; TEACA et al., 2019).

O controle de doencas e pragas atraves de extrativos vegetais,
diferentemente dos tradicionalmente utilizados, possui baixo impacto ao ambiente.
Nas ultimas décadas tem-se procurado melhorar as técnicas de avaliacdo utilizadas
para detectar suas bioatividades, devido a vasta gama de espécies potencialmente
ativas quanto aos extrativos como pesticidas botanicos (ISMAN, 1997; SELLAMI et
al., 2011; SALLEH; AHMAD, 2017). Os métodos mais frequentemente utilizados na
preservacdo de madeiras preconizam o uso de produtos derivados de petroleo, que
sdo altamente toxicos ao ambiente e aos seres vivos. Existe, desta forma, uma
tendéncia mundial a exploracdo de produtos que controlem a deterioracdo da
madeira, a0 mesmo tempo em que ndo apresentem alto impacto aos seres vivos e
ao ambiente (CHITTENDEN; SINGH, 2011; SCHULTZ; NICHOLAS, 2002).

O uso dos compostos provindos de plantas medicinais e aromaticos pela
populacdo vem tornando-se expressivo e crescente, desta forma a demanda por
espécies e seus constituintes com bioatividades descritas reforca a necessidade de
processar maior quantidade de material vegetal, sendo que a secagem pode vir a
propiciar a maximizacao na producdo. Além disso, o aumento do uso dos processos
de secagem atinge diversas linhas tecnoldgicas, como na industria alimenticia e de
biotecnologias, demonstrando a importancia e o interesse pratico do estudo do
processamento pdés-colheita do material vegetal, utilizado através do emprego de
diferentes métodos de secagem (SELLAMI et al., 2011; EBADI et al., 2015; CHUA
et al., 2019).

Desta forma, o estudo do estabelecimento das atividades como a antifungica
e sua interacdo com os OEs configuram uma possivel alternativa para o
desenvolvimento de produtos para a preservacdo da madeira que sejam mais
seguros para o0s seres humanos e 0 ambiente. Estas bioatividades podem receber
diferentes enfoques de investigagdo. Pinheiro (2018) traz que a avaliagdo de um
possivel mecanismo de acdo antifingica, possibilita o entendimento de como se da
a influéncia deste extrativo sobre a sobrevivéncia e o desenvolvimento fungicos,
podendo contribuir para a obtencdo de um preservante da madeira eficaz e de baixa
toxicidade para os organismos ndo alvo. Ainda, que o conteudo de ergosterol
presente na membrana plasmatica dos fungos pode estar relacionado ao

mecanismo segundo o qual o OE exerce seu efeito fungitoxico.
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A presente dissertacdo esta organizada na forma de dois manuscritos. De
acordo com as normas da Universidade Federal de Santa Maria, encontra-se
estruturada iniciando com a Introducdo, sendo na sequéncia apresentado o
Referencial Tedrico, abrangendo de forma breve alguns temas relevantes para o
estudo, seguido dos objetivos do trabalho descritos no item Proposigao.
Posteriormente sdo descritos os Materiais e Métodos utilizados para a realizagdo
dos artigos e, na sequéncia, os resultados sdo apresentados na forma de dois
Artigos. O Artigo 1 apresenta os resultados da atividade antifingica do OE de folhas
de O. lancifolia frente a fungos apodrecedores da madeira, e ainda avalia a possivel
relacdo de seu efeito com a concentracdo de ergosterol na membrana celular
fungica. O Artigo 2 relaciona-se a influéncia de diferentes métodos de secagem
sobre o rendimento e a composi¢cao quimica do OE de folhas de O. lancifolia. No
item Discussédo, os resultados de ambos os Artigos foram interpretados e
relacionados entre si, considerando fundamentos e argumentos encontrados na
literatura, e finalizando com a Conclusdo e as Referéncias utilizadas na elaboracéo

desta dissertacao.

1.1 REFERECIAL TEORICO

1.1.1 Oleos essenciais

Os vegetais produzem inUmeros compostos organicos, que por vezes nao
possuem acao direta nos processos fundamentais das plantas, como fotossintese,
assimilacdo dos nutrientes, transporte de solutos, entre outros, porém influem em
funcdes ecoldgicas importantes, como nas defesas, na protecdo contra infeccdes
patogénicas, agem ainda como atrativos para polinizadores e animais dispersores
de sementes e auxiliam na competicdo natural entre plantas (TAIZ, et al., 2017).
Estes compostos sdo ditos metabdlitos secundarios, que desempenham importante
papel de prover resisténcia as plantas, pois todas produzem estes metabdlitos,
porém existem variagcbes na quantidade, qualidade e até mesmo no periodo de
producéo, pois este esta ligado a eventos ocorridos em cada planta, sendo que cada
espécie responde de forma prépria, assim como € a ocorréncia de intempéries do
meio onde habitam (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Os 6leos essenciais constituem uma mistura complexa de substancias,
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bastante odoriferas e liquidas, de estruturas quimicas heterogéneas (VITTI; BRITO,
2003). Estes também conhecidos como O6leos volateis foram definidos pela
International Stand Organization (ISO) como produtos obtidos através da destilacédo
por arraste com vapor d’agua, de partes de plantas como folhas, flores e frutos ou
por prensagem do pericarpo no caso de frutos citricos.

Para plantas ricas em Oleos essenciais, estes localizam-se em estruturas
secretoras internas e/ou externas, como tricomas glandulares, células secretoras
internas, ductos resinosos em coniferas, entre outros (TAIZ, et al., 2017). Nas
espécies da familia Lauraceae estes compostos sdo armazenados principalmente
em células secretoras denominadas idioblastos, as quais estdo distribuidas ao longo
de todas as partes da planta (MARQUES, 2001; CAMARGO, 2011; GONCALVES et
al., 2018).

A composicdo quimica dos OE é bastante ampla, podendo ser um conjunto
formado por hidrocarbonetos terpénicos, alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
éteres, 6xidos, peroxidos, acidos organicos, entre outros. Estes compostos estdo
presentes em diferentes concentracdes. Desta forma ao ser feita a analise da
composicdo dos Oleos essenciais, geralmente destacam-se 0S que representam
maior concentracdo, sendo denominados compostos majoritarios (VITTI; BRITO,
2003; GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

1.1.2 A espécie Ocotea lancifolia (Schott) Mez

As espécies pertencentes a familia Lauraceae podem ser de porte arbéreo e
arbustivo, estas possuem expressiva importancia econémica, estando presente tanto
na inddstria como no uso empirico pela populacdo, como utilizacdo na culinaria, na
producdo de papel, fornecendo madeira para construcdo civil e marcenaria,
producdo de Oleos e uso medicinal (CAMARGO, 2011; REIS-AVILA; OLIVEIRA,
2017; SALLEH; AHMAD, 2017).

O género Ocotea é um dos maiores representantes da familia Lauraceae com
cerca de 350 espécies, destas aproximadamente 160 com ocorréncia no Brasil
(BALLABENI et al., 2007; ROHWER; KUBITZKI, 1993). As espécies deste género
sao consideradas ainda espécies medicinais muito utilizadas, na forma de infusbes
com as folhas, como ténico e estomaquico e a casca em muitos casos utilizada
como antirreumatica e depurativa (MARQUES, 2001; SALLEH; AHMAD, 2017).
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Conhecida popularmente como canela, canela-pilosa ou canela-sabéo, a
espécie O. lancifolia € de porte arboreo, nativa no Paraguai e Brasil, ocorrendo nos
biomas Mata Atlantica e Cerrado (QUINET et al.,, 2015). Sua floracdo ocorre em
janeiro, abril, maio e setembro, enquanto sua frutificacdo ocorre em novembro, o
formato de suas folhas pode variar de orbicular a estreito-lanceolado (Figura 1)
(MARQUES, 2001).

Figura 1 — Detalhe das folhas de Ocotea lancifolia, localizada no distrito de Santo
Antéo, na cidade de Santa Maria - RS

Fonte: SILVA (2016).

O OE de folhas da espécie O. lancifolia possui algumas propriedades
biolégicas descritas na literatura, como antiparasitaria com potencial utilizacéo
contra Lestimania e Trypanosoma cruzi, e ainda o OE da espécie apresenta
propriedades anestésicas e sedativas em peixes. A espécie O. lancifolia possui
atividade antifungica relatada para o seu OE de folhas frente a espécie de Fusarium
moniliforme e do extrato bruto obtido de folhas e de suas fracdes frente aos fungos
G. trabeum e T. versicolor, demonstrando o alto potencial dos extrativos provindos
da espécie de estudo quanto as atividades e propriedades biolégicas de seus
compostos (FOURNET et al., 2007; SILVA et al., 2013; SILVA et al., 2018).

Para o género Ocotea existem relatos na literatura da atividade contra

fungos, onde o OE de da espécie O. quixos teve atividade antifungica conta fungos
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dermatofitos (Trichophyton mentagrophytes, Pythium ultimum), e Candida albicans
assim como o OE da espécie O. odorifera apresentou atividade contra cepas de C.
albicans e C. tropicalis. Para a espécie O. macrophylla foi observado que a fracao
obtida de folhas, composta por alcaloides demonstrou atividade contra o fungo
Fusarium oxysporum. Ainda as espécies do género Ocotea possuem descritas
diferentes atividades biol6gicas, como atividade citotdxica dos OEs de folhas e
raizes de O. gomizii e O. morae, atividade antibacteriana do OE de folhas de O.
praetermissa e O. endresiana frente a Bacillus cereus. Ademais, os OEs de espécies
do género possuem atividade anti-inflamatéria, e anti-trombética (TAKAKU; HABER,;
SETZER, 2007; SALLEH; AHMAD, 2017; SILVA et al., 2017b).

1.1.3 Secagem do material vegetal

As plantas, geralmente, possuem grande quantidade de agua que varia
conforme a espécie e seu periodo vegetativo. Para a comercializacdo de partes de
plantas para diferentes finalidades, como por exemplo, para fins medicinais e
condimentares, ou na producdo de extrativos para diferentes finalidades, muitas
vezes € necessario realizar a secagem do material vegetal, evitando o ataque
microbiano, proporcionando maior conservagao para o transporte, etc. Para alguns
autores, a secagem pode aumentar a vida 0til do produto final, retardando o
crescimento de micro-organismos e prevenindo algumas reac¢des bioquimicas, que
também podem alterar as caracteristicas do mesmo (DIAZ-MAROTO et al., 2003).

Considerando este aspecto, estudos de diferentes métodos de secagem e
suas possiveis influéncias sobre as caracteristicas dos extrativos, como rendimento
e composicdo quimica, possuem grande importancia para detectar possiveis
inferéncias sobre sua quantidade e qualidade (EBADI et al., 2015).

Os métodos de secagem mais citados na literatura baseiam-se na imposi¢éao
de temperatura controlada, como secagem em estufa de ar quente as temperaturas
de 45 °C, 65 °C e até a 80 °C, secagem em forno micro-ondas, secagem por fluxo de
ar controlado em temperatura ambiente, secagem por liofilizacdo, além de secagem
ao ar livre com temperatura ambiente (RAHIMMALEK; GOLI, 2013; BARBOSA et al.,
2006; SELLAMI et al., 2011; VENSKUTONIS, 1997).

A secagem por micro-ondas pode acarretar o aumento da eficiéncia de

extracdo de certos compostos, a medida que a presséo criada pelo vapor durante o
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aguecimento por micro-ondas causa modificacdes nos tecidos vegetais, aumentando
sua porosidade. Estas modificacdes contribuem para a remoc¢do mais rapida da
umidade assim como a extracdo de compostos (ROUTRAY; ORSAT; GARIEPY,
2014; LI et al., 2019). Ja o processo de secagem por liofilizacdo é considerado um
método que preserva as caracteristicas e principalmente a aparéncia do material
vegetal fresco. Propicia também maior eficiéncia de extracédo, através do processo
de desidratacdo a baixas temperaturas, estas sdo capazes ainda de minimizar
alguns dos processos de degradacéo (DIAZ-MAROTO et al., 2003; CHUA et al.,
2019).

No caso de plantas produtoras de OEs, podem ocorrer algumas mudancas
nas concentracfes dos compostos volateis durante os processos de secagem. Tais
mudancas podem estar ligadas a fatores como o método de secagem utilizado e as
caracteristicas do material vegetal a ser processado (VENSKUTONIS, 1997). Da
mesma forma, se pode observar que a secagem e os métodos utilizados podem ter
influéncia também sobre a liberacdo ou retencdo dos compostos volateis presentes
no material vegetal (SELLAMI et al., 2011).

1.1.4 Fungos apodrecedores da madeira

Os fungos estéo presentes em diversos locais na natureza como em jardins,
parques, matas, até mesmo em gramados e na arborizacdo urbana, ou seja, onde
encontrem as condi¢des propicias ao seu desenvolvimento (BAUMER, 2009). Para o
desenvolvimento de microorganismos como os fungos apodrecedores na madeira,
sdo necessérias algumas condi¢des basicas especificas, relacionadas a fonte de
alimento, que sdo a presenca de celulose, hemicelulose e lignina, a temperatura,
onde a faixa 6tima para o desenvolvimento seria no intervalo de 24 a 32 °C, o teor
de oxigénio livre de aproximadamente 1% permitindo o estabelecimento fungico, e o
pH entre 4,5 e 5,5. Ainda, o teor de umidade da madeira que coincide com o ponto
de saturacdo das fibras, onde geralmente também enquadram-se as condi¢cdes
Otimas para o desenvolvimento fangico e ainda propiciam espacgo fisico para a
propagacéo de seus esporos (CARVALHO et al., 2009; KIM; SUTLEY; MARTIN,
2019; MORESCHI, 2013). A madeira quando esta sob o ataque de fungos, segundo
Santos (1992), podem ocorrer alteracdes que atingem a composicdo quimica,
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resisténcia fisica e mecéanica, permeabilidade, capacidade acustica, assim como
maior susceptibilidade a ataques de insetos.

Entre 0os micro-organismos presentes na natureza que mais causam a
degradacédo da madeira estdo os fungos decompositores, estes agem colapsando as
partes como celulose, hemicelulose e lignina. O inicio da degradacgéo pelos fungos
apodrecedores da madeira se da através da penetracdo da hifa fangica pelo Iimen
da célula vegetal, resultando no acumulo de secrecdes metabdlicas provindas do
estabelecimento do patdégeno. A interacdo destas secrecdes também gera resposta
da parede celular fungica pela producdo de enzimas que facilitem a penetracdo das
hifas (CARVALHO et al., 2009; RAMBO, 2014).

Para o entendimento da dindmica da atividade antifingica e o possivel
controle das infeccdes fungicas sao utilizados como referéncia alguns mecanismos
de acdo tanto do hospedeiro quando do patégeno, podendo ser observados os
eventos que propiciam a ocorréncia da infeccdo flngica, por exemplo através de
falhas nas defesas ou pelas respostas através das enzimas da parede celular. Entre
outros métodos, a determinacdo do conteudo de ergosterol € utilizado como um
indicador de biomassa flngica, visto que o ergosterol € o principal esterol de
membranas fungicas (KELLY et al., 1995; NIEMENMAA; GALKIN; HATAKKA, 2008;
CARVALHO et al, 2009). Os compostos utilizados no controle destes
micro-organismos, extrativos ou drogas fungicidas, podem apresentar diferentes
mecanismos de acdo. Um dos mais relevantes € a acdo primaria na inibicdo da
biossintese do ergosterol, isto pode resultar na formagcédo de membranas plasméticas
defeituosas estando diretamente relacionadas ao estabelecimento fuangico (KELLY
et al., 1995; RAMBO, 2014).

