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RESUMO

A erva-cidreira (Lippia alba) é uma planta medicinal muito utilizada no Brasil devido suas propriedades
moleculares. O objetivo deste estudo foi caracterizar os flavonoides e polifenois do extrato vegetal da erva-cidreira
(Lippia alba), avaliando, também, o potencial antifingico para o controle da antracnose na produgdo do mamao,
causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides. O extrato foi caracterizado por espectrometria UV-VIS e
Cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE-DAD, sendo determinado o teor de polifendis e flavonoides totais
(TPC/TFC) e as fragdes dos metabolitos. Na avaliacdo da atividade antifungica foi delincada uma contagem de
bolores e leveduras apos aplicagao do extrato. Os resultados demonstraram o perfil bioquimico, com destaque para
quercetina, catequina, acido elagico, acido galico e acido sinapico, permitindo correlacionar esses achados com a
auséncia de crescimento fungico macroscopico, evidenciando a efetividade do extrato em seu potencial
antifingico. Portanto, esse estudo corrobora para o encontro de métodos alternativos com a finalidade de controlar
o crescimento fingico no fruto.
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ABSTRACT

The Lippia alba is a medicinal plant widely used in Brazil, due to its molecular properties. The objective of this
study was to characterize the phenolic compounds of the plant extract of Lippia alba, also evaluating the antifungal
potential for controlling anthracnose in papaya production, caused by the fungus Colletotrichum gloeosporioides.
The extract was characterized by spectrometry UV-VIS and high-performance liquid chromatography HPLC-
DAD, determining the content of polyphenols and total flavonoids (TPC/TFC) and the metabolite fractions. When
evaluating antifungal activity, a count of molds and yeasts was determined after contact with the extract. The
results demonstrated the biochemical profile, with emphasis on quercetin, catechin, ellagic acid, gallic acid and
sinapic acid, allowing these findings to be correlated with the absence of macroscopic fungal growth,
demonstrating the effectiveness of the extract in its antifungal potential. Therefore, this study supports the finding
of alternative methods to control fungal growth in the fruit.
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INTRODUCAO

O mamao ¢ um fruto altamente comercializado no mundo, bem como ¢ consumido e apreciado por diversos
povos. Cerca de 34 paises produzem e exportam esse produto. O Brasil possui destaque na producao de mamao,
assumindo o terceiro lugar dessa lista e responsavel pela producdo de 40.171.283 toneladas que é exportado
principalmente para o continente europeu, para paises como Holanda, Reino Unido e Espanha (DOS SANTOS,
2018).

O uso de fungicidas quimicos sdo amplamente aplicados para diminuir as perdas relacionadas as doengas
que afetam os cultivares. No entanto, essas substincias causam graves problemas em nivel ambiental e de saude
humana e animal. Dessa forma, diversos estudos buscam alternativas aos fungicidas, buscando bioativos em
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extratos vegetais para mitigar e evitar os danos causados por fitopatégenos (MA et al., 2019; SYEDA et al., 2023).
A extragao de compostos bioativos de plantas faz-se uma tecnologia emergente com alto potencial de aplicagéo na
agricultura (GONCALVES et al., 2021).

A antracnose ¢ uma doenga causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, o qual infecta o fruto
fisiologicamente imaturo, sobretudo o mamao, e permanecem quiescentes até a fase climatérica. Apos esse
processo, no transporte do fruto, ele se divide e os sintomas da antracnose aparecem, como as lesdes circulares,
deprimidas de coloragdo marrom (DICKMAN & ALVAREZ, 1983). Essa doenga ¢ um problema para os paises
produtores de mamao, por conta do desgaste econdmico na exportacdo advindo da perda dos frutos pos-colheita.
Hoje em dia, ndo ha cultivares resistentes a antracnose, bem como a maioria dos fungicidas se demonstraram
ineficazes, o que justifica a necessidade de novos métodos de combate (DE SOUZA et.al, 2019).

