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RESUMO 

 
A Alternaria porri é o patógeno causador da doença mancha púrpura, apontada como uma das 
principais doenças da parte aérea do alho, em condições ideais pode provocar perdas de até 60% 
da produção. O uso excessivo de agrotóxicos vem aumentando nos últimos anos, causando risco 
na saúde dos agricultores e contaminação do meio ambiente, além disso o uso indiscriminado 
provoca resistência do patógeno aos fungicidas. Atualmente busca se alternativas para o 
controle de doenças fúngica que sejam mais seguras e de baixo custo. Uma opção de controle 
é o uso de extrativos de plantas com potencialidade antifúngica. Este trabalho tem como 
objetivo avaliar o efeito in vitro de extrativos de Cupressus lusitanica sobre o crescimento da 
A porri, fungo causador de doença no alho. Para os ensaios, foram utilizados o extrato 
hidroalcoólico bruto e o óleo essencial, ambos obtidos da madeira seca de C. lusitanica. Para 
obtenção do extrato hidroalcoólico o material vegetal triturado em moinho de Wiley foi 
macerado exaustivamente em etanol 92 INPM obtendo-se 1,74% de rendimento. O óleo 
essencial foi obtido por hidrodestilação, com rendimento de 0,073%, em extrator Clevenger 
modificado durante 6 horas, utilizando material seco e moído. Os componentes químicos do 
óleo essencial foram caracterizados por cromatografia gasosa acoplada ao espectrômetro de 
massas (CGEM). Foi observado que o óleo essencial da madeira seca de C. lusitanica é 
composto por 76,4% da substância aromática carvacrol. Para os ensaios de atividade 
fungitóxica in vitro, foram utilizados o extrato hidroalcoólico bruto (EHB), o óleo essencial e 
o carvacrol (padrão comercial) nas concentrações de 0, 100, 250 e 500 ppm. Para a avaliação 
dos resultados, foi analisado o crescimento micelial da colônia fúngica. Um delineamento 
inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 5 repetições para cada bioensaio foi adotado. Para 
avaliar a inibição do crescimento de A. porri, foram realizadas duas medidas opostas do 
diâmetro do crescimento do fungo. A avaliação iniciou após 24h da montagem do experimento. 
O extrato EHB inibiu o crescimento micelial (AACCM) do fungo em 50% e apresentou índice 
de velocidade do crescimento micelial (IVCM) de 0,02 cm/h, na dosagem de 500 ppm. Quanto 
ao teste realizado com o óleo do C lusitanica nas concentrações (100, 250 e 500 ppm) 
apresentaram resultados diferentes estatisticamente, a AACCM mostrou um crescimento de 72, 
37 e 27% em relação a testemunha.  Já o IVCM 0,02, 0,01 e 0,01 cm/h, respectivamente, assim 
como o componente majoritário carvacrol nas mesmas dosagens teve AACCM de 56%, 27% e 
21% e quanto ao IVCM teve crescimento de 0,02, 0,008 e 0,005 cm/h em relação ao fungo A. 
porri.  
 
Palavras-chave: Controle alternativo. Óleo essencial. Produtos naturais. Extrato 
hidroalcoólico bruto. 
  



 

ABSTRACT 
 

The Alternaria porri is the pathogen that causes the purple spot disease, pointed as one of the 
main diseases of garlic shoot, under ideal conditions can cause losses of up to 60% of 
production. Excessive use of pesticides has increased in recent years, causing risk to farmers' 
health and environmental contamination, and indiscriminate use causes resistance of the 
pathogen to fungicides. Currently, alternatives are being sought for safer and lower cost fungal 
disease control. One control option is the use of plant extracts with antifungal potential. The 
objective of this work is to evaluate the in vitro effect of Cupressus lusitanica extracts on the 
growth of A porri, fungus that causes disease in garlic. For the tests, the crude hydroalcoholic 
extract and the essential oil, both obtained from C lusitanica dry wood, were used. In order to 
obtain the hydroalcoholic extract the plant material crushed in a Wiley mill was thoroughly 
macerated in 92 INPM ethanol yielding 1.74% yield. The essential oil was obtained by 
hydrodistillation in 0.073% yield on modified Clevenger extractor for 6 hours using dry and 
ground material. The chemical components of the essential oil were characterized by gas 
chromatography coupled to the mass spectrometer (CGEM). It was observed that the essential 
oil of C  lusitanica dry wood is composed of 76.4% of the carvacrol aromatic substance. For in 
vitro fungitoxic activity assays, crude hydroalcoholic extract (EHB), essential oil and carvacrol 
(commercial standard) at concentrations of 0, 100, 250 and 500 ppm were used. To evaluate the 
results, mycelial growth of the fungal colony was analyzed. A completely randomized design 
with 4 treatments and 5 replications for each bioassay was adopted. To evaluate the inhibition 
of A. porri growth, two opposite measurements of fungal growth diameter were performed. The 
evaluation began 24 hours after the experiment was set up. EHB extract inhibited mycelial 
growth (AACCM) of the fungus by 50% and presented mycelial growth rate index (IVCM) of 
0.02 cm / h at a dosage of 500 ppm. Regarding the test performed with C lusitanica oil at 
concentrations (100, 250 and 500 ppm) showed statistically different results, the AACCM 
showed a growth of 72, 37 and 27% in relation to the control.  While the IVCM 0.02, 0.01 and 
0.01 cm / h, respectively, as well as the major component carvacrol at the same dosages had 
AACCM of 56%, 27% and 21%  and for IVCM had growth of 0.02, 0.008 and 0.005 cm / h in 
relation to the fungus A porri. 
 