Em relacdo aos fungos decompositores da madeira, 0s quais desencadeiam
perdas econdmicas, pode-se classifica-los, segundo Carvalho et al. (2009), em
fungos de decomposicao branca os quais podem degradar os trés componentes da
parede celular vegetal, celulose, hemicelulose e lignina; fungos de decomposicao
parda, que sdo capazes de degradar as fragdes polissacaridicas, que sdo a celulose
e hemicelulose, e os fungos de decomposicdo branda que degradam os
polissacarideos e a também a lignina, porém mais vagarosamente. Dentre estes,
estdo descritos na literatura os da classe basidiomiceto, na qual estdo os fungos
causadores de podriddo-parda, Lentinus lepideus (Fr.) Fr., que ataca o0s

polissacarideos da parede celular, confere a madeira coloracdo pardacenta, e
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podriddo-branca, como Ganoderma applanatum (Pers.) Pat., que ataca tanto
polissacarideos quanto lignina, porém causa coloracdo mais clara a madeira
atacada (OLIVEIRA et al., 2005).

1.2 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar rendimento, composi¢cao
qguimica e atividade antifungica do OE das folhas de O. lancifolia.

Para isso, teve-se como objetivos especificos:

e Investigar a atividade antifangica do OE de O. lancifolia na inibicdo de
crescimento micelial de fungos basididsporos, causadores da podridao-
parda e podriddo-branca na madeira, G. applanatum e L. lepideus,
respectivamente.

e Investigar o efeito do OE sobre o teor de ergosterol dos fungos G.
applanatum e L. lepideus.

e Analisar a composicdo quimica do OE das folhas de O. lancifolia
submetidas a cinco diferentes métodos de secagem.

e \Verificar rendimento e densidade dos OE extraidos das folhas de O.

lancifolia submetidas as diferentes métodos de secagem.

1.3 MATERIAIS E METODOS
1.3.1 Coleta e identificacéo da espécie

As folhas de O. lancifolia foram coletadas em uma populagéo nativa no distrito
de Santo Antdo, na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, sob as
coordenadas 29° 37’ Sul e 53° 52’ Oeste. A espécie foi identificada por Jodo Batista
Baitello e um exemplar do material coletado estd arquivado no Herbario do
Departamento de Ciéncias Florestais, da Universidade Federal de Santa Maria
(HDCF / UFSM) sob o numero 6399.
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1.3.2 Preparo do material vegetal: diferentes tratamentos

1.3.2.1 Folhas frescas

Ao serem coletadas as folhas da espécie O. lancifolia parte do material
vegetal foi separado e utilizadas fresco para extracao.

1.3.2.2 Secagem ao ar a temperatura ambiente

Na secagem ao ar a temperatura ambiente, as folhas foram expostas em
ambiente fechado e climatizado a temperatura de aproximadamente 22 + 2 °C, com
luz florescente em periodos de aproximadamente 8 horas claro/ 16 horas escuro, por
14 dias.

1.3.2.3 Secagem por liofilizacao

Para a realizacdo da secagem por liofilizacdo, primeiramente as amostras de
folhas foram congeladas a -30 °C por um periodo de 48 horas, em seguida estas
foram transferidas para Liofilizador de bancada modelo L101 (Fabricante: Liobras)
por um periodo de 120 horas a uma temperatura de -45 °C e pressao de 200 pHg
(VENSKUTONIS, 1997).

1.3.2.4 Secagem em forno Micro-ondas

Para a secagem em forno micro-ondas foi realizado teste piloto com base em
estudos realizados por Sellami et al. (2011), para definir o tempo 6timo para a
espécie O. lancifolia. Este processo de secagem foi realizado em micro-ondas digital
doméstico (Panasonic: NN-ST369WRUK) com as seguintes caracteristicas: 220 V-
60Hz, 800We. O ajuste de tempo foi feito com a ajuda do reldgio do préprio forno,

totalizando 2 minutos de secagem por amostra na poténcia de 500W.

1.3.2.5 Secagem em estufa

As folhas de O. lancifolia foram submetidas a estufa de secagem com

circulacdo de ar (Fabricante: J Prolab) com termémetro digital atingindo
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temperaturas de 37 a 70 °C, sendo utilizadas para amostras distintas temperaturas,
de 45 °C, por um periodo de 7 dias e a 60 °C por 5 dias, sendo os periodos de
exposicao ao forno adaptados, realizando se pesagens diarias até peso constante

das folhas secas.
1.3.3 Extracédo dos 6Oleos essenciais

Os oleos essenciais foram obtidos a partir de folhas secas pelos diferentes
meétodos de secagem, assim como de folhas frescas. Em todos os tratamentos as
folhas foram moidas em muiltiprocessador doméstico (marca:Philco;modelo: All in
one Citrus) e posteriormente foram submetidas a hidrodestilagdo em aparelho tipo
Clevenger por 3 horas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Apds a extracdo dos
OEs, separadamente, foi calculado o rendimento em relacdo ao peso seco de

material vegetal extraido (% m.m™) e a densidade (g.mL™).
1.3.4 Analise da composic¢ao quimica do 6leo essencial

As andlises das composicbes quimicas dos OE foram realizadas,
guantitativamente através de cromatografia gasosa (CG) em cromatografo gasoso
7890A (Agilent) equipado com detector por ionizacdo de chama (DIC). Na realizacao
destas analises foi utlizada coluna capilar de silica HP-5 (5% fenil, 95%
metilsiloxano; 30 m x 0,25 mm x 0,25 uym de espessura de fase), com o gas de
arraste Hélio (1 mL/min) e o volume de injegdo das amostras 2,0 yL (2:1000 em
hexano; v/v). A temperatura inicial do forno foi de 40 °C, mantida isotermicamente
por 4 min sendo, gradualmente, elevada até 320 °C numa taxa de 4 °C/min. O tempo
total de cada analise foi de 76 min, onde injetor e detector foram operados a 300 °C
(PINHEIRO, 2014).

As andlises qualitativas das amostras foram realizadas em um cromatégrafo
gasoso 7890A acoplado a um detector de espectrometria de massas Agilent modelo
5975C, com ionizagcdo por impacto de elétrons a 70 eV, utilizando coluna capilar
HP5-MS (5% fenil, 95% metilsiloxano; 30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura de
fase). As temperaturas do injetor, interface, fonte de ions e detector foram mantidas
a 250, 280, 230 e 150 °C, respectivamente. Como gas de arraste foi utilizado o Hélio

(2 mL/min) e o aquecimento do forno programado da mesma forma descrita acima. A
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identificacdo dos constituintes dos OE foi feita por comparacdo dos indices de
retencdo de Kovats (IR), os quais foram calculados através de uma curva obtida com
uma mistura padrédo de n-alcanos (C8-C32), injetados nas mesmas condi¢oes
descritas anteriormente e pela fragmentacdo dos espectros de massas com 0s
dados documentados nas espectrotecas (ADAMS, 2009; NIST, 2009). As analises
cromatograficas dos OE foram realizadas através do software MS Chemstation Data

Analysis (Agilent Technologies, versao 2.0).
1.3.5 Bioensaio de atividade antifungica e mecanismo de agéao
1.3.5.1 Cultivo dos fungos apodrecedores

Para os ensaios de avaliacdo da atividade antifungica in vitro, foram
realizados em colaboracdo com a Profd. Dr2 Marlove Fatima Brido Muniz, do
Laboratério de Fitopatologia, do Departamento de Defesa Fitossanitaria da UFSM.
Foram utilizadas as espécies de fungos apodrecedores da madeira Ganoderma
applanatume Lentinus lepideus. Os fungos utilizados foram obtidos a partir da
repicagem das colbnias puras isoladas e cedidas pelo Engenheiro Florestal Dr.
Fernando Nunes Gouveia, do Laboratério de Produtos Florestais da Universidade
Federal de Brasilia.

Para o bioensaio foram usados discos de aproximadamente 15 mm contendo
o micelio dos fungos citados anteriormente. Estes foram transferidos para o centro
de placas de Petri, previamente esterilizadas, contendo BDA e o OE, nas
concentracdes de 1,0; 1,5; 2,0; e 5,0 uL.mL™ a serem testadas, diluidas em etanol
(1:1). O monitoramento para fins de avaliacéo iniciou apos 24 horas de incubacéao, e
seguiu-se a cada 48 horas, através de medi¢cdes do diametro da colbénia, sendo
considerada a média de duas medidas diametralmente opostas. Estas foram
realizadas em intervalos de dois, até as col6nias fangicas atingirem % do diametro
da placa (7 dias).

O indice de crescimento micelial (ICM), foi calculado pela férmula adaptada
por Oliveira (1992), onde:

o =[(2)+(2) - ()
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Sendo C,;, C,, Cn= crescimento micelial do fungo na primeira, segunda e ultima
avaliacdo; N1, N2, N,= numero de dias apds a inoculagéo.

A porcentagem de inibicAdo do crescimento micelial foi calculada através da

formula:

o (CT — Ct) * 100
0 CT

Onde CT e Ct correspondem ao crescimento micelial na testemunha e no
tratamento, respectivamente.

1.3.5.2 Efeito do OE sobre o contetido de ergosterol da membrana fungica

O estudo da possivel acdo do OE sobre o contetdo de ergosterol foi realizado
de acordo com método adaptado de Kedia et al. (2014). Neste método foi avaliada a
interacdo das espécies fungicas com o OE de O. lancifolia na concentracdo de
1,0 yL mL™. Apés quatro dias de incubacdo, os micélios das espécies fungicas
foram coletados e acondicionados separadamente em tubos de ensaio, quando o
peso umido do micélio fungico foi verificado. Posteriormente, 5 mL de uma solucéo
de hidroxido de potassio alcoodlico (25%) foi adicionada a cada um dos tubos. Em
seguida, os mesmos foram agitados em voOrtex por um periodo de 5 minutos,
seguido de 2 minutos no ultrassom. Em seguida, foram submetidos a incubacédo em
banho de dgua a 85 °C por 4 horas.

Apos o periodo de incubacao, os esterois foram extraidos de cada amostra
por adicdo de uma mistura de 2 mL de agua destilada e 5 mL de n-heptano, seguida
pela agitacdo em ultrassom pelo periodo de 1 minuto. Posteriormente, as fases
liguidas contendo os esterodis foram transferidas para funis de separacao e deixadas
a temperatura ambiente por 1 hora, para que ocorresse a separacao das camadas
(Figura 2).
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Figura 2 — Esquema do experimento adaptado para a avaliacdo do conteudo de
ergosterol na interacdo do OE folhas de Ocotea lancifolia com fungos
apodrecedores da madeira

5 mL solucao de hidréxido
de potassio alcodlico (25%)

Micélios coletados e acondicionados
em tubos de ensaio

2 mL de agua
destilada e 5 mL de
n-heptano

Fases liquidas
(esterois) funis de
separacao

-
—
-

Fonte: autor (2019).

A camada de n-heptano foi entdo coletada e analisada por espectrofotometria
entre 230 e 300 nm. A presenca de ergosterol e de seu intermediario
24 (28)-dehidroergosterol foi caracterizada por uma curva composta por quatro
picos. A auséncia de ergosterol nas amostras seria indicada por uma linha plana.

A quantidade de ergosterol foi calculada considerando a porcentagem de

peso umido de cada micélio fungico, a partir das formulas:

% de ergosterol + % 24(28) dehidroergosterol = (A282/290)/ peso do micélio fungico;
% 24(28) dehidroergosterol = (A230/518)/ peso do micélio fungico;
% de ergosterol = (% de ergosterol + % 24(28) dehidroergosterol) - % de 24(28)
dehidroergosterol.

Onde:

290 é o valor de E (%/cm) determinado para ergosterol cristalino.

518 é o valor de E (%/cm) determinado para 24 (28) dehidroergosterol.
Peso do micélio fungico é considerado seu peso umido (g).

A reducéo percentual na quantidade de ergosterol foi calculada pela féormula:

(C - T)/C x 100
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Onde: C é o percentual de ergosterol no controle e T € o percentual de ergosterol no
tratamento avaliado.

1.3.6 Anélise estatistica

Todos os dados foram testados para verificar a normalidade e
homogeneidade de variancias, aos quais ndo se adequaram, portanto foi utilizado
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para as analises. Os mesmos foram
apresentados relativos a média + desvio padrédo, com diferenca significativa ao nivel
de P < 0,05. As analises foram realizadas com o auxilio do software GraphPad
Prism. Em relacdo a comparacédo da composicdo e os métodos de secagem, esta foi
realizada por Analises de Agrupamento Hierarquico (AAH), usando o método de
Ward com distancia euclidiana como medida de dissimilaridade. Os resultados
obtidos a partir da analise AAH foram complementados pela Andlise de
Componentes Principais (ACP). Para analise multivariada, os dados foram

submetidos ao software estatistico PAST- Paleontological Statistics, Versao 3.25.
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RESUMO

OLEQ ESSENCIAL DE FOLHAS DE OCOTEA LANCIFOLIA (SCHOTT) MEZ:
INIBICAO DO CRESCIMENTO DE FUNGOS APODRECEDORES DA MADEIRA E
INFLUENCIA SOBRE O TEOR DE ERGOSTEROL

O presente estudo teve como objetivo analisar a composicdo quimica do 6leo essencial (OE) de
folhas de O. lancifolia e o seu efeito antifingico in vitro, frente a duas espécies de fungos
apodrecedores da madeira, no ano de 2018. As espécies Lentinus lepideus (Fr.) Fr. e Ganoderma
applanatum (Pers.) Pat. foram cultivadas em presenca do 6leo essencial, determinando-se o indice
de crescimento micelial (ICM) a percentagem de inibicdo de crescimento e a possivel acdo do OE
sobre o teor de ergosterol, componente da membrana celular flngica. A caracterizagdo da
composigao quimica do OE foi feita por cromatografia gasosa e a atividade antifingica foi verificada
pela medida do crescimento radial do micélio fungico. O meio de cultivo foi o BDA o qual foi
suplementado com o OE nas concentragdes de 1,0; 1,5; 2,0; e 5,0 uL.mL™, previamente diluidas em
etanol. Ainda foram considerados: controle negativo (etanol a 1,0 uL.mL™) e controle positivo
(propiconazol a 1,0 uL.mL'l). Os principais compostos presentes no OE foram: 6xido de cariofileno
(41,46%), y-curcumen-15-al (17,05%), Z-a-trans-Bergamotol (7,52%) e acetato de E-nerolidila
(6,33%). Para as duas espécies fungicas, o OE inibiu o crescimento do micélio, sendo esse
dependente de concentracdo, o ICM afetado significativamente nas concentracdes de 1,5; 2,0 e 5,0
uL.mL'1 aos quais nado diferiram do controle positivo (fungicida comercial). A maior concentragédo
apresentou atividade fungicida frente a L. lepideus. A avaliagdo do teor de ergosterol demonstrou
certa diminuicdo em seu contelido, nas duas espécies fungicas, quando expostas ao OE, porém mais
pronunciada na espécie L. lepideus.

