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RESUMO

O género Xanthomonas ¢ um grupo de bactérias que podem causar danos
significativos as plantas, incluindo o eucalipto, especialmente na etapa de producdo de mudas.
As infecgdes por Xanthomonas spp. em eucalipto ocorrem principalmente na fase de viveiro,
onde condi¢des de alta umidade favorecem a disseminagdo da bactéria. O manejo preventivo
baseia-se no controle da irrigacdo, uso de cobertura do viveiro, espacamento adequado entre
mudas, esterilizacdo de materiais e eliminacdo de plantas e residuos contaminados, reduzindo a
fonte de inoculo e a propagacao da doenga. O tratamento com produtos quimicos pode ser uma
opcdo, mas deve ser realizado com cautela para minimizar impactos ambientais e garantir a
eficacia no controle da doenca. Diante do exposto, este projeto teve como objetivo analisar o
potencial de compostos fendlicos na inibicdo do crescimento de Xanthomonas citri pv.
eucalyptorum comb. nov. Cascas de Piptadenia gonoacantha foram submetidas a secagem ao
ar livre, trituracdo e peneiramento. O processo extrativo empregou etanol 50%, acetona 50% e
agua como solventes. A quantificagdo dos fendis foi realizada pelos métodos colorimétrico de
Folin-Denis e gravimétrico. Os extratos foram liofilizados e os compostos fenolicos dissolvidos
em agua destilada nas concentragdes de 10, 20, 30, 40 e 50 mg/mL. A sensibilidade da bactéria
foi avaliada por meio de antibiograma, utilizando a técnica de difusdo em disco, sendo utilizado
rifamicina sodica como controle positivo. O extrato em acetona 50% apresentou o maior
rendimento em sélidos (25,40%), seguida pelo etanol 50% (22,70%), enquanto a 4gua resultou
em menor rendimento (17,04%), evidenciando a maior eficiéncia dos solventes orgéanicos na
extracdo dos compostos de interesse. Do mesmo modo, a quantificacdo de fenodis totais
evidenciou altas concentracdes desses compostos, confirmando a eficicia do método
empregado, especialmente nos extratos obtidos com etanol 50% (2,12%) e acetona 50%
(2,06%), a agua apresentou menor teor de fenois totais (1,04%). Os extratos fendlicos ndo
apresentaram atividade antimicrobiana frente a X. citri pv. eucalyptorum nas concentragdes
testadas. Em contrapartida, o controle positivo com antibidtico confirmou a adequagdo

metodoldgica do ensaio.

Palavras-chave: Eucalipto. Metabolitos secundérios vegetais. Mancha bacteriana de eucalipto.



ABSTRACT

The genus Xanthomonas is a group of bacteria that can cause significant damage to
plants, including eucalyptus, especially during the seedling production stage. Xanthomonas
spp. infections in eucalyptus occur mainly in the nursery phase, where high humidity conditions
favor the spread of the bacteria. Preventive management is based on irrigation control, use of
nursery cover, adequate spacing between seedlings, sterilization of materials, and elimination
of contaminated plants and waste, reducing the inoculum source and the spread of the disease.
Treatment with chemical products may be an option, but it must be carried out with caution to
minimize environmental impacts and ensure effectiveness in disease control. Therefore, this
project aimed to analyze the potential of phenolic compounds in inhibiting the growth of
Xanthomonas citri pv. eucalyptorum comb. nov. Piptadenia gonoacantha bark was subjected to
air drying, grinding, and sieving. The extraction process employed 50% ethanol, 50% acetone,
and water as solvents. Phenol quantification was performed using the Folin-Denis colorimetric
and gravimetric methods. The extracts were lyophilized, and the phenolic compounds were
dissolved in distilled water at concentrations of 10, 20, 30, 40, and 50 mg/mL. Bacterial
sensitivity was evaluated by means of an antibiogram using the disk diffusion technique, with
sodium rifampicin as a positive control. The 50% acetone extract showed the highest solids
yield (25.40%), followed by 50% ethanol (22.70%), while water resulted in the lowest yield
(17.04%), demonstrating the greater efficiency of organic solvents in extracting the compounds
of interest. Similarly, the quantification of total phenols showed high concentrations of these
compounds, confirming the effectiveness of the method used, especially in the extracts obtained
with 50% ethanol (2.12%) and 50% acetone (2.06%), while water showed a lower total phenol
content (1.04%). The phenolic extracts did not show antimicrobial activity against X. citri pv.
eucalyptorum at the tested concentrations. In contrast, the positive control with antibiotic

confirmed the methodological adequacy of the assay.

Keywords: Eucalyptus. Plant secondary metabolites. Bacterial blight of eucalyptus.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, varias doencas de origem fungica e bacteriana acometem a cultura do
eucalipto em condigdes de viveiro e campo, causando sérios prejuizos a producao (ALFENAS
et al., 2009). Entre as doengas bacterianas de maior importancia para a cultura, a mancha
bacteriana do eucalipto causada, predominantemente, pela espécie Xanthomonas citri pv.
eucalyptorum comb. nov. ¢ uma das principais doengas em viveiros de producdo de mudas
clonais, podendo causar danos significativos em materiais genéticos suscetiveis sob condigdes
favoraveis (GONCALVES et al.,2008; FERRAZ et al., 2018; FERRAZ et al., 2023). Estudos
recentes de caracterizagdo molecular e filogenética demonstraram que o agente bacteriano
anteriormente denominado Xanthomonas axonopodis pv. eucalyptorum foi reclassificado para
Xanthomonas citri pv. eucalyptorum, refletindo avancos na taxonomia do género e maior
precisdo na identificagdo das espécies associadas ao eucalipto (FERRAZ et al., 2024)

