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RESUMO 

 

 

 

 

DIAS, ALLINE LAIANE BORGES. Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia 

Goiano – Campus Rio Verde – GO, fevereiro de 2019. Composição, variação química 

e atividades biológicas do óleo essencial de Psidium myrtoides O. BERG. Orientadora: 

Dr.ª Cassia Cristina Fernandes Alves. Coorientadores: Dr.ª Cristiane de Melo Cazal e Dr. 

Mayker L. Dantas Miranda. 

 

 

 

 

Objetivou-se determinar neste estudo a composição, variação química e teor em função 

da sazonalidade, idade das folhas, habitat e técnica de extração, bem como a atividade 

antibacteriana, antifúngica e antiproliferativa do óleo essencial de Psidium myrtoides O. 

Berg. Os óleos essenciais foram obtidos através da técnica convencional de 

hidrodestilação em aparelho de clevenger e pela técnica de banho ultrassônico combinado 

com a hidrodestilação. A identificação dos compostos foi realizada através de 

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A atividade 

antibacteriana do OE-PM contra um painel de patógenos orais foi investigada através da 

concentração mínima inibitória (CMI) utilizando o método de microdiluição, já a 

atividade antifúngica foi avaliada pela metodologia de difusão em disco contra os fungos 

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary e Colletotrichum gloeosporioides em diferentes 

concentrações do óleo essencial. A atividade antiproliferativa em linhagem de célula 

normal (GM07492A), fibroblastos de pulmão e linhagens tumorais (MCF-7, Hela e 

M059J) foi realizada utilizando o ensaio de XTT. O teor de óleo essencial das folhas 

jovens foi o maior em comparação as outras amostras analisadas, 0,53%. A combinação 

do banho ultrassônico e hidrodestilação proporcionou menor tempo de extração e 

consumo de energia. Os compostos majoritários encontrados foram α-copaeno, trans-β-



 
 

 
 

cariofileno, α-humuleno, óxido de cariofileno, α-bisabolol, α-ylangeno, cis-prenil-

limoneno, isobazzanene e o eugenol. Sendo que o eugenol foi encontrado somente na 

amostra coletada na Universidade de Rio Verde. Os compostos dos óleos 

essenciaisextraídos e analisados variaram qualitativamente e quantitativamente. Em 

relação as atividades antimicrobianas, o OE-PM obteve pouca influência sobre o efeito 

antibacteriano, exceto para Streptococcus mutans que apresentou forte atividade com 

CMI = 62,5 μg mL-1. Na atividade antifúngica em todas as concentrações houve inibição 

do crescimento dos fungos testados, porém os resultados sobre o Colletotrichum 

gloeosporioides nas concentrações de 225 e 450 mg mL-1 foram melhores, estes não 

diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do fungicida 

comercial Frowncide 500 SC. O óleo essencial de Psidium myrtoides também mostrou 

potencial na atividade antiproliferativa, com 50% de inibição no crescimento celular 

normal a 359,8 ± 6,3 μg mL-1, sendo que contra a linhagem de células tumorais os valores 

de IC50 foram significativamente mais baixos do que o obtido para a linha celular normal 

fibroblastos de pulmão, MCF-7 (254,5 ± 1,6 µg mL-1), Hela (324,2 ± 41,4 µg mL-1) e 

M059J (289,3 ± 10,9 µg mL-1). Este trabalho descreve pela primeira vez a composição 

química, bem como as atividades biológicas do óleo essencial de Psidium myrtoides O. 

BERG. 

 

 

PALAVRAS-CHAVES: Psidium myrtoides; óleo essencial; composição; atividade 

antimicrobiana; antiproliferativa.



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 
 

 

 

 

The objective of this study was to determine the composition, chemical variation and 

content in function of seasonality, leaf age, habitat and extraction technique, as well as 

the antibacterial, antifungal and antiproliferative activity of the Psidium myrtoides O. 

Berg essential oil. The essential oils were obtained by the conventional hydrodestillation 

technique in clevenger apparatus and the ultrasonic bath technique combined with 

hydrodistillation. The compounds identification was performed by gas chromatography 

coupled to mass spectrometry (GC-MS). The antibacterial activity of essential oil Psidium 

myrtoides against a panel of oral pathogens was investigated through the minimum 

inhibitory concentration (MIC) using the microdilution method, whereas the antifungal 

activity was evaluated by disc diffusion methodology against the fungi Sclerotinia 

sclerotiorum (Lib.) De Bary and Colletotrichum gloeosporioides in different essential oil 

concentrations. Anti-proliferative activity in normal cell line (GM07492A), lung 

fibroblasts and tumor lines (MCF-7, Hela and M059J) was performed using the XTT 

assay. The essential oil content of the young leaves was the highest compared to other 

samples analyzed, 0.53%. The combination of the ultrasonic bath and hydrodistillation 

provided less extraction time and energy consumption. The major compounds found were 

α-copaene, trans-β-caryophyllene, α-humulene, caryophyllene oxide, α-bisabolol, α-

ylangene, cis-prenyl-limonene, isobazzanene and eugenol. However, eugenol was found 

only in the sample collected at the Rio Verde University. Compounds of the extracted and 

analyzed essential oils varied qualitatively and quantitatively. In relation to antimicrobial 

activities, OE-PM had little influence on the antibacterial effect, except for Streptococcus 

mutans, a strong activity was observed with MIC= 62.5 μg mL-1. In the antifungal activity 

in all concentrations there was growth inhibition of tested fungi, but the results on 

Colletotrichum gloeosporioides in the concentrations of 225 and 450 mg mL-1 were 



 
 

 
 

better, these were not statistically different by Tukey test from commercial fungicide 

Frowncide 500 SC. OE-PM also showed potential in antiproliferative activity, with 50% 

inhibition in normal cell growth at 359.8 ± 6.3 μg mL-1, however against the tumor cell 

line the IC50 values were significantly lower than MCF-7 (254.5 ± 1.6 μg mL-1), Hela 

(324.2 ± 41.4 μg mL-1) and M059J (289.3 ± 10.9 μg ml-1). This work describes for the 

first time the chemical composition as well as the biological activities of the Psidium 

myrtoides O. BERG essential oil. 

 

 

KEY WORDS: Psidium myrtoides; essential oil; composition; antimicrobial activity; 

antiproliferative. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
 
 

1.1 Família Myrtaceae 
 

A família Myrtaceae possui aproximadamente 6000 espécies e 145 gêneros de 

árvores e arbustos nas regiões tropicais. Possui centros de diversidade na América do Sul, 

Austrália e Ásia Tropical. No Brasil, é uma das famílias com maior número de espécies, 

aproximadamente 1034, representada por 23 gêneros de ocorrência em todas as regiões 

do país. Psidium, Eugenia, Pimenta, Pseuocaryophyllus, Syzygium, Eucalyptus e Plinia 

estão entre os principais gêneros desta família (GOVINDARAJAN e BENELLI, 2016; 

RAPOSO et al., 2018; FARAG et al., 2018). 

As espécies crescem sob condições ambientais adversas, em exposição a luz 

solar, chuva, seca, inundações, sendo desta forma representados por uma fonte rica de 

metabólitos secundários, estes estão envolvidos na defesa das plantas. Desta forma, 

alguns gêneros como Psidium, Syzygium e Pimenta destacam-se pela importância 

comercial, pois muitas das espécies são utilizadas na medicina tradicional. Diversos 

extratos e óleos essenciais das plantas pertencentes a família Myrtaceae (Figura 1) tem 

sido investigado por apresentarem potencial antifúngico, antioxidante, leishmanicida, 

anti-inflamatório, antitumoral, antibacteriana e inseticida (DONADO-PESTANA et al., 

2018; DAVARI e EZAZI., 2017; LEE et al., 2004). 
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Figura 1 – Algumas espécies da família Myrtaceae que apresentam atividade biológica na literatura (A) 

Psidium guajava; (B) Eugenia dysenterica DC.; (C) Myrciaria dubia McVaugh; (D) Eucalyptus sp. 

Fonte:(A) Weli et al., 2018; (B) Donado-Pestana et al., 2018; (C) Cunha-Santos et al., 2019; (D) Alfenas et 

al., 2013. 

  

1.2 Gênero Psidium 
 

Entre os gêneros pertencentes a família Myrtaceae, o gênero Psidium reúne cerca 

de 100 espécies e se destaca por seu uso alimentar e farmacológico. No Brasil, Psidium 

guajava L. é a espécie de maior interesse econômico deste gênero, porém há crescente 

interesse nos “araçazeiros” que englobam várias espécies de Psidium, tais como: Psidium 

myrtoides O. Berg, Psidium firmum O. Berg, Psidium myrsinites DC, Psidium salutare 

entre outros (MACHADO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2017). 

As folhas do araçá são utilizadas em comunidade “quilombolas” com potencial 

medicinal. Dados na literatura reforçam atividades biológicas atribuída aos frutos e folhas 

do araçá (FAUTH et al., 2002; CORRÊA et al., 2011; MEDINA et al., 2011; VOSS-

RECH et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; PATEL, 2012). 

 

1.3 Metabolismo especial e óleos essenciais 
 

Os caminhos do metabolismo secundário das plantas sintetizam os óleos 

essenciais como compostos de comunicação e defesa. Eles exercem funções importantes 

de defesa direta e indireta contra patógenos e herbívoros, contribuem também para a 

atração dos polinizadores e disseminadores de sementes. A acumulação e síntese dos 

óleos essenciais deve-se a presença de estruturas secretoras como: tricomas glandulares

A B 

C D 
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(Lamiaceae), cavidades secretoras (Myrtaceae, Rutaceae) e ductos de resina (Asteraceae, 

Apiaceae) (PAVELA e BENELLI., 2016). 

Os óleos essenciais são misturas de hidrocarbonetos saturados e insaturados, 

álcool, aldeídos, ésteres, éteres, cetonas, óxidos e fenóis. Os terpenos são sintetizados na 

rota do ácido mevalônico (Figura 2), são compostos voláteis e não voláteis, apresentam 

pouca solubilidade em água. Dentre os 3000 tipos de óleos essenciais catalogados, 

somente 300 tem sido empregado no âmbito comercial (DONSÌ e FERRARI., 2016; 

MAIA et al., 2015). 

Porém, a composição química dos óleos essenciais pode sofrer variações de 

acordo com diversos fatores, como: umidade, condições do solo, temperatura, 

sazonalidade, técnica de extração, diferentes estágios de desenvolvimento da planta, 

tornando-se desta forma necessária a escolha do melhor momento e processo extrativo 

para obtenção de substâncias específicas e maior quantidade de óleo essencial (MATIAS 

et al., 2016). 

 

 
Figura 2 – Biossíntese simplificada de terpenos. Fonte: ZEIGER (2006).
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Segundo DA SILVA et al. (2016), os estímulos decorrentes do ambiente no qual 

a planta está sendo exposta pode redirecionar a rota metabólica, resultando na biossíntese 

de diferentes compostos. Neste trabalho os autores obtiveram o maior teor de óleo 

essencial de Lippia alba (Mill.) no horário de coleta das 11h. LI et al. (2016) observaram 

variações nos rendimentos e composição química do óleo essencial de Cinnamomum 

verum, segundo eles a coleta das folhas dos ramos com 1 ano e 2 anos apresentam matéria-

prima para a extração com alta qualidade. Foi observado maior teor de eugenol nas folhas 

dos ramos de 1 ano de idade. 

DE ALMEIDA et al. (2016) obtiveram maior porcentagem de sesquiterpenos 

não oxigenados do óleo essencial de Copaifera langsdorffi na coleta realizada às 17h na 

época da seca. Desta forma, conseguiram monitorar as respostas metabólicas e revelar o 

método para maior obtenção de compostos bioativos de utilização na medicina. El 

ASBAHANI et al. (2015) destacam sobre os métodos de extração de óleos essenciais que 

podem ser mais eficientes. Exemplo disto, é a técnica de ultrassom em combinação com 

a hidrodestilação, no qual induz a vibração mecânica das paredes e membranas do 

material vegetal, tendo assim, a obtenção mais rápida do óleo essencial.  

 

1.4 Aplicações dos óleos essenciais 
 

Os óleos essenciais apresentam grande potencial como agente antimicrobiano, 

pela presença de vários tipos de aldeídos, terpenos e compostos fenólicos ativos que 

atuam em variados patógenos. O OE de Psidium guajava L. apresentou atividade 

antimicrobiana contra Streptococcus salivarius, Streptococcus sobrinus, Streptococcus 

mutans, Streptococcus mitis e Streptococcus sanguinis. Bactérias deste gênero são 

responsáveis pela cárie, que é considerada um problema de saúde pública, além de outras 

doenças como a bacteremia, endocardite e meningite (SILVA et al., 2018; DI VITO et 

al., 2019; DELORME et al., 2015). 

De acordo com HARKAT-MADOURI et al. (2015), a investigação de produtos 

naturais tem sido promissora na prevenção de doenças orais, sendo cada vez mais usados 

como alternativa ao tratamento tradicional. Neste trabalho, o óleo essencial das folhas de 

Eucalyptus globulus também foi eficiente contra bactérias periodontopatogênicas. Esse 

efeito foi atribuído a presença de monoterpenos oxigenados no óleo. BALOUIRI et al. 

(2016) destaca que uma das principais fontes de novas moléculas ainda são os produtos 

naturais.
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Seguindo este panorama, alguns trabalhos avaliaram o potencial antibacteriano 

em função do sinergismo dos compostos presentes no óleo essencial (HYLDGAARD et 

al., 2012). O efeito sinérgico dos compostos segundo os autores, melhora a atividade, 

obtendo desta forma diferentes modos de ação e possibilitando menor resistência 

antimicrobiana. Além da atividade antibacteriana, os OEs e extratos de algumas plantas 

apresentam também atividade biológica contra fungos, vírus e insetos (PAVELA, 2015). 

O controle de fungos patogênicos por contato direto com óleos essenciais in vitro 

e in vivo tem sido relatado. BOUKAEW et al. (2017) observou que a utilização do óleo 

essencial de Vatica diospyroides Symington durante o armazenamento do milho é muito 

promissor, pois o OE a 50 µL L-1 apresentou forte atividade antifúngica, inibiu 

completamente a esporulação, germinação e o crescimento de conídios de Aspergillus 

flavus PSRDC-2. Outro fungo patogênico é Sclerotinia sclerotiorum Lib. De Bary, 

causador da doença mofo branco, uma das doenças mais prejudiciais que ocorrem no 

Brasil (REIS et al., 2011). 

S. sclerotiorum é favorecido por climas temperados e alta umidade. Esse fungo 

espalha rapidamente por esporos, geralmente em forma de escleródios podendo infectar 

caules, flores e folhas (Figura 3). Os escleródios podem residir no solo por vários anos, 

provocando assim enormes perdas para as lavouras (SABATÉ et al., 2018).  

 

 
Figura 3 – Sintomas típicos provocados pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum. (A) Desenvolvimento 

inicial da lesão na haste; (B) (D) Expansão gradual da lesão e cobre toda a planta; (E) Causou a 

morte da planta; (F) Escleródio desenvolvido dentro da haste morta. Fonte: KAMAL et al., 2016.
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Óleos essenciais foram utilizados na inibição do crescimento micelial de S. 

sclerotiorum. O uso dos OEs pode proteger sem deixar resíduos nocivos nas culturas (MA 

et al., 2016; SILVA et al., 2018). Há relatos na literatura também do uso de óleo essencial 

contra os fungos Botrytis cinerea, Cladosporium cladosporioides e Colletotrichum 

gloeosporioides. Este último infecta mais de 1000 espécies de plantas, reduz os 

rendimentos e provoca enormes perdas econômicas. A antracnose provocada pelo C. 

gloesporioides infecta culturas durante o crescimento ou durante o período de 

armazenamento (FENG et al., 2019; AGUILAR-GONZÁLEZ et al., 2015; ANDRADE 

et al., 2016; MURAKAMI et al., 2017). 