Palavras-chave: Lauraceae. Bioatividade. Extrativos. Sesquiterpenoides. Ergosterol. Canela-pilosa.

ABSTRACT

The objective of the present study was to analyze the chemical composition of the essential oil (EO) of
O. lancifolia leaves and its antifungal effect in vitro against two species of wood rot fungi, in the year
2018. The species Lentinus lepideus (Fr.) Fr. and Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. were cultivated
in the presence of the essential oil, determining the mycelial growth index (MCI), the growth inhibition
percentage and the possible action. Of EO on the content of ergosterol, component of the fungal cell
membrane. The characterization of the chemical composition of the EO was made by gas
chromatography and the antifungal activity was verified by measuring the radial growth of the fungal
mycelium. The culture medium was BDA which was supplemented with OE at concentrations of 1,0;
1,5; 2,0; and 5,0 uL.mL™, previously diluted in ethanol. Also considered were: negative control (1,0
uL.mL'1 ethanol) and positive control (1,0 pL.mL"l propiconazole). The main compounds present in the
EO were: caryophyllene oxide (41,46%), y-curcumen-15-al (17,05%), Z-a-trans-Bergamotol (7,52%)
and E-acetate nerolidyl (6,33%). For both fungal species, OE inhibited mycelium growth, being this
concentration dependent, the ICM significantly affected at concentrations of 1,5; 2,0 and 5,0 uL.mL'l
which did not differ from the positive control (commercial fungicide). The highest concentration
showed fungicidal activity against L. lepideus. The evaluation of ergosterol content showed some
decrease in its content, in both fungal species, when exposed to EO, but more pronounced in the
species L. lepideus.

Keywords: Lauraceae. Bioactivities. Extractives. Sesquiterpenoids. Ergosterol. Canela-pilosa.
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1 INTRODUCAO

As espécies vegetais sdo um grupo com grande potencial para geracdo de
produtos inovadores provindos de seus extrativos vegetais. A utilizagdo destas
abrange diversos setores que possuem importancia cultural e econémica frente a
humanidade, como na alimentacdo, medicina, perfumaria e cosmeéticos, além de
subsidiar pesquisas de substancias ativas envolvidas na capacidade de interacao
entre plantas, macro e microrganismos (MARQUES, 2001; SINGH; SINGH, 2012).
Dentre os materiais ligados diretamente ao uso racional e sustentavel de recursos
naturais, sendo importante ferramenta para 0 manejo e conversao dos mesmos,
estdo os produtos florestais ndo-madeiros (MARQUES, 2001; PINHEIRO, 2014).

O género Ocotea compreende mais de 350 espécies, € pertencente a familia
Lauraceae; muitas das espécies deste género possuem importancia econémica
consideravel para industria de alimentos, perfumaria e medicamentos (FOURNET
et al.,, 2007; BALLABENI et al., 2007; CAMARGO, 2011; SALLEH; AHMAD, 2017).
Sao espécies ricas em 6leos essenciais (OEs) com diversas atividades biologicas
descritas na literatura como citotoxica, antibacteriana e antifingica, anti-inflamatoria,
antioxidante, entre outras (MARQUES, 2001; SALLEH; AHMAD, 2017).

Os OEs compreendem uma classe de extrativos muito promissora, sendo
misturas complexas de substancias quimicas volateis que desempenham
importantes funcbes ecoldgicas para as plantas de forma geral, seja através da
resisténcia ao ataque de organismos patogénicos, seja pela atracdo de polinizadores
e dispersores de sementes, favorecendo a sobrevivéncia da planta no ambiente
(TAIZ, et al., 2017; ISMAN; MACHIAL, 2006). Tendo em vista algumas destas
funcdes, os compostos quimicos presentes nos OEs podem ser relacionados a
bioatividades importantes de resisténcia e assim sao considerados promissores para
a geracdo e formulacdo de produtos naturais para utilizacdo como agentes
antifungicos toxicolégica e ambientalmente mais seguros (TAIZ, et al., 2017; TIAN et
al., 2012; KEDIA et al.,, 2014). Para o 6leo essencial (OE) da espécie Ocotea
lancifolia existem relatos sobre a atividade anestésica e sedativa em peixes e ainda
atividade do OE frente a espécie de fungo causador de podriddo de sementes
(SILVA et al., 2013; SILVA et al., 2018).

Microrganismos como fungos causadores do apodrecimento da madeira estédo
entre os maiores agentes de perdas econémicas nos diversos setores de utilizacéo e
processamento de madeira. A espécie Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. é
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causadora de podriddo branca na madeira e a espécie Lentinus lepideus (Fr.) Fr.,
por sua vez, causa a podridao-parda. Estas espécies de fungos podem ainda causar
deterioracdo das raizes, colo, além de troncos de &rvores. Sao, portanto, espécies
alvo de interesse na pesquisa, visando a possivel geracdo de métodos eficientes de
controle, devido aos danos que podem causar (CARVALHO et al., 2009).

O presente estudo teve por objetivo analisar a composi¢ao quimica do OE de
folhas de O. lancifolia, assim como seu efeito antifungico, através da determinacéo
do indice de crescimento micelial in vitro de fungos apodrecedores da madeira, além
da averiguacdo de um possivel modo de acdo deste Oleo na concentracdo de
importante componente da membrana celular fungica, através da determinacdo do

contelido de ergosterol.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

Folhas de O. lancifolia foram coletadas de individuos adultos, no periodo de
abril de 2013 a marco de 2014, sendo as coletas distribuidas em todas as estacao
do ano. De uma populagcdo nativa no distrito de Santo Antdo, na cidade de Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, sob as coordenadas 29° 37’ Sul e 53° 52’ Oeste,
conforme descrito por Silva et al. (2018). A espécie foi identificada por Jodo Batista
Baitello, e um exemplar do material coletado estd arquivado no Herbéario do
Departamento de Ciéncias Florestais, Universidade Federal de Santa Maria (HDCF /
UFSM) sob o nimero 6399.

2.2 EXTRACAO E ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

O OE foi obtido a partir de folhas frescas, as quais foram trituradas em
multiprocessador doméstico da marca Philco, (modelo All in one Citrus), e
posteriormente foram submetidas a hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger por
3 horas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), em triplicata. O extrativo testado
neste trabalho resultou da reunido dos OEs de folhas de O. lancifolia coletadas nas
quatro estagbes do ano de acordo com Silva et al. (2018), este pool foi armazenado

em freezer a baixa temperatura por aproximadamente quatro anos.
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A andlise da composicdo quimica do pool dos OEs foi realizada,
quantitativamente através de cromatografia gasosa (CG) em cromatografo gasoso
7890A (Agilent) equipado com detector por ionizacdo de chama (DIC). Este
procedimento foi realizado em coluna capilar de silica fundida HP-5 (5% fenil, 95%
metilsiloxano; 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym de espessura de fase), com o gas de
arraste Hélio (1 mL/min) e o volume de injegdo das amostras de 2,0 uL (2:1000 em
hexano; v/v). A temperatura inicial do forno foi de 40 °C, mantida isotermicamente
por 4 min sendo, gradualmente, elevada até 320 °C a 4 °C/min. O tempo total de
cada andlise foi de 76 min., onde injetor e detector foram operados a 300 °C (SILVA
et al., 2018).

As andlises qualitativas das amostras foram realizadas em um cromatografo
gasoso 7890A acoplado a um detector de espectrometria de massas Agilent modelo
5975C, com ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV, fazendo uso de coluna
capilar de silica fundida HP5-MS, com as mesmas especificacdes acima citadas. As
temperaturas do injetor, interface, fonte de ions e detector foram mantidas a 250 °C,
280 °C, 230 °C e 150 °C, respectivamente. O gas de arraste e 0 aquecimento do
forno foram os mesmos descritos anteriormente.

A identificacdo dos constituintes do pool dos OEs foi feita por compara¢éo dos
indices de retencao de Kovats (IR), os quais foram calculados através de uma curva
obtida por uma mistura padrédo de n-alcanos (C8-C32), injetados em condi¢Oes
iguais as descritas anteriormente e pela fragmentacdo dos espectros de massas
comparados com os dados documentados nas espectrotecas (ADAMS, 2009; NIST,
2009). As analises cromatogréaficas dos OE foram realizadas por meio do software

MS Chemstation Data Analysis (Agilent Technologies, verséo 2.0).

2.3 BIOENSAIO ANTIFUNGICO IN VITRO COM FUNGOS APODRECEDORES DA
MADEIRA

Os bioensaios para verificacdo da atividade antifungica in vitro foram
realizados no ano de 2018, em colaboragdo com o Laboratoério de Fitopatologia, do
Departamento de Defesa Fitossanitaria da UFSM. Sendo utilizadas as espécies de
fungos apodrecedores da madeira Ganoderma applanatum e Lentinus lepideus, as

quais foram obtidas a partir da repicagem das coldnias puras isoladas e cedidas pelo
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Engenheiro Florestal Dr. Fernando Nunes Gouveia, do Laboratorio de Produtos
Florestais da Universidade Federal de Brasilia.

No bioensaio foram usados discos de aproximadamente 15 mm contendo o
micélio dos fungos citados anteriormente, estes foram transferidos para o centro de
placas de Petri, previamente esterilizadas, contendo meio de cultura constituido de
batata, dextrose e agar (BDA: 200, 20 e 18 g respectivamente, em 1L de &gua
destilada) e o pool dos OEs, nas concentracdes de 1,0; 1,5; 2,0; e 5,0 uL.mL™ a
serem testadas, diluidas em etanol (1:1), sendo feitas seis repeticbes por
tratamento. Posteriormente, as placas foram incubadas em BOD com temperatura
controlada para 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. O monitoramento para fins
de avaliacdo iniciou apés 24 horas de incubacédo e seguiu sendo feita a cada 48
horas, através de medicdes do diametro da coldnia, sendo considerada a média das
duas medidas diametralmente opostas, realizadas em intervalos de dois em dois
dias, até as col6nias fungicas atingirem % do didmetro da placa (7 dias).

O indice de crescimento micelial (ICM), foi calculado pela formula adaptada

por Oliveira (1992), onde: ICM=[(%)+(%)+--~+(;—Z)]. Sendo C;, C, C,=

crescimento micelial do fungo na primeira, segunda e ultima avaliacdo; N1, N2, Ny=
namero de dias apos a inoculacgéo.
A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial foi calculada através da

[(CT —Ct)*lOO]
CT

férmula: % = . Onde CT e Ct correspondem ao crescimento micelial na

testemunha e no tratamento, respectivamente.
2.4 EXTRAGAO DE ERGOSTEROL DOS FUNGOS AVALIADOS

Para o estudo da possivel acdo do pool dos OEs sobre o contetdo ergosterol
foi realizado no ano de 2019 no Laboratério de Extrativos Vegetais, na UFSM, de
acordo com método adaptado (KEDIA et al., 2014; TIAN et al., 2012), em que foi
avaliada a interacdo das espécies fungicas com o OE de O. lancifolia na
concentracdo de 1,0 pLmL™ com seis repeticdes por tratamento. Ap6s quatro dias
de incubacéo, os micélios das espécies fungicas foram coletados e acondicionados
separadamente em tubos de ensaio, quando o peso Umido do micélio fungico foi
verificado. Posteriormente, 5 mL de uma solucdo de hidroxido de potassio alcoolico
(25%) foi adicionada a cada um dos tubos. Em seguida, os mesmos foram agitados
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em vortex por um periodo de 5 minutos, seguido de 2 minutos no ultrassom. Em
seguida, foram submetidos a incubag¢do em banho de agua a 85 °C por 4 horas.

Posteriormente, o periodo de incubacdo, os esterois foram extraidos de cada
amostra por adicdo de uma mistura de 2 mL de agua destilada e 5 mL de n-heptano,
seguida pela agitacdo em ultrassom pelo periodo de 1 minuto. Posteriormente, as
fases liquidas contendo os esterdis foram transferidas para funis de separagéo e
deixadas a temperatura ambiente por 1 hora, para que ocorresse a separacao das
camadas.

A camada de n-heptano foi entdo coletada e analisada por espectrofotometria
entre 230 e 300 nm. A presenca de ergosterol e de seu intermediario
24(28)-dehidroergosterol é caracterizada por uma curva composta por quatro picos.
A auséncia de ergosterol nas amostras é indicada por uma linha plana.

A quantidade de ergosterol foi calculada considerando a porcentagem de
peso umido de cada micélio fungico, a partir das formulas:

% de ergosterol + % 24(28)-dehidroergosterol = (A282/290)/ peso do micélio fingico;
% 24(28)-dehidroergosterol = (A230/518)/ peso do micélio flingico;
% de ergosterol = (% de ergosterol + % 24(28)-dehidroergosterol) - % de 24(28)-
dehidroergosterol.
Onde: 290 é o valor de E (%/cm) determinado para ergosterol cristalino; 518 € o
valor de E (%/cm) determinado para 24(28)-dehidroergosterol; Peso do micélio
fungico é considerado seu peso umido (g).
A reducao percentual na quantidade de ergosterol foi calculada pela férmula:
(C-T)/C x 100.
Onde: C é o percentual de ergosterol no controle e T é o percentual de ergosterol no

tratamento avaliado.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade e
homogeneidade de variancias e ndo atenderam aos pressupostos, portanto foi
utilizado teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para as analises. Os dados séo
apresentados como média + desvio padrédo, com diferenca significativa ao nivel de P

< 0,05. As andlises foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

A analise da composi¢cdo quimica do pool dos OEs obtidos de folhas de O.
lancifolia, feita por GC-MS e GC-FID, possibilitou a identificacdo e quantificacao de
25 compostos quimicos presentes no extrativo, representando 97,42% da
composi¢cdo volatil total do OE (Tabela 1). As classes de compostos mais
representativas identificadas no OE foram a dos sesquiterpenoides oxigenados,
representando 89,21% das substancias identificadas no OE, e a classe dos
hidrocarbonetos oxigenados néao derivados do isopreno com 5,67%. O composto
majoritario identificado foi o 6xido de cariofileno, com 41,46 % da composi¢éo total
do OE, seguido de y-curcumen-15-al (17,05%), Z-a-trans-bergamotol (7,52%),
acetato de E-Nerolidila (6,33%) e criptomeriona (3,68%). Em analises do OE
extraido de folhas de espécies de Ocotea, da mesma forma, foi observada na
composicdo quimica principalmente a classe de compostos sesquiterpenoides,
representando em média de 40 a 80% da composicdo total (TAKAKU; HABER;
SETZER, 2007).