Keywords: Alternative control. Essential oil. Natural products. Crude hydroalcoholic extract. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

Na atualidade, onde se pratica a agricultura em grande escala, o manejo de pragas e 

doenças é realizado com produtos químicos. Por causa disso a segurança alimentar é uma 

preocupação indispensável tanto para o consumidor final como para a indústria alimentícia, 

uma vez que o número de casos de intoxicação associadas aos alimentos vem aumentando 

(KIMATI, 2005). A utilização racional de defensivos agrícolas em curto período pode 

apresentar resultados positivos na produção de alimentos, assim como na saúde do agricultor. 

Porém deve se pensar na utilização de alternativas mais sustentáveis, que venham a ser 

empregadas no manejo de pragas e doenças de plantas (BETTIOL, 2009). No cenário mundial, 

grupos de produtores tem cultivado alimentos de um modo alternativo e sustentável, 

estimulando a investigação de medidas de proteção das plantas contra doenças e pragas 

(ZADOKS, 1992). 

O cultivo sustentável é uma opção, sendo definida como aquela agricultura que 

emprega recursos naturais com sensatez, focando nas necessidades das gerações presentes e 

futuras, inclui a utilização de compostos químicos presentes nas plantas e que são resultantes 

do metabolismo primário e secundário (CRUZ et al., 2013). Assim, uma mudança de produtos 

químicos sintéticos para agentes antimicrobianos de ocorrência natural tem ganhado 

notoriedade devido à segurança ambiental e o modo de ação bioracional (LAZAROTTO et 

al., 2009). 

Um dos métodos alternativos que podemos explorar são os metabólitos secundários de 

espécies vegetais, aparecendo como uma opção viável e eficiente, tanto do ponto de vista 

econômico como ambiental (RODRIGUES et al., 2009). O controle alternativo aos pesticidas 

tóxicos, é interessante aos produtores rurais pela facilidade de obtenção, uma vez que as 

plantas podem ser cultivadas nas pequenas propriedades agrícolas (CUNICO et al., 2006). 

Neste contexto, óleos essenciais, extratos e compostos isolados de plantas têm sido 

pesquisados como uma alternativa para controlar o crescimento fúngico. Já está bem 

estabelecido que as plantas contem compostos bioativos que inibem o crescimento microbiano 

e em função disto, grandes esforços têm sido direcionados, na busca de métodos alternativos, 

seguros e de baixo custo, para o controle de doenças em plantas (YAMAMOTO, 2013). 

Uma estratégia que vem sendo adotado é a exploração de compostos provenientes de 

extratos brutos ou óleos essenciais de plantas que podem ativar a resistência das plantas de 

forma sistêmica ou então apresentar efeito tóxico diretamente sobre o patógeno.  

Devido a relevância da dificuldade de controle do fungo Alternaria porri na cultura de 
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alho, o uso de produtos naturais, como forma de controle alternativo, poderá auxiliar os 

pequenos agricultores no manejo de doenças de plantas sem colocar em risco a saúde de sua 

família e do ambiente.  

 

1.1 JUSTIFICATIVA 

 
Para controlar o agente fúngico A. porri, umas das alternativas sugeridas por 

pesquisadores é o uso de variedades resistentes, combinado com o manejo e tratos culturais 

da cultura. Atualmente existem 27 fungicidas registrados para o controle da doença na cultura 

do alho. As aplicações podem ser feitas preventivamente com fungicidas a base de 

dicarboximida, (captana, iprodiona e procimidiona), ditiocarbamatos (mancozebe, metiram e 

propinebe), estrobirulinas (azoxistrobina e praclostrobina), inorgânicos (oxicloreto de cobre), 

isoftalonitrilas (clorotalonil), triazois, (bromoconazol, difeconazol, metconazol, propiconazol, 

tebuconazol e tretaconazol) (AMORIM, 2016).  

Devido ao crescimento do agronegócio no Brasil, desde 2008 o uso dos agrotóxicos 

vem aumentando, e em 2018 conforme relatório do IBGE o Brasil é o país que mais consome 

agrotóxico no mundo. Um dos mais importantes problemas é a resistência de fungos 

fitopatogênicos causada pela seleção natural que é ocasionada pelo uso contínuo de um mesmo 

produto.  Justificando assim, o aumento do número de aplicações para o controle do patógeno. 

O uso indiscriminado de produtos químicos e a exposição diária dos agricultores intensifica o 

risco de contaminação ambiental e da saúde dos agricultores. 

Conforme levantamento do instituto nacional do câncer INCA, (2019) morrem cerca 

de 20 mil pessoas por ano por causa do consumo de agrotóxico. Jobim et al. (2007), realizaram 

uma associação entre a mortalidade por câncer com o uso de agrotóxico, os resultados obtidos 

foram que a exposição da população aos defensivos agrícolas ocasionou uma crescente 

incidência desta doença em agricultores que utilizam o controle químico. 