Nesse contexto, a Lippia alba, popularmente conhecida como erva-cidreira, pode se tornar util no combate
a essas doengas. E uma planta nativa da América do Sul e possui uma ampla distribui¢éo no Brasil, principalmente
em climas tropicais e subtropicais. E conhecida por suas propriedades que estdo relacionadas ao metabolismo
secundario da planta, o qual é responsavel por produzir substincias, como os compostos fendlicos, alcaloides ¢
terpenos (DA SILVA, 2017). Esses compostos bioativos presentes nas plantas estdo associados ao potencial
antioxidante, antifungico e antibacteriano, logo, tem-se a necessidade de utilizar técnicas para determinagio e
quantificacdo dessas substancias tao relevantes (DOS SANTOS et. al., 2017; SANTOS & MAGALHAES, 2020).

Neste trabalho, objetivou-se produzir o extrato vegetal das folhas da erva cidreira (Lippia alba), por meio
de extragdo a frio por solvente, caracterizar o material por métodos espectrofotométricos e cromatograficos e, por
fim, avaliar o potencial antifungico do extrato.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia do SENAI-CIMATEC, situado na Avenida Orlando
Gomes, 1845, na cidade de Salvador, Bahia. As folhas foram coletadas em Salvador, latitude -12° 93¢ longitude
-38°43. O solo da regido ¢ classificado como Latossolo e o clima ¢ tropical imido litordneo, com chuvas bem
distribuidas durante todo o ano e temperatura média de 18°C a 26°C.

As folhas foram submetidas a limpeza com agua destilada e, posteriormente, a secagem foi realizada em
estufa por aproximadamente 2 horas a uma temperatura de 50°C (MARTINAZZO et.al., 2010). Apos isso, foram
trituradas em um moinho de facas (Willye-920 15kg/h) e acondicionadas em recipientes sem umidade e
herméticos. As amostras foram depositadas em exsicatas na Universidade Federal da Bahia, em Salvador - BA,
para determinacdo taxondmica, por meio da morfologia das folhas e flores.

Para a obtencao do extrato vegetal foi seguido a metodologia da extracdo sélido-liquido em metanol P.A
(SAUTHIER et al., 2019). A extracao foi realizada com 0.5 g da amostra adicionados a 30 mL de metanol e 50uL
de HCI concentrado. Em seguida, a extragdo ocorreu sob agitacdo constante em 100 rpm e 25 °C por 30 min. O
extrato foi filtrado e concentrado em um rotaevaporador a 60°C e 15 rpm, sendo o material resultante ressuspenso
com 1,5 mL de etanol. Apos esse processo, os extratos foram acondicionados em tubos falcon sem contato com a
luz e sob refrigeragdo constante.

O teor de flavonoides totais (TFC) foi obtido pela metodologia adaptada da complexagdo por cloreto de
aluminio em triplicata (DOS SANTOS et al., 2017). Utilizou —se 20 pL do extrato vegetal, 3,0 mL da solucéo de
cloreto de aluminio hidratado a 2,0% (m/v) em etanol e completou-se com etanol até 5,0 mL. Apds 30 min, as
leituras foram realizadas em 415 nm, por meio de um espectrofotdmetro UV-Vis (SP-220 Biospectro, Brasil). A
curva de calibragdo foi obtida usando quercetina Merck e o coeficiente de determinagdo (R?) foi igual a 0,9920.

Os resultados foram expressos como equivalentes de quercetina por 100 g de massa seca (QE 100 mg.g~ ! DP).

O teor de polifendis totais (TPC) foi determinado pela metodologia adaptada do reagente cromogénico
Folin-Ciocalteu em triplicata (DOS SANTOS et al., 2017). Adicionou-se 500uL de reagente Folin-Ciocalteu a 20
pL de extrato, 400 uL de carbonato de sodio 7,5% (m/v) em agua, e aferiu-se com agua destilada para 10 mL.
Apods 30 minutos, foi realizada a leitura em espectrofotometro UV-VIS (SP-220 Biospectro, Brasil) no
comprimento de onda de 760 nm. Os resultados foram calculados usando curva de calibragéo do acido galico e o
coeficiente de determinagio (R?) foi igual a 0,9970. Os resultados foram expressos como equivalentes de 4cido
galico por 100 g de massa seca (GA 100 mg.g ~ 1DP).