O composto majoritario 6xido de cariofileno é utilizado em cosméticos e como
conservante de alimentos, este é considerado uma substancia aromatizante natural
e pode ser preparado sinteticamente, possui atividade citotoxica, antibacteriana, e
propriedades antifungicas (SILVA et al. 2010; SILVA et al. 2018). No presente
estudo a elevada concentracdo desta substancia demonstra uma potencialidade
para a valorizacdo do extrativo pela industria farmacéutica e alimenticia. Outro
composto presente no OE e que € considerado majoritario é o y-Curcumen-15-al
(17,05%), este também foi relatado como um dos compostos majoritarios da espécie
Pulicaria gnaphalodes, com atividade antibacteriana, onde este representou 5,64%
da composicdo total do OE de folhas. Também entre os majoritarios da ultima
espécie citada destacou-se o composto Oxido de cariofileno, com 4,20% (BASHI,
GHANI; ASILI, 2013).
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Tabela 1 — Composi¢do quimica do 6leo essencial de folhas de Ocotea lancifolia

Pico Constituinte IK Cal IK Lit % Classe
1 Sabineno 951 955 0,09 HM
2 B-E-Ocimeno 1071 1062 0,23 HM
3 Acetato de 3-octanol 1126 1124 0,17 HC
4 Ascaridol 1239 1238 0,36 MO
5 Aromadendreno 1475 1470 0,48 SO
6 Liguléxido 1536 1536 2,79 SO
7  Hidrato de E-Sesquisabineno 1579 1579 0,11 SO
8 Oxido de cariofileno 1591 1592 41,46 SO
9 Espatulenol 1622 1622 1,30 SO
10 Cedr-8(15)-en-10-ol 1651 1652 0,87 SO
11 Neointermedeol 1660 1660 1,36 SO
12 5-neo-Cedranol 1685 1685 1,22 SO
13 Acorenona 1691 1691 1,34 SO
14 Z-a-trans-Bergamotol 1705 1707 7,52 SO
15 Acetato de E-Nerolidila 1719 1717 6,33 SO
16 Criptomeriona 1726 1724 3,68 SO
17 y-Curcumen-15-al 1768 1768 17,05 SO
18 Squamulosono 1771 1772 1,00 SO
19 Avocadinofurano 1826 1826 0,48 HO
20 Acetatoeudesm-7(11)-en-4-ol 1843 1840 1,67 SO
21 Cubiteno 1871 1878 1,69 HD
22 Metil 5,7-hexadecadinoato 1923 1913 0,76 HO
23 Oxacicloheptadecan-2-eno 1941 1934 2,42 HO
24 Benzoato degeranila 1959 1959 1,03 SO
25 Laurenan-2-eno 2112 2116 2,01 HO

Composicao total identificada 97,42%

Onde: IK Cal = indice de Kovats calculado; IK Lit = indice de Kovats encontrado na literatura; HM=
Hidrocarbonetos Monoterpénicos; MO= Monoterpenoides oxigenados; HS= Hidrocarnonetos
Sesquiterpénicos; SO= Sesquiterpenoides oxigenados. HC= Hidrocarbonetos ndo derivados do
isopreno; HO= Hidrocarbonetos oxigenados ndo derivados do isopreno; HD: Hidrocarbonetos
diterpénicos.

Fonte: Autor (2019).

O Ooxido de cariofileno ja foi identificado em OEs de outras espécies de
Lauraceae, tais como Ocotea cujumary representando 12,4% do OE de folhas, ao
qual foi atribuida atividade antibacteriana e citotoxica in vitro. Ainda, no OE de
galhos da espécie Licaria rigida foi identificado o composto 6xido de cariofileno, na
porcentagem de 29,88% e atividade antioxidante, antibacteriana e citotoxica. Além
disso, a analise da composicdo quimica do OE da espécie Beilschmiedia maingayi

detectou 0 composto entre 0os majoritarios, com cerca de 11,0% e com atividades
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anti-inflamatoria, antioxidante, antibacteriana e antifingica descritas para o extrativo
(DAMASCENO et al., 2019).

Estudos sobre a composicédo quimica de 6leos essenciais de outras espécies
do género Ocotea demonstram que estas podem apresentar um espectro
amplamente variavel quimicamente, tanto de espécie para espécie, dentro da
mesma espécie, até mesmo em 0Orgdos vegetais distintos (TAKAKU; HABER,;
SETZER, 2007; SALLEH; AHMAD, 2017; SILVA et al., 2018; DAMASCENO et al.,
2019). As variacbes de composicdo, tanto de compostos majoritarios quanto dos
minoritarios, podem ser decorrentes de condi¢cdes como, local e periodo de coleta,
incidéncia solar, precipitacdo, periodo vegetativo da espécie coletada e até mesmo
condicbes de armazenamento (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Existem relatos que
fatores como a sazonalidade influi tanto no rendimento extrativo, quando na
composicdo quimica de algumas espécies de Lauraceae (GOBBO-NETO; LOPES,
2007; SILVA et al., 2015; SILVA et al., 2018).

Para OEs de folhas da mesma espécie utilizado-a em estudo para verificagao
do efeito da sazonalidade nos extrativos obtidos de 12 individuos pelo periodo de 12
meses (2013-2014), Silva et al. (2018) observaram 26 substancias em sua
composicdo quimica, as quais foram em diferentes presencas e concentragao,
porém apresentou 0 mesmo composto majoritario que no presente estudo, o
composto oxido de cariofileno, com 42,2% da composicdo do OE de folhas
coletados no verdo. Neste estudo os sesquiterpenoides foram a classe de composto
predominante, representando cerca de 80% da composi¢cdo do OE. Outro estudo
utiizando a mesma espécie vegetal, também identificou o composto 6xido de
cariofileno como majoritario, representando cerca de 56,0 % do OE (SILVA et al.,
2013). Apesar de as espécies de Ocotea variarem quimicamente, alguns autores
consideram sua composicdo volatil formada principalmente por compostos
monoterpenoides, sesquiterpenoides e fenilpropanoides (TAKAKU; HABER;
SETZER, 2007; SILVA, J. K. et al., 2017; SALLEH; AHMAD, 2017; ALCOBA et al.,
2018; SILVA et al., 2018).

Os demais compostos, ditos minoritarios, foram distintos em comparacéo aos
encontrados para a espécie na literatura, esta variagdo na composicao quimica pode
ser atribuida as caracteristicas citadas anteriormente ou até mesmo a degradacao
de alguns destes compostos que muitas vezes s80 mais sensiveis ao

armazenamento. Pois o pool de OEs utilizado no presente estudo ficou armazenado
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em freezer, a baixa temperatura, por um periodo de cerca de quatro anos, para
utilizacado posterior, porém por mais que provavel, ndo é possivel afirmar que tal
mudancga foi decorrente do mesmo. Portanto, estudos para verificagcdo da
estabilidade quimica do OE de Ocotea lancifolia frente ao armazenamento seriam

necessarios e de importancia relevante para possibilitar tais afirmacoes.

3.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

O OE nas concentracfes testadas demonstrou influéncia no crescimento dos
micélios fungicos assim como refletiu na porcentagem de inibicdo, enquanto que o
etanol utilizado como diluente, na concentracdo testada, ndo interferiu no

crescimento do micélio dos fungos (Figura 1).

Figura 1 — Experimento de inibicdo do crescimento micelial in vitro do dleo
essencial de folhas de Ocotea lancifolia (OE) em Ganoderma
applanatum (GA) e Lentinus lepideus (LL)

Onde: 0 corresponde ao controle negativo; 2 concentracdo 1,0 uL/mL de OE; 3 concentracdo 1,5
pL/mL OE; 4 concentracédo 2,0 pL/mL de OE; 5 concentragéo 5,0 pL/mL de OE.
Fonte: autor (2019).

Para a espécie de podriddo branca G. applanatum, a andlise dos dados
demonstrou que o OE inibiu o crescimento da espécie fungica refletindo no ICM a
partir da concentracdo intermediaria de 1,5 pL.mL™, e ainda que as concentracées
de 1,5; 2,0 e 5,0 uL.mL™* do OE foram estatisticamente iguais entre si e ao controle
positivo, o fungicida comercial Propiconazol (Figura 2). Estes resultados demonstram
o alto potencial do OE ja na segunda menor concentragdo testada, sendo igual
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estatisticamente ao que se pode considerar a inibicdo desejavel, ou seja, aquela
ocasionada pelo fungicida comercial. Os resultados para a percentagem de inibicdo
demonstraram que as concentracdes de 1,0; 1,5 e 2,0 pL.mL? semelhante
estatisticamente apresentando valores de inibicdo de 28,16 + 3,50; 28,58 + 1,92;
47,98 * 5,75; respectivamente. Enquanto o maior percentual de inibicdo na maior
concentracdo do OE testada (5,0 pL.mL™) foi observada inibicdo de 81,62 + 5,66,
sendo igual estatisticamente ao do controle positivo, que teve 100% de inibicdo
(Figura 2).

Os resultados para os valores do ICM obtidos para espécie L. lepideus,
causadora de podriddo parda, demonstraram a mesma tendéncia do que no caso da
espécie de podriddo branca, sendo que concentracdes de 1,5; 2,0 e 5,0 pL.mL™
também foram significativamente iguais ao controle positivo e entre si. Para a
porcentagem de inibicdo do crescimento, as concentragdes, da mesma forma, néo
diferiram entre si e do controle positivo (Figura 2). Esta espécie demonstrou-se mais
suscetivel ao extrativo, sendo observados o0s percentuais de inibicdo 67,28 £ 7,61 na
concentracéo de 1,0 pL.mL™, seguida de 89,23 + 3,56 para 1,5 uL.mL™. Ainda, o OE
na concentracdo de 5,0 uL.mL™ inibiu o crescimento micelial em 100% (100,00 +
0,00) o qual foi igual estatisticamente a concentracdo de 2,0 uL.mL™ (99,42 + 0,58)
sendo que a maior concentracdo apresentou atividade fungicida frente a espécie L.
lepideus. Esta atividade foi verificada através de procedimento em que o disco
contendo o micélio fungico exposto ao extrativo, sem apresentar crescimento, foi
transferido assepticamente para um meio de cultura fresco, no qual possuia plenas
condicBes de desenvolvimento, porém este ndo ocorreu, caracterizando a morte do
fungo.

N&o foram encontrados na literatura relatos da atividade do OE da espécie O.
lancifolia frente as espécies fungicas causadoras de podriddo da madeira. Silva et al.
(2018) observou inibicdo do crescimento micelial in vitro da espécie Fusarium
moniliforme, um dos principais agentes de podriddo de sementes, pelo OE dessa
espécie obtido de folhas, frutos e inflorescéncias, onde foi constatado que o OE do
pool de folhas coletadas ao longe de um ano, na concentracdo de 1,0 uL.mL*
causou inibicdo do crescimento de 67,5% de F. moniliforme.
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Figura 2 — Indice de crescimento micelial in vitro (IMC) e inibicdo do crescimento
micelial in vitro (%) com aplicacdo do 6leo essencial de folhas de Ocotea
lancifolia (OE) de Ganoderma applanatum e Lentinus lepideus
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O propiconazol foi usado como controle positivo. Os dados sdo apresentados como média * erro
padrdo da média.

Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis (P <0,005).

Fonte: autor (2019).

Entretanto, existem relatos da capacidade antioxidante e antifingica do
extrato bruto de folhas obtidos da mesma espécie, O. lancifolia, frente as espécies
fungicas Trametes versicolor e Gloeophyllum trabeum, causadoras de podridédo
parda da madeira (SILVA et al., 2017a). Estudo da atividade antifingica do OE de
Hesperozygis ringens frente as mesmas espécies de fungos apodrecedores da
madeira avaliadas nesse estudo, demonstrou inibicdo do crescimento na
concentracdo de 1,5 pL.mL™ para as espécies G. applanatum e L. lepideus em
comparacao com o controle negativo e diferindo do controle positivo (PINHEIRO,
2018).

O OE de folhas da espécie Nectandra grandiflora, pertencente a familia
Lauraceae, causou a inibicdo do crescimento micelial de outras espécies de fungos
aprodrecedores da madeira, Pycnoporus sanguineus (fungos de podriddo branca) e
Gloeophyllum trabeum (fungos de podriddo parda). Neste caso foi observada
inibicdo do crescimento significativa na concentracdo de 50 pL.mL™, sendo
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detectada inibicdo de 79,03% para a espécie de podriddo branca e 94,76% do
crescimento do fungo de podriddo parda (SILVA et al., 2016). O OE de folhas de
outra espécie de Lauraceae, Cinnamomum zeylanicum, foi testado a fim de inibir o
crescimento micelial das espécies fungicasTrametes hirsuta, fungo de podridao
branca da madeira, e Laetiporus sulphureus, fungo de podriddo marrom. Esse OE
inibiu 100% do crescimento micelial das espécies fungicas na concentracdo de 400
ng.mL™ (XIE et al., 2017). Os resultados demonstram que a atividade antiflingica,
observada pela inibicdo do crescimento micelial € dependente principalmente da
concentracdo de extrativo utilizado e ainda, da espécie fungica e da composicao

guimica do extrativo.

3.3 EFEITO DO OLEO ESSENCIAL NO TEOR DE ERGOSTEROL NA MEMBRANA
PLASMATICA DOS FUNGOS APODRECEDORES

Para o teste foi utilizada a concentracdo de 1,0 yL.mL™ que ocasionou a
inibicdo do crescimento parcial nos testes de atividade antifingica in vitro. Desta
forma, foi possivel a avaliacdo do efeito do extrativo no conteudo de ergosterol nas
membranas fangicas de G. applanatum e L. lepideus. A partir da concentracédo de
1,5 pL.mL™ o crescimento do micélio fangico foi significativamente afetado, o que
poderia inviabilizar a analise do conteddo do ergosterol, pois para 0S processos
decorrentes de tal analise experimental, € necessario efeito parcial no crescimento
da espécie fungica.

A massa umida do micélio fungico para a espécie de fungo G. applanatum
exposta ao OE, em comparagado como controle, ndo teve diferenca estatisticamente
significativa (Figura 3A). Para o contetdo de ergosterol, as médias das absorbancias
na faixa de 282 nm, referentes aos derivados do ergosterol, indicam que a presenca
do OE gerou uma reducao de 48,24% do contetdo do esterol quando comparado ao
controle (Figura 3B). Os resultados para a espécie fungica L. lepideus revelaram que
a massa Umida do micélio ndo foi estatisticamente diferente do controle (Figura 3C),
porém neste tratamento houve uma maior reducdo no teor do ergosterol, de 61,68%

em comparacao ao controle (Figura 3D).
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Figura 3 —Massa umida micelial (g) e valores de absorbancia de esteroéis extraidos
do micélio de Ganoderma applanatum (A, B) e Lentinus lepideus (C, D)
em meio contendo 1,0 pL.mL™ de 6leo essencial de Ocotea lancifolia
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Fonte: Autor (2019).

O efeito das atividades antifingicas de extrativos vegetais ja € bastante
descrito na literatura, esta bioatividade pode estar relacionada a diversos
mecanismos de acéo, como na eliminacéo de radicais livres, interagdo com enzimas
e principalmente perturbagédo e interrupgao da integridade da membrana celular
fungica (VALETTE et al., 2017). Muitos dos agentes antifungicos produzidos pelas
industrias farmacéuticas e de agroquimicos tém como principal a¢do a interferéncia
na biossintese ou na funcao de esterois, com o resultado de inibicdo do crescimento
e morte dos fungos (SHREAZ et al., 2016).