Muitos OEs são utilizados também na indústria de cosméticos, alimentos, 

perfumaria, possuem propriedades anti-inflamatórias, analgésicas, antioxidante, 

anticancerígena e entre outros (BAHR et al., 2018; BIZZO et al., 2009; 

LAOSINWATTANA et al., 2018). 

DO NASCIMENTO et al. (2018) observou que o óleo essencial das folhas de 

Psidium guineense Sw. apresentou potencial antiproliferativo. Salientando que o óleo 

essencial pode ser promissor em novos tratamentos contra o câncer. De acordo ELKADY 

e AYOUB (2018) aproximadamente 60% dos medicamentos anticâncer são compostos 

naturais ou provenientes de um produto natural. 
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2. OBJETIVOS 

 
 
 
 
2.1 Geral 

 

 O objetivo deste trabalho foi avaliar a composição química do óleo essencial de 

Psidium myrtoides O. Berg, bem como determinar sua atividade antimicrobiana e 

antiproliferativa. 

 

 

2.2 Específicos 

 

• Identificar os constituintes do óleo essencial extraído das folhas in natura de P. 

myrtoides; 

• Avaliar a atividade antibacteriana in vitro do óleo essencial das folhas de P. 

myrtoides sobre Streptococcus salivarius, Streptococcus sobrinus, Streptococcus 

mutans, Streptococcus mitis e Streptococcus sanguinis; 

• Analisar a atividade antiproliferativa in vitro do óleo essencial de P. myrtoides em 

três diferentes linhagens de células tumorais: adenocarcinoma de mama humano 

(MCF-7), adenocarcinoma cervical humano (Hela) e glioblastoma humano 

(M059J); 

• Avaliar a influência da variação sazonal sobre o teor e a composição química do 

óleo essencial de P. myrtoides; 

• Determinar a atividade antifúngica do óleo essencial de P.myrtoides contra 

Colletotrichum gloeosporioides e Sclerotinia sclerotiorum; 

• Avaliar a variação química do óleo essencial de P. myrtoides extraído das folhas 

em diferentes etapas do desenvolvimento vegetativo, habitat e técnica de extração 

de ultrassom combinada com hidrodestilação; 
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3. CAPÍTULO I 
 

 

(Normas de acordo com a revista Natural Product Research) 

 

 

 

 

COMPOSIÇÃO QUÍMICA, ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E 

ANTIPROLIFERATIVA IN VITRO DO ÓLEO ESSENCIAL DAS 

FOLHAS DE Psidium myrtoides O. Berg (MYRTACEAE) 
 

 

 

 

RESUMO - Neste estudo, a composição química, o potencial antibacteriano e 

antiproliferativo do óleo essencial obtido das folhas frescas de Psidium myrtoides (OE-

PM) contra patógenos orais e linhagens de células tumorais humanas foram investigados 

pela primeira vez. As análises de CG-DIC e CG-EM mostraram que o trans- β-cariofileno 

(30,9%), α-humuleno (15,9%), α-copaeno (7,8%), óxido de cariofileno (7,3%) e α- 

bisabolol (5,3%) são os principais constituintes do OE-PM. A atividade antibacteriana do 

OE-PM contra um painel de patógenos orais foi investigada através da concentração 

mínima inibitória (CMI) utilizando o método de microdiluição. O OE-PM apresentou 

atividade moderada frente à Streptococcus mitis (CMI = 100 μg mL-1), Streptococcus 

sanguinis (CMI = 100 µg mL-1), S. sobrinus (CMI = 250 µg mL-1), S. salivarius (CMI = 

250 µg mL-1) e uma forte atividade contra S. mutans (CMI = 62,5 μg mL-1). A atividade 

antiproliferativa em linhagem de célula normal (GM07492A, fibroblastos de pulmão) e 

linhagens tumorais (MCF-7, Hela e M059J) foi realizada utilizando o ensaio de XTT. O 

OE-PM mostrou 50% de inibição no crescimento celular normal a 359,8 ± 6,3 μg mL-1. 

A atividade antiproliferativa foi observada contra linhagem de células tumorais humanas 

com os valores de IC50 significativamente mais baixos do que o obtido para a linha celular 
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normal, demonstrando os valores para as células MCF-7 (254,5 ± 1,6 µg mL-1), Hela 

(324,2 ± 41,4 µg mL-1) e M059J (289,3 ± 10,9 µg mL-1). Portanto, a citotoxicidade do 

OE-PM teve pouca influência sobre o efeito antibacteriano, uma vez que esta atividade é 

determinada nas concentrações inferiores. Resultados sugerem que o OE-PM é uma fonte 

promissora de novos agentes antibacterianos e antitumorais. 

 

 

PALAVRAS-CHAVES: Psidium myrtoides; óleo essencial; trans-β-cariofileno; 

patógenos orais; atividade antiproliferativa. 
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CHEMICAL COMPOSITION AND IN VITRO ANTIBACTERIAL 

AND ANTIPROLIFERATIVE ACTIVITIES OF ESSENTIAL OIL 

FROM Psidium myrtoides O. Berg (Myrtaceae) LEAVES 
 

 

 

 

ABSTRACT- In this study, the chemical composition and antibacterial and 

antiproliferative potential of the essential oil from Psidium myrtoides (PM-EO) fresh 

leaves against oral pathogens and human tumour cell lines were investigated for the first 

time. GC-FID and GC-MS analyses showed that trans--caryophyllene (30.9%), α-

humulene (15.9%), α-copaene (7.8%), caryophyllene oxide (7.3%), and α-bisabolol 

(5.3%) are the major constituents of PM-EO. The antibacterial activity of PM-EO against 

a panel of oral pathogens was investigated in terms of their minimal inhibitory 

concentrations (MIC) using the microdilution method. PM-EO displayed moderate 

activity against Streptococcus mitis (MIC = 100 µg mL-1), Streptococcus sanguinis (MIC 

= 100 µg mL-1), Streptococcus sobrinus (MIC = 250 µg mL-1), and S. salivarius (MIC = 

250 µg mL-1), and strong activity against S. mutans (MIC = 62.5 µg mL-1). The 

antiproliferative activity in normal (GM07492A, lung fibroblasts) and tumors cell lines 

(MCF-7, HeLa, and M059J) was performed using the XTT assay. PM-EO showed 50% 

inhibition of normal cell line growth at 359.8 ± 6.3 µg mL-1. Antiproliferative activity 

was observed against human tumors cell lines, with IC50 values significantly lower than 

that obtained for the normal cell line, demonstrating IC50 values for MCF-7 cells(254.5 ± 

1.6 µg mL-1), Hela cells(324.2 ± 41.4 µg mL-1) and M059J cells(289.3 ± 10.9 µg mL-1). 

Therefore, the cytotoxicity of PM-EO had little influence on the antibacterial effect, since 

it showed antibacterial activity at lower concentrations. The results suggest that PM-EO 

is a promising source of new antibacterial and antitumor agents.  

 

KEYWORDS: Psidium myrtoides; essential oil; trans--caryophyllene; oral pathogens; 

antiproliferative activity.
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3.1 INTRODUÇÃO 
 

Os óleos essenciais obtidos de diferentes fontes das plantas podem apresentar 

diversas atividades biológicas, tais como: Antiprotozoária, antioxidante, antifúngica, 

antimutagênica, anti-inflamatória, anticâncer e propriedades antibacterianas (RAUT e 

KARUPPAYIL 2014). A cárie dentária é um problema de saúde pública que afeta muitos 

países ao redor do mundo. Bactérias acidogênicas e acidúricas podem formar colônias 

organizadas causando placa dental (CREVELIN et al. 2015). O procedimento mais 

eficiente para a prevenção da cárie dentária é a remoção dos biofilmes por escovação e 

fio dental (MELO et al. 2017).  

Atualmente, o tratamento do câncer é considerado um dos problemas mais 

desafiadores na medicina. Vários estudos experimentais e epidemiológicos demonstraram 

que a utilização de algumas plantas pode promover ação quimiopreventiva e/ou 

antineoplásica (MANGAL et al. 2013). Neste cenário, alguns óleos essenciais extraídos 

de diferentes plantas apresentam potencial antitumoral promissor, tanto in vitro e in vivo 

(LESGARDS et al. 2014). 

Considerando relatos recentes que demonstraram o potencial antibacteriano e 

antiproliferativo de alguns óleos essenciais (TILAOUI et al. 2011; VIEIRA et al. 2017), 

neste estudo o objetivo foi a determinação da composição química, o efeito antibacteriano 

e antiproliferativo in vitro do óleo essencial extraído das folhas de Psidium myrtoides 

(OE-PM) (Myrtaceae).  

Psidium myrtoides é conhecido popularmente como araçá roxo no Brasil e várias 

propriedades biológicas têm sido relatadas para os extratos e óleos essenciais do gênero 

Psidium, tais como: antidiabético, anti-inflamatória, antifúngica, anti-hipertensiva,
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antidiarreico, antioxidante, atividade antibacteriana e antiprotozoária (HO et al. 2012; 

ALVARENDA et al. 2015; UKWUEZE et al. 2015; CHARNEAU et al. 2016; OUYANG 

et al. 2016; TULER et al. 2017). Até o momento, a composição química, atividade 

antibacteriana e antiproliferativa do óleo essencial das folhas de P. myrtoides não foram 

investigadas na literatura. 

 

3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.2.1 Material vegetal 
 

As folhas de Psidium myrtoides O. Berg (Myrtaceae) foram coletadas no 

Instituto Federal Goiano - campus Rio Verde, na cidade de Rio Verde (latitude 16°06'20” 

S e longitude 51°17'11” W), Estado de Goiás, Brasil, em junho de 2016, às 9h. A planta 

foi identificada pela botânica Luzia Francisca de Souza e um exemplar de P. myrtoides 

(HJ998) foi depositado no herbário Jataiense Professor Germano Guarim Neto. 

 

3.2.2 Obtenção do óleo essencial 
 

O óleo essencial das folhas frescas de P. myrtoides foi extraído por 

hidrodestilação por 2 horas em aparelho do tipo Clevenger. A hidrodestilação foi 

realizada em triplicata. Para este fim, o material vegetal foi dividido em três amostras de 

500 g cada e 500 mL de água destilada foram adicionados a cada amostra. Após a coleta 

manual do óleo essencial (OE), traços de água no óleo foram removidos com sulfato de 

sódio anidro, seguido de filtração.  

O OE foi armazenado em frasco âmbar e mantido em geladeira a - 4°C até a 

análise. O rendimento do OE foi calculado a partir do peso das folhas frescas. 

 

3.2.3 Análise da composição química 
 

O OE-PM foi dissolvido em éter etílico e analisado por cromatografia gasosa 

com detector de ionização de chama (CG-DIC) e cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (CG-EM), utilizando o aparelho Shimadzu QP5000 Plus e 

CGMS2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). A temperatura da coluna 

utilizada em CG-DIC foi programada com temperatura inicial de 60 °C com elevação da 

temperatura a 240 °C na razão de 3 °C/min e elevação a 240 °C durante 5 min. O gás de 

arraste foi o H2 a taxa de fluxo de 1,0 mL/min. 
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O equipamento foi ajustado para operar no modo de injeção, o volume de injeção 

foi de 0,1 µl (split de 1:10), e as temperaturas do injetor e o detector foram mantidos a 

240 e 280 °C, respectivamente. As análises foram realizadas em triplicata e a 

concentração relativa dos componentes foram obtidas em porcentagem (%) da área do 

pico correspondente em relação à área total dos picos. 

As condições do CG-EM e a identificação do OE-PM foram previamente 

relatadas (COSTA et al., 2017). A identificação dos compostos voláteis do OE (Tabela 

1) foi baseada em seus índices de retenção em uma coluna capilar OPTIMA-5 (30m x 

0,25 mm; 0,250 µm) sob as mesmas condições operacionais usadas para CG em relação 

a uma série homóloga de n-alcanos (C8-C20), as estruturas foram computadorizadas com 

NIST/EPA/NIH e seus padrões de fragmentação foram comparados com dados da 

literatura (ADAMS., 2007). 

 

3.2.4 Avaliação da atividade antibacteriana do óleo essencial 
 

As concentrações mínimas inibitórias (CMIs) do óleo essencial foram calculadas 

utilizando o método de microdiluição com microplacas de 96 poços. Foram utilizadas as 

seguintes cepas da ATCC-American Type Culture Collection: Streptococcus salivarius 

(ATCC 25975), Streptococcus sobrinus (ATCC 33478), Streptococcus mutans (ATCC 

25175), Streptococcus mitis (ATCC 49456), e Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). 

Colônias individuais crescidas em ágar-sangue durante 24 horas (Difco Labs, Detroit, 

Michigan, EUA) foram suspensas em 10 mL de caldo tríptico de soja (Difco). A 

padronização da suspensão de cada microrganismo foi realizada conforme descrito 

anteriormente (FERREIRA et al., 2010).  

Amostra de óleo essencial foi dissolvida em DMSO (Merck, Darmstadt, 

Alemanha) 1 mg mL-1 e diluído em caldo de soja tríptico (Difco), de modo que 

concentrações na faixa de 4000 a 3,9 µg mL-1 foram obtidas. A concentração final de 

DMSO foi de 5% (v/v) e esta solução foi usada como controle negativo. Um poço 

inoculado foi incluído, de modo a controlar a adequação do caldo para o crescimento do 

microrganismo. Um não inoculado (sem o agente antimicrobiano) também foi incluído 

para garantir a esterilidade do meio.  

O dicloridrato de clorexidina (DCC) (C8527 Sigma) foi dissolvido em caldo 

tríptico de soja (Difco) e utilizado como controle positivo em concentrações que variaram 

entre 59,0 a 0,115 µg mL-1. As microplacas (96 poços) foram seladas com parafilme e
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incubadas a 37°C por 24 horas como descrito acima. Após a incubação, 30 µl da solução 

aquosa de resazurina a 0,02% (199303 Sigma, Stl Louis, MO, EUA) foram adicionados 

em cada cavidade da microplaca para indicar a viabilidade do microrganismo. Os valores 

de CMI foram determinados a partir da menor concentração do OE capaz de inibir o 

crescimento dos microrganismos. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada 

microrganismo. 

 

3.2.5 Atividade antiproliferativa em linhagem de células tumorais 

humanas 
 

Neste estudo, foram utilizadas três diferentes linhagens de células tumorais: 

adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), adenocarcinoma cervical humano (Hela) e 

glioblastoma humano (M059J). Uma linha celular humana normal (fibroblastos de 

pulmão, GM07492A) foi incluída para avaliar a possível atividade do produto natural 

testado. As diferentes linhagens de células foram mantidas em meio de cultura (HAM-

F10 + DMEM, 1:1, Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro bovino fetal 

(Nutricell), antibióticos (0,01 mg mL-1  de estreptomicina e 0,005 mg mL-1  penicilina; 

Sigma-Aldrich) e 2,38 mg mL-1  de Hepes (Sigma-Aldrich). As células foram incubadas 

em atmosfera de 5% de CO2 a 36,5 °C e ambiente úmido. 

A atividade antiproliferativa foi medida utilizando o kit de Ensaio Colorimétrico 

Toxicológico in vitro (XTT; Roche Diagnostics) de acordo com as instruções do 

fabricante. Para os experimentos, as células (104 células/poço) foram distribuídas em 

microplacas de 96 poços. Cada poço recebeu 100 µL de meio HAM-F10/DMEM 

contendo óleo essencial em concentrações que variaram de 3,91 a 500 µg mL-1. Foram 

incluídos controle negativo (sem tratamento), o solvente (DMSO a 0,02%, 

Dimetilsulfóxido, Sigma-Aldrich) e o positivo (Doxorrubicina, DXR, Pharmacia Brasil 

Ltda.). Após incubação a 36,5 °C por 24 horas, o meio de cultura foi removido. As células 

foram lavadas com 100 µL de PBS (phosphate buffered saline) para remover os 

tratamentos e posteriormente foram expostas a 100µL de meio de cultura HAM-F10 sem 

vermelho de fenol. 