O perfil bioquimico foi determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Utilizou-se um
sistema de cromatografia liquida (Shimadzu Scientific Instruments, Japdo), o qual consiste em uma bomba
quaternaria de alta pressdo (LC-20AD, Shimadzu), aspirador de desgaseificagdo, valvula manual do injetor de alta
pressdo (loop de injecdo de 20 uL) e um sistema de detecg¢ao de matriz de fotodiodos (PDA) (SPD-20A, Shimadzu).
O cromatoégrafo foi equipado com um “Licrhorspher” coluna RP 18 (Agilent), 5 pm, 4,6 x 250 mm, controlada
pelo programa LC-System. A determinacdo e analises qualitativas foram realizadas com espectros padrdes para
cada tempo de retengdo. Os extratos foram testados em diferentes comprimentos de ondas (nm): 260 para acido
protocatecuico, acido elagico; 272 para acido galico, acido siringico e crisina; 280 para catequina, vanilina, 4cido
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transcinamico e naringenina; 310 para acido p-cumarico; 330 para acido clorogénico, acido caféico, acido ferulico
e acido sinapico; 360 para rutina, quercetina e kaempferol. A coluna de separagdo foi configurada para atuar em
42 °C com solventes analiticos constituindo uma grade binaria para mistura de elui¢do: metanol e acido acético
1% (v/v). A corrida foi performada em 43 min em uma taxa de fluxo continuo de 0.8 mL/min. O ajuste de gradiente
do programa seguiu: 0—10 min, 100% A; 10-20 min, 70% A; 20-30 min, 10% A; 30-37 min, 70%A ¢ 3743 min,
100% (DOS SANTOS et al., 2017).

A contagem de bolores e leveduras seguiu a metodologia do espalhamento em placas em agar batata
dextrose (ABD) com modificacdes (DE MENDONCA et al., 2021). Delimitou-se duas areas de 9 cm?no mamao
para o processo de amostragem. Em uma érea definida como controle adicionou-se 1 mL de etanol (99,5%) e na
analise do extrato, 1 mL do extrato etandlico da erva cidreira. Apds esse processo, com os swabs, foram realizados
movimentos uniformes nas superficies delimitadas do mamao e mergulhou os swabs, respectivos de cada teste,
em tubos de vidro estéreis com 10 mL de solugdo salina 0,1% (m/v). Esses tubos representaram a diluigdo 107
Dessa primeira dilui¢do (10°") transferiu-se 1 mL para a segunda (102) e assim em diante, até que se obteve as
diluigdes 103 e 10, Plaqueou-se 0,1mL das diluigdes 10-3/10*, do controle e da amostra do extrato, em triplicata,
em agar ABD (Agar Batata Dextrose). Apés esse procedimento, espalhou-se o inéculo por toda a superficie com
auxilio da alga de Drigalski. As placas foram incubadas a 25°C + 1°C por aproximadamente 5 dias e observou-se
seu crescimento. A partir dos dados, os resultados da contagem foram expressos em Unidades Formadoras de
Colonias por Mililitro (UFC/mL), com desvio padrao relativo entre as médias e coeficiente de variagao.

RESULTADOS

Os resultados demonstraram a determinagao dos flavonoides e polifenois totais complexados presentes no
extrato etandlico. Sendo assim, foi possivel quantificar a média da concentragdo em mg/100g para cada extrato,
bem como o desvio padréo, como mostra a tabela 1.

Tabela 1. Determinagdes espectrofotométricas no extrato da erva cidreira.
Amostra TFC mg QE/g DPR TPC mg AG/g DPR

Extrato vegetal 333,32+ 0,46 58,66 + 0,98

TFC: Contetdo de Flavonoides Totais; TPC: Conteudo de Polifenéis Totais; QE: Quercetina; AG: Acido gélico;
DPR: Desvio Padrdo Relativo.