As espécies de canelas séo ricas fontes de inUmeros compostos quimicos,
existe relato do composto cinamaldeido, identificado principalmente em OEs de
espécies do género Cinnamomum, da mesma familia botanica da espécie O.
lancifolia, como principal agente de alteracdo e dano a parede celular e a membrana
plasmatica fungica. Este composto teve sua atividade refletida na diminuicdo do
conteudo de ergosterol contra fungos de podriddo branca (Trametes versicolor e
Lenzites betulina) e fungo de podriddo parda (Laetiporus sulphureus) (SHREAZ
et al., 2016).
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Ao testar o OE de Cinnamomum jensenianum, espécie da familia Lauraceae,
Tian et al. (2012) observaram a diminuicdo do teor de ergosterol na membrana
plasmética de Aspergillus flavus, pelo efeito das diferentes concentracdes testadas.
Estudo realizado por Pinheiro (2018), sobre a influéncia do OE de Hesperozygis
ringense do seu composto majoritario (pulegona) frente as espécies G. applanatum
e L. lepideus, porém nado detectou diferencas no conteddo de ergosterol das
membranas em relacdo ao controle.

Desta forma o estudo sobre a interacdo de 6leos essenciais e sua influéncia
no conteddo do ergosterol na membrana plasmatica de espécies fungicas
representam um dos principais alvos de investigacdo de sobre a atividade dos
componentes extrativos. Frente a isto, sabe-se que a atividade geralmente é
dependente da concentracdo do OE testada, podendo também se dar através de
compostos isolados dos mesmos (PINTO et al., 2006; KEDIA et al.,, 2014,
BIANCHINI, 2017; PINHEIRO, 2018). Ao causar a inibicao do crescimento fangico,
0S compostos podem causar a interrupcdo das vias biossintéticas normais do
ergosterol, resultando na diminuicéo da biossintese deste composto, podendo assim
causar uma reducado consideravel na quantidade de ergosterol, até a morte do fungo
(PINTO et al., 2006; TIAN et al., 2012; KEDIA et al., 2014).

4 CONCLUSAO

O dleo essencial de folhas de Ocotea lancifolia € majoritariamente composto
por sesquiterpenoides e o composto majoritario identificado foi o 6xido de cariofileno.
Tanto o fungo de podriddo branca (Ganoderma applanatum) quanto o fungo de
podriddo parda (Lentinus lepideus) foram suscetiveis ao extrativo, sendo a atividade
antifingica dependente de concentragdo. A atividade fungicida foi verificada apenas
na maior concentracdo do OE para o fungo de podriddo parda L. lepideus. Foi
observada uma tendéncia a reducéo do teor de ergosterol no micélio em decorréncia

da atividade antifungica do 6leo essencial de O. lancifolia.
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RESUMO

EFEITO DE DIFERENTES METODQS DE SECAGEM SOBRE RENDIMENTO,
DENSIDADE, COR E COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE
FOLHAS DE OCOTEA LANCIFOLIA (SCHOTT) MEZ

Os compostos que estdo presentes nos 6leos essenciais (OEs) estdo diretamente ligados as suas
atividades biolégicas e a sua utilizagao. Visando o processamento de grande quantidade de material
vegetal e para a manutencao e até a maximizacdo dos requisitos de qualidade, sdo empregados
métodos de secagem. Desta forma o estudo objetivou observar a influéncia e a relacdo de diferentes
métodos de secagem sobre o rendimento, densidade, propriedades organolépticas e compostos
guimicos do 6leo essencial (OE) de folhas de O. lancifolia, comparando-os com as caracteristicas do
Oleos essenciais de folhas frescas. O material vegetal fresco foi submetido a hidrodestilacdo, método
de extracdo também utilizado para folhas apds a secagem ao ar, por liofilizagdo, em micro-ondas, em
estufa a 45 ou 60 °C, estes processos foram realizados no laboratério de extrativos vegetais, no ano
de 2019. A secagem e extracdo foram realizadas em triplicata, sendo utilizados 350 g para folhas
frescas e 250 g para as demais. O rendimento foi calculado em percentagem. As composigfes foram
analisadas por cromatografia gasosa (CG) acoplada a espectrometria de massas e CG com detector
por ionizacdo de chama. Os rendimentos (% m/m) dos 6leos essenciais foram de: 0,4863%; 0,7400%;
1,050%; 1,1167%; 0,5867% e 0,7487%, respectivamente. Os métodos de secagem por micro-ondas
e liofilizacdo forneceram os maiores teores de 6leo essencial. N&o foi observada diferenga nas
densidades. Houve mudanca dréastica de cor dos 6leos essenciais, obtidos de folhas secas em estufa,
em ambas as temperaturas. O composto majoritario identificado em todos os 6leos essenciais foi o
Oxido de cariofileno, variando sua percentagem entre os tratamentos. Os demais componentes
apresentaram diferencgas significativas por vezes em sua estrutura e/ou na percentagem presente.
Tempo e temperatura de secagem foram relacionados as modificacées e processos de degradagéo
de algumas das substancias quimicas presentes no extrativo, resultando por vezes em mudanca na
cor e na composi¢éo do OE.

Palavras-chave: Lauraceae. Extrativo vegetal. Processamento p6s colheita. Mudanga de cor.
Oxido de cariofileno.

ABSTRACT

The compoundsthat are present in essentialoils (OEs) are directly linked to their biological activities
and their use. In order to process largea mounts of plant material and to maintain andeven maximize
quality requirements, drying methods are employed. Thus, the study aimed to observe the influence
and relationship of different drying methods on vyield, density, organoleptic properties and chemical
compounds of the essential oil (OE) of O. lancifolia leaves, comparing them with the characteristics of
the essential oils of Fresh leaves. The fresh plant material was submitted to hydrodistillation,
extraction method also used for leaves after air drying, freeze drying, in a microwaveoven, in na oven
at 45 or 60 °C, these processes were carried out in the plant extraction laboratory in 2019. Drying and
extraction were performed in triplicate, using 350 g for fresh leaves and 250 g for the others. The yield
was calculated as a percentage. The compositions were analyzed by gas chromatography (GC)
coupled to the mass spectrometry and flame ionization detector GC. Yields (% w / w) of essential oils
were: 0.4863%; 0.7400%; 1.050%; 1.1167%; 0.5867% and 0.7487%, respectively. Microwave drying
and lyophilization methods provided the highest levels of essential oil. No difference in densities was
observed. There was a drastic change in the color of the essential oils obtained from oven dried
leaves at 45 and 60°C. The major compound identified in all essential oils was caryophyllene oxide,
varying its percentage between treatments. The other components showed significant differences
sometimes in their structure and / or percentage. Time and drying temperature were related to the
modifications and degradation processes of some of the chemical spresent in the extractives,
sometimes resulting in changes in the color and composition of the essential oil.

Keywords: Lauraceae. Plant extractive. Post harvest processing. Color change. Caryophyllene oxide.
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1 INTRODUCAO

Muitas vezes aliado aos métodos de secagem € interessante realizar estudos
sobre as caracteristicas bioativas dos extrativos de materiais vegetais, pois através
da secagem também podem ocorrer interferéncias qualitativas e quantitativas em
sua composicdo quimica e, consequentemente, na atividade biologica dos seus
extrativos. Os materiais vegetais com alto potencial de utilizagdo para fins
condimentares e medicinais, além de seus extrativos e outros produtos gerados a
partir de matérias primas vegetais com finalidade de comercializagdo, necessitam
preencher alguns requisitos de qualidade, como caracteristicas sensoriais e
organolépticas, propriedades e conteudo de seus compostos bioativos, carga
microbiana, teor, rendimento e composicao quimica (CHUA et al.,2019; TAIZ, et al.,
2017; CORREA et al., 2004). Além destes requisitos, a observacdo da estabilidade
dos mesmos € de suma importancia para a conservacao destes produtos, sendo a
secagem do material vegetal considerada um dos processamentos pos-colheita
relacionada a manutencdo destas caracteristicas desejaveis (CHUA et al., 2019;
DIAZ-MAROTO et al., 2003; FERREIRA; AQUILA, 2000; ISMAN; MACHIAL, 2006).

Os 6leos essenciais (OEs) sao consumidos no mundo todo, e o Brasil possui
destaque no mercado destes produtos no que se refere a sua producdo e
exportacdo, principalmente devido ao Oleo essencial (OE) de frutos citricos. Estes
extrativos sdo um conjunto complexo de diferentes compostos, entre eles
hidrocarbonetos de cadeia simples e ramificada, destacando-se 0s monoterpenos e
sesquiterpenos, que também podem encontrar-se oxigenados. Os componentes dos
OE sao produtos do metabolismo secundario das plantas, que estdo presentes nao
s6 nos frutos, mas nas flores, folhas, cascas, madeira, sementes, raizes e rizomas
(VITTI; BRITO, 2003; MORAIS, 2009).0s compostos que estdo presentes nos OE
geralmente estdo ligados a acdo e aos fins de utilizacdo atribuidos aos mesmos,
desta forma a analise da composi¢ao quimica dos OE torna-se fundamental para se
relacionar suas bioatividades aos componentes do extrativo (FERREIRA; AQUILA,
2000; ISMAN; MACHIAL, 2006; GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A espécie Ocotea lancifolia (Schott) Mez é nativa no Rio Grande do Sul, com
ocorréncia no Brasil e no Paraguai (SILVA et al., 2018). As espécies do género séo
expressivas representantes da familia Lauraceae, as quais se desenvolvem em
climas tropicais e subtropicais. Estas possuem grande importancia econémica com

uso na industria de moveis, indlstria de alimentos, perfumaria e medicamentos
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(SALLEH; AHMAD, 2017; BALLABEN et al., 2007; QUINET et al., 2015; FOURNET
et al., 2007; MARQUES, 2001). Para a espécie O. lancifolia ja foram descritos
estudos na literatura relativos a sua atividade antioxidante, antifingica, sedativa e
anestésica em peixes, e ainda atividade antiparasitaria (CAMARGO,2011; SILVA et
al., 2013; SALLEH; AHMAD, 2017; SILVA et al., 2017a; SILVA et al., 2018).

Para a manutencéo e até a maximizagcdo dos requisitos de qualidade, existem
diversos estudos sobre o emprego de métodos de secagem, a fim de garantir a
estabilidade bioquimica e microbiol6gica da matéria prima, principalmente nos casos
do processamento industrial de grande quantidade de material vegetal. Alguns
autores relacionam a secagem a acdo benéfica e outros a maléfica, sendo
dependente da espécie e da técnica utilizada. Destacam ainda a importancia de
identificar técnicas de secagem adequadas para as caracteristicas especificas e
finalidades de uso do material (CHUA et al., 2019, SELLAMI et al., 2011; GONELI
et al., 2014). Tendo em vista 0 acima exposto, 0 estudo objetivou avaliar a influéncia
de diferentes métodos de secagem sobre o rendimento, densidade, aparéncia, cor e
composicdo quimica do OE de folhas de O. lancifolia.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

Folhas de O. lancifolia foram coletadas em uma populagéo nativa no distrito
de Santo Antdo, na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, sob as
coordenadas 29° 37’ Sul e 53° 52' Oeste. Foram realizadas duas coletas em
dezembro de 2018, na primavera, em um intervalo de menos de uma semana,
sendo feitas coletas no periodo da manha. O material vegetal da area de coleta ja
havia sido identificado por Jodo Batista Baitello, para o estudo realizado por Silva
et al. (2018). Um exemplar do mesmo foi arquivado no Herbario do Departamento de
Ciéncias Florestais, Universidade Federal de Santa Maria (HDCF / UFSM) sob o
namero 6399.

2.2 METODOS DE SECAGEM DO MATERIAL VEGETAL

As folhas coletadas foram divididas em seis lotes para utilizagdo no presente

estudo. Foram considerados, para fins de comparacéao e analise do OE, um lote de
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(1) folhas frescas e os outros seis submetidos aos métodos de secagem, (2) folhas
secas ao ar, (3) folhas secas por liofilizacdo, (4) folhas secas em micro-ondas,
(5) folhas secas em estufa a 45 °C e (6) folhas secas em estufa a 60 °C. A secagem
em cada um dos meétodos foi feita em triplicata. As condicbes e métodos de
secagem empregados foram selecionados considerando os estudos de Sellami et al.
(2011) e Rahimmalek e Goli (2013), com adaptacdes. Os diferentes métodos
utilizados necessitaram de diferentes periodos de tempo até as folhas atingirem o
ponto de secagem. As folhas secas ao ar necessitaram de 14 dias, folhas secas por
liofilizacdo 120 horas, 2 minutos para folhas secas em micro-ondas na poténcia de
500W, folhas secas em estufa a 45 °C necessitaram de 5 dias e 7 dias para folhas

secas em estufa a 60 °C.
2.3 EQUIPAMENTOS DE SECAGEM

Para a secagem ao ar, as folhas foram expostas a ambiente climatizado a
temperatura de 22 * 2 °C em sala fechada, com luz fluorescente de
aproximadamente 8 horas claro/ 16 horas escuro. Na secagem por liofilizacao,
primeiramente as amostras de folhas foram congeladas a -30 °C por um periodo de
48 horas, em seguida estas foram transferidas para Liofilizador de bancada modelo
L101 (Liobras) por um periodo de 120 horas a uma temperatura de -45 °C e pressao
de 200uHg. A secagem por micro-ondas foi realizada em forno digital doméstico
(Panasonic NN-ST369WRUK) com as seguintes caracteristicas: 220 V-60Hz, ajuste
de tempo com o auxilio do relégio digital do préprio forno e poténcia de 500W. A
secagem em estufa foi realizada em estufa de circulagcdo de ar forcada (J Prolab)
com termdmetro digital nas temperaturas de 45 e 60 °C.

2.4 EXTRACAO E ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

Foram utilizados 350 g para cada extragao de folhas frescas e 250 g de folhas
secas, para os diferentes meétodos de secagem. As folhas foram moidas em
multiprocessador doméstico modelo All in one Citrus (Philco). Posteriormente os
lotes dos diferentes tratamentos foram submetidos a hidrodestilacdo em aparelho
tipo Clevenger por 3 horas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), em triplicata. Apos
este periodo o OE de cada tratamento foi coletado, observando-se sua coloracéo e
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posteriormente foi calculado o rendimento em relagdo ao peso seco de material
vegetal extraido (% m.m™) e a densidade do OE (g.mL™).

As analises das composi¢cdes quimicas dos OE foram realizadas,
guantitativamente, através de cromatografia gasosa (CG) em cromatografo gasoso
7890A (Agilent) equipado com detector por ionizagdo de chama (DIC). Para a
andlise foi utilizada coluna capilar de silica HP-5 (5% fenil, 95% metilsiloxano; 30 m x
0,25 mm x 0,25 ym de espessura de fase), com o gas de arraste Hélio (1 mL/min) e
volume de injegdo das amostras de 2,0 yL (2:1000 em hexano; v/v). A temperatura
inicial do forno foi de 40 °C, mantida isotermicamente por 4 min sendo,
gradualmente, elevada até 320 °C a 4 °C/min. O tempo total de cada analise foi de
76 min, onde injetor e detector foram operados a 300 °C (AMARAL et al., 2015).