O manejo da mancha bacteriana, atualmente, envolve diferentes estratégias
visando reduzir as fontes de inoculo e evitar as condigdes favoraveis a infeccdo. Entre as
medidas de manejo mais comumente empregadas estdo o uso de brotacdes sadias,
esterilizacdo de materiais e ferramentas de produgdo, uso de clones com certo grau de
resisténcia a doenga, eliminagdo de plantas e restos culturais contaminados, além de evitar o
molhamento foliar pela irrigagdo por aspersao e chuva através da cobertura do viveiro, pratica
eficaz, porém onerosa, o que se torna inviavel a muitos produtores (ALFENAS et al., 2009).
Além disso, estudos recentes também apontam a utilizacdo de clones com maior grau de
resisténcia, bem como o emprego de agentes bioldgicos ou substancias com potencial
antimicrobiano, como alternativas que podem reduzir a incidéncia e a severidade da bactéria
(MARFUNGah et al., 2024). Contudo, a incidéncia da doenga ¢ bastante recorrente em
periodo de chuva. Diante disso torna-se necessario a ado¢do de medidas adicionais para o
manejo da doenca.

As plantas s3o uma fonte rica de compostos bioativos que apresentam diversas
propriedades medicinais e nutricionais. Dentre esses compostos, destacam-se os compostos
fenolicos, que sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
anticancerigenas e antimicrobianas, sendo nas cascas, encontrados em maiores concentragoes.

Dentre os compostos fenolicos, os taninos sdo os mais abundantes, estdo
associados a defesa das plantas contra patdgenos e herbivoros e sdo quimicamente
classificados como taninos hidrolisaveis e taninos condensados (PIZZI, 2019). Os taninos

vegetais, devido a sua composi¢ao quimica, possuem potencial para utilizacdo na produgao de
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adesivos naturais para madeira (ARAUJO et al., 2021) os quais podem ser substitutos de
resinas sintéticas, na producao de espumas de isolamento (BASSO et al., 2014; SANTIAGO-
MEDINA et al., 2018), no tratamento de agua (LEIVISK; SANTOS, 2023), bem como na
industria farmacéutica, cosméticos e alimentos devido as suas propriedades antimicrobianas
(MAISETTA et al., 2019), capacidades antioxidantes ( CHERUBIM et al., 2020) e efeitos
anticancerigenos (CAl et al., 2017).

Cascas de espécies florestais demonstraram capacidade de inibir o crescimento de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como Streptococcus mutans, Streptococcus
oralis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium jeikeium, Propionibacterium
acnes, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Bacillus coagulans e Proteus vulgaris
(UCELLA-FILHO, et al., 2022). Estudos foram realizados com extratos de folhas de Nim
(Azadirachta indica) (SHARMA et al., 2019), em que os autores avaliaram o potencial do
extrato de folhas de Nim no controle da ferrugem das folhas do trigo. Ucella Filho, 2024
avaliaram o uso de extratos fendlicos de cascas de espécies florestais no controle de doencas
bacterianas causadoras de doencas em seres humanos.

Nos tltimos anos tem verificado um crescimento na preocupag¢ao com os efeitos
adversos dos produtos quimicos sintéticos no meio ambiente, na saude humana e na qualidade
dos alimentos. Sendo assim, o uso de produtos naturais no controle de doengas de plantas
desempenha um papel crucial na promocao da saude vegetal e na sustentabilidade do setor.

Estudos analisando o potencial de extratos fenolicos em bactérias fitopatogénicas
sdo escassos, € além da escassez de estudos sobre o uso do controle alternativo no manejo de
doencas na cultura do eucalipto, em especial utilizando extratos fenolicos, o projeto tem como
objetivo geral avaliar a sensibilidade in vitro da fitobactéria X. citri pv. eucalyptorum comb.
nov. aos compostos bioativos de cascas de Piptadenia gonoacantha, a fim de fornecer novas
informacdes sobre o assunto e, potencialmente, embasar a incorporacdo desses agentes
antimicrobianos aos programas de manejo integrado da doenga nos viveiros de producdo de

eucalipto.



12

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Producio de mudas de eucalipto

O género Eucalyptus & originario da Australia, Tasmania e outras ilhas da
Oceania, possuindo mais de 700 espécies reconhecidas botanicamente. Dentro do mesmo
género, a especificidade fisico-quimica das espécies de eucalipto sdo tdo distintas e diversas
que fazem com que os eucaliptos sejam usados para as mais diversas finalidades como estacas,
mourdes, dormentes, carvao vegetal, celulose e papel, chapas de fibras e particulas,
compensados, movelaria, geragdo de energia, medicamentos a partir de seus 6leos essenciais,
entre outros (EMBRAPA, 2017).

O eucalipto, abrangendo 76% da érea plantada no Brasil, permanece como a
espécie mais cultivada, totalizando 7,6 milhdes de hectares. Os plantios de eucalipto estdo
localizados, principalmente, nas regides Sudeste e Centro-Oeste do pais, com destaque para
Minas Gerais (29%), Mato Grosso Sul (15%) e Sao Paulo (13%). A produtividade do eucalipto
no Brasil foi estimada em 32,7 m*ha/ano (com casca), com uma duragdo média do ciclo de
6,7 anos. A dispersdao dos dados foi de 22%. O estado com a menor produtividade média
registrou 20 m3/ha/ano, enquanto o estado com a maior produtividade média alcangou 41,1
m?/ha/ano (IBA, 2024).