Em seguida, 25 µl de XTT foi adicionado e as células foram incubadas a 

temperatura de 36,5 °C por 17 horas. A absorção das amostras foi determinada usando 

leitor de placas múltiplas (ELISA - Tecan - SW Magellan vs 5.03 STD 2P) no 

comprimento de onda de 450 nm e comprimento de referência de 620 nm. 
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A atividade antiproliferativa foi avaliada utilizando IC50, concentração capaz de 

inibir 50% do crescimento da linha celular como um parâmetro de resposta, no qual foi 

calculado com o programa GraphPad Prism, traçando a sobrevivência celular contra as 

respectivas concentrações dos tratamentos. One-way ANOVA foi utilizado para a 

comparação de médias (P<0,05). As análises foram realizadas em triplicata. O índice de 

seletividade foi calculado dividindo o valor de IC50 do óleo essencial obtido para célula 

GM07492A pelo valor do IC50 obtido para a linhagem de células tumorais. 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os principais compostos presentes no óleo essencial de Psidium myrtoides são: 

Trans-β-cariofileno (30,9%), α- humuleno (15,9%), α- copaeno (7,8%), óxido de 

cariofileno (7,3%) e α- bisabolol (5,3%) (Tabela 1) conforme identificado por 

cromatografia gasosa com detector de ionização de chama (CG-DIC) e cromatografia 

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).  

Os compostos trans-β-cariofileno, α- humuleno, α- copaeno, óxido de 

cariofileno e α- bisabolol foram previamente detectados nos óleos essenciais de outras 

três espécies do gênero Psidium (MEDEIROS et al., 2015; SCUR et al., 2016; SILVA et 

al., 2016). A composição química observada no presente estudo foi semelhante à 

composição química já descrito na literatura para outras espécies pertencentes ao mesmo 

gênero e família Myrtaceae (STEFANELLO et al., 2011). 

 

TABELA 1 - Composição química do óleo essencial das folhas de Psidium myrtoides 

(OE-PM). 

TR 

(min) 
Compostos IRexp IRlit 

AR % 

OE-

PM 

5.718 α-pineno 934 932 1.3 

6.897 sabineno 979 969 0.2 

8.503 limoneno 1029 1024 1.0 

11.063 terpinoleno 1092 1086 0.2 

22.608 α-copaeno 1372 1374 7.8 

24.419 trans-β-cariofileno 1423 1417 30.9 

25.059 trans-α-bergamoteno 1439 1432 1.0 

25.804 α-humuleno 1457 1452 15.9 

26.082 ishwarone 1464 1465 1.5 

26.728 γ-muroleno 1480 1478 1.1 

26.957 α-curcumeno 1485 1479 0.5 
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27.118 β-selineno 1489 1489 1.5 

27.488 δ-selineno 1499 1492 1.5 

27.991 γ-cadineno 1512 1513 2.7 

28.600 trans-cadina-1,4-dieno 1527 1533 4.3 

29.050 α-cadineno 1539 1537 1.6 

29.310 elemol 1546 1548 2.2 

29.909 trans-nerolidol 1564 1561 2.6 

30.107 espatulenol  1575 1577 1.0 

30.920 óxido de cariofileno 1587 1582 7.3 

31.690 globulol 1599 1590 0.8 

32.626 cubenol 1635 1645 1.8 

32.924 hinesol 1641 1640 1.0 

33.285 α-cadinol 1651 1652 1.0 

33.595 14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno 1669 1668 0.6 

34.631 α-bisabolol 1688 1685 5.3 

35.117 tiglato de geranil 1701 1700 1.1 

 Total 97.7 
TR: Tempo de retenção; IRexp: Índice de retenção determinado em relação aos n-alcanos (C8-C20) 

utilizando coluna capilar OPTIMA-5 (30 m x 0.25 mm; 0.250 µm); IRlit: Índice de retenção da literatura 

(Adams, 2007); AR%: Área relativa.  

 

A tabela 2 lista as concentrações mínimas inibitórias em relação aos ensaios 

antibacterianos do OE-PM contra as principais bactérias cariogênicas. O óleo essencial 

extraído das folhas de P. myrtoides (OE-PM) exibiu uma atividade moderada contra 

Streptococcus mitis e S. sanguinis (CMI = 100 µg mL-1), e S. sobrinus e S. salivarius 

(CMI = 250 µg mL-1). Além disso, o OE-PM exibiu forte atividade contra S. mutans 

(CMI= 62,5 µg mL-1). De acordo com VIEIRA et al. (2017), a atividade antibacteriana 

pode ser considerada boa quando os valores de CMI são inferiores a 100 µg mL-1 e 

moderada de 100-500 µg mL-1. Este resultado é interessante, pois poucos compostos 

naturais são conhecidos por inibir S. mutans, principal agente causador de cárie dentária 

(MELO et al., 2017).  

A atividade antibacteriana dos óleos essenciais está associada com à 

lipofilicidade dos seus compostos químicos, pois podem facilmente difundir através da 

membrana celular. Esta é uma importante vantagem no que diz respeito à interação com 

alvos intracelulares (VIEIRA et al., 2017). Além disso, a possível interação sinérgica 

entre os componentes do óleo essencial é benéfica para a sua atividade (CARNEIRO et 

al., 2017). Os principais constituintes do OE-PM já tiveram atividade antibacteriana 

descrita na literatura (KASIM et al., 2014; MOREIRA et al., 2014; MARTINS et al., 

2015; CARNEIRO et al., 2017). A presença destes compostos explica a boa ação 

antibacteriana do OE-PM. 
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TABELA 2 - Concentrações mínimas inibitórias (CMIs) em μg mL-1 de óleo essencial 

das folhas de P. myrtoides (PM-OE) frente a bactérias cariogênicas selecionadas. 

Microrganismos     CMI CMI 

  OE-PM CP 

Streptococcus mutans 62,5 0,922 

Streptococcus mitis 100 1,844 

Streptococcus sanguinis 100 0,922 

Streptococcus sobrinus 250 0,922 

Streptococcus salivarius 250 0,737 
CMI: Concentração mínima inibitória (μg/mL); CP: Controle positivo–Dicloridrato de clorexidina; OE-

PM: Óleo essencial das folhas de P. myrtoides. 

 

A citotoxicidade do OE-PM foi avaliada contra a linha celular normal 

GM07492A, com IC50 de 359,8 ± 6,3 μg mL-1, e contra linhas tumorais MCF-7, Hela, e 

M059J com IC50 de 254,5 ± 1,6; 324,2 ± 41,4 e 289,3 ± 10,9 μg mL-1, respectivamente 

(Tabela 3). O IC50 do MCF-7, Hela, e M059J foram significativamente menores do que a 

da linha normal, com índices de seletividade de 1,4, 1,1 e 1,2, respectivamente.  

 

TABELA 3 - Efeito inibidor de crescimento (IC50) e índice de seletividade (IS) do óleo 

essencial das folhas de OE-PM frente a diferentes células. 

Células 

Tratamentos (μg mL-1) 

                       OE-PM             DRX 

IC50 IS IC50 IS 

GM07492A 359,8 ± 6,3 - 0,5 ± 0,2 - 

MCF-7 254,5 ± 1,6a 1,4 62,1 ± 2,0 - 

Hela 324,2 ± 41,4a 1,1 5,3 ± 1,3 - 

M059J 289,3 ± 10,9a 1,2 16,2 ± 2,5 - 
A Doxorrubicina (DRX) foi usado com controle positivo, GM07492A (fibroblasto de pulmão humano), 

MCF-7(adenocarcinoma da mama humana), Hela (adenomacarcinoma cervical humano) e M059J 

(glioblastoma humano). O índice de seletividade é a relação entre o valor IC50 e do PM-OE obtido para 

células GM07492a e para a linhagem de células tumorais humanas. Os valores de média ± SD, n=3. 

 
a Significativamente diferente da linha célular normal (GM07492A) (p < 0,05). 

 

A evidência a partir deste estudo é a quantidade elevada de terpenos conhecidos 

pela sua atividade antitumoral, tais como: trans- β-cariofileno, δ- selineno, α- humuleno, 

e óxido de cariofileno, desta forma sugere-se que o OE-PM é uma fonte importante de 

compostos puros com atividade antitumoral promissora (SALVADOR et al., 2011; 

QUASSINTI et al., 2013; FIDYT et al., 2016; GUERRINI et al., 2016).  
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Além disso, apesar da baixa concentração de monoterpenos hidrocarbonados, 

esta classe de compostos merece atenção especial para a sua importante atividade 

antitumoral (SOBRAL et al., 2014). É importante notar que a citotoxicidade do OE-PM 

teve pouca influência sobre o efeito antibacteriano, uma vez que revelou atividade 

antimicrobiana em menores concentrações. 

 

3.4 CONCLUSÃO 
 

Esta é a primeira vez que a composição química e as atividades antibacteriana e 

antiproliferativa do óleo essencial das folhas de P. myrtoides foram investigados contra 

bactérias cariogênicas e linhagem de células tumorais humanas. O óleo essencial exibe 

atividade antibacteriana moderada contra Streptococcus mitis, S. sanguinis, S. sobrinus, 

e S. salivarius e boa atividade contra S. mutans. Nesse sentido, o OE-PM pode ser usado 

como um componente promissor de novos produtos de cuidado oral devido S. mutans ser 

um dos principais agentes causadores de problemas orais tal como, a cárie dentária. 

Portanto, os resultados destacam P. myrtoides como uma potencial fonte para a pesquisa 

de novos agentes antitumorais e reforça a importância dos estudos que avaliam os 

mecanismos celulares envolvidos no tratamento antibacteriano e antiproliferativo. Em 

suma, mais estudos para identificar os componentes químicos ativos do OE-PM estão em 

andamento. 
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4. CAPÍTULO II 
 
 

(Normas de acordo com a revista Ciência Rural) 

 

 

 

 

VARIAÇÃO SAZONAL, COMPOSIÇÃO QUÍMICA E POTENCIAL 

ANTIFÚNGICO IN VITRO DO ÓLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS 

DE Psidium myrtoides O. Berg (MYRTACEAE) 
 

RESUMO – Psidium myrtoides O. Berg é uma espécie pertencente ao gênero Psidium. 

Este gênero apresenta diversas espécies com atividades biológicas já relatadas na 

literatura, porém há poucos estudos com a espécie P. myrtoides. O objetivo deste trabalho 

foi avaliar a influência da variação sazonal sobre o teor e a composição química do óleo 

essencial (OE) extraído de folhas in natura de P. myrtoides, bem como o seu potencial 

antifúngico contra Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary e Colletotrichum 

gloeosporioides. As folhas foram coletadas nas estações sazonais seca e chuvosa. Para 

obtenção dos óleos essenciais, as folhas foram submetidas a hidrodestilação em aparelho 

de Clevenger. O teor dos óleos essenciais foi determinado em % e a composição química 

por CG-EM. Não foram estatisticamente observados pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade diferenças significativas nos teores do OE entre a época chuvosa (0,34%) 

e seca (0,47%). Os óleos essenciais foram caracterizados pela presença de monoterpenos 

e sesquiterpenos durante as épocas analisadas. Os compostos majoritários em comum na 

época chuvosa e seca foram o trans-β-cariofileno (20,0 e 32,9%) e cis-prenil-limoneno 

(12,4 e 17,8%). Outros compostos representativos em relação à porcentagem foram: α-

copaeno, β-bisaboleno, globulol, epi-α-bisabolol (época chuvosa) e o δ-amorpheno e 7-

epi-α-selineno (época seca). A atividade antifúngica in vitro apresentou percentual de 

inibição para todas as concentrações do OE frente aos fungos testados, porém nas 

concentrações de 225 e 450 mg mL-1 sobre o fungo C. gloeosporioides, não diferiram 
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estatisticamente do fungicida comercial Frowncide 500 SC. Os resultados deste estudo 

contribuem para identificar a variação química do óleo essencial de Psidium myrtoides 

em relação as duas épocas, característica desta região, bem como demonstrar o potencial 

antifúngico desta espécie. 

 

PALAVRAS-CHAVES: Sazonalidade; óleo essencial; Sclerotinia sclerotiorum; 

Colletotrichum gloeosporioides. 
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SAZONAL VARIATION, CHEMICAL COMPOSITION AND IN 

VITRO ANTIFUNGAL POTENTIAL OF Psidium myrtoides O. Berg 

(MYRTACEAE) ESSENTIAL OIL 
 

 

 

 

ABSTRACT - Psidium myrtoides O. Berg is a species in the genus Psidium. This genus 

presents several species with biological activities already reported in the literature, 

however there are few studies with the P. myrtoides species. The objective of this work 

was to evaluate the influence of seasonal variation on content and chemical composition 

of essential oil (OE) extracted from P. myrtoides fresh leaves, as well as its antifungal 

potential against Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary and Colletotrichum 

gloeosporioides. The leaves were collected in dry and rainy seasons. To obtain the 

essential oils, the leaves were submitted to hydrodistillation in a Clevenger apparatus. 

The essential oils contents were determined in % and the chemical composition by GC-

MS. There were no statistically significant differences in the OE content between rainy 

season (0.34%) and dry (0.47%) by Tukey test at 5% probability. The essential oils were 

characterized by the presence of monoterpenes and sesquiterpenes during the analyzed 

times. The major compounds common in rainy and dry season were β-caryophyllene 

(20.0 and 32.9%) and cis-prenyl-limonene (12.4 and 17.8%). Other representative 

compounds in relation to the percentage were: α-copaene, β-bisabolene, globulol, epi-α-

bisabolol (rainy season) and δ-amorphene and 7-epi- α -selinene (dry season). The in vitro 

antifungal activity showed a percentage of inhibition for all OE concentrations against 

the fungi tested, but at the concentrations of 225 and 450 mg mL-1 on the fungus 

C.gloeosporioides did not differ statistically from commercial fungicide Frowncide 500 

SC. The results of this study contribute to identify the chemical variation of Psidium 

myrtoides essential oil in relation to the two characteristic time of this region, as well as 

to demonstrate the antifungal potential of this species.
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KEYWORDS: Seasonality; essential oil; Sclerotinia sclerotiorum; Colletotrichum 

gloeosporioides. 
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4.1 INTRODUÇÃO 
 

Fungos patogênicos provocam inúmeras perdas em culturas. Por exemplo, a 

colza, cenoura, girassol, soja, feijão e o amendoim são suscetíveis a Sclerotinia 

sclerotiorum (Lib.) De Bary, já o Colletotrichum gloeosporioides infecta espécies como 

a manga, mamão, caju e cacau (OJAGHIAN et al., 2016; HU et al., 2013; BOLTON et 

al., 2006; FENG et al., 2019).  

Os fungicidas sintéticos são utilizados para o controle das doenças provocadas 

por esses fungos. Porém, a utilização destes fungicidas podem trazer potenciais riscos ao 

meio ambiente, aos consumidores e ainda contribuir para a resistência desses patógenos 

(OLIVEIRA et al., 2019). Desta forma, são necessários estudos para a descoberta e 

identificação de novas substâncias ativas que podem ser utilizadas como fungicidas 

naturais. 

Os óleos essenciais (OEs) são alternativas promissoras, pois apresentam 

propriedades bactericidas, fungicidas, antioxidante e antinociceptiva. Os componentes 

presentes nos óleos essenciais são formados de três vias biossintéticas: a via do fosfato 

metileritritol (mono- e diterpenos), via do ácido mevalônico (sesquiterpenos) e via do 

ácido chiquímico (fenilpropanoides). Essas substâncias são variáveis e apresentam 

diversas funções biológicas na planta (JACOB., 2016). 

A variação química dos compostos é influenciada por fatores externos, como o 

clima por exemplo, alguns compostos podem ser acumulados em um período específico 

para responder as mudanças ambientais. Desta forma, a composição química dos óleos 

essenciais está sujeita a variações qualitativa e quantitativa dos seus compostos 

(HUSSAIN., 2010). 