As andlises qualitativas das amostras foram realizadas em um cromatografo
gasoso 7890A acoplado a um detector de espectrometria de massas Agilent modelo
5975C, com ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV, utilizando coluna capilar
HP5-MS (5% fenil, 95% metilsiloxano; 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym de espessura de
fase). As temperaturas do injetor, interface, fonte de ions e detector foram mantidas
a 250, 280, 230 e 150 °C, respectivamente. Os demais parametros foram os
mesmos descritos anteriormente. A identificagcdo dos constituintes dos OE foi feita
por comparacao dos indices de retencdo de Kovats (IR), os quais foram calculados
através de uma curva obtida com uma mistura padrdo de n-alcanos (C8-C32),
injetados nas mesmas condi¢cBes descritas anteriormente e pela fragmentacdo dos
espectros de massas com os dados documentados nas espectrotecas (ADAMS,
2009; NIST, 2009). As analises foram realizadas através do software MS

Chemstation Data Analysis (Agilent Technologies, verséo 2.0).
2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de rendimento e densidade foram testados para verificar a
normalidade e homogeneidade de variancias, aos quais ndo se adequaram, portanto
foi utilizado teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para as andlises. Os mesmos
estdo apresentados relativos a média + desvio padrdo, com diferenca significativa ao
nivel de P < 0,05. As analises foram realizadas com o auxilio do software GraphPad
Prism. As relacdes das analises da composicdo e os métodos de secagem foram

realizadas por Analises de Agrupamento Hierarquico (AAH), usando o método de
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Ward com distancia euclidiana como medida de dissimilaridade. Os resultados
obtidos a partir da analise AAH foram complementados por Analise de Componentes
Principais (ACP). Desta forma, foram construidas duas matrizes de dados usando
valores médios das integracdes de pico obtidas a partir da analise de GC-FID, onde
os constituintes = 1,0%, pelo menos em uma amostra, e os métodos de secagem
foram considerados como casos. Para analise multivariada, os dados foram

submetidos ao software PAST-Paleontological Statistics, Versao 3.25.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITO DOS METODOS DE SECAGEM NO RENDIMENTO E DENSIDADE DO
OLEO ESSENCIAL

O resultado percentual do rendimento obtido para o OE de folhas frescas que
foi de 0,4863% (Figura 1). Para os demais métodos de secagem, o maior
rendimento foi observado para o OE extraido de folhas secas por micro-ondas,
sendo este de 1,1167%, seguido de folhas secas por liofilizagdo 1,050%. As
secagens em estufa a 45 °C e 60 °C tiveram rendimentos de 0,5867 e 0,7487%
respectivamente, e secagem ao ar 0,7400%. Através da andlise estatistica dos
resultados de rendimento do OE para folhas secas, considerando cada método de
secagem em comparacado com o de folhas frescas (Figura 1) foi evidenciado que os
métodos de secagem por liofilizagdo e em micro-ondas propiciaram um maior
rendimento extrativo, as quais foram estatisticamente diferentes do de folhas frescas
e dos demais tratamentos de secagem. Os métodos que demonstraram maior
rendimento no presente estudo sdo considerados tecnologias de secagem
inovadoras, utilizados no processamento pds colheita de plantas utilizadas como
condimentos e para a obtencdo de extrativos, desta forma, a aplicagdo destas
tecnologias alternativas emergentes é de interesse crescente, a fim de melhorar o
rendimento extrativo (CHUA et al., 2019).
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Figura 1 — Rendimento do Oleo essencial de Ocotea lancifolia em comparacdo com
(1) folhas frescas quanto aos métodos de secagem, (2) folhas secas ao
ar, (3) folhas secas por liofilizacdo, (4) folhas secas em micro-ondas, (5)
folhas secas em estufa a 45 °C e (6) folhas secas em estufa a 60 °C
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*Médias com diferenca significativa (P <0,005). ** Médias com diferenga significativa (P <0,001)pelo
teste de Kruskal-Wallis.
Fonte: Autor (2019).

Silva et al. (2018), ao analisarem o OE de O. lancifolia extraido de folhas
frescas, coletadas nas quatro estacdes do ano e na mesma area de estudo,
relataram os maiores teores de OE em coletas realizadas na primavera e verdao, com
rendimentos médios de 1,03 e 0,96%, respectivamente. O material vegetal utilizado
para o presente estudo foi coletado na primavera, uma das estagdes que forneceu
alto rendimento extrativo para o OE da espécie. Porém o periodo de coleta foi
marcado por temperaturas mais amenas para a regido de sua realizacdo, que
geralmente é de temperaturas mais elevadas e intensa incidéncia solar no més de
dezembro. Estes fatores podem levar tanto ao aumento quanto a diminuicdo do
rendimento dos extrativos na dependéncia da espécie, ja havendo relatos destas
relacbes para outros representantes da familia Lauraceae (SILVA et al., 2015;
AMARAL et al., 2015). Desta forma, as condi¢des climaticas podem ter influenciado
negativamente o rendimento de OE obtido de folhas frescas da mesma populacéo.

Alguns autores propdem que a secagem do material vegetal antes do
processo de hidrodestilagdo pode resultar em aumento do rendimento extrativo
(CHUA et al., 2019; SELLAMI et al., 2011). O teor de OE de folhas secas pode estar
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ligado ao efeito causado pela remocao de umidade das folhas. Braga, Cremasco e
Valle (2005) relatam que, na secagem de algumas plantas aromaticas, 0 movimento
de difusdo da umidade na superficie das folhas pode carrear compostos do OE em
direcdo ao exterior, podendo estar relacionado ao rendimento do extrativo. Além
desse aspecto, fatores como estruturas secretoras e sua localizagdo na planta
podem influenciar na liberacdo do OE e de determinados compostos volateis
(SELLAMI et al., 2011).

Comparando-se 0 tempo necessario para a secagem do material vegetal
pelos dois métodos modernos, que propiciaram rendimentos significativamente
maiores que o obtido de folhas frescas, observou-se que a secagem através de
micro-ondas apresenta mais uma vantagem. Enquanto a liofilizacdo demorou cinco
dias além do periodo de congelamento que precedeu a secagem propriamente dita,
no caso da utlizagdo das micro-ondas foram necessarios apenas dois minutos.
Portanto, o método que forneceu o maior rendimento em 6leo essencial também foi
0 mais rapido.

A densidade dos OE ndo teve diferenca estatistica significativa entre todos os
extrativos obtidos pela hidrodestilagdo das folhas ap6s a secagem, sendo de
1,0738 para folhas frescas, 0,8755 para folhas secas ao ar, 0,9009 folhas secas por
liofilizacdo, 0,9559 para folhas secas em micro-ondas, 0,9209 folhas secas em

estufa a 45 °C e 0,9571 folhas secas em estufa a 60 °C.

3.2 EFEITO DOS METODOS DE SECAGEM NOS COMPONENTES DO OLEO
ESSENCIAL

Através da analise da composi¢ao quimica dos compostos presentes nos OE,
considerando aqueles com percentual maior que um em pelo menos um dos
tratamentos, foi possivel identificar 46 constituintes quimicos distintos. Para o OE
extraido de folhas frescas nove picos foram identificados, perfazendo 92,95% do
total, para o OE de folhas secas ao ar foram observados e identificados 12 picos,
representando 91,81%. No caso do OE de folhas secas por liofilizacdo, 13 picos
foram identificados, totalizando 97,79% da composicdo, enquanto para o OE de
folhas secas em micro-ondas foi possivel identificar 10 picos, correspondendo a um

total de 87,93% da composicdo quimica. Ja para o extrativo obtido apds secagem
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em estufa a 45 °C foram identificados 13 picos e 92,78% da composi¢éo, enquanto
que para o OE obtido de folhas secas em estufa a 60 °C foram observados 10 picos,
totalizando 93,29% da composicéao identificada (Tabela 1).

Para o OE de folhas frescas, a analise da composi¢cdo indicou como
compostos majoritarios éxido de cariofileno (57,43%), elixeno (11,44%), cedraneno
(5,34%)e nootkatona (4,72%). O extrativo de folhas secas ao ar teve como
composicdo quimica majoritaria 0xido de cariofileno (37,41%), tiglato de geranila
(16,27%), Z-a-trans-bergamotol (9,66%) e gimnomitrol (6,68%). No OE de folhas
secas por liofilizacdo foi identificada a presenca dos compostos majoritarios éxido de
cariofileno (41,52%), longifolol (18,53%), 8-cedren-13-ol (8,98%) e y-gurjuneno
(7,14%). A composicdo do oleo de folhas secas por micro-ondas foi caracterizada
pela presenca do composto 6xido de cariofileno, representando 43,81% do extrativo,
seguido de 2Z,6E-farnesol, com 11,38%, y-gurjuneno, com 8,74% e pelo 8-cedren-
13-ol, com 7,59%. Na secagem em estufa a temperatura de 45 °C o extrativo teve
como compostos majoritarios Oxido de cariofileno (31,87%), 8-cedren-13-ol
(12,51%), 2Z,6E-farnesol (9,00%) e cedr-8(15)-en-10-ol (8,17%). Ja em folhas
submetidas a secagem a 60 °C, forneceram OE contendo Oxido de cariofileno
(47,31%), Z-a-trans-bergamotol (14,57%), acetato de E-nerolidila (11,48%) e B-
costol (7,54%) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composicdo quimica dos 6leos essenciais obtidos de folhas de Ocotea lancifolia, frescas e secas por diferentes

métodos de secagem

Porcentagem da composicao

Pico Constituinte Classe IK calc. IK lit. FF AR LL MO EST 45°C EST 60°C
1 B-Ocimeno HM 1040 1043" 3,02 1,43 - 1,85 1,36 -
2 B-Z-Ocimeno HM 1047 1047" - - 1,76 - - -
3 Aromadendreno HS 1425 1429" 3,25 1,95 - - - -
4 a-Guaieno HS 1425 1424" - - 3,40 3,88 5,13 -
5 y-Gurjuneno HS 1475 1475" - - 7,14 8,74 - 2,34
6 v-Elemeno HS 1484 1482" - 4,61 - - - -
7 Elixeno HS 1485 1482" 11,44 - - - - -
8 Z-a-Bisaboleno HS 1485 1495" - - - - 6,16 -
9 Oxido deCariofileno SO 1534 1541" 57,43 37,41 4152 4381 31,87 47,31
10 a-Selineno SO 1536 1530" - - - - - 2,40
11 B-Nerolidol SO 1565 1565" - 1,28 - - - -
12 Espatulenol SO 1565 1569" - - - - 4,05 -

6,8,8-Trimetil-triciclo- SO

[5.2.2.0(1,6)]-undecan-3-ol, 2- 1600 1599" - - - - 2,01 -
13 metileno
14 B-Atlantol SO 1610 1608a - - 1,01 - - -
15 Z-Asarona FP 1612 1617a - - - - 1,24 -
16 Cedraneno SO 1613 1600" 5,34 - - - - -
17 E-cadinol SO 1627 1628" - - - 2,06 - -
18 Eremoligenol SO 1630 1630" - 1,46 - - - -
19 t-Cadinol SO 1636 1636" - - 1,75 - - -
20 8-Cedren-13-ol SO 1644 1657" 3,70 - 8,98 7,59 12,51 1,89
21 Z-a-trans-Bergamotol SO 1644 1654" - 9,66 - - - 14,57
22 Alohimachalol SO 1655 16622 - - - 5,26 - -
23 Gimnomitrol SO 1656 16602 - 6,68 - - - -
24 E-Bisabol-11-ol SO 1657 16672 2,58 - 5,42 - - -
25 Cedr-8(15)-en-10-ol SO 1657 16522 - - - - 8,17 -
26 E-10,11-Di-hidroatlantona SO 1666 1669" - 5,29 - - - -
27 Acetato de Z-nerolidila SO 1677 1677" - - 4,03 - - -
28 (22,6E)-Farnesol SO 1702 1701a - - - 11,38 9,00 -
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Tabela 1 — Composicdo quimica dos 6leos essenciais obtidos de folhas de Ocotea lancifolia, frescas e secas por diferentes

métodos de secagem

(continuacao)

29 Tiglato de geranila SO 1703 1703" - 16,27 - - - -
30 Longifolol SO 1714 17142 - - 18,53 - - -
31 Acetato de E-nerolidol SO 1719 17172 - - - - - 11,48
32 Criptomeriona SO 1729 17242 - - - - - 3,13
33 -Costol SO 1767 17672 - - - - - 7,54
34 Nootkatona SO 1771 1775" 4,72 - - - -
35 a-Costol SO 1772 17742 - 3,71 - - 1,56 -
36 14-Hidroxi-8-cadineno SO 1772 17802 - - - 1,49 -
37 Acetato dey-eudesmol SO 1784 17842 - - 1,36 - - -
38 a-Muuroleno-14-ol SO 1788 17802 - - - 1,87 - -
2-(4a,8-Dimetil-6-0xo-

1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro- SO 1799 1803" - - - - 6,50 -
39 naftalen-2-il)-propionaldeido
40 B-bisabolenol SO 1800 17902 1,48 - - - - -
41 E-lsovalencenol SO 1800 1793" - 2,08 - - - -
42 Acido vativénico SO 1812 18112 - - 1,50 - - -
43 a-Vetivona SO 1839 18432 - - - - - 1,03
44 Cubiteno HD 1871 18782 - - - - - 1,60
45 Kaur-16-eno HD 2029 2032" - - - - 3,22 -
46 Kaureno HD 2042 20432 - - 1,40 - - -

TOTAL IDENTIFICADO 9295 91,81 97,79 87,93 92,78 93,29

IK cal.: indice de kovats calculado; IK lit.: indice de kovats encontrado na literatura. " NIST, 2009. *Adans,2009.
Onde: FF:folhas frescas; AR: folhas secas ao ar; LL: folhas secas por liofilizacdo; MO: folhas secas em micro-ondas; EST 45: folhas secas em estufa a 45°C;
EST 60: folhas secas em estufa a 60°C; HM= Hidrocarbonetos Monoterpénicos; MO= Monoterpenoides oxigenados; HS= Hidrocarnonetos Sesquiterpénicos;

SO= Sesquiterpenoides oxigenados. FP= Fenilpropanoides;HD: Hidrocarbonetos diterpénicos.
Fonte: Autor (2019).
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Em estudo realizado em OE de folhas frescas da mesma espécie, coletadas
no mesmo local e na mesma época do ano, da mesma populacdo, foram
identificadas 26 substancias, onde o composto 6xido de cariofileno também foi o
majoritario, seguido de biciclogermacreno, bulnesol, epéxido de calareno e acetato
de E-nerolidila. O estudo também revelou diferencas nos teores e composicao
quimica de OE de folhas, frutos e inflorescéncias (SILVA et al., 2018). A comparacao
da composicdo do OE de folhas frescas deste estudo, coletado em 2018, com o
analisado por Silva et al. (2018) e coletado em 2013, evidenciou a presenca do
mesmo composto majoritario. No entanto, os demais componentes, foram pouco
semelhantes, assim como as concentracdes dos compostos reportados quando em
comparacao aos identificados no presente estudo.