Os viveiros de produgdo propagativa de eucalipto, locais com condigdes Otimas
para o enraizamento das estacas e desenvolvimento das mudas, foram um importante passo
para estabelecimento e expansdo da cultura no pais. Em contrapartida, os viveiros também
oferecem condic¢des favoraveis ao desenvolvimento e reproducao de diversos microrganismo
fitopatogénicos. A abundancia de agua, condi¢des de alta umidade relativa do ar, necessarias
producdes, somadas a temperaturas amenas a elevadas, proximidade entre mudas e o cultivo
continuo da mesma espécie ou clone, sdo fatores que predispdem o aparecimento e
desenvolvimento de doencas de origem biotica (HOPPE; BRUN, 2004).

Dentre os principais patdgenos no viveiro podemos citar os fungos
Cylindrocladium spp. Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea € Quambalaria eucalypti, os quais
podem causar uma ou mais doengas em condi¢do de viveiro. Entre as bacterioses de
importancia econdmica nessa condigao destacam-se as espécies Xanthomonas axonopodis
e Ralstonia solanacearum causadoras da mancha bacteriana ¢ da murcha bacteriana,

respectivamente (ALFENAS et al 2009).
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1.2 Mancha bacteriana do eucalipto — Xanthomonas citri pv. eucalyptorum comb. nov.

Dentre os patdgenos, a espécie recentemente renomeada X. citri pv. eucalyptorum
comb. nov. (=X. axonopodis pv. eucalyptorum pv. nov.), agente causal predominante da
mancha bacteriana do eucalipto, apresenta-se como uma enfermidade de alta relevancia na
producao de mudas do eucalipto (FERRAZ et al., 2018; FERRAZ et al., 2023).

A sintomatologia caracteristica da infec¢do ¢ dada por manchas angulares com
aspecto encharcado e translicido (anasarca), podendo estar acompanhando a nervura
principal, distribuidas aleatoriamente e com tamanhos diferentes ao longo do limbo ou nas
margens da folha. Com o progresso da doenga, as lesdes tornam-se ressecadas e necroticas,
tendendo a cor amarronzada, dando um aspecto de queima, podendo a folha abortar as regides
em que houve infecgdo, havendo assim a presenga de orificios no limbo foliar.
Adicionalmente, a doenca pode provocar desfolha precoce e reducao no crescimento das
plantas, comprometendo o desenvolvimento e a qualidade das mudas. (GONCALVES, 2003).
Para seu diagndstico preciso e necessario exame laboratorial com o auxilio de microscopio
otico, onde € possivel observar através do teste de exsudacdo em gota, a liberacdo de pus
bacteriano que emanam a partir dos tecidos lesionados (ALFENAS et al., 2009).

Atualmente, entre as doencas que afetam a parte aérea do eucalipto, a mancha
foliar e a desfolha de origem bacteriana destacam-se por sua frequéncia e severidade em
diferentes regides produtoras do Brasil (ALFENAS et al., 2004; GONCALVES, 2003). Essas
enfermidades tém sido registradas had varias décadas, evidenciando a importincia dos
patdégenos bacterianos na fitossanidade dessa cultura. Os primeiros relatos de doencas
bacterianas em eucalipto remontam a década de 1970, quando foi descrita, na Australia, a
ocorréncia de seca de ponteiros em Corymbia citriodora, associada a bactérias do género
Xanthomonas (TRUMAN, 1974; DYE, 1978).

No Brasil, o registro inicial ocorreu em 1995, em mudas de Eucalyptus grandis
produzidas em viveiro na regido de Itapetininga, Sdo Paulo, sendo o problema atribuido a
Pseudomonas cichorii (POMELLA et al., 1995). Posteriormente, outros estudos relataram a
associacao de diferentes bactérias a sintomas semelhantes em eucalipto, incluindo espécies de
Xanthomonas e Erwinia, tanto em viveiros quanto em condi¢des de campo, demonstrando a
diversidade de agentes envolvidos nesse complexo de doencas (REIS et al., 1996; MASCHIO
et al., 1997, ALFENAS et al., 2001; GONCALVES et al., 2001; FERREIRA; MILANI,

2002). Em viveiros, a ocorréncia da doenga costuma ser mais intensa em mudas submetidas a
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irrigacdo por aspersdo, uma vez que a presenga de agua livre na superficie foliar favorece a
dispersdo, a multiplicacdo e a penetragdo das bactérias. A dgua desempenha papel fundamental
nesse processo, pois esses microrganismos dependem da umidade para se deslocarem e
infectarem os tecidos, geralmente por meio de aberturas naturais, como o0s estOmatos
(ROMEIRO, 1995; BEATTIE et al., 1999). A suscetibilidade das plantas também pode variar
de acordo com a idade dos tecidos, sendo observado que folhas mais velhas tendem a
apresentar maior predisposi¢do ao desenvolvimento da bacteriose foliar em Eucalyptus spp.
(NEVES et al., 2005).

O manejo da mancha bacteriana envolve diferentes estratégias que visam a
redugdo das fontes de indculo ¢ as condi¢des favoraveis a infecgdo. Entre as medidas de
manejo recomendadas, incluem-se a remocdo de folhas e plantas doentes, evitar o
molhamento foliar através da implementagao de cobertura do viveiro, utilizagdo de materiais
e ferramentas de producao livres de contaminagdo e multiplicagdo de clones suscetiveis apenas
em ¢épocas desfavoraveis a infeccdo (ALFENAS ef al., 2009). Uma das praticas mais
eficientes consiste em evitar o molhamento, porém por se tratar de uma medida de alto custo,
por exigir irrigagdo por gotejamento ou subirrigagdo e cobertura de todas as fases de producao,

ndo ¢ amplamente empregada por todos os viveiros.