O gênero Psidium apresenta diversas atividades comprovadas in vitro e in vivo, 

dentre elas, o efeito antifúngico (BEZERRA et al., 2018). Sendo assim, dando 

continuidade aos estudos da espécie Psidium myrtoides O. Berg, ainda escassa na 

literatura, este trabalho teve como objetivo avaliar pela primeira vez a influência da 
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variação sazonal sobre o teor e a composição química do óleo essencial extraído das 

folhas in natura de P. myrtoides, bem como avaliar o potencial antifúngico deste óleo. 

 

4.2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.2.1 Material vegetal 
 

O material vegetal de Psidium myrtoides O. Berg foi coletado no setor de 

fruticultura do Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde, localizado na cidade de Rio 

Verde situado nas coordenadas geográficas latitude 16°06'20” S e longitude 51°17'11” 

W, Estado de Goiás, Brasil. Segundo a classificação de Köppen-Geiger(1961) o clima no 

Estado de Goiás enquadra-se no tipo Cwa no Sudoeste, clima temperado úmido com 

inverno seco e verão quente. A tabela 1 demonstra as condições ambientais nos meses em 

que as amostras foram coletadas. 

 

TABELA 1- Valores mensais da precipitação e umidade relativa em Rio Verde, no 

período de abril de 2017 a março de 2018. Fonte: Inmet.  

 

Meses Precipitação total (mm) UR (%) 

Abril 128.6 76.6 

Maio 60 72,6 

Junho 0 62,9 

Julho 0 51,9 

Agosto 1,5 43,9 

Setembro 23,5 34,05 

Outubro 85,6 51,4 

Novembro 289.7 74.5 

Dezembro 243,9 81.1 

Janeiro 266.5 78.1 

Fevereiro 136.2 78.5 

Março 133.1 76.3 

                          UR: Umidade relativa em porcentagem. 

 

As folhas foram coletadas em todas as partes da planta: Ápice, parte 

intermediária e base. 
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4.2.2 Variação sazonal e obtenção do óleo essencial 
 

As folhas de P. myrtoides foram coletadas mensalmente nas estações sazonais 

seca (abril a 1ºquinzena de outubro/2017) e chuvosa (2ºquinzena de outubro a 

março/2018), entre o horário das 07 e 08 horas. A extração do óleo essencial foi realizada 

pelo método de hidrodestilação em aparelho de Clevenger, por um período de 3 horas a 

partir da ebulição. Foram utilizados 100 gramas de amostras in natura em triplicata para 

determinação do rendimento expresso em (% p/p). 

Decorrido o tempo de extração, o hidrolato foi recolhido em um funil de 

separação, no qual foram adicionados 30 mL de diclorometano (CH2Cl2) com três 

repetições (Partição líquido-líquido). Logo em seguida, foi adicionado sulfato de sódio 

anidro PA (Na2SO4) para retirada da água que, eventualmente, passou no funil de 

separação. Os óleos essenciais foram acondicionados em vidro âmbar, e mantidos sob 

refrigeração a -4 °C até posterior análise da composição química e atividade biológica. 

 

4.2.3 Teor do óleo essencial 
 

O rendimento dos óleos essenciais (estação chuvosa e seca) foram calculados 

utilizando a fórmula T%= Massa do óleo (g)/massa das folhas (in natura)*100. Os dados 

obtidos foram submetidos à análise de variância, utilizando o Teste F, e as médias 

comparadas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey (p<0,05). Para as análises 

estatísticas dos dados empregou-se o software estatístico SISVAR versão 5.6. 

 

4.2.4 Análise de CG-EM do óleo de Psidium myrtoides O. Berg 
 

As análises da composição química dos óleos essenciais de P. myrtoides foram 

realizadas por cromatografia a gás acoplado ao espectrômetro de massas sequencial (CG-

EM), equipado com injetor automático CombiPAL (AOC-5000, Shimadzu), uma coluna 

Restek Rtx-5ms (30 m x 0.25 mm x 0.25 μm) foi utilizada com as seguintes características 

operacionais: temperatura inicial foi mantida a 60 ºC por 3 min, seguido de um acréscimo 

de 3ºC/min até atingir 200ºC e posteriormente foi programada para um aumento de 

temperatura de 15 °C/min até 280 °C, permanecendo nessa temperatura por mais 1 min. 

As análises foram realizadas utilizando o gás (He) como carreador.  

A identificação dos componentes foi realizada por comparação dos seus índices 

de retenção (IR) utilizando uma solução padrão de n-alcanos (C8-C31) e por comparação
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dos espectros de massas do banco de dados da biblioteca do NIST/EPA/NHI e de 

literatura (ADAMS, 2007). 

 

4.2.5 Ensaios da atividade antifúngica in vitro 
 

O ensaio biológico foi realizado no laboratório de microbiologia vegetal do 

Instituto Federal Goiano – Campus Rio Verde. Os fungos fitopatogênicos Sclerotinia 

sclerotiorum (Lib.) De Bary e Colletotrichum gloeosporioides foram cedidos pela 

Embrapa Arroz e Feijão, localizada em Santo Antônio de Goiás para o desenvolvimento 

da atividade biológica. No ensaio, reuniram-se os óleos essenciais extraídos das folhas de 

P. myrtoides (estação chuvosa e seca) para avaliar o crescimento micelial dos fungos 

fitopatogênicos. 

 

4.2.5.1 Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary 
 

Seguindo a metodologia de difusão em disco de GARCIA et al., 2012 com 

algumas adaptações, o óleo essencial de P. myrtoides foi avaliado sobre o crescimento 

micelial de S. Sclerotiorum, em concentrações de 18, 45, 90, 180 e 270 mg ml-1 do OE 

em estudo. Utilizou-se o controle negativo (ausência do óleo essencial + água destilada 

estéril) como testemunha e como controle positivo, o fungicida frowncide 500 SC, na 

concentração de 10 μg ml-1 do ingrediente ativo (fluazinam). Como adjuvante, utilizou-

se Tween 80, a 0,05%, para homogenização dos óleos e a água.  

O óleo essencial em diferentes concentrações foi adicionado após a solidificação 

do meio de cultura, discos de BDA de 8 mm de diâmetro, contendo o micélio com 7 dias 

de idade, foram depositados no centro da placa Petri contendo 9 cm de diâmetro. As 

placas foram incubadas sob fotoperíodo de 12 h, à temperatura de 27 ± 2 ºC. As medições 

foram realizadas quando houve o crescimento total da testemunha. O ensaio foi realizado 

com 4 repetições para cada tratamento. 

 

4.2.5.2 Colletotrichum gloeosporioides 
 

Para avaliação do crescimento micelial do C. gloesporioides considerou-se a 

densidade do óleo essencial de P. myrtoides a 0,9 g/ml para obtenção das diluições em 

série de acordo com o método descrito por ALIGIANNIS et al. (2001) e LIMA et al. 

(2006) com algumas adaptações. O óleo essencial foi diluído inicialmente em água
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destilada estéril para obtenção da concentração da solução-padrão inicial a 50%, 

equivalente a 450 mg ml-1, utilizando Tween 80 a 0,05% como surfactante. Em seguida, 

o óleo essencial foi diluído de forma seriada.  

A determinação da atividade antifúngica do OE foi realizada pelo método da 

difusão em disco em meio sólido para as concentrações em 450, 225 e 113 mg ml-1, sendo 

utilizado também o controle positivo e negativo conforme descrito no item 4.2.5.1. 

 

4.2.5.3 Determinação da inibição do crescimento micelial 
 

A inibição do crescimento dos fungos S. Sclerotiorum e C. gloesporioides foi 

determinada pela média das repetições para cada concentração em relação ao crescimento 

da testemunha, utilizando valores de PIC (Percentual de Inibição do Crescimento 

Micelial), cuja fórmula é: 

 

 

 

Os dados obtidos nesse estudo foram submetidos à análise de variância, e as 

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software 

estatístico SISVAR versão 5.6. 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.3.1 Rendimento e composição química dos óleos essenciais  
Os teores dos óleos essenciais obtidos das folhas de P. myrtoides através do 

método de hidrodestilação, permitiu os rendimentos de 0,34% para a época chuvosa e 

0,47% época da seca. Pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade essas amostras não 

diferiram entre si. Porém, o rendimento desses OEs foi superior ao relatado por DA 

SILVA et al. (2018) para as espécies Plinia cauliflora (Mart.) (0,05%) e Syzzygium 

cumini (L.) (0,03%) também pertencentes à família Myrtaceae. 

Foram identificados 47 compostos na época chuvosa e 41 na época seca nos 

óleos essenciais estudados, que compreende 90,1% e 93,8% da composição total. Os 

compostos majoritários de ambas épocas estão destacados em negrito (Tabela 2). Estudos 

relatam a variação da composição química dos OEs quando são submetidos a variação

PIC: (diâmetro da testemunha – diâmetro da concentração) x100 
Diâmetro da testemunha 
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sazonal, pois resulta em alterações na biossíntese e perfil fitoquímico (GASPARETTO et 

al., 2017; JÊEMA et al., 2012; DE ALMEIDA et al., 2016).  

 

TABELA 2 – Composição química dos óleos essenciais de folhas frescas de Psidium 

myrtoides coletadas na época chuvosa e seca. 

Compostos 
IR* 

Área (%) 
  

Estação chuvosa  Estação seca 
  

Monoterpenos hidrocarbonados 
  

tricicleno 921 - 0,21 
  

α-pineno 932 0,8 - 
  

sabineno 969 0,1 - 
  

limoneno 1024 0,1 0,06 
  

Monoterpenos oxigenados 
  

linalol 1095 0,1 - 
  

α-terpineol 1186 0,1 - 
  

Sesquiterpenos hidrocarbonados 
  

δ-elemeno 1335 - 0,1 
  

α-cubebeno 1345 0,1 - 
  

α-longipineno 1350 0,1 0,1 
  

α-ylangeno 1373 - 8,4 
  

α-copaeno 1374 7,5 - 
  

β-elemeno 1389 0,1 - 
  

7-epi-sesquithujeno 1390 0,2 -     

α-funebreno 1402 0,4 0,2 
  

trans-β-cariofileno 1417 20,0 32,9 
  

α-gurjuneno 1409 0,1 0,4 
  

α-cedreno 1410 - 0,4 
  

trans-α-bergamoteno 1432 1,0 1,1 
  

isobazzanene 1436 1,2 - 
  

α-guaieno 1437 0,1 - 
  

cis-prenil-limoneno 1443 12,4 17,8 
  

epi-β-santaleno 1445 0,1 2,0 
  

α-patchouleno 1454 0,1 0,1 
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β-santaleno 1457 1,5 0,3 
  

allo-aromadendreno 1460 - 1,4 
  

α-acoradieno 1464 0,1 0,2 
  

cis-muurola-4(14),5-

dieno 1465 1,3 - 
  

β-acoradieno 1469 - 0,6 
  

4,5-di-epi-

aristolocheno 1471 1,4 1,8 
  

γ -gurjuneno 1475 1,4 2,6 
  

γ -muroleno 1478 - 0,4 
  

α-curcumeno 1479 1,3 0,2 
  

α-amorpheno 1483 0,9 0,5 
  

γ-amorpheno 1495 0,9 - 
  

β-himachaleno 1500 - 0,2 
  

β-bisaboleno 1505 2,6 1,4 
  

δ-amorpheno 1511 2,2 5,5 
  

γ-cadineno 1513 0,6 0,8 
  

7-epi-α-selineno 1520 1,7 4,7 
  

δ-cadineno 1522 - 0,8 
  

zonarene 1528 - 0,5 
  

dauca-4(11),8-dieno 1530 - - 
  

trans-cadina-1,4-dieno 1533 0,8 2,8 
  

α-cadineno 1537 2,0 - 
  

selina-3,7(11) - dieno 1545 - 0,7 
  

Sesquiterpenos oxigenados 
  

trans-nerolidol 1561 1,2 - 
  

espatulenol 1577 0,1 0,5 
  

óxido de cariofileno 1582 12,0 0,7 
  

globulol 1590 4,1 0,1 
  

viridiflorol 1592 0,8 - 
  

1,10-di-epi-cubenol 1618 0,6 1,4 
  

1-epi-cubenol 1627 1,4 0,6 
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γ-eudesmol 1630 0,1 0,1 
  

cis-cadin-4-en-7-ol 1635 0,7 - 
  

cedrelanol 1638 - 0,6 
  

epi-α-muurolol 1640 - - 
  

hinesol 1640 0,9 0,2 
  

α-muurolol 1644 0,6 - 
  

patchoulol 1656 0,7 - 
  

selin-11-en-4-α-ol 1658 - 0,3 
  

epi-α-bisabolol 1683 3,7 0,1 
  

nootkatol 1714 0,2 - 
  

 
Total identificado 90,1 93,8 

  
Monoterpenos hidrocarbonados 1,0 0,27 

  
Monoterpenos oxigenados 0,2 - 

  
Sesquiterpenos hidrocarbonados 61,9 88,9 

  
Sesquiterpenos oxigenados 27,0 4,63 

  
IR: Índice de retenção;  

 

Os cromatogramas que evidenciam a composição química e os compostos 

majoritários de ambas as épocas são mostrados nas Figuras 1 e 2, respectivamente. 

 
Figura 1 – Cromatograma do óleo essencial extraído da época chuvosa de Psidium myrtoides.      

Picos: (1) trans-β-cariofileno; (2) cis-prenil-limoneno; (3) óxido de cariofileno. 
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Figura 2 – Cromatograma do óleo essencial extraído da época seca de Psidium myrtoides. Picos: (1) 

α-ylangeno; (2) trans-β-cariofileno; (3) cis-prenil-limoneno 

 

Os cromatogramas da época chuvosa e seca demonstraram dois compostos 

majoritários em comum, o trans-β-cariofileno (20,0% e 32,9%) e cis-prenil-limoneno 

(12,4% e 17,8%). Esses compostos sofreram variação sazonal em suas concentrações, 

sendo que na época da seca as proporções foram maiores para os dois compostos. 

Segundo de ALENCAR et al. (2017), compostos pertencentes à classe dos sesquiterpenos 

são obtidos em maiores proporções quando as temperaturas estão elevadas, pois a perda 

ao meio ambiente ocorre mais lentamente devido ao seu peso molecular. 

Dentre os compostos presentes nas duas estações e também classificados como 

sesquiterpenos, verificou-se que as concentrações de alguns componentes foram maiores 

na época chuvosa, por exemplo, o óxido de cariofileno. A explicação é que os metábolitos 

secundários podem ser produzidos advindos dos estímulos do meio ambiente, desta forma 

a via metabólica é redirecionada, levando à biossíntese de compostos e proporções 

diferentes (DE MORAIS., 2009). Seguindo esta linha, observa-se que α-ylangeno foi 

produzido somente na época da seca.  

Diante disto, o estudo do óleo essencial de P. myrtoides demonstrou que houve 

variação dos componentes na época da chuva e seca, como também apresentaram 

variação da área percentual relativa dos seus picos mostrados nos cromatogramas. Os 

compostos majoritários deste estudo foram determinados cuja representação da área foi 

maior que 8% (STEFANELLO et al., 2010). Os sesquiterpenos foram a classe mais 
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representada, tanto os hidrocarbonados quanto os oxigenados. Os espectros de massas 

destes compostos estão representados nas Figuras 3, 4, 5 e 6. 

Figura 3 – Espectro de massas do α-ylangeno. Abundâncias relativas para os íons m/z característicos 

do α-ylangeno. 

 

Figura 4 – Espectro de massas do trans-β-cariofileno. Abundâncias relativas para os íons m/z 

característicos do trans-β-cariofileno. 

 

Figura 5 – Espectro de massas do cis-Prenil-limoneno. Abundâncias relativas para os íons m/z 

característicos do cis-Prenil-limoneno. 