Entre as andlises das composicdes dos OEs extraidos de folhas frescas e de
folhas secas, submetidas aos diferentes métodos de secagem, o Unico constituinte
que foi comum a todos os OE extraidos foi o 6xido de cariofileno, o qual foi também
0 constituinte majoritario em todos os extrativos analisados, independente do
tratamento. Além deste, o0 composto 8-cedren-13-ol foi identificado em cinco dos seis
OEs analisados, ndo estando presente apenas no extrativo obtido de folhas secas
ao ar. Esta auséncia pode estar ligada ao fato do periodo de secagem ao ar ser
mais longo que os demais, aliado a caracteristicas volateis do composto, uma vez
gue apos 14 dias de secagem pode ocorrer a perda de alguns compostos 0s quais
por ter afinidade com a umidade das folhas acabam por ser carreados ao longo do
processo de secagem (ASEKUN; GRIERSON; AFOLAYAN; 2007; CHUA et al.,
2019; SELLAMI et al., 2011).

Analises por GC-MS de OE de 10 espécies de Ocotea, coletadas em maio na
Costa Rica, tido como o periodo de chuvas, sendo O. floribunda, O. holdridgeana, O.
meziana, O. sinuata, O. tonduzii, O. valeriana, O. veraguensis, O. whitei, e outras
duas descritas como “novas espécies”, identificaram ao todo 91 compostos
diferentes, destes apenas nove foram comuns as 10 espécies. Estes resultados
demonstram o amplo espectro de substancias presentes em espécies do género
Ocotea e a singularidade de cada OE, quanto aos compostos quimicos presentes no
extrativo de cada espécie (TAKAKU; HABER; SETZER, 2007).

Em estudo sobre a influéncia dos métodos de secagem no teor e composi¢ao
quimica do OE de Chamaemelum nobile, conhecida popularmente como camomila,

amplamente utilizada como planta medicinal, os métodos de secagem afetaram nao
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apenas o numero de compostos quimicos presentes nos extrativos, mas também
refletiram significativamente na propor¢ao dos compostos (OMIDBAIGI; SEFIDKON;
KAZEMI, 2004). No presente estudo, ao verificar a somatoéria percentual dos
compostos diferentes identificados em cada tratamento de secagem, em relacéo a
composicdo do extrativo de folhas frescas, para secagem por micro-ondas 34,68%
da composicédo total foi diferente da composicdo da amostra de OE de folhas
frescas, na secagem por liofiizacdo foi de 41,88%, a secagem em estufa a
temperatura de 60 °C, a composicao diferiu em 44,09%, seguido de estufa a 45 °C,
com 47,04% de diferentes compostos identificados e secagem ao ar com 51,03% da
composicao total distinta.

O processo de secagem pode gerar o aparecimento de alguns compostos que
nao estiveram presentes no extrativo de material vegetal fresco, por exemplo. A
ocorréncia de diferentes substancias quimicas nos OE pode estar correlacionada a
fatores como o tempo e as temperaturas de secagem, podendo causar processos de
oxidacdo das substancias assim como rearranjos quimicos, ocasionando as
diferencas nas composi¢cdes quimicas pelo aparecimento e desaparecimento de
compostos do extrativo de uma mesma espécie e 6rgao vegetal (SELLAMI et al.,
2011; CHUA et al., 2019).

Os OEs obtidos por hidrodestilacdo de folhas de espécies de Ocotea sao
geralmente transparentes claros a amarelados (TAKAKU; HABER; SETZER, 2007).
No presente estudo foi observada mudanca drastica de cor dos 6leos essenciais
obtidos ap6s os processos de secagem em estufa a 45 °C e a 65 °C, sendo que o
extrativo submetido a temperatura de 45 °C foi 0 que apresentou a maior
intensificacdo de coloracdo, verde escuro, em tom mais fechado em comparacao
aguele obtido de folhas secas a 60 °C. Os OEs extraidos apés os demais métodos
de secagem e o obtido de folhas frescas tiveram aspecto levemente amarelado,
sendo desta forma nao observada mudanca nas caracteristicas visuais dos mesmos
(Figura 2).
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Figura 2 —Imagens com a coloragdo dos Oleos essenciais de folhas de Ocotea
lancifolia, obtidos apés diferentes processos pos-colheita

Onde: (1): folhas frescas; (2): folhas secas ao ar; (3): folhas secas por liofilizacdo; (4): folhas secas
em micro-ondas; (5): folhas secas em estufa a 45 °C; (6): folhas secas em estufa a 60°C.
Fonte: Autor (2019).

A cor de produtos pos-colheita e processamento é uma importante
caracteristica organoléptica, que esta diretamente ligada a aceitacdo no mercado de
produtos de origem natural. Este tipo de mudanca geralmente é atribuido a possivel
degradacao de compostos pela imposicao de tratamentos térmicos utilizando calor.
Estudos anteriores considerando diferentes métodos de secagem também
observaram mudancas sensoriais nos extrativos vegetais obtidos de material vegetal
submetido a secagem em estufa sob influéncia do calor a temperaturas na faixa de
50 °C até 80 °C (RAHIMMALEK; GOLI, 2013; WEEMAES et al., 1999).

Outro aspecto que pode ser considerado neste tipo de alteracdo é a
composicdo quimica. Ao observar 0s compostos presentes apenas na Composi¢ao
das amostras de OE que apresentaram mudancas na coloragdo, foram encontrados
na composicdo do OE obtido apds a secagem em estufa a 45 °C, Z-a-Bisaboleno
(6,16%), Espatulenol (4,05%), 6,8,8-Trimetil-triciclo-[5.2.2.0(1,6)]-undecan-3-ol, 2-
metileno (2,01%), Z-Asarona (1,24%), Cedr-8(15)-en-10-ol (8,17%), 2-(4a,8-Dimetil-
6-ox0-1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-naftalen-2-il)-propionaldeido (6,50%) e Kaur-16-
eno (3,22%). Ja na composi¢cdo do OE obtido apds a secagem em estufa a 60°C,
foram detectados a-Selineno (4,05%), Acetato de E-nerolidol (11,48%),
Criptomeriona (3,13%), B-Costol (7,54%), a-Vetivona (1,03%) e Cubiteno (1,60%).

A presenca exclusiva de certos compostos pode estar ligada a diferenciacdo
de cor do extrativo, uma vez que podem ser fruto da degradacdo dos demais
compostos. Geralmente as relacdes e avaliacdes de estabilidade séo realizadas

considerando principalmente os compostos diferentes e com maior percentual
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(GUIMARAES et al., 2008). No entanto no presente estudo, dos compostos
presentes exclusivamente na composi¢cédo das amostras de OE secas em estufa a 45
°C e a 60 °C, aos quais pode ser atribuida a variacdo da coloracdo, nenhum foi
comum as duas composi¢des, impossibilitando a atribuicAo da mudanca de cor
observada nas duas amostras a um Unico composto, mas sugerindo a possivel
degradacé&o do conjunto de substancias.

A presenca de alguns compostos nos extrativos pode estar relacionada as
suas bioatividades, desta forma a secagem pode influir também na adicdo de
compostos com importancia nos seus posteriores usos, 0 que pode acarretar em
atividades biolégicas desejaveis ou indesejadas, de acordo com a finalidade de
utilizacdo (CHUA et al., 2019). O composto Z-Asarona, presente na composi¢ao do
OE obtido ap6s a secagem em estufa a 45 °C, ja foi identificado em outras espécies
de Lauraceae com atividades biol6gicas como inseticida, porém este composto
também j& foi relacionado a acéo carcinogénica, demonstrando que a presenca ou 0
surgimento deste, no caso do presente estudo, ndo € desejavel em extrativos para
fins de utilizacdo, pois sua presenca confere toxicidade ao OE (ROMOFF et al.,
2010; PRINSLOO; NOGEMANE; STREET, 2018). Portanto, esse método de
secagem nao pode ser recomendado para folhas de O. lancifolia.

Para relacionar as composi¢des quimicas dos OE e os métodos de secagem
empregados, foram realizadas Analises de Agrupamento Hierarquico AAH e Analise
de Componentes Principais ACP. A aplicacdo da AAH resultou em dois grandes
grupos distintos (Figura 3), que apdés o corte (linha tracejada) na distancia euclidiana
de 25 unidades, deram origem a quatro grupos, havendo a clara separacao das
amostras de folhas frescas (FF) e secas por liofilizacdo (LL), os quais tiveram
poucos compostos semelhantes nas andlises da composicdo. No grupo formado
pelo OE obtido de folhas submetidas a secagem em micro-ondas (MO) e o secagem
em estufa a 45 °C (EST 45 °C) os compostos presentes nas duas composicdes e
gue provavelmente estdo envolvidos neste agrupamento sdo o 6xido de cariofileno
(valor médio 37,84%), 2Z,6E-farnesol (valor medio 10,19%), 8-cedren-13-ol (valor
médio 10,05%), a-guaieno (valor médio 4,51%) e B-ocimeno (valor médio 1,60%). Ja
0 agrupamento formado por secagem em estufa a 60 °C (EST 60 °C) e secagem ao
ar (AR) pode estar relacionado a presencga dos compostos oxido de cariofileno (valor

meédio 42,36%) e Z-a-trans-bergamotol (valor médio 12,12%).
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Figura 3 — Andlises de Agrupamento Hierarquico pelo método de Ward da
composicdo quimica dos 6leos essenciais de folhas de Ocotea lancifolia
submetidas a diferentes métodos de secagem
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Onde: FF:folhas frescas; AR: folhas secas ao ar; LL: folhas secas por liofilizacdo; MO: folhas secas
em micro-ondas; EST 45: folhas secas em estufa a 45°C; EST 60: folhas secas em estufa a 60°C.
Fonte: Autor (2019).

A analise por ACP demonstrou que os dois primeiros componentes
representaram cerca de 60% da variancia total, CP1 32,67% e CP2 27,62%, na qual
0s compostos mais envolvidos foram 0s constituintes correspondentes aos niumeros
20 e 9, 8-cedren-13-ol e 6xido de cariofileno, respectivamente (Figura 4). E possivel
observar que os compostos 20 e 28 localizam-se entre os tratamentos MO e EST 45
°C, correspondendo as substancias 8-cedren-13-ol e 2Z,6E-farnesol comuns as duas
composicdes, e ainda a proximidade do composto 21 aos métodos agrupados EST
60 °C e AR, correspondente ao Z-a-trans-bergamotol. Portanto, a ACP confirmou os
achados do AAH e demonstrou que as composicoes de Oleo essencial foram
principalmente influenciadas pela presenca de certos compostos quimicos, 0s quais
foram determinantes para a separacdo dos OE de O. lancifolia nos diferentes

grupos.
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Figura 4 — Grafico de dispersdao dos Componentes Principais considerando o0s
componentes majoritarios dos 6leos essenciais de Ocotea lancifolia e sua
correlacdo dos diferentes tratamentos
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Onde: Os numeros referentes aos compostos estéo relacionados na tabela 1, sendo destacados: 9 =
Oxido de cariofileno, 20 = 8-Cedren-13-ol, 21 =Z-a-trans-Bergamotol e 28 = 2Z,6E-Farnesol.
FF:folhas frescas; AR: folhas secas ao ar; LL: folhas secas por liofilizacdo; MO: folhas secas em
micro-ondas; EST 45: folhas secas em estufa a 45 °C; EST 60: folhas secas em estufa a 60 °C.

Fonte: Autor (2019).

4 CONCLUSAO

O estudo demonstrou que na selecdo do método de secagem de folhas de O.
lancifolia, quanto a rendimento e composi¢cdo quimica, € necessario observar uma
série de critérios como tempo de secagem, temperatura, estabilidade das
substancias quimicas e caracteristicas organolépticas do extrativo. Os métodos de
secagem por micro-ondas e liofilizacdo se destacaram pelo maior rendimento e
também devido ao tempo reduzido de secagem. Os métodos de secagem nao
afetaram o composto majoritario 6xido de cariofileno, presente nos OEs da espécie
O. lancifolia. O tempo e a temperatura de secagem provavelmente estdo ligados as
modificacdes e processos de possivel degradacdo de um conjunto de substancias
quimicas presentes no extrativo, resultando em mudancgas na cor e ha composi¢ao
do OE. No entanto, estudos adicionais sao necessarios para observar as
implicagbes destas modificagbes nas atividades biologicas atribuidas aos OEs
obtidos de folhas apés a secagem.
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4 DISCUSSAO

A familia Lauraceae destaca-se pela ampla utilizacdo, refletida em sua
importancia econdmica. As espécies desta familia sdo utilizadas na culinaria,
fornecimento de madeiras para uso em construgdo civil e marcenaria, US0S
medicinais e cosméticos. Os diferentes usos e as caracteristicas das espécies do
género Ocotea atribuem destaque a este, assim como o0 interesse por serem
promissoras espécies de estudo (MARQUES, 2001; CAMARGO, 2011;
GONCALVES et al., 2018). A composicdo quimica dos OEs de espécies do género
Ocotea €é principalmente formada por compostos das classes dos monoterpenoides,
sesquiterpenoides e fenilpropanoides, sendo que a predominancia de uma classe ou
outra é determinada geneticamente (FIGUEIREDO et al., 2008). Desta forma, a
composi¢cdo dos OEs encontrada para O. lancifolia esta de acordo com informacdes
da literatura. As andlises da composi¢cdo dos OEs descritas nos artigos 1 e 2, 0s
quais utilizaram OEs de diferentes épocas de coleta porém de uma mesma
populacao, detectaram a classe dos sesquiterpenoides oxigenados como
predominante nos OEs de folhas de O. lancifolia com de cerca de 90% da
composicdo quimica total.

No artigo 1 os compostos majoritarios identificados foram 6xido de cariofileno
(41,46 %), y-curcumen-15-al (17,05%), Z-a-trans-bergamotol (7,52%), acetato de E-
Nerolidila (6,33%) e criptomeriona (3,68%). J& no artigo 2, o composto 6xido de
cariofileno também foi o constituinte majoritario em todos os OEs analisados apés 0s
tratamentos de secagem. A composi¢do quimica de um determinado 6leo essencial
influencia diretamente suas atividades biol6gicas, a exemplo da atividade
antifingica. Segundo Saad, Muller e Lobstein (2013), a atividade fungistatica é
determinada pelos grupos funcionais presentes nos componentes dos Oleos
essenciais. Moléculas oxigenadas, a exemplo do constituinte majoritario do OE de
folhas de O. lancifolia 6xido de cariofileno, tem acdo antifingica maior do que
hidrocarbonetos (SAAD; MULLER; LOBSTEIN, 2013).