1.3 Metabolitos secundarios

De acordo com Taiz e Zeiger (2006), os vegetais sdo produtores de componentes
organicos que sdo divididos em metabolitos primdrios e secundarios. Os metabolitos
primarios possuem fun¢do estrutural, no armazenamento de energia, entre outros, ja os
metabolitos secundarios ndo estdo relacionados diretamente com o desenvolvimento e
crescimento da planta. Os metabolitos secundarios sd3o compostos naturais produzidos em
plantas, altamente especificos e desempenham um papel importante na evolucao dos vegetais
€ na interagdo com os seres vivos. Geralmente estdao relacionados a protecao contra estresses
abioticos e bidticos, além de possuirem valores nutricionais e farmacologicos importantes para
a nutricdo humana, além de poderem ser utilizados como aditivos aromadticos e corantes
(BORGES, AMORIM, 2020).

Existem trés grupos de metabolitos secundarios, sendo eles, terpenos, compostos
fenolicos e alcaloides. Os terpenos sao feitos a partir do acido mevaldnico no citoplasma ou
do piruvato e 3-fosfoglicerato no cloroplasto. Os compostos fenolicos sao derivados do 4cido

chiquimico ou acido mevaldnico. Enquanto os alcaldides sdo derivados de aminodcidos
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aromaticos que sdo derivados do acido chiquimico, e também de aminoécidos alifaticos
(PEREZ, 2009).

A época de coleta do material vegetal ¢ um dos fatores de maior importancia, pois
a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos ndo ¢ constante durante
o ano. Sao relatadas variacdes sazonais no conteudo de praticamente todas as classes de
metabolitos secundarios (GOBBO-NETO, LOPES, 2007).

Segundo Kreis et al. (2017), a sazonalidade, ritmo circadiano, disponibilidade
hidrica e de nutrientes, temperatura, radiagdo ultravioleta, altitude, reacdes por estimulos
mecanicos ou ataque de patdgenos, sdo fatores ambientais que interferem na quantidade de
metabolitos nos vegetais. Gobbo-Neto e Lopes (2007), com base em uma revisao de diversos
estudos, relataram que praticamente todas as classes de metabolitos secundarios podem
apresentar variagcdes sazonais, incluindo lactonas, acidos fenodlicos, o6leos essenciais,
flavonoides, saponinas, cumarinas, taninos, graxas epicuticulares, alcaloides, glicosideos
cianogénicos, glucosinolatos e iridoides. Os autores também destacaram que fatores como o
estagio de desenvolvimento e o 6rgdo vegetal analisado influenciam a quantidade total de
metabolitos produzidos pelas plantas. Em estudo realizado por Jacobson (2005), as espécies
Stryphnodendron adstringens e S. polyphyllum apresentaram maiores producao de fendis e
taninos na época chuvosa.

Ucella Filho et al. (2022) investigaram os efeitos antimicrobianos de extratos ricos
em taninos provenientes da casca de espécies lenhosas nativas, como Anacardium occidentale
e Stryphnodendron adstringens, observando sua capacidade de inibir o crescimento de
diversas bactérias patogénicas, incluindo cepas Gram-positivas e Gram-negativas. Além
disso, os autores destacaram as propriedades antioxidantes e anticancerigenas desses
compostos, associando-os a defesa natural das plantas contra patogenos e estresses oxidativos.

Soares et al. (2024) avaliou a eficacia in vitro de oleos essenciais de Melaleuca
alternifolia (tea tree), Copaifera officinalis (copaiba) e Cymbopogon spp. (capim-limao)
contra X. citri pv. eucaliptorum. A sensibilidade bacteriana foi testada por meio de
antibiogramas com diferentes concentragdes dos 6leos, visando identificar sua capacidade de
inibir o crescimento bacteriano. O 6leo de copaiba ndo apresentou atividade inibitoria,
enquanto os Oleos de tea tree e capim-limao demonstraram efeitos promissores contra o
patogeno, sugerindo seu potencial no controle de doencas bacterianas.

Aratjo et al. (2019) observaram que os Oleos essenciais de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum) e erva-cidreira (Melissa officinalis) demonstraram eficacia na inibi¢ao

do crescimento de Xanthomonas spp. em condigdes in vitro, quando aplicados nas
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concentragcdes de 100% e 10%. Além disso, os 6leos essenciais, quando aplicados em
intervalos de trés e seis dias em plantas de tomate, resultaram em uma redugdo significativa
na severidade da mancha bacteriana, indicando seu potencial no controle da doenca.

Mirzaei-Najafgholi et al. (2017), avaliaram a eficacia dos 6leos essenciais (OEs)
de diversas cultivares de citros, como Citrus aurantium e C. aurantifolia, no controle do
cancro bacteriano citrico (Xanthomonas citri subsp. citri). A pesquisa identificou os principais
constituintes antibacterianos dos OEs, como citral, linalol, citronelal, geraniol, a-terpineol e
acetato de linalil, e avaliou sua atividade contra a bactéria por meio de testes de difusdo em
disco e microdilui¢ao. Os resultados sugeriram que esses OEs e seus constituintes apresentam
propriedades antibacterianas promissoras, com destaque para o efeito de C. aurantifolia e o
citral. Além disso, observou-se que os constituintes apresentaram efeitos sinérgicos e
causaram danos significativos a parede celular e a densidade citoplasmatica das células
bacterianas.

Gomes et al. (2022), investigaram a composi¢do quimica e a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial extraido das folhas de Aniba duckei por hidrodestilagao. A
pesquisa revelou que o linalol ¢ o principal componente do o6leo, seguido por outros
constituintes como a-terpineol, a-copaeno e a-guaieno. Em relacdo a atividade biologica, o
6leo apresentou fortes efeitos antimicrobianos, com halos de inibi¢ao significativos contra os
microrganismos testados, sugerindo seu potencial como agente antimicrobiano. Tais achados
reforcam o potencial terapéutico dos compostos fendlicos, sugerindo que a exploracdo de
espécies vegetais locais, como a P. gonoacantha, pode oferecer novas alternativas para o
controle de doengas bacterianas, como a causada por Xanthomonas axonopodis pv.

eucalyptorum, patdgeno responsavel por importantes prejuizos a cultura do eucalipto.