Por esse motivo as plantas surgem como uma alternativa frente a necessidade de 

produzir fungicidas menos agressivos. Os compostos secundários de plantas como extratos e 

os óleos essenciais, apresentam propriedades antifúngicas, podendo ser utilizados com sucesso 

no controle de fitopatógenos, pois os compostos presentes nessas plantas têm em sua 

composição substâncias que não trazem riscos ao ambiente, quando comparada ao controle 

químico. Desta forma surge uma demanda para atender os avanços de sistemas de produção 

orgânica. Em vista disso, as plantas com propriedades antagônicas se tornam uma opção 

relevante para o manejo associado ao controle alternativo.  
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Neste sentido, a investigação proposta neste trabalho visa mostrar uma alternativa mais 

sustentável que seja menos agressiva ao homem e ao meio ambiente. 

 

1.2 OBJETIVOS  
 
1.2.1 Objetivo geral  
 

Obtenção de extrativos da madeira de Cupressus lusitanica e avaliação da atividade 

antifúngica sobre o fungo  Alternaria porri. 

 

1.2.2 Objetivos específicos  
 

 Extração do óleo essencial da madeira seca de Cupressus lusitanica e 

caracterização química por CGEM; 

 Avaliação da atividade antifúngica in vitro do extrato bruto e do óleo 

essencial obtidos.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 
2.1 PRODUÇÃO DE ALHO NO BRASIL  

 
O alho (Allium sativum L.) é uma hortaliça originaria da Ásia central, utilizado no 

mundo todo como condimento e como planta medicinal. Geralmente é consumido cozido, mas 

pode ser usado desidratado ou seco (ALMEIDA, 2006). O alho apresenta folhas alongadas, 

estreitas, sendo que, a parte mais importante comercialmente são os bulbos formados por 

bulbilhos que são ricos em compostos aromáticos com propriedades terapêuticas. Seu cultivo 

é de bem importante, pois tem uma exigência considerável de mão de obra e por consequência 

a geração de emprego, por isso se configura como uma das mais importantes hortaliças 

cultivadas no Brasil (MOTA et al., 2005). 

O Brasil é um dos países que mais consome alho no mundo, em torno de 1,5 

Kg/habitante/ano. No entanto, a produção no país em 2017 foi de aproximadamente 120,9 mil 

toneladas, correspondendo apenas um terço do que é consumido internamente, insuficiente 

para atender a demanda interna. O Brasil importa grandes quantidades da China e Argentina 

para suprir o abastecimento interno (MAPA, 2017). Os estados de destaque na produção de 

alho são o Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Goiás e Bahia, que juntos correspondem por 90% 

da produção.  

Em Santa Catarina a microrregião de Curitibanos se destaca pelo seu potencial para o 

cultivo de alho. A região apresenta condições climáticas favoráveis para o desenvolvimento 

da cultura, além de ser produzido basicamente pela agricultura familiar. Em 2017 o estado de 

Santa Catarina, segundo dados da CONAB participou com 22% da área de produção do Brasil, 

mas houve uma redução de 3,9% de área plantada. A produtividade entre 2012/2016 obteve 

uma taxa de crescimento de 7,7% (CONAB, 2017). 

O alto custo de produção e a grande gama de doenças que geralmente atacam a cultura 

do alho, tem causado a diminuição da sua área de plantio. Conforme dados a produtividade de 

2017 teve uma redução de 13,9% em relação a 2016 (CONAB, 2017).  

Desta forma, existe a necessidade de variar o manejo de doenças, alternando o controle 

químico com o uso de produtos naturais e outras práticas agrícolas que podem minimizar os 

danos causados pela mancha púrpura (SOUZA et al, 2012). 
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2.2.2 Mancha púrpura (Alternaria porri (Ellis) Ciff) 
 

Alternaria porri (Ellis) Ciff é o agente fúngico causador da doença conhecida 

popularmente como mancha púrpura. Pertencente ao filo Ascomycota, classe dothideomycetes 

de ordem pleosporales, família pleosporaceae e gênero Alternaria (AMORIM, et al., 2016). 

Apresenta formação de conidióforos individuais, septados, que carregam conídios com 

formato clava. Os conídios têm coloração variadas, podendo ir do palha ao marrom-claro, 

exibem septos longitudinais e transversais (AMORIM, et al., 2016). 

 

Figura 1 - Placa de Petri contendo a Alternaria porri, que foi 
inoculada em câmara de crescimento com temperatura e fotoperíodos 

controlados, cultivada em meio BDA. 

 
Fonte: O Autor, 2019. 

 
 

A mancha púrpura é apontada como uma das principais doenças da parte 

aérea do alho. As pústulas de cor amareladas ficam recobertas pela cutícula das 

folhas, que mais tarde se rompem liberando os esporos do fungo.  As folhas, 

conforme demostrado na Figura 2, ficam lesionadas de coloração palha a púrpura 

com o centro esbranquiçado. Após a esporulação do patógeno as lesões podem 

adquirir cor acinzentadas. O crescimento da doença provoca a murcha e o 

enrugamento das folhas, ocasionando uma diminuição da área foliar tendo como 

consequência a diminuição do desenvolvimento dos bulbos que é a parte mais 

comercializada (MASSOLA, et al.,2005).  
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Figura 2 - Plantas de alho afetada pela mancha púrpura (Alternaria porri 
(Ellis) Ciff) 

 
Fonte: Embrapa, 2000. 