Figura 6 – Espectro de massas do óxido de cariofileno. Abundâncias relativas para os íons m/z 

característicos do óxido de cariofileno. 
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Outros compostos representativos em relação à porcentagem nas amostras foram 

o α-copaeno, β-bisaboleno, δ-amorpheno, 7-epi-α-selineno, globulol, epi-α-bisabolol 

(Tabela 2). 

Vários trabalhos relatam atividades biológicas do gênero Psidium, dentre elas o 

efeito antifúngico (CAMACHO-HERNÁNDEZ et al., 2004; LAPENNA et al., 2003; 

SUWANMANEE et al., 2014; WEN et al., 2011). 

Os compostos encontrados no óleo essencial de Psidium myrtoides como o 

linalol, α-pineno, α-terpineol, δ-cadineno, óxido de cariofileno, β-cariofileno, 

espatulenol, limoneno e o trans-nerolidol são relatados na literatura com potencial 

antifúngico (POLICEGOUDRA et al., 2012; NGAMPRASERTSITH et al., 2018; DEUS 

et al., 2011; RAHMAN et al., 2011; Teixeira et al., 2012). 

 

4.3.2 Atividade antifúngica 

Seguindo com os estudos da atividade biológica do óleo essencial de Psidium 

myrtoides O. Berg, a qual apresentou resultados promissores em relação a atividade 

antimicrobiana e antiproliferativa. O potencial antifúngico também foi avaliado pela 

primeira vez frente a Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum gloeosporioides. 

 

4.3.2.1 Sclerotinia sclerotiorum 
  

Todas as concentrações do óleo essencial inibiram o crescimento micelial do 

fungo S. Sclerotiorum (Figura 7). As concentrações de 270 (PIC: 31,4%) e 180 mg mL-1 

(PIC: 31,0%) não diferiram estatisticamente com a concentração de 90 mg mL-1 (PIC: 

10%), assim como esta também não diferiu das concentrações menores de 45 (PIC: 3,0%) 

e 18 mg mL-1 (PIC: 2,2%). Porém, percebeu-se que as concentrações maiores de 270 e 

180mg.mL-1 diferiram significativamente das concentrações de 45 e 18 mg mL-1 de OE. 

Neste ensaio todos os resultados de PIC foram comparados com o controle 

positivo, fungicida Frowncide 500 SC, com concentração de 0,01 mg mL-1, que 

apresentou inibição micelial de 100%. 
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Figura 7 - Percentual de inibição micelial do óleo essencial de folhas in natura de Psidium myrtoides sobre 

o fungo Sclerotinia sclerotiorum. CP: Controle positivo-frowncide 500 SC; CN: Ausência do óleo essencial 

+ água destilada estéril; *Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. 

  

Outros trabalhos com óleo essencial de espécies pertencentes a família 

Myrtaceae relataram também atividade parcial ou completa contra Sclerotinia 

sclerotiorum. DAVARI et al. (2017) avaliaram o potencial fungicida do óleo essencial de 

Eucalyptus sp., neste estudo houve variação da inibição em relação as concentrações, 

sendo que na maior concentração (1500 µL mL-1) o OE inibiu 100% e nas concentrações 

mais baixas (75, 150, 300 e 600 µL mL-1) não houve inibição do fungo fitopatogênico.  

Da mesma forma, DIÁNEZ et al. (2018) descreveram atividade do óleo essencial 

de Syzygium aromaticum e Eucalyptus globulus, no qual houve inibição em todas as 

concentrações testadas 5, 10, 15, 20 e 30%, esta última apresentou a maior atividade 

frente a S. sclerotiorum, com 84 % de inibição. Foram testados em outros fungos também 

como Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum, Alternaria brassicae e 

Phytophthora parasitica, neste detectou-se 100% de inibição micelial. 

Este estudo mostra que atividade do óleo essencial de P. myrtoides foi 

dependente da concentração. O fungo testado apresentou sensibilidade maior nas 

concentrações mais elevadas do OE. A variação dos resultados do experimento e da 

literatura está relacionado a natureza volátil e hidrofóbica dos óleos (LANG e 

BUCHBAUER., 2012). ULTEE et al. (2000) e LAMBERT et al. (2001) acreditam que a 

natureza lipofílica dos OEs facilita a penetração na membrana fúngica constituída de uma 

bicamada lipídica, causando assim a ruptura da mesma. 
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Embora o custo e a eficácia da aplicação do óleo em estudo devam ser levados 

em consideração, este estudo justifica pesquisas adicionais sobre o uso de óleos essenciais 

no controle de fitopatógenos.  

 

4.3.2.2 Colletotrichum gloeosporioides 
 

Neste ensaio o percentual de inibição de crescimento micelial foi avaliado frente 

ao C. gloeosporioides através das diluições do OE obtidas em série de acordo com o 

método descrito por ALIGIANNIS et al. (2001) e LIMA et al. (2006). 

Os resultados do teste (Figura 8) demonstraram que o óleo essencial de P. 

myrtoides foi eficaz na inibição do Colletotrichum gloesporioides. Nas concentrações de 

450 e 225 mg mL-1 obteve-se inibição micelial de 75,9% e 71,1%, estas não diferiram 

estatisticamente entre si, já a concentração menor de 113 mg mL-1 (36,4%) de OE, diferiu 

estatisticamente das demais, resultando em menor inibição.  

Assim como no ensaio antifúngico frente a S. sclerotiorum, todas as 

concentrações de OE utilizadas neste ensaio frente ao C. gloesporioides apresentaram 

PIC.  

 

Figura 8 - Percentual de inibição micelial do óleo essencial de folhas in natura de Psidium myrtoides sobre 

o fungo Colletrotrichum gloesporioides. CP: Controle positivo-frowncide 500 SC; CN: Ausência do óleo 

essencial + água destilada estéril; *Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

O estudo das médias encontradas pelo teste de Tukey revelou que as 

concentrações de 225 e 450 mg mL-1 não diferiram estatisticamente do fungicida 

comercial Frowncide 500 SC, que foi utilizado como controle positivo (Figura 8). 
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A literatura descreve atividades biológicas do gênero Psidium. O óleo essencial 

das folhas de Psidium guajava e Psidium cattleianum exibiram atividade antibacteriana 

contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa e Neisseria gonorrhoeae. Apresentou também moderada 

atividade antifúngica a Candida albicans (42,86%), porém ambas espécies foram inativas 

contra Aspergillus flavus (SOLIMAN et al., 2016). 

O OE de Psidium guajava também está relacionado a propriedades biológicas, 

como anticonvulsivantes, analgésicos, antidiarreicos, antidiabéticos, hipoglicemiante, 

antitussígeno e inseticida. Isto se deve a diversidade de compostos bioativos presente (DE 

SOUZA et al., 2017).  

DE OLIVEIRA et al. (2017) atribuiu aos monoterpenos e aos compostos como 

o limoneno, atividade antifúngica do óleo essencial de Mentha piperita L. (5 µL mL-1) 

contra C. gloesporioides (PIC: 100%), segundo este trabalho os monoterpenos causam 

desorganização das estruturas da membrana celular, induzindo alterações físicas e/ou 

químicas e perturbação das atividades metabólicas fúngicas. 

Há na literatura diversos OEs que apresentaram PIC do fitopatógeno em estudo 

(JÚNIOR et al., 2009, SILVA et al., 2009, ROMERO et al., 2015, SELLAMUTHU et al., 

2013b, BILL et al., 2014). Porém, não foram encontrados relatos do potencial antifúngico 

do OE de Psidium myrtoides O. Berg.  

Desta forma, a eficácia da aplicação do óleo essencial das folhas deve ser levada 

em consideração, uma vez que nos últimos anos têm crescido as pesquisas com os OEs, 

sendo estes, apresentados como método alternativo ou contribuir no desenvolvimento de 

novos agentes no controle de pragas e doenças na agricultura. 

 

4.4 CONCLUSÃO 
 

O teor do óleo essencial de Psidium myrtoides O. Berg não revelou diferença em 

função da sazonalidade, porém houve variação sobre os constituintes químicos presentes 

na amostra da época chuvosa e seca. Todos os compostos majoritários e minoritários 

apresentaram variação da área percentual relativa dos seus picos, assim como também 

houve a obtenção de compostos somente em uma época do ano. Os compostos 

majoritários obtidos em ambas estações sazonais foram o trans-β-cariofileno (20,0-

32,9%), cis-prenil-limoneno (12,4 - 17,8%) e óxido de cariofileno (12,0-0,7%), sendo que 

o α-ylangeno (8,4%) foi produzido somente na época da seca. O OE-PM demonstrou 
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potencial antifúngico contra Sclerotinia sclerotiorum e Colletrotrichum gloesporioides 

em todas as concentrações utilizadas. Portanto, o óleo essencial de P. myrtoides é uma 

fonte promissora de novos agentes antifúngicos naturais, sendo que estes variam em 

decorrência da variação sazonal.   
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5. CAPÍTULO III 
 
 

(Normas de acordo com a revista Records of Natural Products) 

 

 

 

 

INFLUÊNCIA DA IDADE, HABITAT E TÉCNICA DE EXTRAÇÃO 

DO ÓLEO ESSENCIAL DE Psidium myrtoides O. Berg  
 

 

RESUMO – A composição dos óleos essenciais pode sofrer variação química devido a 

fatores externos e internos, bem como a técnica de extração aplicada na amostra. O 

objetivo deste trabalho foi avaliar o teor e a variação química das folhas de jovens, 

adultas, diferente localidade e uma técnica combinada com a hidrodestilação, visando 

uma extração de melhor rendimento, qualidade e maior número de compostos de interesse 

biológico do óleo essencial de Psidium myrtoides O. Berg. As folhas foram coletadas e 

submetidas a hidrodestilação em aparelho de Clevenger pelo período de 3 horas, exceto 

a amostra (3) que teve a hidrodestilação combinada com banho ultrassônico em menor 

tempo de extração. Após a extração, o óleo essencial foi analisado por cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-EM). O teor de óleo essencial das folhas 

jovens foi o maior em comparação as outras amostras análisadas, 0,53%. Sendo que a 

amostra submetida ao banho ultrassônico e hidrodestilação obteve-se o maior o número 

de compostos, 38 no total. Os compostos majoritários deste estudo foram o eugenol, α-

ylangeno, trans-β-cariofileno e isobazzanene. O eugenol não foi apresentado em nenhum 

dos estudos anteriores relacionados ao óleo essencial de Psidium myrtoides O. Berg. Este 

estudo contribui para melhor seleção dos compostos de interesse, já que os mesmos 

sofrem variação química e consequentemente podem influenciar na eficácia da atividade 

biológica deste óleo. 
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INFLUENCE OF AGE, HABITAT AND EXTRACTION 

TECHNIQUE OF Psidium myrtoides O. Berg ESSENTIAL OIL 
 

 

ABSTRACT - The essential oils composition can suffer chemical variation due to 

external and internal factors, as well as the technique of extraction applied in the sample. 

The objective of this work was to evaluate the content and chemical variation of leaves 

of young adults, different locality and a technique combined with hydrodistillation, 

aiming an extraction of better yield, quality and higher number of biological interest 

compounds from Psidium myrtoides O. Berg essential oil. The leaves were collected and 

submitted to hydrodistillation in a Clevenger apparatus for a period of 3 hours, except the 

sample (3), which had hydrodistillation combined with an ultrasonic bath in a shorter 

extraction time. After extraction, the essential oil was analyzed by gas chromatography 

coupled to mass spectrometry (GC-MS). The essential oil content of young leaves was 

the highest compared to the other samples analyzed, 0.53%. Since the sample submitted 

to the ultrasonic bath and hydrodistillation, the largest number of compounds was 

obtained, 38 in total. The major compounds of this study were eugenol, α-ylangene, trans-

β-caryophyllene and isobazzanene. Eugenol has not been reported in any of the previous 

studies related to Psidium myrtoides O. Berg essential oil. This study contributes to a 

better selection of the interest compounds, as they undergo to chemical variation and 

consequently may influence the efficacy of this oil biological activity. 

 

 

KEYWORDS: Psidium myrtoides; essential oil; chemical variation; quality; eugenol. 
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5.1 INTRODUÇÃO 
 

O conhecimento sobre a variação química dos compostos presentes nos óleos 

essenciais direciona a utilização da planta. Fatores fisiológicos e ambientais, como 

composição do solo, clima, órgão vegetal, idade, sazonalidade e entre outros, podem 

afetar a qualidade e quantidade dos óleos essenciais produzidos pelas plantas (De Souza 

et al., 2017). 

Além disto, esses fatores determinam as propriedades biológicas dos 

constituintes presentes no óleo essencial. Esta bioatividade pode estar relacionada a 

compostos majoritários específicos ou estar atribuída ao sinergismo de vários compostos 

da amostra (RAUT E KARUPPAYIL, 2014). 

Ao analisar o número baixo de produtos fabricados com base em óleos essenciais 

mesmo sendo muito eficientes, PAVELA e BENELLI (2016) citam que um dos 

problemas enfrentados é a falta de qualidade e quantidade. Diante disto, investimentos 

têm sido realizados recentemente com novas tecnologias, visando à eficiência, qualidade, 

redução no tempo de extração e um maior rendimento. 

Portanto, considerando que os estudos com à espécie Psidium myrtoides O. Berg 

apresentou em estudos anteriores propriedades biológicas promissoras, este trabalho teve 

como objetivo avaliar o teor e a variação química das folhas jovens, adultas de diferentes 

localidades e uma técnica de extração combinada com a hidrodestilação, visando um 

melhor rendimento, qualidade e maior número de compostos de interesse biológico. 

 

5.2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

5.2.1 Material vegetal e extração do óleo essencial 
 

As folhas de Psidium myrtoides O. Berg foram coletadas nos meses conforme a 

Tabela 1, entre o horário das 07 e 08 horas. A espécie foi identificada pelos botânicos 

Luzia Francisca e Marcos Sobral. A exsicata sob o registro HJ998 foi depositado no 
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herbário Jataiense Professor Germano Guarim Neto e outro exemplar (10041) foi 

depositado no herbário do Instituto Federal Goiano – campus Rio Verde. 

 

TABELA 1 – Informações sobre o local e mês de coleta das amostras de Psidium 

myrtoides O. Berg. 

(1) Folhas jovens; (2) Folhas adultas; (3) Folhas submetidas a banho ultrassônico; (4) Folhas coletadas na 

Unirv.  

  

As amostras 1 (folhas jovens) e 2 (folhas adultas) foram coletadas conforme 

proposto por LI et al. (2013), as folhas mais próximas do ápice representa características 

mais juvenis e as demais são caracterizadas como adultas. 

O óleo essencial (OE) das amostras 1,2 e 4 foi obtido através de hidrodestilação 

pelo período de 3 horas em aparelho de Clevenger. A amostra 3 foi submetida ao banho 

ultrassônico por 40 minutos, após este período a amostra também foi submetida a 

hidrodestilação com duração de 1 hora de extração. Foram utilizadas 100 g em triplicata 

para cada amostra. 

Após a hidrodestilação, o OE foi extraído da fase aquosa com diclorometano, 30 

ml com três repetições, em seguida foi adicionado sulfato de sódio anidro PA (Na2SO4). 

O solvente foi removido por evaporação a temperatura ambiente. Os óleos essenciais das 

amostras foram armazenados a -4 °C até o momento da análise química dos compostos. 

 

5.2.2 Teor do óleo essencial 
 

O rendimento do óleo essencial das amostras 1, 2, 3 e 4 foi calculado através da 

fórmula T%= Massa do óleo (g)/massa das folhas (in natura)*100. Os dados obtidos 

foram submetidos à análise de variância, utilizando o Teste F, e as médias comparadas a 

5% de probabilidade pelo teste de Tukey (p<0,05). Para as análises estatísticas dos dados 

empregou-se o software estatístico SISVAR versão 5.6. 