2.4 Piptadenia gonoacanta

A espécie P. gonoacantha, conhecida popularmente como pau jacaré, pertence a
familia Mimosaceae. E uma espécie pioneira de rapido crescimento considerada indispensavel
nos reflorestamentos mistos destinados a recomposi¢ao de areas de preservagdo permanente
degradadas (LORENZI, 2002). Seu tronco possui cristas acueladas por toda sua extensao e
suas cascas possuem espessura de at¢ 5 mm. Naturalmente € encontrada nos estados do Rio
de janeiro, Minas Gerais e do Mato Grosso do sul estendendo-se até Santa Catarina. Atinge
altura de 10-20 m, com tronco de até 30-40 cm de diametro (CARVALHO, 2004).

A madeira de P. gonoacantha ¢ considerada moderadamente pesada, sendo a
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preferida, entre as espécies nativas, para produgdo de carvdo e queima direta, por sua
facilidade em entrar em combustao (MARQUES et al, 2009). De acordo com Carvalho (1994),
sua madeira ¢ utilizada para diversos fins como embalagens, construgdo civil, armacao de
moveis, miolos de portas, painéis, acabamentos internos e producao de carvao.

Além de sua relevancia ecoldgica e econdmica, a investigacao de espécies nativas
como Piptadenia gonoacantha também se destaca pelo seu potencial terapéutico. Estudos
fitoquimicos t€ém evidenciado a presenca de diferentes classes de compostos bioativos na
espécie, com énfase nos metabolitos fenolicos, além de terpenoides e flavonoides, substancias
associadas a importantes atividades bioldgicas (CARVALHO et al., 2010). Analises quimicas
realizadas com Piptadenia gonoacantha evidenciaram a presenga de diversos constituintes
bioativos, com destaque para compostos fendlicos totais, flavonoides, taninos, cumarinas e
antraquinonas, identificados por meio de técnicas espectrais e quantificagao de fenois totais.
Os extratos também apresentaram atividades biologicas expressivas, incluindo acao
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli e atividade anti-inflamatoria,

indicando relevante potencial terapéutico e farmacoldgico (CARVALHO, 2012).
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2 METODOLOGIA

2.1 Obtencao de metabolitos secundarios de Piptadenia gonoacantha

3.1.1 Coleta e preparo do material

Foram coletadas cascas de nove individuos de P. gonoacantha, em abril de 2024,
em areas remanescente de Mata Atlantica, localizadas no Instituto Federal de Minas Gerais -
campus Sao Jodo Evangelista. A remog¢ao do material ocorreu até a altura de 1,70 metros do
solo, por questoes de logistica, com 0 maximo de cuidado para ndo atingir o cambio vascular.

As cascas apresentaram aproximadamente 10 cm de comprimento € 3 cm de
largura, sendo obtidas de maneira a ndo circundar completamente o fuste das arvores ¢ a
preservar o cambio vascular. Apds a coleta, o material foi acondicionado para secagem em
laboratorio de Tecnologia da madeira sem influéncia do sol, em temperatura ambiente por uma
semana. Posteriormente, as amostras passaram por moagem em moinho de facas do tipo Wiley
e por classificagao granulométrica utilizando peneiras de 40 ¢ 60 mesh, sendo selecionadas
aquelas retidas na peneira de 60 mesh. Na sequéncia, a umidade das amostras, em base seca,

foi determinada por método gravimétrico, conforme descrito na Equacao 1.

Ubs = M~ Ms 00 Eg.1
S=—e ¥ q.

Onde:
Ubs= teor de umidade em base seca (%);
Mu= massa umida (g);

Ms= massa de matéria seca (g).

3.1.2 Dosamento de fendis totais por método colorimétrico

Para a extracdo dos fendis, empregaram-se 10 g de cascas secas e moidas, que
foram distribuidas em frascos distintos, sendo cada por¢ao destinada a um solvente especifico.
Em cada frasco, adicionaram-se 100 mL de etanol 50% (v/v), 100 mL de acetona 50% (v/v) e
100 mL de agua, de modo que cada solvente entrou em contato com 10 g de material vegetal.
As amostras permaneceram em maceragao a frio, sob agitacao continua por 24 horas, seguindo
a metodologia descrita por Castro et al. (2009), com modificacdes. Todas as extragdes foram

realizadas em duplicata.
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Para a quantificacdo de fendis totais, foi realizado o método de Folin-Denis. A
curva de calibragdo foi elaborada a partir das leituras de absorbancia de solugdes padrao de
acido tanico (100 mg/1000 mL), em aliquotas de 0,02; 0,04; 0,08; 0,12; 0,16; 0,20; 0,24 mL,
em tubos de ensaio. A esses volumes, acrescentaram-se quantidades decrescentes de agua
destilada 1,68; 1,66; 1,62; 1,58; 1,54; 1,5; e 1,48 mL, respectivamente, 0,1 mL da solugdo de
Folin-Denis, 0,2 mL da solu¢do de carbonato de sddio saturado (Na,CO3), totalizando 2 mL
por tubo. Para que a reagdo ocorra, aguardou-se o periodo de 30 minutos, seguido da obtengao
das leituras em espectrofotometro UV/VIS IL 593. As leituras ocorreram em triplicata.

Para a quantificagdo de fenois totais, transferiram-se 0,04 mL do extrato bruto para
tubos de ensaio, aos quais foram incorporados 1,66 mL de agua destilada, 0,1 mL de reagente
Folin-Denis, 0,2 mL de solucao saturada de carbonato de sodio, resultando na formacao de
uma coloracdo azul. Apdés 30 minutos, procedeu-se a determinagdo da absorbancia em

espectrofotometro, no comprimento de onda de 760 nm.