 

No Brasil a mancha púrpura do alho, se manifesta em todas as regiões produtoras de 

alho. É uma das doenças que mais comprometem o rendimento da cultura. Ataca de modo 

bem agressivo, causando danos à produção e conservação de bulbos. Em áreas de clima úmido 

e quente ela se torna mais severa, provoca perdas na produção que podem alcançar de 50% a 

60% (ZAMBOLIM et al., 2014). 

 

2.2.3 Controle alternativo de doenças em plantas 
 
 

No Brasil a procura por alimentos mais saudáveis, sem uso de agroquímicos tem 

impulsionado o crescimento do consumo de alimentos orgânicos. A população de uma 

maneira mais consciente está à procura de produtos e alimentos que estejam sendo produzidos 

de uma maneira mais sustentável, destacando os alimentos com certificação que atestam a não 

utilização de agrotóxicos no processo produtivo (BETTIOL, 2009).  

Um levantamento realizado pelo ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA, 2019) relata que o registro de produtos orgânicos triplicou nos últimos dez anos e a 

tendência é de crescimento constante, tanto na produção quanto no consumo. Em 2019 os 

registros de produtores orgânicos já estavam na marca de 17,7 mil, um aumento de 200% em 

relação ao período de 2012 (MAPA, 2019). 

O principal objetivo deste sistema orgânico é a sustentabilidade econômica e ecológica 

do ecossistema, para isso é importante o desenvolvimento de técnicas e métodos culturais, em 

contraposição ao uso de agroquímicos (DECRETO n 6.323 Brasil, 2007). 

Muitos dos pesticidas têm facilidade de permanecer nos ecossistemas e acumular nos 

organismos vivos, além de apresentar potencial mutagênico e carcinogênico. Desta maneira é 
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relevante pensarmos em alternativas sustentáveis, tanto para o meio ambiente, como para a 

saúde humana. Na tentativa de substituir os compostos sintéticos pelos naturais, os produtos 

naturais oriundos de plantas vêm sendo progressivamente estudadas (MICHEREFF, 2001). 

 Sousa et al., (2012), realizaram uma pesquisa sobre os tipos de controle alternativo de 

pragas e doenças em hortaliças cultivadas em sistemas orgânicos, e uma das opções 

encontradas pelos agricultores, foi a utilização de extratos das plantas no controle de doenças 

fúngica. Os agricultores relatam que umas das maiores dificuldades encontradas no momento 

da elaboração das doses ideal de aplicação, mas que mesmo assim a eficiência no controle tem 

sido satisfatória. Além disso, a preparação das caldas e dos extratos são realizados pelos 

agricultores, com matéria prima proveniente da própria propriedade e por isso não se tem uma 

técnica padrão. Citar legislação  

 O uso de metabólitos secundários de plantas, através dos extratos e óleos essenciais, é 

uma opção no manejo de fitopatógenos em sistemas orgânicos, pois possui aptidão ecológica 

e sustentável (VENTUROSO et al., 2011). Os metabolitos secundários das plantas, em 

princípio, não são essenciais para a vida, mas contribuem significativamente para a adaptação 

das espécies e sua sobrevivência. 

Compostos secundários está restrito a processos químicos únicos para uma dada 

espécie ou família, portanto, não é universal, ou seja, pode variar conforme a espécie. É 

através da química desses compostos que são formados os extratos, óleos e os produtos 

naturais (FRANZENER et al., 2007).  O metabolismo secundário das plantas apresenta uma 

ampla diversidade de estruturas, por exemplo os taninos, flavonóides, alcalóides, 

glicosinolatos, pigmentos, ceras, etc. Alguns tem atividade biológica e podem ser utilizados 

para o desenvolvimento de medicamentos. Neste mesmo sentido, para a proteção de doenças 

de plantas, estes mesmos produtos do metabolismo secundário também podem ser aplicados 

em atividades agrícolas (NETO, 2007). 

O potencial das plantas no controle de fungos fitopatogênicos na indução de 

mecanismos de defesa das plantas é descrito em vários trabalhos, assim como a capacidade 

fungitóxica das plantas quando aplicados diretamente sobre o fungo, induzindo mecanismos 

de defesa. Com a confirmação da eficiência dos usos dos extratos e de óleos,  

No experimento realizado por Costa et al., (2011) efetuando observações dos micélios 

dos fungos tratados com óleo essencial de cravo (Syzygium aromaticum), perceberam diversas 

alterações morfológicas como a presença de vacúolos e desorganização dos conteúdos 

celulares; diminuição na nitidez da parede celular; intensa fragmentação das hifas, além de 

menor turgência das mesmas, sendo considerado indício de degeneração celular. E ainda, 
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foram avaliados os crescimentos miceliais de fungos como: Fusarium oxysporum, Fusarium 

solani, Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina. Já os tratamentos com óleo de cravo 

tiveram 100% de inibição do crescimento micelial, exceto para Macrophomina phaseolina. 