A analise cromatografica proposta foi realizada por método analitico validado (DOS SANTOS et.al., 2017)
a partir dos extratos vegetais da folha da erva cidreira, expressando os resultados por meio de cromatogramas
(Figura 1). Como resultado, foram determinados e quantificados a partir dos cromatogramas os valores de
concentragdo de 11 analitos, expressos nas tabelas 2 e 3.
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Figura 1. Cromatogramas das substancias fenolicas em diferentes comprimentos de onda (nm).
1: 4cido elagico; 2: 4cido galico; 3: acido siringico; 4: crisina; 5: catequina; 6: 4cido cafeico; 7: 4cido fertlico; 8:
acido sindpico; 9: rutina; 10: quercetina.
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Tabela 2. Concentra¢des dos polifenodis (mg/100g) no extrato de erva cidreira por CLAE-DAD.

Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Amostra elagico galico siringico cafeico ferilico sinapico
Extrato 8,90 7,15 7,87 0,71 0,48 17,57

Tabela 3. Concentragdes dos flavonoides (mg/100g) no extrato de erva cidreira por CLAE-DAD
Amostra Catequina Rutina Quercetina Kaempferol Crisina

Extrato 83,78 0,624 101,62 8,66 5,84

Os valores das tabelas 2 e 3 demonstraram o perfil de polifenéis e fendlicos do extrato com concentragdes
expressivas de acido sinapico, acido elagico, catequina e kaempferol quando relacionados ao teor total de
polifenois e flavonoides.

As médias de UFC/mL crescidas apds exposi¢do ao controle e ao extrato estdo demonstradas na tabela 4.
De acordo com os dados, é possivel observar que houve um potencial efeito do extrato em relagdo aos fungos, o
que foi expresso pelo crescimento ndo significativo dos microrganismos no meio de cultura. Nao houve diferenca
significativa entre o coeficiente de variagdo das amostras controle.

Tabela 4. Médias da contagem de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) das dreas analisadas do mamao.

Amostras UFC/mL+ DPR CV
c-103 3,0x10*+0,8 3,7
c-10* 1,3 x 10+ 0,97 1,3

Extrato —107 * NS
Extrato — 10* * NS

C: Controle; UFC: Unidades formadoras de colonia; CV: Coeficiente de Varia¢do; *:Crescimento nao
significativo; N'S: Nao significativo.

DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o extrato vegetal da Lippia alba possui concentragdes mensuraveis de
flavonoides, especificamente catequina, rutina, quercetina, kaempferol e crisina, assim como polifendis, como o
acido galico, 4cido siringico, acido cafeico, acido ferulico e o 4cido sinapico. Além disso, o extrato também
apresentou potencial atividade antifungica quando comparado aos experimentos controlados, evitando o
crescimento fingico macroscopico e a contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC). A literatura ja relata
que a espectrofotometria de absor¢ao molecular na regiao do UV-visivel (espectrofotometria UV-vis) € uma das
técnicas mais utilizadas para analises de metabdlitos secundarios totais, a qual muitas vezes ¢ empregada
juntamente a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) para analises
mais robustas (SA et. al. 2017), (MINHO et al. 2019).

Muitos estudos relacionam os extratos vegetais com a presenga de flavonoides e polifenois com a atividade
antimicrobiana. Costa et al (2017) atribui que o acido cafeico e os flavonoides, em geral, apresentam agdo
significativa contra bactérias, fungos e virus. Os mecanismos antifingicos documentados dessas substancias sdo
bem diversos e incluem ruptura de membrana plasmatica, disfungdo mitocondrial e inibi¢do de divisdo celular,
que inclui sintese de RNA e sistema de bombeamento (AL BOODY & MICKYMARAY, 2020). De modo
especifico, o 4cido galico, o 4cido elagico e a quercetina, as maiores fragdes do extrato vegetal da Lippia alba,
demonstraram nos estudos de Bittencourt et al (2019) acdo antifingica importante, sobretudo em fungos
patogénicos. Sendo assim, a partir das diversas exemplificacdes que a literatura mostra e o destaque da acdo
antimicrobiana dos flavonoides e polifenois, ¢ possivel estabelecer uma correlacdo entre a atividade antifungica
do extrato de Lippia alba ¢ a presenga dessas substancias.