3.1.3 Quantificacgdo de fendis totais pelo método gravimétrico

ApOs a extragdo, o material que permaneceu em maceracao a frio foi submetido a
filtragdo a vacuo em funil de vidro sinterizado de porosidade n° 2 e o material retido foi levado
para estufa a 102 + 3 °C para secagem e determinagdo do rendimento em material extraido.
Sera obtido o rendimento em solidos (RS, %), que corresponde a porcentagem de material

extraido em relagdo a massa seca inicial, calculado conforme a Equagao 2.

M1 — M2
§=—

1 Eq.2
M1 x 100 q

Em que:
RS: Rendimento em solidos (%);
M1: massa seca correspondente a 10g (g);

M2: massa seca ap0s extragao e filtragem (g).

Rendimento em so6lidos (%);
MI1: massa seca correspondente a 10 g (g);

M2: massa seca ap0s extracao e filtragem (g).

Posteriormente, os extratos foram transferidos para baldes de vidro de 250 mL e
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encaminhados para o departamento de quimica da Universidade Federal de Lavras e
submetidos a evaporacdo gradual em chapa de aquecimento e, posteriormente, transformados

em po pelo processo de liofilizagao

3.1.4 Avaliacdo de atividade antimicrobiana de extratos de P. Gonoacantha

A avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos fenolicas obtidos foi
conduzida no Laboratério de Fitopatologia do IFMG, campus Sao Jodo Evangelista.

Para o ensaio foi utilizado o isolado BSC 475 de X. citri pv. eucalyptorum comb.
nov., obtido a partir de folhas doentes de eucalipto coletadas no sul da Bahia (GONCALVES
et al., 2003; FERRAZ et al., 2023) e disponibilizado pelo Laboratério de Patologia Florestal
da Universidade Federal de Vigcosa. A bactéria foi cultivada em placas de Petri contendo meio
de cultura BDA (batata-dextrose-agar) com o pH ajustado para 7.0 (SAMBROOK et al., 1989)
e incubada a 28 °C por 48 horas.

Os discos utilizados no antibiograma, foram preparados com papel-filtro cortados
com o auxilio de um furador de papel comum, de 0,6 mm de didmetro, de forma que os discos
resultantes fossem uniformes quanto ao tamanho e formato circular. Apds a confec¢do dos
discos, os mesmos foram acondicionados em um recipiente e esterilizados em estufa, por um
periodo de 4 horas, a 100 °C.

Para a realizagcdo do antibiograma, através do teste de difusdao em disco, a bactéria,
apos crescimento no meio so6lido, foi cultivada em frascos Erlenmeyer com 50 mL de meio
liquido BDA em pH 7. O frasco foi mantido incubado a 28 °C, sob agitacdo constante, por um
periodo de 24 horas.

Apo6s a incubagdo da cultura bacteriana sob agitacdo, procedeu-se a leitura da
absorbancia em espectrofotometro e dilui¢dao, a fim de obter uma concentragdo bacteriana
correspondente a 10 UFC/mL, equivalente a ODssonm = 0,1. A partir da suspensio
padronizada, foram retiradas aliquotas de 300 pL, as quais foram adicionadas em placas de
Petri contendo meio s6lido BDA em pH 7 e, em seguida, a suspensao bacteriana foi distribuida
de maneira uniforme sobre a superficie do meio com o auxilio de uma alca de Drigalski. Apds
o cultivo, cinco discos de papel-filtro esterilizados e previamente embebidos com 10 pL de
cada um dos tratamentos foram posicionados de forma equidistante na superficie de cada placa
de Petri. Terminado o preparo dos discos, as placas foram seladas e incubadas em B.O.D a 28

°C.
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Os extratos fenolicos de P. gonoacantha, obtidos com o uso dos solventes dgua,
etanol 50% e acetona 50%, foram diluidos nas concentracdes 10, 20, 30, 40 e 50 mg/mL. Os
extratos obtidos com cada solvente foram pesados em balanca de precisao e diluidos em 1 mL

de 4gua destilada autoclavada.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

A caracterizacao fisico-quimica das cascas de P. gonoacantha indicou teor médio
de umidade de 12,11% em base seca, valor compativel com materiais lenhosos submetidos a
secagem natural em ambiente controlado. Esse teor de umidade foi considerado adequado para
a realizagdo dos procedimentos de extragdo, uma vez que minimiza interferéncias no
rendimento dos metabolitos secundarios, conforme relatado por Gobbo-Neto e Lopes (2007).

A quantificagdo do rendimento em sélidos obtidos apos o processo de extragdao
revelou variagdo entre as amostras analisadas. O maior rendimento foi observado no extrato
obtido com acetona 50% (25,40%), seguido pelo etanol 50% (22,70%), enquanto o menor valor
foi verificado para a extragdo em agua (17,04%). Esses resultados indicam a eficiéncia do

processo de maceracgdo a frio associado aos solventes empregados (Tabela 1).

Tabela 1- Rendimento em sélidos (%) dos extratos de cascas de Piptadenia gonoacantha

Solvente Rendimento em sélido %
Etanol 50% 22,70
Acetona 50% 25,40
Agua 17,04

Fonte: Elaborado pela autora, 2026.

O maior rendimento foi observado com o emprego de acetona 50%, resultado que
pode ser explicado pela polaridade intermedidria desse solvente, amplamente utilizada na
extracdo de compostos fenolicos e flavonoides a partir de matrizes vegetais. Estudos brasileiros
demonstram que a acetona apresenta elevada eficiéncia na recuperacdo de fenois totais e
compostos antioxidantes, especialmente quando utilizada em misturas aquosas, as quais
favorecem a solubilizacdo de metabdlitos secundarios de média polaridade (BISOGNIN et al.,
2019; MENEZES FILHO et al., 2019).