Resultados semelhantes encontrados por Lorenzetti et al., (2011), corroboram com os estudos 

citados, pois a utilização do óleo de cravo na concentração de 125pp inibiu em 31 % o 

crescimento micelial do fungo Botrytis cinérea. Em outro exemplo, o uso de óleo essencial de 

Cymbopogon citratus utilizado nas pesquisas de Itako et al., (2013) demostraram que, em 

doses crescentes, retarda o desenvolvimento do fungo Alternaria  solani induzindo a atividade 

das enzimas. 

 Conforme citado, as pesquisas comprovam o potencial fungitóxico das plantas quando 

utilizadas diretamente sobre o fungo e que são capazes de induzir os mecanismos de defesa da 

planta, por isso seria relevante que mais pesquisas sejam realizadas para auxiliar os 

agricultores nas aplicações e na correta formulação das doses (SCHWAN; ESTRADA et al., 

2005). 
 
2.2.4 Cupressus lusitanica Mill. 
 
 O Cupressus lusitanica Mill.  Figura 3 é uma espécie conífera pertencente à família 

Cupressaceae. É uma planta monóica, perenifólia, resinosa e aromática com origem nas 

regiões montanhosas do México, Guatemala, El Salvador e Honduras podendo atingir mais de 

30 m de altura (XAVIER et al., 2012). 

 

Figura 3- Povoamento do Cupressus lusitanica 

 
Fonte: NaturDate 
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 Esta espécie tem uma grande amplitude de adaptação climática. Recomenda-se 

cultivar C. lusitanica em altitudes entre 1500 a 2500m (Chaves,1991), sendo que as melhores 

condições climáticas e de relevo concentram se nas regiões Sul e Sudeste do Brasil 

(SHIMIZU et al., 2006). É uma planta utilizada em projetos paisagístico, corta vento e na 

implantação de cerca viva, pode ser aproveitada na construção civil, naval, na fabricação de 

moirões e na produção de móveis. (PEREIRA, 2003). Popularmente as folhas C. lusitanica 

são utilizadas como repelente de insetos, no tratamento de doenças de pele e no alívio da 

gripe (BETT, et al.,2016). Em outras pesquisas, foi mencionado que o óleo essencial 

apresenta ação antibacteriana contra Bacillus cereus e atividade antifúngica contra 

Aspergillus niger ( HASSANZADEH et al., 2010). 

  

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bacillus-cereus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aspergillus-niger
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3 MATERIAL E MÉTODOS  
 

3.1 MATERIAL VEGETAL 
 
 O experimento foi realizado na Universidade Federal de Santa Catarina – Campus de 

Curitibanos no laboratório de química, entre 2015 a 2018. 

 As amostras de madeira de C. lusitanica foram fornecidas pelo professor Dr. Mario 

Dobner Junior da UFSC – Campus de Curitibanos, já em condição seca e cortada em ripas. As 

amostras foram obtidas de exemplares cultivados na fazenda da Empresa Florestal Gateados, 

no município de Campo Belo do Sul, SC. 

 
3.2 OBTENÇÃO DOS EXTRATIVOS DA MADEIRA SECA DE Cupressus lusitanica. 
 

 Para a preparação do extrato hidroalcoólico bruto (EHB), a madeira seca de C. lusitanica 

foi picada e moída em moedor do tipo Wiley (~40 mesh). Então, 364,67g deste material foi 

submetido à extração exaustiva em etanol 92 INPM. O solvente foi evaporado para a obtenção 

de 6,37g (1,74%) do extrato na forma de uma pasta marrom. O extrato obtido foi estocado em 

freezer para posterior análise da atividade antifúngica. 

 Para a extração do óleo da madeira, o material moído foi extraído por hidrodestilação, 

em extrator Clevenger modificado durante 6 horas, utilizando 100g de material seco e moído. 

O óleo foi separado da fase aquosa, seco sob sulfato de sódio anidro e obtido com 0,073% de 

rendimento. Para a obtenção de quantidade de óleo suficiente para os testes de atividade 

fungitóxica, o procedimento de extração foi repetido diversas vezes até a obtenção de 

aproximadamente 1 mL de óleo. O óleo foi então estocado em freezer até a realização das 

análises testes.  

 

3.3 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DO ÓLEO ESSENCIAL POR CGMS 
 

 As análises químicas dos componentes do óleo essencial de C. lusitanica foram 

realizadas por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (CG-MS). As análises 

foram realizadas no Laboratório Multiusuário de Análises Instrumentais (LAMAI) na 

Universidade Federal de Santa Catarina – Campus de Curitibanos. Para as análises, foi 

preparada uma solução com 20 μL de amostra de óleo em 1,0 mL de hexano. Desta solução, 1 

μL foi injetado em cromatógrafo gasoso Agilent (Agilent 7890A) equipado com espectrômetro 

de massas (MS 5975C) e injetor automático Combipal (GC sampler 80). Foi utilizada coluna 



17  

capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) com fluxo de gás Hélio de 1,0 ml min-1.  

 Para a separação cromatográfica, foi utilizado programa de temperatura de 40 oC até 

280 oC à uma taxa de 10 oC por minuto. A temperatura do injetor e da interface foram ajustadas 

para 300 oC. A fonte de íons foi mantida em 230 oC e os espectros foram obtidos por impacto 

de elétrons (IE) a 70 eV. 