 

Amostras Mês da coleta Local da coleta Coordenadas geográficas 

1 

Março/18 

Instituto Federal goiano - 
campus Rio Verde Latitude 16° 06'  

2 Longitude oeste 51° 17' 

3 

Maio/18 4 Universidade de Rio Verde Latitude (S) 17° 48'  

Longitude 50° 55' 
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5.2.3 Composição química do óleo essencial de Psidium myrtoides O. 

Berg 
 

As análises da composição química do óleo essencial das amostras 1, 2, 3 e 4 de 

P. myrtoides foram realizadas por cromatografia a gás acoplado ao espectrômetro de 

massas sequencial (CG-EM), equipado com injetor automático CombiPAL (AOC-5000, 

Shimadzu), uma coluna Restek Rtx-5ms (30 m x 0.25 mm x 0.25 μm) foi utilizada com 

as seguintes características operacionais: temperatura inicial foi mantida a 60 ºC por       

3,0  min, seguido de um acréscimo de 3 ºC/min até atingir 200 ºC e posteriormente foi 

programada para um aumento de temperatura de 15°C/min até 280°C, permanecendo 

nessa temperatura por mais 1,0 min. As análises foram realizadas utilizando o gás (He) 

como carreador.  

A identificação dos componentes foi realizada por comparação dos seus índices 

de retenção (IR) utilizando uma solução padrão de n-alcanos (C8-C31) e por comparação 

dos espectros de massas do banco de dados da biblioteca do NIST/EPA/NHI e de 

literatura (ADAMS, 2007). 

 

5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os dados obtidos revelaram que amostra 1(folhas jovens) de Psidium myrtoides 

apresentou o maior teor do óleo essencial, 0,53% (Tabela 2) e apresentou diferença 

significativa em relação as demais amostras estudadas, inclusive comparada as folhas 

adultas com 0,39% de OE. Segundo LI et al. (2016) a qualidade e o rendimento do óleo 

essencial são influenciados pelo habitat, idade da planta, folhas jovens, folhas maduras, 

sendo assim importante a investigação desta variação para utilização racional do material 

vegetal. 

 

TABELA 2 – Valores médios do teor de óleo essencial (%) de Psidium myrtoides 

Amostras Teor de óleo essencial (%) 

1 0,53 a 

2 0,39 b 

3 0,32 b 

4 0,30 b 
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05). (1) Folhas 

jovens; (2) Folhas adultas; (3) Folhas submetidas a banho ultrassônico; (4) Folhas coletadas na Unirv. 
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A composição química do OE de Psidium myrtoides variou qualitativamente e 

quantitativamente (Tabela 3). Em estudos anteriores o α-copaeno, trans-β-cariofileno, α-

humuleno, óxido de cariofileno, α-bisabolol, α-ylangeno e cis-prenil-limoneno foram 

considerados compostos majoritários. Neste estudo os compostos majoritários que se 

relacionam com a composição observada anteriormente, foram o trans-β-cariofileno e o 

α-ylangeno, este não foi observado na amostra 4 (folhas da UNIRV). 

 

TABELA 3 – Composição química das folhas de P. myrtoides submetidas as diferentes 

coletas e método de extração. 

Compostos IRexp IRlit 
%AR 

1 2 3 4 

tricicleno 921 921 1,5 0,8 0,7 1,7 

sabineno 963 969 - - 0,1 0,1 

limoneno 1017 1024 0,1 - 0,1 - 

eugenol 1362 1362 - - - 8,7 

α-ylangeno 1363 1373 8,4 10 8,8 - 

sibireno 1396 1400 0,2 - - - 

α-funebreno 1401 1402 0,4 0,4 0,2 0,4 

α-cedreno 1402 1410 - - 0,3 - 

β-ylangeno 1415 1419 - - - 0,2 

trans-β-cariofileno 1418 1417 34,9 34,9 32 28,1 

trans-α-bergamoteno 1422 1432 1,1 1,2 0,9 1,2 

β-gurjuneno 1425 1431 0,9 1,2 1 - 

isobazzanene 1440 1436 18,9 16,8 16,1 22,3 

epi-β-santaleno 1447 1445 1,5 1,7 1,4 2 

α-humuleno 1451 1452 - - 0,1 0,1 

α-acoradieno 1453 1464 - - 0,2 - 

amorpha-4,11-dieno 1456 1449 - - 0,1 - 

allo-aromadendreno  1463 1460 1,2 1,3 1,2 1,4 

4,5-di-epi-aristolocheno 1473 1471 1,1 1,4 1,3 2,1 

γ-gurjuneno 1481 1475 1,4 1,5 1,5 1,9 

α-amorpheno 1487 1483 0,4 0,5 0,5 0,6 

β-selineno 1489 1489 - - 0,3 - 

β-bisaboleno 1496 1505 1,1 0,9 1 0,5 

γ-amorpheno 1500 1495 0,4 0,6 0,5 0,7 

viridifloreno 1506 1496 1 0,8 0,8 1,3 

β-himachaleno 1510 1500 5,5 4,9 4,5 6 

β-Bazzaneno 1518 1519 - - 0,2 - 

δ-amorpheno 1521 1511 2 1,8 1,4 2,2 

δ-cadineno 1524 1522 0,2 - - 0,2 

7-epi-α-selineno 1525 1520 - - 0,1 - 
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trans-cadina-1,4-dieno 1528 1533 1,8 1,1 2,1 1,8 

dauca-4(11),8-dieno 1539 1530 - - 0,2 0,2 

selina-3,7(11)-dieno 1543 1545 4,4 2,5 3 - 

trans-nerolidol 1564 1561 - - 0,1 - 

espatulenol 1570 1577 3,2 6 6,1 3,5 

óxido de cariofileno 1586 1582 0,1 - 2,9 0,1 

globulol 1590 1590 0,6 2,9 0,6 0,6 

junenol 1615 1618 1 2 2,2 1,4 

10-epi-γ-eudesmol  1619 1622 - 0,7 1 0,5 

cis-cadin-4-en-7-ol 1633 1635 0,9 0,7 0,7 1,1 

β-acorenol 1637 1636 - - 0,1 - 

hinesol 1641 1640 0,7 0,6 0,6 0,7 

α-bisabolol 1683 1685 - - - 1,2 

Monoterpenos hidrocarbonados   1,6 0,8 0,9 1,8 

Monoterpenos oxigenados   - - - - 

Sesquiterpenos hidrocarbonados   86,8 83,5 79,7 73,2 

Sesquiterpenos oxigenados   6,5 12,9 14,3 9,1 

Compostos fenólicos   - - - 8,7 

Total     94,9 97,2 94,9 92,8 
IRexp: Índice de retenção determinado em relação aos n-alcanos (C8-C20) utilizando coluna 

capilar OPTIMA-5 (30m x 0.25mm; 0.250µm); IRlit: Índice de retenção da literatura 

(Adams, 2007); AR%: Área relativa.  

 

Os cromatogramas que evidenciam a composição química do óleo essencial das 

folhas jovens (1), folhas adultas (2), folhas submetidas ao banho ultrassônico (3), folhas 

coletadas na UNIV (4) estão demonstrados na Figura 1, 2, 3 e 4, respectivamente. 

Figura 1 – Cromatograma do óleo essencial extraído das folhas jovens de Psidium myrtoides O. Berg 
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Figura 2 - Cromatograma do óleo essencial extraído das folhas adultas de Psidium myrtoides O. Berg 

Figura 3 - Cromatograma do óleo essencial extraído das folhas de Psidium myrtoides O. Berg utilizando 

o banho ultrassônico combinado com a hisdrodestilação 

Figura 4 - Cromatograma do óleo essencial extraído das folhas de Psidium myrtoides O. Berg coletadas 

na UNIRV  

As estruturas químicas dos principais componentes identificados nos óleos 

essenciais das amostras 1, 2, 3 e 4 estão ilustrados na Figura 5.  

                      Eugenol(4)                                            α-ylangeno (1, 2 e 3) 
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            Trans-β-cariofileno (1, 2, 3 e 4)           Isobazzanene (1, 2, 3 e 4) 

Figura 5 – Estrutura química dos compostos majoritários presentes nas amostras (1) Folhas jovens, (2) 

Folhas adultas, (3) Folhas submetidas a banho ultrassônico, (4) Folhas UNIRV 

 

O isobazzanene e o eugenol também foram considerados compostos 

majoritários. O eugenol foi detectado somente na amostra 4 com área relativa de 8,7%. A 

amostra 3 que utilizou o banho ultrassônico combinado com a hidrodestilação por um 

período de 1 hora obteve o maior número de compostos identificados neste trabalho, 38 

no total. Apesar de não ter obtido o maior teor de OE, esta técnica diminuiu o tempo de 

hidrodestilação, consequentemente o consumo de energia e garantiu que o OE não 

sofresse reações de oxidação e hidrolisação. Estas reações podem ocorrer com o óleo 

essencial ao ser exposto a longos períodos com altas temperaturas, conforme relatado por 

El ASBAHANI et al. (2015). 

Atividade antifúngica, antioxidante, antimicrobiana e outras atividades 

biológicas podem variar em relação a variação da composição química sofrida pela 

espécie (EBRAHIMI et al., 2008). Os sesquiterpenos hidrocarbonados e sesquiterpenos 

oxigenados foram os mais representativos em todas as amostras. Os monoterpenos 

hidrocarbonados apresentaram menor quantidade, já os monoterpenos oxigenados não 

foram observados.  

SOUSA et al. (2015) atribuiu a alta atividade contra bactérias gram-negativas 

anaeróbicas (Prevotella nigrescens e Porphyromonas gingivalis) aos sesquiterpenos 

hidrocarbonados, observou-se também que os compostos pertencentes aos sesquiterpenos 

oxigenados são promissores como agentes antimicrobianos. KHORSHIDIAN et al. 
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(2018) enfatizam que vários óleos essenciais podem ser utilizados como agentes 

antimicrobianos naturais. A maior atividade antimicrobiana é atribuída aos compostos 

fenólicos, dentre eles o Eugenol. 

O Eugenol não foi encontrado nas amostras estudadas anteriormente de Psidium 

myrtoides O. Berg, somente na amostra 4. Ele é muito utilizado em produtos 

farmacêuticos, cosméticos, alimentos e embalagens ativas com propriedades 

antioxidantes (CHATTERJEE E BHATTACHARJEE, 2013; GOÑI et al., 2016; GUAN 

et al., 2016; WORANUCH E YOKSAN, 2013). 

Muitos estudos in vitro e in vivo também relataram sobre o potencial anti-

inflamatório, antioxidante, anticancerígeno, antinociceptivo e antidiabético do limoneno, 

composto pertencente aos monoterpenos hidrocarbonados (Tabela 3) (KUMMER et al., 

2013; AHMAD E BEG, 2013; ZHANG et al., 2014; KAIMOTO et al., 2016; 

PANASKAR et al., 2013). 

 

5.4 CONCLUSÃO 
 

Os dados obtidos neste trabalho revelaram que o óleo essencial de Psidium 

myrtoides O. Berg também sofre influência quantitativa e qualitativa em seus compostos 

em relação à idade, habitat e técnica de extração. As folhas jovens apresentaram o maior 

teor do óleo essencial de P. myrtoides, 0,53%. O eugenol, composto majoritário do óleo 

essencial obtido das folhas coletadas na Universidade de Rio Verde (amostra 4) não havia 

sido relatado em nenhum outro trabalho relacionado à espécie em estudo. O trans-β-

cariofileno, isobazzanene e o α-ylangeno foram identificados como compostos 

majoritários em todas as amostras, exceto o α-ylangeno presente somente nas amostras 1, 

2 e 3. A técnica combinada com a hidrodestilação foi promissora em relação a quantidade 

de compostos extraídos, 38 no total, além disso, o tempo de extração e o consumo de 

energia foram reduzidos em relação as outras amostras trabalhadas, evitando que o OE 

sofresse oxidação e hidrolisação. Portanto, é necessário avaliar a variação química de 

Psidium myrtoides O. Berg, pois a mesma apresenta diversos compostos relacionados à 

atividades biológicas. Este estudo contribui para melhor seleção dos compostos de 

interesse. 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 
 

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que: 

• Os compostos majoritários presentes no óleo essencial das folhas de Psidium 

myrtoides O. Berg foram o trans-β-cariofileno, α-humuleno, α-copaeno, óxido de 

cariofileno, bisabolol, cis-prenil-limoneno, α-ylangeno, eugenol e isobazzanene; 

• O OE-PM apresentou atividade antibacteriana moderada frente à Streptococcus 

mitis, S. sanguinis, S. sobrinus, S. salivarius e uma forte atividade contra S. 

mutans; 

• O óleo essencial de P.myrtoides exibiu atividade antiproliferativa contra linhagem 

de células tumorais humanas com os valores de IC50 significativamente mais 

baixos do que o obtido para a linha celular normal, demonstrando os valores para 

as células: Adenocarcinoma de mama humano (254,5 ± 1,6 µg ml-1), 

Adenocarcinoma cervical humano (324,2 ± 41,4 µg/ml) e Glioblastoma humano 

(289,3 ± 10,9µg ml-1); 

• Não houve variação significativa observados pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade nos teores do OE entre a época chuvosa e seca; 

• OE-PM apresentou variação dos componentes na época da chuva e seca, bem 

como a variação da área percentual relativa; 

• Foi verificado uma atividade antifúngica promissora frente a Sclerotinia 

sclerotiorum (Lib.) De Bary e Colletotrichum gloeosporioides. Sendo que nas 

concentrações de 225 e 450 mg ml-1 sobre o patógeno C. gloeosporioides, não 

houve diferença significativa com o fungicida comercial Frowncide 500 SC; 

• O óleo essencial das folhas jovens apresentou diferença significativa no teor em 

relação as demais amostras do trabalho, 0,53%; 



67 
 

 
 

• O eugenol foi encontrado somente na amostra de óleo essencial das folhas 

coletadas na Universidade de Rio Verde. Este composto apresenta alto valor 

comercial; 

• A técnica do banho ultrassônico combinada com a hidrodestilação, resultou em 

menor tempo de extração, consequentemente menor consumo de energia e evitou 

que o óleo essencial sofresse oxidação e hidrolisação. 
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ABSTRACT 

In this study, the chemical composition and antibacterial and antiproliferative 

potential of the essential oil obtained from fresh leaves of Psidium myrtoides (PM-

EO) against oral pathogens and human tumour cell lines were investigated for the 

first time. GC-FID and GCMS analyses showed that trans-β-caryophyllene 

(30.9%), α-humulene, (15.9%), α-copaene (7.8%), caryophyllene oxide (7.3%) 

and α-bisabolol, (5.3%) are the major constituents of PM-EO. The antibacterial 

activity of PM-EO against a panel of oral pathogens was investigated in terms of 

their minimal inhibitory concentrations (MIC) using the broth microdilution 

method. PM-EO displayed moderate activity against Streptococcus mitis (MIC = 

100 μg/mL), S. sanguinis (MIC = 100 μg/ mL), S. sobrinus (MIC = 250 μg/mL), 

and S. salivarius (MIC = 250 μg/mL), and strong activity against S. mutans (MIC 

= 62.5 μg/mL). The antiproliferative activity in normal (GM07492A, lung 

fibroblasts) and tumour cell lines (MCF-7, HeLa, and M059 J) was performed 

using the XTT assay. PM-EO showed 50% inhibition of normal cell growth at 

359.8 ± 6.3 μg/mL. Antiproliferative activity was observed against human tumour 

cell lines, with IC50 values significantly lower than that obtained for the normal 

cell line, demonstrating IC50 values for MCF-7 cells (254.5 ± 1.6 μg/mL), HeLa 

cells (324.2 ± 41.4 μg/mL) and M059 J cells (289.3 ± 10.9 μg/mL). Therefore, the 

cytotoxicity of PM-EO had little influence on the antibacterial effect, since it 

showed antibacterial activity at lower concentrations. Our results suggest that PM-

EO is apromising source of new antibacterial and antitumour agents. 
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1. Introduction 

 

Essential oils from different plant sources exhibit several biological activities such as 

antiprotozoal, antioxidant, antifungal, antimutagenic, anti-inflammatory, anticancer and 

antibacterial properties (Raut and Karuppayil 2014). Dental caries is a major public health 

problem that affects many countries around the world. Acidogenic and aciduric bacteria 

that can form colonies in an organized biofilm cause dental plaque (Crevelin et al. 2015). 