Estudos que avaliaram cascas de espécies florestais ricas em taninos submetidas a
extracdo com solventes hidroalcoolicos ou acetonicos relatam rendimentos dessa mesma ordem
de grandeza (HASLAM, 1989; MONTEIRO et al., 2005). Resultados semelhantes foram
reportados por Lelis e Gongalves (2001), que observaram rendimentos superiores a 20% em
extratos de cascas de leguminosas arboreas ricas em taninos. Quando comparados a estudos
com espécies do mesmo grupo funcional, como barbatimao (Stryphnodendron adstringens) e
angico branco (Anadenanthera peregrina), os rendimentos obtidos neste trabalho mostraram-

se equivalentes ou superiores, refor¢ando o potencial da P. gonoacantha como fonte promissora
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de compostos fenolicos (UCELLA-FILHO et al., 2022; ARAUJO et al., 2021).

A quantificagdo de fenodis totais pelo método colorimétrico de Folin-Denis evidenciou
concentragdes expressivas de compostos fenodlicos nos extratos obtidos, confirmando a
eficiéncia do processo extrativo empregado. Observou-se que os extratos preparados com
solventes organicos apresentaram maiores teores fendlicos quando comparados ao extrato
aquoso. O extrato obtido com etanol 50% apresentou teor de 2,12%, seguido pelo extrato em
acetona 50%, com 2,06%, enquanto o extrato aquoso apresentou 1,04% de fendis totais. Esses
resultados sdo coerentes com a afinidade quimica dos compostos fendlicos por solventes de

polaridade intermediaria (Tabela 2).

Tabela 2 - Teor de fendis totais nos extratos de Piptadenia gonoacantha pelo métodp de
Folin-Denis

Solvente Fendis totais (%)
Etanol 50% 2,12
Acetona 50% 2,06
Agua 1,04

Fonte: Elaborado pela autora, 2026.

Os extratos obtidos com etanol e acetona apresentaram valores superiores de fendis
totais, comportamento semelhante ao descrito por Monteiro et al. (2005) e Schofield et al.
(2001), que destacaram maior solubilidade de taninos condensados em solventes cetonicos.

Comparado com o trabalho de Nascimento et al. (2023), envolvendo espécies
nativas, a quantificacdo de fenois totais realizada a partir da casca, por meio do método
colorimétrico de Folin-Denis com etanol como solvente, revelou 5,35 % em P. gonoacantha e
0,76 % em Erythrina verna (mulungu). Esses resultados evidenciam que P. gonoacantha
apresenta concentragdo consideravelmente superior de compostos fendlicos em relagdo ao
mulungu, indicando maior potencial para obtengao desses metabolitos. Essa mesma tendéncia
foi observada no presente estudo, refor¢ando a relevancia da espécie como fonte promissora de
compostos fenolicos.

Miranda (2021), observou, em seu estudo com Eucalyptus urograndis utilizando o
solvente etanol e quantificagdo pelo método de Folin-Denis, que os teores de fendis variaram
conforme o 6rgdo vegetal, sendo mais elevados nas folhas (4,71%), seguidas das cascas
(4,43%), dos galhos (2,74%) e da madeira (0,55%). Esses dados evidenciam que tecidos mais

metabolicamente ativos concentram maiores quantidades de compostos fendlicos, padrdo que
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se aproxima do observado por Nascimento et al. (2023), em P. gonoacantha, no qual os extratos
obtidos a partir das cascas, utilizando solventes organicos, também apresentaram teores mais
elevados de compostos fendlicos.

Pinho (2021), avaliou a quantificagdo de fendis totais nas cascas de espécies
majoritariamente nativas, utilizando metanol e etanol, com analise pelo método de Folin-Denis.
Com metanol, os teores foram 0,71 % (Tectona grandis L.f. ), 1,24 % (Handroanthus ), 5,73 %
(Cedrela fissilis Vell. ) e 8,09 % (Azadirachta indica A. Juss. ), enquanto com etanol os valores
aumentaram para 0,96 %, 1,12%, 6,91 % e 11,84 %, respectivamente. Esses resultados
reforgam que o tipo de solvente influencia diretamente a eficiéncia da extragdo, sendo o etanol
o mais eficaz, padrio consistente com os dados obtidos para P.gonoacantha no presente estudo.

Vizzotto e Pereira (2011) investigaram a eficiéncia de solventes com diferentes
graus de polaridade na extragdo de compostos fenolicos das cascas de amora-preta. Os
resultados evidenciaram que o hexano, por apresentar baixa polaridade, mostrou-se ineficiente
na extragdo desses compostos. Em contrapartida, solventes polares, especialmente o etanol,
apresentaram elevada capacidade extrativa, atribuida a sua afinidade quimica com os compostos
fenolicos. Os autores ainda afirmam, que a eficacia do etanol esta relacionada ndo apenas a sua
polaridade adequada, mas também a sua capacidade de formar um meio extrator favoravel a
solubilizacdo de polifendis. Assim, o etanol se mostrou um solvente estratégico no processo
extrativo, conciliando eficiéncia na recuperacdo de compostos fendlicos e adequacgdo as
caracteristicas quimicas desses metabolitos.