 Para determinação da porcentagem relativa, os picos foram integrados manualmente 

em software G1701EA GC/MSD Chemstation. A identificação dos componentes foi realizada 

através da análise comparativa dos espectros de massas referente a cada pico com os espectros 

de massas de padrões autênticos e do índice de Kovats para cada substância (Adams, 2011). Os 

índices de retenção de Kovats foram obtidos através da injeção de uma mistura de n-alcanos 

(C7-C32; Sigma Aldrich) sob as mesmas condições utilizadas para o óleo essencial. 

 
3.3.1 Isolamento do fungo  Alternaria porri  
 

O experimento foi realizado no laboratório de Fitopatologia, entre 2018 a 2019. O 

fungo A. porri que estava armazenado na micoteca da UFSC, foi replicado em placas de Petri 

contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Ágar). As placas foram incubadas em fotoperíodo de 

12 horas a 25°C por 15 dias.  

 

3.3.2 Avaliação da ação do extrato sobre Alternaria Porri. 
 
 Para a avaliação da atividade fungitóxica in vitro do extrato bruto (EHB), foi preparado 

soluções aquosas nas concentrações de 100, 250 e 500 ppm. As soluções foram misturadas ao 

meio de cultura BDA fundente, que foi autoclavado a 121 oC por 20 minutos. Na preparação 

das placas acrescentamos o antibiótico (Estreptomicina + Penicillina) 500 mg L-1 para evitar 

contaminação por bactérias. Após a solidificação do meio, um disco de micélio (5 mm de 

diâmetro) foi repicado no centro das placas de Petri. As placas foram vedadas com filme 

plástico, incubadas em câmara de crescimento a 25°C e fotoperíodo de 12 horas. 

 As avaliações do crescimento micelial iniciaram 24 horas após a instalação do 

experimento. Utilizamos duas medidas opostas do diâmetro da colônia fúngica. A avaliação foi 

realizada até que o tratamento testemunha (somente BDA) atingisse 80% do crescimento radial  

 O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com extrato 

em 4 doses crescentes (0, 100, 250 e 500 ppm) com 5 repetições. Cada placa de Petri foi 

considerada uma repetição.  
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3.3.3 Avaliação da ação dos óleos do Cupressus lusitanica e do Carvacrol sobre 

o fungo Alternaria porri. 
 
 Para a avaliação da atividade fungitóxica in vitro dos óleos essenciais, foram preparados 

concentrações de 0, 100, 250 e 500 ppm, em meio BDA fundente. Na preparação das placas 

acrescentamos o antibiótico (Estreptomicina + Penicillina) 500 mg L-1 para evitar 

contaminação por bactérias. Após a solidificação do meio, um disco de micélio (5 mm de 

diâmetro) foi repicado no centro das placas de Petri. As placas foram vedadas com filme 

plástico, incubadas em câmara de crescimento a 25°C e fotoperíodo de 12 horas. 

 As avaliações do crescimento micelial iniciaram 24 horas após a instalação do 

experimento. Utilizamos duas medidas opostas do diâmetro da colônia fúngica. A avaliação foi 

realizada até que o tratamento testemunha (somente BDA) atingisse 80% do crescimento radial  

 O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com os óleos 

em 4 doses crescentes (0, 100, 250 e 500 ppm) com 5 repetições, para C. lusitanica e Carvacrol. 

Cada placa de Petri foi considerada uma repetição.  

 

3.3.4 Análise de dados 
 

Após a tabulação dos dados de crescimento in vitro, foi realizado o cálculo da Área 

Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM) e o índice da velocidade do crescimento 

micelial do fungo (IVCM). A equação utilizada foi a proposta por CAMPBELL & MADDEN 

(1990):  

 

𝐀𝐀𝐂𝐂𝐌 =∑(
𝑦𝑖+1 + 𝑦𝑖

2
) ∙ (𝑡𝑖+1 − 𝑡𝑖) 

 

em que yi e yi+1 são os valores de crescimento da colônia observados em duas avaliações 

consecutivas, ti+1 e ti são os períodos das  avaliações. 

Para o IVCM, o cálculo foi realizado pela fórmula de Maguire (1962) e adaptada por 

Oliveira (1992): 

 

𝐈𝐕𝐂𝐌 =

∑
(𝑦𝑖+1 − 𝑦𝑖)
(𝑡𝑖+1 − 𝑡𝑖)

(𝑛 − 1)
 

 



19  

Sendo os cálculos realizados no dia em que se observou a estagnação do crescimento 

do fungo. Após, os dados foram submetidos ao teste de média Tukey a 5% de probabilidade 

através do software estatístico R. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPONENTES VOLÁTEIS DO ÓLEO ESSENCIAL 
 
 Os componentes voláteis do óleo essencial da madeira seca de Cupressus lusitanica 

foram caracterizados por técnica de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas. 

No Cromatograma de íons totais (Figura 3) foram observados apenas 7 componentes. Para a 

identificação dos componentes, foi realizada injeção de amostra de alcanos lineares para a 

determinação do índice de retenção linear de Kovats e comparação com dados da literatura. Dos 

sete picos, apenas uma substância, com tempo de retenção (TR) de 11,069 minutos, deixou 

dúvidas sobre sua identidade. No entanto, o espectro de massas indica que a estrutura química 

é derivada do carvacrol ou do timol. Todos os outros componentes foram identificados.  