Em estudo realizado por Silva et al. (2018) foi detectada atividade antifungica
dos OEs extraidos de frutos, inflorescéncias e folhas de O. lancifolia frente ao fungo
Fusarium moniliforme, tido como patégeno de dificil controle relacionado
principalmente a podriddo de sementes, onde os OEs das diferentes partes da

planta, na concentracdo de 1,0 uL.mL™?, considerada uma concentracdo baixa,
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inibiram o crescimento do fungo. Este interessante resultado, obtido por outro
membro do mesmo grupo de pesquisa, estimulou o interesse em maiores
investigacdes sobre as bioatividades dos OEs da espécie. Desta forma, no artigo 1
foi observado que o pool de OEs de folhas de O. lancifolia inibiu o crescimento das
espécies de fungos de podriddo da madeira, G. applanatum e L. lepideus na
concentracdo de 1,5 uL.mL™. A diferenca refletida nos resultados para o0 mesmo OE,
com maior suscetibilidade de L. lepideus, demonstra a influéncia da espécies fungica
perante a bioatividade.

A atividade antifingica através dos OEs pode se estabelecer de diferentes
formas, atuando como agente fungistatico, interrompendo o crescimento do fungo
enguanto este esta em contato com as substancias bioativas, ou fungicida, na qual
ocorre a morte do fungo determinada pelo ndo crescimento do mesmo em meio livre
de Oleo, apos a exposicdo as substancias do OE. Além de serem influenciadas pela
composicdo do extrativo, estas atividades também sdo relacionadas as
concentracbes do extrativo testadas (DAMASCENO et al.,, 2019). No presente
estudo a atividade fungicida foi observada na concentracdo de 5,0 pL.mL™ para a
espécie L. lepideus, enquanto que a mesma nhao foi verificada para a espécie G.
applanatum, demonstrando que as respostas fungicida ou fungistatica, também séo
dependentes da espécie fingica, mesmo que na mesma concentragdo e mesmo
extrativo testado. Desta forma, os resultados do artigo 1 corroboram a ideia de que a
inibicdo do crescimento fangico ou o efeito fungicida é dependente das espécies de
micro-organismos, da composi¢ao quimica e concentracdo do OE utilizado.

Ao considerar o amplo nimero de extrativos e substancias presentes na
composicdo quimica dos OEs potencialmente envolvidas no estabelecimento das
atividades antifingicas, o estudo de possiveis mecanismos de acdo destes € cada
vez mais investigado, a fim de elucidar como se da esta relacdo. Os OEs geralmente
interagem com as estruturas lipidicas das células fungicas, causando modificacdes
na parede celular dos patdégenos, desta forma atingindo os processos fundamentais
para a sobrevivéncia celular do fungo, através do aumento da permeabilidade da
membrana citoplasmatica. O ergosterol é tido como um dos principais componentes
lipidicos da membrana fungica, este possui como funcdo manter a integridade das
células fungicas, sendo encontrado quase que exclusivamente em fungos. Ainda,
este esterol estd ligado a permeabilidade e fluidez das atividades enziméticas da

parede celular, de tal forma a influir diretamente no crescimento fungico, devido a
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estas caracteristicas é tido como indicador da biomassa fungica (NIEMENMAA,
GALKIN; HATAKKA, 2008; TIAN et al.,2012; VALETTE et al., 2017; DAMASCENO et
al., 2019).

No presente estudo para o teste de verificacdo das alteracdes do teor de
ergosterol na membrana plasmatica dos fungos G. applanatume L. lepideus, foi
utilizado o OE na concentracdo de 1,0 pL.mL™?, a qual ndo provocou diferencas
significativas na massa umida do micélio fangico para as espécies utilizadas. Porém
a presenca do extrativo gerou uma tendéncia a reducao do conteudo de ergosterol,
demonstrando a potencial acdo do OE através deste mecanismo, desta forma seria
indicado realizar os testes com uma concentragdo um pouco maior, a fim de verificar
possiveis diferencas significativas. Por exemplo, as espécies fungicas poderiam ser
cultivadas em presenca da concentracdo de 1,5 pL.mL™ na qual houve certo
crescimento porém este foi significativamente afetado, o que poderia detectar
modificagcdes decorrentes no teor do ergosterol, devido ao crescimento influenciado
pela presenca do OE. No entanto, como existem diferentes compostos presentes
nos Oleos essenciais, 0s mecanismos de acdo que explicam suas bioatividades
também sdo diversos. De acordo com Kalemba e Kunicka (2003), a interferéncia dos
OEs com a parede celular fangica e/ou a membrana citoplasmatica resulta em
extravasamento do citoplasma e sua coagulacdo. Sinais visiveis de acao do 6leo
contra fungos podem ser observados como, por exemplo, suas alteracdes
morfologicas, tanto sob o microscopio quanto as caracteristicas do micélio. Por outro
lado, os OEs também podem inibir a sintese de DNA, RNA, proteinas e
polissacarideos nas células fungicas, bem como inibir a respiracdo (KALEMBA;
KUNICKA, 2003; KUMAR; KUDACHIKAR, 2017).

A madeira € amplamente utilizada nos mais diversos ambitos da sociedade,
tanto no meio urbano quanto no meio rural, assim como em ambientes fechados e
em ambientes suscetiveis as intempéries do tempo. Desta forma, a busca por sua
resisténcia é constante, e dentre os maiores causadores de danos as suas
estruturas, estdo os fungos e as térmitas (PAES et al.,, 2007). A utilizacdo de
produtos de origem botanica como preservantes da madeira apresenta algumas
barreiras como dificuldades na padronizagdo e normatizacdo dos extratos,
quantificacdo de ingredientes ativos e a aprovagao governamental, que exige
avaliacbes detalhadas dos produtos (ISMAN; MACHIAL, 2006). Porém, tendo em

vista os beneficios como baixa toxidez residual ao ambiente, por serem produzidos
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por organismos Vvivos e de constantes variagdes entre as associagdes bioldgicas que
fazem, os pesticidas botanicos demonstram ser promissores como alternativa aos
produtos sintéticos de uso convencional (MORAIS, 2009). Considerando estes
fatores, o uso integrado de OEs e antifingicos comerciais poderia ser uma
alternativa interessante.

Estudos sobre a combinacdo de OEs e fungicidas comerciais ja foram
realizados com o uso de espécies de Nectandra. Esta combinagdo pode gerar um
efeito sinérgico e/ou aditivo quanto aos mecanismos de controle de fungos pelos
dois agentes. Danielli et al. (2017) ao testar o efeito da combinacéo dos OEs de N.
lanceolata e N. megapotamica com fungicida comercial frente a fungos dermatofitos,
detectou acdo aditiva dos extrativos, a qual foi relacionada a reducdo da
concentracdo efetiva do agente antifungico comercial, reduzindo assim o efeito da
toxicidade geralmente causa por este. Da mesma forma foi observado efeito
sinérgico dos OEs e dos antifungicos, o qual foi determinado através do mecanismo
de acao destes, onde a inibicdo do crescimento fungico dos dois agentes teve efeito
no bloqueio da biossintese do ergosterol.

Para a obtencao de extrativos vegetais € de suma importancia observactes
quanto ao processamento das plantas, o qual muitas vezes é influenciado por
inUmeras caracteristicas que podem ser determinantes para a estabilidade quimica
de seus compostos, assim para o rendimento dos mesmos. Considerada um método
classico de conservacdo, a secagem € utilizada a séculos na preservacao de
alimentos, aumentando tempo de conservacéo, diminuindo volume para transporte e
espaco de armazenamento, por ser um processo de remocao da umidade através
das trocas de calor e massa (SELLAMI et al., 2011; EL-SEBAII; SHALABY, 2012).
Entre as principais finalidades dos processos de secagem estéo reduzir os niveis de
umidade do material vegetal a fim de inibir o crescimento microbiano e minimizar as
alteracbes bioquimicas. Ainda, ap0s estes processos, busca-se preservar as
caracteristicas organolépticas do material vegetal, principalmente cor e aroma, 0s
guais sao tidos como os principais atributos de qualidade e preferéncia relacionados
ao consumo, seja dos materiais vegetais, seja dos subprodutos gerados a partir
destes (ORPHANIDES; GOULAS; GEKAS, 2015).

Sabe-se que além da melhoria em inUmeras caracteristicas, o processo de
secagem pode da mesma forma, resultar em alteracbes indesejaveis tanto na

aparéncia, textura, cor, aroma, valor nutricional, no caso de ervas condimentares, e
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propriedades medicinais, e até na redugdo de suas bioatividades (ORPHANIDES;
GOULAS; GEKAS, 2015). Portanto a escolha do método de secagem a ser utilizado
no processamento de plantas aromaticas, deve ser criteriosa e levar em conta estas
possiveis modificagcdes e ainda a finalidade de uso do material vegetal, para as
caracteristicas especificas da espécie vegetal alvo. A escolha do método de
secagem € especialmente importante no caso de plantas que contém OEs, uma vez
gue seus componentes sdo volateis e varios deles sdo instaveis a temperaturas
elevadas. Um dos fatores relevantes a serem considerados no momento de decidir o
método de secagem para materiais vegetais ricos em OEs € a localizacdo das
estruturas de secrecao e estocagem desses extrativos. Uma vez que espécies de
Lauraceae apresentam os idioblastos no interior das folhas, perdas devido a
volatilizacdo sdo menos frequentes do que no caso de espécies com estruturas de
estocagem na superficie, a exemplo de plantas classificadas nas familias Lamiaceae
e Asteraceae (SILVA et al., 2015).

No artigo 2, gerado pela presente dissertacdo, foram observados os
rendimentos dos OEs apés as folhas serem submetidas aos métodos de secagem
ao ar, por liofilizacdo, micro-ondas, em estufa a 45 °C e a 60 °C. Através deste
estudo, os processos de secagem por micro-ondas e liofilizagdo, considerados
inovadores na secagem de materiais vegetais ricos em extrativos, propiciaram 0s
maiores rendimentos para os OEs extraidos de folhas por hidrodestilacdo. Estudos
sobre a secagem de folhas por métodos, semelhantes aos utilizados no presente
estudo, com outra espécie de Lauraceae, foi observado um aumento significativo do
rendimento do extrativo apds a secagem ao ar (SELLAMI et al., 2011). Desta forma
este trabalho demonstra que o efeito de um método de secagem especifico na
conservacdo ou degradacdo dos compostos volateis ndo pode ser prevista ou
generalizada, sendo dependente da espécie e até dentro de grupos de mesma
espécie (DIAZ-MARATO et al., 2003; SILVA et al., 2018).

Os processos que fazem uso da secagem de plantas aromaticas por micro-
ondas, pelo fato de ser uma tecnologia relativamente nova, tém sido mais
amplamente estudados nas ultimas décadas. Neste tipo de processamento, a
secagem se da atraves da irradiacdo pelas micro-ondas, que aquecem a agua
presente no material. O processo leva a uma distribuicdo de energia mais
homogénea, o que acelera o rompimento das paredes celulares e, em

consequéncia, a secagem, gerando uma pressao interna que mantém a abertura
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dos poros, propiciando um movimento de vapor e dgua para a superficie. Este
mecanismo de secagem de rapida evaporacdo da agua dos tecidos da planta
aumenta o rendimento do OE, reduz drasticamente o tempo de secagem e gera
menor consumo de energia (CHANDRASEKARAN; RAMANATHAN; BASAK, 2013;
ORPHANIDES; GOULAS; GEKAS, 2015).

Na secagem por liofilizacdo ocorre o congelamento da &gua livre no material
vegetal a qual € removida por sublimacéo, processo pelo qual é evitada a maioria
dos processos de deterioracdo e reacOes microbioldgicas, atribuindo a este
processo a alta eficiéncia de extracdo, e as caracteristicas mantidas, que estdo mais
proximas da aparéncia caracteristica da planta fresca, como retengéo da estrutura,
forma primaria e contracdo minima, reducao do volume e estabilidade da cor. Porém
para este processo sao tidas como desvantagens o alto consumo de energia e o alto
investimento no equipamento utilizado (DIAZ-MAROTO et al., 2003; SELLAMI et al.,
2011; ORPHANIDES; GOULAS; GEKAS, 2015).

Em relacdo as caracteristicas organolépticas as quais sao relacionadas a
qualidade destes produtos, foi observado que a imposicdo da secagem em forno de
circulacdo forcada de ar nas temperaturas de 45 °C e 60 °C gerou drastica mudanca
de cor do extrativo, tornando-o verde escuro. Estas drasticas mudancas de cor
possivelmente sao geradas devido as temperaturas de secagem, aliadas ao longo
tempo secagem (WEEMAES et al.,, 1999; RAHIMMALEK; GOLI, 2013). Estas
modificacdes de cor ndo eram esperadas, pois os relatos de alteracdes de cor
descritos na literatura geralmente sdo observados em temperaturas mais elevadas,
por exemplo, aos 70 °C, na qual j& pdde ser observada a degradacédo da clorofila
nas células foliares de tomilho, gerando alteracdes de cor (RAIMMALEK; GOLI,
2013).

Os teores e as composi¢cdes quimicas dos Oleos essenciais de plantas
aromaticas estdo diretamente relacionados aos métodos de secagem a que Sao
submetidos, mudangas como aumento, diminuicdo ou formacdo de novos
compostos quimicos (SELLAMI et al., 2011; CHUA et al., 2019). Ao analisarmos a
composicdo quimica do OE de folhas de O. lancifolia, submetidas aos métodos de
secagem, observamos o0 composto oxido de cariofileno como majoritario para todos
os OEs analisados e o restante da composicdo quimica com ampla diferenca nos

compostos.
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A utilizacdo de técnicas de secagem levou a algumas mudancas, como as
observadas no rendimento e composicfes quimicas dos OEs de folhas de O.
lancifolia bem como nas caracteristicas de cor. No entanto, essas mudancas ainda
podem ocasionar alteracdo nas atividades bioativas dos compostos presentes no
extrativo. Portanto, torna-se importante a avaliagdo de suas atividades, como
antioxidante, antibacteriana e antifingica ap0s a realizacdo destes processos de
secagem, para possibilitar além da observacdo do teor, composicdo quimica e cor,
que a melhor técnica de secagem seja identificada, para alcancar também a

otimizacdo de seu conteudo bioativo (CHUA et al., 2019).
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5 CONCLUSAO

O Oleo essencial de folhas de Ocotea lancifolia foi composto
majoritariamente por sesquiterpenoides;

O uso do OE de folhas de O. lancifolia na concentragéo de 1,5 pL.mL™
inibiu o crescimento dos fungos podriddo-branca Ganoderma applanatum,
e podriddo-parda Lentinus lepideus;

O OE de O. lancifolia na maior concentragao testada teve acao fungicida
para o fungo de podriddo-parda (Lentinus lepideus);

Houve uma tendéncia a reducdo do teor de ergosterol no micélio,
relacionada a atividade antifingica do éleo essencial de O. lancifolia;

Os métodos de secagem influenciam o rendimento e composi¢cdo quimica
do OE, através do tempo de secagem e temperatura, levando a
degradacdo de substancias quimicas e mudancas nas caracteristicas
organolépticas do extrativo;

Os meétodos de secagem por micro-ondas e liofilizacdo propiciaram o
maior rendimento em tempo reduzido de secagem;

Os seis métodos de secagem ndo afetaram a densidade dos OEs da
espécie O. lancifolia;

Os métodos de secagem ndo afetaram o composto majoritario 6xido de
cariofileno, porém alguns dos demais compostos foram diferentes dos

anteriormente reportados para os OEs da espécie O. lancifolia.
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