Menezes et al. (2019) utilizaram farinhas da casca, arilo e sementes de jatoba
(Hymenaea courbaril) para a extragdo de compostos fenolicos, empregando como solventes de
extracdo agua, etanol e metanol, em diferentes concentragdes. A determinagdo dos fenois totais
foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu, com resultados expressos em mg EAG
(Equivalente de Acido Galico) 100 g™'. O etanol destacou-se como o solvente mais eficiente,
especialmente a 80%, apresentando 14,09 mg EAG 100 g ' para a casca e 14,46—14,52 mg EAG
100 g para as sementes, reforcando sua eficacia na extracdo de compostos fendlicos em
espécies arboreas nativas. Esse resultado estd em consonancia com os dados obtidos no presente
trabalho, no qual a extracdo com etanol 50% resultou em teor de fendis totais de 2,12%,
confirmando mais uma vez a eficiéncia do solvente etandlico, mesmo em diferentes
concentracoes.

Sartori (2012), comparou os métodos colorimétricos de Folin-Denis e Folin-
Ciocalteau na determinacdo de compostos fenolicos em cascas de angico-vermelho

(Anadenanthera peregrina) e constatou que os teores de fenodis obtidos nao diferiram
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estatisticamente entre os métodos. Embora, ambos os métodos basciam-se na reagdao de
oxirreducdo entre os fenodis e o reagente, resultando em coloragdo proporcional a concentragdo
desses compostos. O método de Folin-Denis apresenta eficiéncia semelhante a do Folin-
Ciocalteau na determinagao de fenadis totais, destacando-se ainda por demandar menor consumo
de reagentes, o que representa uma vantagem econdmica. Assim, sua utiliza¢do neste trabalho
¢ tecnicamente adequada e justificada pelos resultados confidveis alcangados.

Os resultados obtidos foram consistentes com os encontrados por Haslam (1989),
que descreveu elevada concentragdo de taninos em cascas de espécies florestais, especialmente
em leguminosas arbdreas. Além disso, estudos conduzidos por Cherubim et al. (2020)
evidenciaram que extratos ricos em compostos fendlicos apresentam elevada capacidade
antioxidante, especialmente quando obtidos por solventes organicos, em razdo da maior
eficiéncia desses solventes na solubiliza¢ao de fenois de diferentes pesos moleculares, o que
reforgou a relevancia dos valores observados neste estudo.

Na avaliagdo da atividade antimicrobiana, os extratos fenolicos de P. gonoacantha,
independentemente do solvente utilizado e da concentracdo testada (10 a 50 mg/mL), ndo

promoveram a formacao de halos de inibi¢do frente ao isolado bacteriano testado (Figura 1).

Figura 1- Crescimento do isolado bacteriano em placa de petri com extratos fendlicos de
Piptadenia gonoacantha.

Fonte: a autora, 2025.

Figura 1 — Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos fendlicos de Piptadenia
gonoacantha frente ao isolado bacteriano: (A) extrato em agua; (B) extrato em etanol; (C)
extrato em acetona. Nao foi observada formagao de halos de inibicido em nenhuma das
condigoes.
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Em contrapartida, o antibiotico rifamicina sdédica, utilizado como controle positivo,
apresentou halos de inibicdo bem definidos, confirmando a adequag¢ao metodologica do ensaio

(Figura 2).

Figura 2 - Crescimento do isolado bacteriano em placa de petri contendo o antibidtico
Rifamicina sédica como controle positivo.

Fonte: a autora, 2025.

Esse resultado evidenciou que a auséncia de efeito microbiano dos extratos esta
associada possivelmente a fatores intrinsecos dos compostos testados.

Resultado semelhante foi relatados por Soares et al. (2024), que observaram
auséncia de atividade antibacteriana aos 6leos essenciais de Copaiba (Copaifera officinalis
(Jacq.) L.), capim-limdo (Cymbopogon sp.) e melaleuca (Melaleuca alternifolia Cheel), bem
como de determinados extratos naturais, frente ao mesmo isolado de Xanthomonas avaliado.
Segundo Tavares et al. (2020), bactérias Gram-negativas apresentam resisténcia a compostos
fendlicos devido a sua membrana externa rica em lipopolissacarideos, que funciona como uma
barreira, dificultando a entrada de compostos fendlicos , protegendo os alvos celulares
essenciais. Estudos prévios demonstram que extratos de Piptadenia gonoacantha apresentam
potencial antimicrobiano. Carvalho (2012) avaliou a atividade antibacteriana da espécie frente
as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli, verificando efeito inibitdrio,
principalmente sobre S. aureus, evidenciando o potencial bioldgico dessa espécie.

Outra hipotese plausivel refere-se a natureza quimica dos fenois presentes, uma vez
que nem todos os compostos fenolicos apresentam atividade antimicrobiana direta. Mirzaei-
Najafgholi et al. (2017) destacaram que a atividade antibacteriana depende fortemente da
estrutura molecular, do grau de polimerizagdo dos taninos e da presenca de compostos

sinérgicos, fatores que podem nao ter sido suficientes nos extratos avaliados.
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Portanto, apesar da auséncia de halos de inibi¢do, os resultados obtidos ndo
invalidaram o potencial bioldgico dos extratos, mas indicaram a necessidade de estudos
complementares, como testes de microdilui¢cao em caldo, fracionamento dos extratos, avaliagao

de outros métodos de aplicagdo e a verificagdo da atividade contra diferentes microrganismos.
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5 CONCLUSAO

De forma integrada, os resultados demonstraram que as cascas de P. gonoacantha
apresentaram elevado rendimento em solidos e concentragdo expressiva de compostos
fenolicos, especialmente quando extraidos com solventes organicos. Entretanto, esses
compostos nao exerceram efeito inibitorio direto sobre X. citri pv. eucalyptorum nas condigdes
experimentais adotadas. Ainda assim, a resposta positiva do antibidtico validou a metodologia
empregada, reforcando que os resultados obtidos refletem caracteristicas intrinsecas dos

extratos avaliados e ndo limitagdes experimentais.
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