 

Figura 3 – Cromatograma de íons totais do óleo da madeira seca de C. lusitanica. 
 

 
 

Fonte: Cristian Soldi, 2019 
 
 
 

 O componente majoritário, além de ser identificado por comparação do índice de kovats 

e do espectro de massas com dados da literatura de Adams (2007), foi submetido à coinjeção 

do óleo extraído com padrão comercial de carvacrol (sigma-aldrich), confirmando assim a 

identidade deste componente mais abundante conforme mostra a Figura 4.  

 

Figura 4 – Cromatograma de íons totais da coinjeção do padrão comercial carvacrol com o 
óleo da madeira seca de C. lusitanica 
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Fonte: Cristian Soldi, 2019 
 
 
 A caracterização química completa é mostrada na Tabela 1, junto com a porcentagem 

relativa de cada componente. O componente majoritário, com 76,4% do total, foi identificado 

como carvacrol, o qual já foi citado em trabalhos que mostraram resultados antifúngicos contra 

diversas espécies de fungos, como o Myrothecium verrucaria, Corynespora cassiicola, 

Sclerotinia minor, Colletotrichum musae e bactéria como a Erwinia psidii causadores de 

doenças em diferentes culturas de importância econômica (ROMERO et al., 2009).   

 

Tabela 1 – Componentes voláteis do óleo essencial extraído da madeira seca de Cupressus 
lusitanica 

Pico Substância TR (min) KIexp KIteorico % 

1 terpinen-4-ol 9,009 1185 1177 5,2 

2 α-terpineol 9,123 1192 1189 0,9 

3 carvacrol, methyl ether 9,928 1249 1245 5,5 

4 Carvacrol 10,752 1307 1299 76,4 

5 NI 11,069 1331 - 1,8 

6 γ-thyjaplicin 13,158 1492 1484 4,6 
7 Nootkatin 18,472 1979 1960 5,7 

TR: tempo de retenção; KIexp: índice de kovats experimental; KIteórico: índice de kovats teórico; NI: não 
identificado Fonte: O autor 
 Os demais componentes são derivados de terpenos oxigenados. Poucos trabalhos 

relatam a caracterização dos componentes voláteis das folhas e da madeira seca de C. lusitanica. 

Mohareb et al., (2010) descreveram sobre a caracterização de componentes voláteis de um 

extrato tolueno/etanol da madeira seca de C. lusitanica neste trabalho, os autores não relatam a 

presença de carvacrol, porem citam que o sedrol é o componente majoritário. As diferenças na 

composição do mesmo óleo essencial podem ser explicadas através das condições climáticas e 
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do solo onde a planta foi cultivada, indicando que os fatores externos modificam o metabolismo 

secundário das plantas (CHERAIF et al.,2007).  
 As estruturas químicas dos componentes encontrados no Cromatograma de íons totais 

óleo da madeira seca de C. lusitanica, são mostradas na Figura 5. 
 

Figura 5 – Estrutura química dos componentes encontrados nos extrativos do Cupressus 
lusitanica 

 
 

 
 

Fonte: Cristian Soldi, 2019 
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4.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DOS EXTRATIVOS SOBRE  

Alternaria porri. 

 

 Na Figura 6 está representado o resultado obtido quanto a atividade antifúngica em 

relação a AACCM e do IVCM do extrato do C. lusitanica em diferentes concentrações (0,100, 

250, 500 ppm). Verificou-se que o extrato apresentou atividade inibitória contra a A. porri. O 

melhor resultado para a redução da AACCM foi obtido na dose de 500 ppm, com um efeito 

inibitório de 50%, quando comparado com a testemunha. A partir dos dados foi possível 

calcular o IVCM nas diferentes doses, constatou que houve uma redução na velocidade de 

crescimento micelial com a dose de 500 ppm do extrato em 61%.  

 

Figura 6 - Área abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM) da Alternaria porri, 
tratada com o extrato do C. lusitanica nas concentrações (0, 100, 250, 500 ppm). (A). Índice 

de velocidade micelial (IVCM) (cm/h) da A. porri tratada com o extrato nas mesmas 
concentrações. (B). 

 

 
 
 

 A pouca atividade antifúngica do extrato C. lusitanica pode estar relacionada com as 

doses utilizadas. Viana et al. (2008) ressaltam que atividade antifúngica de extratos de plantas 

também pode ser modificada pelos diferentes métodos de extração, pH, temperatura, e na 

utilização de diferentes doses. As diferentes concentrações podem interferir nos resultados 

obtidos em experimentos onde foram utilizadas a mesma espécie vegetal (FRIAS, 2009). No 

experimento a inibição começou a ser notada a partir da dose de 250 ppm que apresentou um 

pequeno efeito quando comparada com a dose de 500 ppm. Com isso percebemos que se 

aumentarmos a dose o efeito inibitório será mais efetivo. 

 Além da atividade antifúngica demonstrada pelo extrato hidroalcoólico, foram 

observadas alterações na coloração da colônia fúngica, quando adicionado em meio BDA 

assumindo a mesma coloração igual do extrato. Bianchi et al. (1997) informam que essas 

alterações podem ser consequência da modificação na atividade enzimática envolvida na 
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membrana e na formação da parede celular, resultando em desenvolvimento anormal do 

patógeno. Quando o óleo foi testado houve uma acentuada redução do diâmetro do micélio 

quando comparado com o extrato, pois tanto o AACCM o quanto o IVCM tiveram seu 

crescimento reduzidos.  