No estudo de Pastana et. al (2016) ¢ realizada uma correlagdo entre a concentrag@o de flavonoides presentes
na propolis e a agdo fungicida e fungistatica, em que ¢ estabelecido que quanto maior a dosagem de extrato em
mL na antracnose, causada pelo Colletotrichum gloeosporioides na berinjela, menor o crescimento micelial
fungico. Posto isso, é possivel, também, inferir que, apesar do estudo citado ndo ter realizado experimentos de
caracterizagdo bioquimica, o extrato vegetal da Lippia alba também tem o potencial antifiingico, ja que possui a
presenca dos mesmos grupos de substancias estudadas e, portanto, as propriedades dessas. Isso se mostra relevante,
visto que o objetivo deste estudo é evidenciar o potencial do extrato de Lippia alba para controlar a antracnose no
mamao ocasionada pelo Colletotrichum gloeosporioides.
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Sendo assim, pode-se concluir, que o potencial antifungico de Lippia alba se da devido a presenga dos
flavonoides e polifendis, compostos que sdo amplamente citados para espécies desse género. Linde et al. (2010)
também encontraram resultados similares de potencial antifingico em Lippia rehmannii coletadas na Africa.
Compostos presentes em extratos de plantas apresentam propriedades antifungicas. Esses componentes apresentam
capacidade de inibir o crescimento micelial e afetam a atividade de enzimas e aminoacidos do processo de
germinacdo (Pedrotti et al., 2019), o que corrobora para a correlagdo entre a atividade fungicida e o perfil
bioquimico do extrato.

O método de aplicagdo desses compostos ¢ a toxicidade desses metabdlitos, em especial os flavonoides, foi
um fator relevante nas discussdes cientificas recentes, visto que esse composto possui potencial aplicdvel em
alimentos e medicamentos. Kumar et al (2008) aborda que a taxa de absor¢ao dos flavonoides € baixa no trato
gastrointestinal, apresentando uma toxicidade moderada para os humanos e animais, mesmo em ingestdes
prolongadas. Além disso, Ziberna et al (2014) corrobora que os flavonoides e grupos fenolicos estdo presentes na
alimentacdo humana, além de ter uma correlacdo inversa entre o consumo e doencas degenerativas.

Portanto, pode-se inferir que o uso de extratos com concentragdes de flavonoides e polifenéis, como o da
Lippia alba, possa nao ser tdo prejudicial para o ser humano, além de que o extrato tem potencial para ser um
método alternativo para o controle da antracnose do mamaio, devido suas caracteristicas bioquimicas que
corroboram para evitar o crescimento micelial do patdogeno. Posto isso, esse estudo possui uma grande importancia,
nao so6 pela expansdo do conhecimento acerca das biomoléculas, mas também na reducéo dos danos e prejuizos
ocasionados pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides nas lavouras.

CONCLUSAO

Baseando-se na caracterizacdo bioquimica do material foi determinada as concentragdes de polifenois e
flavonoides, em destaque para quercetina, catequina, acido elagico, acido galico e acido sindpico. O estudo
permitiu constatar, também, o potencial antifingico do extrato vegetal de Lippia alba, o qual impediu o
crescimento macroscopico dos fungos em meio de cultura. Deste modo, foi realizada uma correlagdo entre a
atividade antifingica do extrato e sua composi¢ao bioquimica. Esse trabalho, portanto, corrobora para o encontro
de métodos alternativos e naturais, com a finalidade de controlar o crescimento fungico, sobretudo, evitando a
antracnose no mamao ocasionada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides. Sendo assim, esse estudo possui
uma enorme importancia e pode ser utilizado em pesquisas futuras com o objetivo de validar a aplicagdo e,
consequentemente, diminuir as perdas, aumentando a produgio e reduzindo o prejuizo econdmico gerado.
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