The most efficient procedure for preventing dental caries is biofilm removal by brushing 

and flossing (Melo et al. 2017). Currently, cancer treatment is considered one of the most 

challenging problems in medicine and several experimental and epidemiological studies 

have shown that the use of some plants may promote chemopreventive and/or 

antineoplastic action (Mangal et al. 2013). In this scenario, some essential oils extracted 

from different plants have promising antitumour potential, both in vitro and in vivo 

(Lesgards et al. 2014). Considering that recent reports have demonstrated the antibacterial 

and antiproliferative potential of some essential oils (Tilaoui et al. 2011; Vieira et al. 

2017), in this study we investigate the chemical composition and the in vitro antibacterial 

and antiproliferative effects of the essential oil extracted from the leaves of Psidium 

myrtoides (PM-EO) (Myrtaceae). Psidium myrtoides is popularly known as purple araca 

in Brazil and several biological properties have been reported for the extracts and essential 

oils from Psidium genus, such as anti-diabetes, anti-inflammatory, anti-fungal, anti-

hypertension, anti-diarrhea, antioxidant, radical-scavenging, antibacterial and anti-

protozoal activities (Ho et al. 2012; Alvarenda et al. 2015; Ukwueze et al. 2015; Charneau 

et al. 2016; Ouyang et al. 2016; Tuler et al. 2017). So far, the chemical composition and 

antibacterial and antiproliferative activities of the essential oil of P. myrtoides leaves have 

not been investigated in the literature. 
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2. Results and discussion 

The major compounds of PM-EO are trans-β-caryophyllene (30.9%), α-humulene 

(15.9%), α-copaene (7.8%), caryophyllene oxide (7.3%), and α-bisabolol (5.3%) (Table 

S1), as identified by gas chromatography-flame ionization detector (GC-FID) and gas 

chromatography–mass spectrometry (GC–MS). The compounds trans-β-caryophyllene, 

α-humulene, α-copaene, caryophyllene oxide, and α-bisabolol have been previously 

detected in the essential oils from other three Psidium species (Medeiros et al. 2015; Scur 

et al. 2016; Silva et al. 2016). The chemical composition observed in the present study 

was similar to the chemical composition already described in the literature for other 

species belonging to the same genus and Myrtaceae family (Stefanello et al. 2011). 

 

Table 1A. Values of minimum inhibitory concentrations (MICs) in μg/mL of essential 

oil from leaves of P. myrtoides (PM-EO) against selected cariogenic bacteria. 

Microorganisms MIC MIC 

  PM-EO CHD 

Streptococcus mutans 62.5 0.922 

Streptococcus mitis 100 1.844 

Streptococcus sanguinis 100 0.922 

Streptococcus sobrinus 250 0.922 

Streptococcus salivarius 250 0.737 
Notes: MIC: Minimum Inhibitory Concentrations (μg/mL); CHD: Chlorhexidine dihydrochloride 

(positive control); PM-EO: essential oil from P. myrtoides leaves. 

 

Table 2A. Concentration inhibiting 50% growth (IC50), in μg/mL, and selectivity index 

(SI) of PM-EO against diferent cell lines. 

 

  Treatment (μg/mL) 

  PM-EO   DXR 

Cell line IC50 SI IC50 SI 

GM07492A 359.8 ± 6.3 – 0.5 ± 0.2 – 

MCF-7 254.5 ± 1.6a 1.4 62.1 ± 2.0 – 

HeLa 324.2 ± 41.4a 1.1 5.3 ± 1.3 – 

M059J 289.3 ± 10.9a 1.2 16.2 ± 2.5 – 
Notes: Doxorubicin (DXR) was used as positive controls. GM07492A (human lung fibroblasts), MCF-7 

(human breast adenocarcinoma), HeLa (human cervical adenocarcinoma) and M059J (human 

glioblastoma). The selectivity index is the ratio between the IC50 value of the PM-EO obtained for 

GM07492A cells and the value found for the tumor cell line. Values are mean ± SD, n = 3. 

 
aSignificantly different from the normal cell line (GM07492A) (p < 0.05). 
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Table 1 lists the minimum inhibitory concentrations from the in vitro antibacterial assays 

of PM-EO against the main cariogenic bacteria. The essential oil extracted from P. 

myrtoides leaves (PM-EO) exhibited moderate activity against Streptococcus mitis and S. 

sanguinis (both MIC = 100 μg/mL), and S. sobrinus and S. salivarius (both MIC = 250 

μg/mL). In addition, the PM-EO exhibited strong activity against S. mutans (MIC = 62.5 

μg/mL). According to Vieira et al. (2017), the antibacterial activity can be considered 

good when MIC values are below 100 μg/mL and moderate from 500 to 100 μg/mL. This 

is an interesting result because very few natural compounds are known to inhibit S. 

mutans, one of the primary causative agentes of dental caries (Melo et al. 2017). The 

antibacterial activity of essential oils is associated with the lipophilicity of their chemical 

constituents, which can easily diffuse across the cell membranes. This is a major 

advantage with regard to interactions with intracellular targets (Vieira et al. 2017). In 

addition, possible synergistic interactions between essential oils componentes are 

beneficial for their activity (Carneiro et al. 2017). The major constituents of PM-EO have 

recognized antibacterial activity already described in the literature (Kasim et al. 2014; 

Moreira et al. 2014; Martins et al. 2015; Carneiro et al. 2017). The presence of these 

compounds explains the good antibacterial action of PM-EO. The PM-EO cytotoxicity 

was assessed against the GM07492A normal cell line, with an IC50 of 359.8 ± 6.3 μg/mL, 

and against the MCF-7, HeLa, and M059J tumour lines with IC50 of 254.5 ± 1.6; 324.2 

± 41.4; and 289.3 ± 10.9 μg/mL, respectively (Table 2). The IC50 of the MCF-7, HeLa, 

and M059J cell lines were significantly lower than that of the normal line, with selectivity 

indexes of 1.4, 1.1 and 1.2, respectively. The evidence from this study, the high amount 

of terpenes, known for their anticâncer activity such as trans-β-caryophyllene, δ-selinene, 

α-humulene, and β-caryophyllene oxide, suggests that PM-EO is a significant potential 

source of pure compounds with promising anticâncer activity (Salvador et al. 2011; 

Quassinti et al. 2013; Fidyt et al. 2016; Guerrini et al. 2016). Besides, despite the low 

concentration of hydrocarbon monoterpenes, this class of compounds deserves special 

attention for its important antitumour activity (Sobral et al. 2014). It is important to note 

that the cytotoxicity of the PM-EO had little influence on the antibacterial effect, since it 

revealed antimicrobial activity at lower concentrations. 

 

3. Experimental 

Supplementary material related to this paper is available online, alongside Table S1.
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4. Conclusions 

This is the first time the chemical composition and antibacterial and antiproliferative 

activities of the essential oil from the leaves of P. myrtoides have been investigated 

against the cariogenic bacteria and human tumour cell lines. The essential oil display 

antibacterial activity, with moderate activity against Streptococcus mitis, S. sanguinis, S. 

sobrinus, and S. salivarius and very promising activity against S. mutans. In this sense, 

PM-EO may be used as a promising component of new oral care products because S. 

mutans is one of the main causative agents of oral disorders, such as dental caries. 

Therefore, the results reported highlight P. myrtoides as a potential source for the search 

of new antitumour agents and reinforce the importance of studies evaluating cellular 

mechanisms involved in the antibacterial and antiproliferative activities of essential oil 

from P. myrtoides. In sum, further studies to identify the active chemical constituents of 

PM-EO are underway. 
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Chemical composition and in vitro antibacterial and antiproliferative activities of 

the essential oil from the leaves of Psidium myrtoides O. Berg (Myrtaceae) 

In this study, the chemical composition and antibacterial and antiproliferative 

potential of the essential oil obtained from fresh leaves of Psidium myrtoides (PM-

EO) against oral pathogens and human tumour cell lines were investigated for the 

first time. GC-FID and GC-MS analyses showed that trans--caryophyllene 

(30.9%), α-humulene (15.9%), α-copaene (7.8%), caryophyllene oxide (7.3%), and 

α-bisabolol (5.3%) are the major constituents of PM-EO. The antibacterial activity 

of PM-EO against a panel of oral pathogens was investigated in terms of their 

minimal inhibitory concentrations (MIC) using the broth microdilution method. 

PM-EO displayed moderate activity against Streptococcus mitis (MIC = 100 

µg/mL), S. sanguinis (MIC = 100 µg/mL), S. sobrinus (MIC = 250 µg/mL), and S. 

salivarius (MIC = 250 µg/mL), and strong activity against S. mutans (MIC = 62.5 

µg/mL). The antiproliferative activity in normal (GM07492A, lung fibroblasts) 

and tumour cell lines (MCF-7, HeLa, and M059J) was performed using the XTT 

assay. PM-EO showed 50% inhibition of normal cell line growth at 359.8 ± 6.3 

µg/mL. Antiproliferative activity was observed against human tumour cell lines, 

with IC50 values significantly lower than that obtained for the normal cell line, 

demonstrating IC50 values for MCF-7 cells (254.5 ± 1.6 µg/mL), HeLa cells (324.2 

± 41.4 µg/mL) and M059J cells (289.3 ± 10.9 µg/mL). Therefore, the cytotoxicity 

of PM-EO had little influence on the antibacterial effect, since it showed 

antibacterial activity at lower concentrations. Our results suggest that PM-EO is a 

promising source of new antibacterial and antitumour agents.  

Keywords: Psidium myrtoides; essential oil; trans--caryophyllene; oral 

pathogens; antiproliferative activity
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Experimental 

 

Psidium myrtoides O. Berg (Myrtaceae) were collected at “Instituto Federal 

Goiano – Campus Rio Verde” in the city of Rio Verde (16°06’20’’S and 51°17’11’’W), 

State of Goiás, Brazil, in June 2016, at 9 a.m. The plant was identified by the botanist 

Luzia Francisca de Souza and a voucher specimen of P. myrtoides (HJ998) was deposited 

at the Herbarium Jataiense Professor Germano Guarim Neto.  

The essential oil of P. myrtoides (PM-EO) was extracted from fresh leaves by 

hydrodistillation for 2 h in a Clevenger-type apparatus. Hydrodistillation was performed 

in triplicate. To this end, the plant material was divided into three samples of 500 g each, 

and 500 mL of distilled water was added to each sample. After manual collection of the 

essential oil (EO), traces of water remaining in the oil were removed with anhydrous 

sodium sulfate, which was followed by filtration. The EO was stored in an amber bottle 

and kept in a refrigerator at 4°C until analysis. The EO yield was calculated from the 

weight of the fresh leaves. PM-EO was dissolved in ethyl ether and analyzed by Gas 

chromatography-flame ionization detector (GC-FID) and gas chromatography–mass 

spectrometry (GC–MS) and analyses were performed on Shimadzu QP5000 Plus and 

GCMS2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) systems. The temperature of the 

column used in GC-FID was programmed to rise from 60 to 240°C at 3°C/min and was 

then held at 240°C for 5 min; the carrier gas was H2 at a flow rate of 1.0 mL/min. The 

equipment was set to operate in the injection mode; the injection volume was 0.1 µL (split 

ratio of 1:10), and the injector and detector temperatures were 240 and 280°C, 

respectively. The relative concentrations of the components were obtained by 

normalizing the peak areas (%). The relative areas were the average of triplicate GC-FID 

analyses. The GC-MS conditions and the identification of the PM-EO have been 

previously reported (Costa et al., 2017). Identification of the volatile components of PM-

EO (Table S1) was based on their retention indices on an OPTIMA-5 (30 m X 0.25 mm; 

0.250 µm) capillary column under the same operating conditions used for GC relative to 

a homologous series of n-alkanes (C8-C20); the structures were computer-matched with 

NIST/EPA/NIH, and their fragmentation patterns were compared with literature data 

(Adams, 2007).
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The minimum inhibitory concentration (MIC) values of the EOs were calculated 

using the broth microdilution method in 96-well microplates. The following ATCC 

standard strains were used: Streptococcus salivarius (ATCC 25975), Streptococcus 

sobrinus (ATCC 33478), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis 

(ATCC 49456), and Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Individual 24-hour colonies 

on blood agar (Difco Labs, Detroit, Mich, USA) were suspended in 10.0 mL tryptic soy 

broth (Difco). Standardization of each microorganism suspension was carried out as 

previously described (Ferreira et al., 2010). The EOs samples were dissolved in DMSO 

(Merck, Darmstadt, Germany) at 1 mg/mL and diluted in tryptic soy broth (Difco) so that 

concentrations in the range from 4000 to 3.9 µg/mL would be achieved. The final DMSO 

concentration was 5% (v/v) and this solution was used as negative control. One inoculated 

well was included, so as to control the adequacy of the broth for organism growth. One 

non-inoculated well free of antimicrobial agent was also included to ensure medium 

sterility. Chlorhexidine dihydrochloride (CHD) (C8527 Sigma) was dissolved in tryptic 

soy broth (Difco) and used as positive control at concentrations ranging from 59.0 to 

0.115 µg/mL. The microplates (96 well) were sealed with plastic film and incubated at 

37oC for 24h as described above. After incubation, 30 µL of 0.02% resazurin (199303 

Sigma, Stl Louis, MO, USA) aqueous solution were poured into each microplate well to 

indicate microorganism viability. The MIC values were determined as the lowest 

concentration of the EO capable of inhibiting microorganism growth. Three replicates 

assays were carried out for each microorganism. 

In this study, we used three different tumour cell lines: human breast 

adenocarcinoma (MCF-7), human cervical adenocarcinoma (HeLa), and human 

gliobastoma (M059J). A normal human cell line (lung fibroblasts, GM07492A) was 

included to evaluate the possible selective activity of the natural product tested. The 

different cell lines were maintained as monolayers in plastic culture medium (HAM-F10 

+ DMEM, 1:1, Sigma-Aldrich) supplemented with 10 % fetal bovine serum (Nutricell), 

antibiotics (0.01 mg/mL streptomycin and 0.005 mg/mL penicillin; Sigma-Aldrich), and 

2.38 mg/mL Hepes (Sigma-Aldrich). The cells were incubated at 36.5°C in a humidified 

5% CO2 atmosphere. The antiproliferative activity was measured using the in vitro 

Toxicology Colorimetric Assay Kit (XTT; Roche Diagnostics) according to the 

manufacturer’s instructions. For the experiments, the cells (104cells/well) were incubated
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 in 96-well microplates. Each well received 100 µL HAM-F10/DMEM medium 

containing essential oil at concentrations ranging from 3.91 to 500 µg/mL. Negative (no 

treatment), solvent (0.02 % DMSO, dimethyl sulfoxide, Sigma-Aldrich) and positive 

(doxorubicin, DXR, Pharmacia Brasil Ltda.) controls were included. After incubation at 

36.5 °C for 24 h, the culture medium was removed. The cells were washed with 100 µL 

of PBS (phosphate buffered saline) to remove the treatments and exposed to 100 µL of 

culture medium HAM-F10 without phenol red. Then, 25 µL of XTT was added, and the 

cells were incubated at 36.5 °C for 17 h. The absorbance of the samples was determined 

using a multi-plate reader (ELISA – Tecan – SW Magellan vs 5.03 STD 2P) at the 

wavelength of 450 nm and reference length of 620 nm. The antiproliferative activity was 

assessed using IC50, the concentration capable to inhibit 50 % of cell line growth as a 

response parameter, which was calculated with the GraphPad Prism program by plotting 

cell survival against the respective concentrations of the natural product tested. One-way 

ANOVA was used for the comparison of means (P < 0.05). The experiments were 

performed in triplicate. The selectivity index was calculated by dividing the IC50 value of 

the essential oil obtained for GM07492A cells by the IC50 value obtained for the cancer 

cell line. 
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Table S1A. Chemical composition of the essential oil from the leaves of Psidium myrtoides 

(PM-EO). 