 Conforme a Figura 7, verificou se que o óleo essencial do C. lusitanica das três 

concentrações testadas a mais eficiente foi a dose de 500 ppm, que inibiu o crescimento micelial 

em 73%. Enquanto que na dose de 250 ppm a inibição foi de 63% e na dose de 100 ppm inibiu 

apenas 28%, com isso constatou se que existe um efeito dose dependente na atividade 

antifúngica do óleo do C. lusitanica conforme o aumento das concentrações utilizadas. O 

desenvolvimento fúngico foi reduzido na presença do óleo no meio de cultura, quando 

comparado com o meio (BDA) sem adição do mesmo. Houve diferenças estatísticas quanto a 

eficiência do óleo nas diferentes concentrações. O fungo apresentou um crescimento menor a 

partir da dose 250 ppm, conforme demostrado na Figura 7. 

 

Figura 7 - Área abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM) da Alternaria porri, 
tratada com o óleo do Cupressus lusitanica nas concentrações (0, 100, 250, 500 ppm). (A). 
Índice de velocidade micelial (IVCM) (cm/h) da Alternaria porri tratada com o óleo nas 

concentrações. (B). 
 

 

 

 A eficiência de óleos essenciais de plantas na redução do crescimento micelial de fungos 

fitopatogênicos já foi comprovada e descrita em diversas pesquisas. O óleo essencial Schinus 

terebinthifolius foram estudados por Santos et al. (2010) que dissolvidos com o auxílio de 

Tween 80 e espalhados na superfície do meio de cultura sobre os fungos Alternaria spp., 

Botrytis spp., Colletotrichum spp. e Fusarium spp., os quais observaram redução significativa 

do diâmetro micelial dos fitopatógenos. 

 Os ensaios também foram realizados com o componente majoritário presente no óleo 

essencial da madeira seca de C. lusitanica, o carvacrol. Esta substância aromática tem sido 

estudada quanto ao seu potencial antimicrobiano exibindo excelentes resultados contra amplo 
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espectro de microrganismos. No entanto, nenhum relato foi encontrado sobre os efeitos desta 

substância contra A. porri, fungo causador da mancha púrpura na cultura do alho. Mas no 

trabalho de Zanandrea et al., (2004) foram testados a ação da folha de orégano (Origanum 

vulgare) no crescimento do micélio de fungos patogênicos do arroz, e todos os fungos testados 

tiveram seu crescimento reduzido e isso foi atribuído ao carvacrol, composto químico 

abundante no óleo testado, corroborando com os resultados encontrados no trabalho.  

Sabendo que o óleo essencial extraído da madeira seca de C. lusitanica apresenta o carvacrol 

como componente majoritário, uma amostra do padrão comercial também foi submetida a 

avaliação da atividade antifúngica contra   A. porri (Figura 8), para que fosse possível verificar 

se a ação desse componente ia ser a mesma que a do óleo do C. lusitanica. 

 

Figura 8 - Área abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM) da Alternaria porri, 
tratada com o carvacrol nas concentrações (0, 100, 250, 500 ppm). (A) e Índice de velocidade 

do crescimento micelial (IVCM) (cm/h) da Alternaria porri tratada com o carvacrol (B). 
 

 
 

Observou-se diferença significativa para as três concentrações do carvacrol sobre a inibição do 

crescimento micelial do fungo estudado. O efeito do carvacrol sobre a inibição do fungo é 

demonstrado na figura 9 (B). De acordo com a análise estatística do AACCM (A) as 

concentrações de 250 e 500 ppm apresentaram comportamento parecidos não diferindo 

estatisticamente entre o óleo e o carvacrol conforme a figura 8 (B) ambas permaneceram acima 

de 70% no controle do crescimento micelial.  
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Figura 9: Crescimento micelial do fungo  Alternaria porri tratados com óleo do Cupressus 
lusitanica (A) e com o componente majoritário Carvacrol (B), em diferentes concentrações 

(ppm) 

 

 

 Em estudos realizados por Romero et al. (2009), foi descoberto que os compostos 

carvacrol e o timol expressam a aptidão em provocar danos a membrana citoplasmática, 

provocando a morte do fungo. Os danos causados na membrana foram explicados por Juven et 

al. (1994) discutem sobre as ligações que o carvacrol e o timol realizam através de suas 

hidroxilas com o grupo de amina e hidroxilamina de proteínas presentes nas membranas. 
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5 CONCLUSÃO 
 
   

 Óleo essencial extraído da madeira seca de C. lusitanica foi mais ativo que o extrato 

hidroalcoólico bruto;  

 Foi o primeiro trabalho realizado sore a caracterização química do óleo de C. lusitanica 

onde foi encontrado o carvacrol como componente majoritário; 

 O óleo essencial da madeira seca de C. lusitanica tem grande potencial para o controle 

da mancha púrpura do alho; 

 São necessários estudos a campo para avaliar a dose mais adequada in vivo e ainda 

avaliar se atua melhor na prevenção ou na remediação da doença. 
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