RT (min) Compounds RIexp RIlit 
RA % 

PM-EO 

5.718 α-Pinene 934 932 1.3 

6.897 Sabinene 979 978 0.2 

8.503 Limonene 1029 1024 1.0 

11.063 Terpinolene 1092 1090 0.2 

22.608 α-Copaene 1372 1374 7.8 

24.419 trans-β-Caryophyllene 1423 1420 30.9 

25.059 trans-α-Bergamotene 1439 1438 1.0 

25.804 α-Humulene 1457 1455 15.9 

26.082 Ishwarane 1464 1465 1.5 

26.728 γ-Muurolene 1480 1478 1.1 

26.957 α-Curcumene 1485 1486 0.5 

27.118 β-Selinene 1489 1489 1.5 

27.488 δ-Selinene 1499 1498 1.5 

27.991 γ-cadinene 1512 1513 2.7 

28.600 trans-Cadina-1,4-diene 1527 1525 4.3 

29.050 α-Cadinene 1539 1537 1.6 

29.310 Elemol 1546 1548 2.2 

29.909 trans-Nerolidol 1564 1564 2.6 

30.107 Spathulenol  1575 1577 1.0 

30.920 Caryophyllene oxide 1587 1588 7.3 

31.690 Globulol 1608 1607 0.8 

32.626 Cubenol 1633 1635 1.8 

32.924 Hinesol 1641 1640 1.0 

33.285 α-Cadinol 1651 1652 1.0 

33.595 14-Hydroxy-9-epi-(E)-caryophyllene 1669 1668 0.6 
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34.631 α-Bisabolol 1688 1685 5.3 

35.117 Geranyl tiglate  1701 1700 1.1 

 Total 97.7 

RT: Retention time; RIexp: Retention index determined relative to n-alkanes (C8-C20) on the OPTIMA-5 (30 m X 0.25 

mm; 0.250 µm) column; RIlit: Retention index from the literature (Adams, 2007); RA%: relative area (peak area 

relative to the total peak area in the GC-FID chromatogram), average of three replicates. 
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Running title: Anti-Sclerotinia sclerotiorum activity of essential oils from Citrus peel  

Abstract 

Essential oils (EO) from aromatic and medicinal plants generally perform a diverse range 

of biological activities because they have several active constituents that work in different 

mechanisms of action. EO from Citrus peel have an impressive range of food and 

medicinal uses, besides other applications. EO from Citrus reticulata, C. sinensis and C. 

deliciosa were extracted from fruit peel and analyzed by GC-MS. The major constituent 

of EO under evaluation was limonene, whose concentrations were 98.54%, 91.65% and 

91.27% for C. sinensis, C. reticulata and C. deliciosa, respectively. The highest potential 

of inhibition of mycelial growth was observed when the oil dose was 300 μL. Citrus oils 

inhibited fungus growth in 82.91% (C. deliciosa), 65.82% (C. sinensis) and 63.46% (C. 

reticulata). Anti-Sclerotinia sclerotiorum activity of 90% pure limonene and at different 

doses (20, 50, 100, 200 and 300 μL) was also investigated. This monoterpene showed to 

be highly active by inhibiting 100% fungus growth even at 200 and 300 μL doses.  This 

is the first report of the in vitro inhibitory effect of natural products from these three Citrus 

species and its results show that there is good prospect of using them experimentally to 

control S. sclerotiorum, in both greenhouse and field conditions. 

 

 

Keywords: Citrus reticulata; Citrus sinensis; Citrus deliciosa; white rot; limonene; white 

mold

APÊNDICE B - O artigo científico abaixo foi um trabalho paralelo a 

dissertação. 

Submetido e aceito pela Brazilian Journal of Biology 
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Composição química e efeito inibitório in vitro dos óleos essenciais das 

cascas dos frutos de três espécies de Citrus e do limoneno sobre o 

crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum 
 

 

Resumo 

Óleos essenciais de plantas aromáticas e medicinais geralmente possuem uma gama 

diversificada de atividades biológicas, pois possuem vários constituintes ativos que atuam 

por meio de vários mecanismos de ação. Os óleos essenciais das cascas de Citrus têm 

uma variedade impressionante de usos em alimentos, medicamentos entre várias outras 

aplicações. Os óleos essenciais (OE) de Citrus reticulata, C. sinenses e C. deliciosa foram 

extraídos das cascas dos frutos e analisados por CG-EM. O limoneno foi o constituinte 

majoritário encontrado nos óleos essenciais avaliados, nas concentrações de 98,54%, 

91,65% e 91,27% para C. sinensis, C. reticulata e C. deliciosa, respectivamente. Os 

maiores potenciais de inibição do crescimento micelial foi observado na dose de 300 µL 

dos óleos. Os óleos de Citrus inibiram em 82,91% (C. deliciosa), 65,82% (C. sinensis) e 

63,46% (C. reticulata) o crescimento do fungo. A atividade anti-Sclerotinia sclerotiorum 

do limoneno 90% puro e em diferentes doses (20, 50, 100, 200 e 300 µL) foi também 

investigada e este monoterpeno demonstrou-se altamente ativo inibindo 100% o 

crescimento do fungo inclusive nas doses de 200 e 300 µL. Este é o primeiro relato sobre 

o efeito inibitório in vitro dos óleos essenciais destas três espécies de Citrus e os 

resultados deste estudo mostram que existe uma boa perspectiva de uso destes produtos 

naturais experimentalmente para controlar o S. sclerotiorum tanto em condições de estufa 

como em condições de campo. 

 

Palavras-chave: Citrus reticulata; Citrus sinensis; Citrus deliciosa; podridão branca; 

limoneno; mofo branco. 

 

1. Introduction 

The fungus Sclerotinia sclerotiorum, one of the most common pathogens, causes 

white mold and severe damage to several economically important cultures, such as beans 

and soybeans, thus, making Brazilian producers face great losses (Haddad et al., 2017). 

Controlling this disease with the use of chemicals is not only ineffective but also 

contradictory, since it does not follow the current tendency which searches for 

ecologically balanced and stable agricultural systems that do not release toxic waste 

(Milan et al., 2015).
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White mold development is favored by certain conditions, such as high humidity 

and low/moderate temperatures. It may be controlled, mainly by fungicide application, 

which depends on several factors, such as soil inoculum density, phases of the epidemic, 

fungicide coverage of plants, number of pulverization steps, fungitoxicity doses, 

application time, volume and equipment, plant spacing, besides disease incidence and 

severity (Silva et al., 2017). 

Regarding the fungus S. sclerotiorum, it develops resistant structures called 

sclerotia, which can survive in soil for several years even if there are no hosts (Silva et 

al., 2011). Sclerotia play a very important role in the life cycle of this phytopathogen, 

since they are precursors of apothecia, where ascospores are formed. In ideal conditions, 

ascospores may infect cultures and start infection by spores (Silva et al., 2011). In fact, 

several factors, such as nutrients of the substrate in which sclerotia develop, sclerotium 

age and environmental factors (humidity, temperature, light, soil pH, soil aeration and 

burial depth), influence germination of this fungus sclerotia (Gomes et al., 2017).  

Regarding problems caused by white mold, several studies have shown that 

natural products have promising activities, for instance, the bioactivity of essential oils 

(EO) against different phytopathogens, such as S. sclerotiorum (Al-Taisan et al., 2014). 

EO, mainly the ones extracted from Citrus species, exhibit a broad spectrum of biological 

activity and activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria, yeast and 

mycotoxigenic and deteriorating filamentous fungi (Qadir et al., 2018).   

In order to keep carrying out studies of determination of chemical composition 

of EO and their activity against white mold (Valadares et al. 2018) and considering the 

interest of our research group in EO from Citrus species (Estevam et al., 2016; Lemes et 

al., 2018), the study reported by this paper addresses the chemical composition of EO 

extracted from Citrus reticulata, C. sinensis and C. deliciosa fruit peel (Figure 1) and 

their in vitro inhibitory effect on mycelial growth of S. sclerotiorum.  

 

Figure 1B. Citrus reticulata (1), Citrus sinensis (2) and Citrus deliciosa (3)
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2. Material and Methods 

2.1. Plant material  

Plant material was collected in Rio Verde (17°99.4’63.2’’S and 

51°05.2’44.6’’W), a city located in Goiás state, Brazil, on January 2nd, 2018, at 9 a.m. 

The plant was identified by the botanist Luzia Francisca de Souza and voucher specimens 

of Citrus reticulata, Citrus sinensis and Citrus deliciosa were deposited in the herbarium 

in Rio Verde, at the Instituto Federal Goiano (IFGOIANO) under identification number 

#4488, #4489 and #4490, respectively. 

 

2.2. Essential oil extraction 

EO from Citrus were extracted from fruit peel by hydrodistillation – performed 

in triplicate – in a Clevenger-type apparatus for 2 h. The plant material was divided into 

three 500-g samples and 500 mL distilled water was added to each sample. After manual 

collection of EO, water traces which remained in the oil were removed with anhydrous 

sodium sulfate. The next step was filtration. EO were then stored in an amber bottle and 

kept in a refrigerator at 4°C until analysis. Calculation of EO yield was based on the 

weight of the fruit peel; it was expressed as the average of the triplicate analyses.  

 

2.3. Chemical analysis of essential oils  

 

The analysis of the chemical constituents of EO from the fruit peel of both plants 

was carried out using a Shimadzu QP 5000 GC gas chromatograph equipped with a fused-

silica capillary column OPTIMA-5 (30 m X 0.25 mm X 0.250 µm) and a helium carrier 

gas (He) detector and electron impact ionization (EI) (70 eV). The initial temperature was 

maintained at 150 °C for 3.0 min, programmed to 280 °C at 10 °C/min and left at this 

temperature for an additional 4.0 min. The others parameters were as follows: injector 

temperature 250 °C, detector temperature 280 °C, injection pressure 100 kPa, due to Split 

30, mass spectrometer detection range 43-500 m/z, start time (cut team solvent) 2.0 min 

and flow 1.1 mL/min. The identification of oil components was based on the linear 

retention index (Kovats Index – KI) calculated with respect to the retention times of a 

homologous series of n-alkanes (C-14 to C-26, C-28 and C-30) and the fragmentation 
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pattern observed in the mass spectra and by comparing these values with the literature 

data (Adams, 2007) and NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library (NIST 08). 

 

2.4. Antifungal assay 

 

The isolate of Sclerotinia sclerotiorum Ss12 (BRM 29673) was provided by the 

Embrapa Arroz e Feijão, whose headquarters is in Santo Antônio de Goiás, GO, Brazil. 

Assays were carried out in the agricultural microbiology laboratory at IF Goiano – 

Campus Rio Verde and the antifungal activity of EO from fruit peel of Citrus species was 

evaluated by the disc-diffusion method described by Xavier et al., (2016), whose EO 

doses were 20, 50, 100, 200 and 300 µL for three Citrus species, respectively (Table 2). 

The anti-Sclerotinia sclerotiorum activity of limonene at the same doses of EO (20 - 300 

µL) was also evaluated. In the analyses, limonene (90% purity) was purchased from 

Sigma-Aldrich®. Negative controls were dishes with no addition of EO (witness) 

whereas the positive control was the fungicide Frowncide 500 SC, at 10 µg/mL of active 

ingredient. Petri dishes were sterilized and prepared with PDA culture medium. After 

medium solidification, EO, at previously mentioned doses, were added and smeared on 

the surface of the dish with the help of a Drigalski spatula. Afterwards, 5 mm diameter 

PDA medium discs with 10-day-old mycelium were placed in the center of the dishes. 

Then, they were incubated at 28 ± 2°C and mycelial growth was measured daily, up to 

full growth of the fungus on control dishes. The treatment was carried out in quadruplicate 

and the experimental design was thoroughly randomized. Data were submitted to the 

analysis of variance (ANOVA) and resulting means of all treatments were evaluated by 

the Scott-Knott test at 5% significance by the ASSISTAT software.                 

Percentage of inhibition of mycelial growth (IMG) was calculated by the 

following formula: 

𝐼𝑀𝐺 (%) =
(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑔𝑟𝑜𝑤𝑡ℎ − 𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑚𝑒𝑛𝑡 𝑔𝑟𝑜𝑤𝑡ℎ)

𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑔𝑟𝑜𝑤𝑡ℎ
𝑥100 

 

3. Results and Discussion  

Extraction of EO from Citrus sinensis, C. reticulata and C. deliciosa fruit peel 

yielded 0.8%, 0.6% and 0.7%, respectively. GC-MS and GC-FID identified four chemical 

constituents of EO from C. sinensis (total was 99.80%), four from C. reticulata (total was 
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98.88%) and eleven from C. deliciosa (total was 99.14%). The major constituent of the 

three EO under analysis was limonene, which was found at the following concentrations: 

98.54% (C. sinensis), 91.65% (C. reticulata) and 91.27% (C. deliciosa). Components, 

retention indexes and relative percentages (%) are shown in Table 1.  

 

Table 1B. Chemical composition of EO from Citrus sinensis, C. reticulata and C. 

deliciosa fruit peel 
                    RI RA% 

Compounds Literature Calculated C. sinensis C. reticulata C. deliciosa 

Tricyclene 921 921 0.25 - - 

α-Thujene 924 914 - 0.13 - 

Sabinene 969 959 - - 1.06 

β-Pinene 974 976 0.74 0.93 1.27 
n-Octanal 998 993 - - 0.19 

δ-2-Carene 1001 1000 0.27 - - 
Limonene 1024 1016 98.54 91.65 91.27 

(E)-β-Ocimene 1044 1034 - - 0.09 
γ-Terpinene 1054 1046 - 6.17 0.12 

Linalool 1095 1087 - - 4.04 
3-Thujanol 1164 1166 - - 0.28 
α-Terpineol 1186 1180 - - 0.37 
cis-Cadina 

1(6),4-diene 1461 1468 - - 0.39 
β-Macrocarpene 1499 1509 - - 0.06 

Total   99.80 98.88 99.14 
RI: Retention index; RA%: relative area 

Comparison between compounds identified and listed in Table 1 and others 

reported by similar studies of Citrus species showed that compounds of EO from C. 

sinensis and C. reticulata fruit peel had little chemical variability, i. e., only four 

constituents were identified in each oil. However, these oils exhibited a very high content 

of the monoterpene limonene, which was found at concentrations of 98.54% in C. sinensis 

oil and 91.65% in C. reticulata oil. Kamal et al., (2011) reported higher chemical 

variability in compounds of fruit peel of the same species, but lower concentrations of 

limonene, by comparison with findings of this study. Concerning the chemical 

composition of C. deliciosa oil, this study found high chemical variability, since eleven 

chemical constituents were identified in EO from C. deliciosa fruit peel. Limonene was 

also identified at significant concentration – 99.14% –, which is higher than the one 

reported by El-hawary et al., (2013), who found 77.55% in EO from fruit peel. In this 

study, the chemical composition was also similar to the one that was previously reported 

in the case of EO from twenty Citrus species found in China. Limonene, α-pinene, 
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sabinene and terpinene were the characteristic compounds of metabolic profiles of all 

Citrus under evaluation (Jing et al., 2015). 

In vitro antifungal activity of EO from C. sinensis, C. reticulata and C. deliciosa 

fruit peel was evaluated against the phytopathogenic fungus Sclerotinia sclerotiorum. 

Percentages of inhibition of mycelial growth (IMG) of EO from Citrus fruit peel are 

shown in Table 2. 

 

Table 2B. In vitro antifungal activity of EO from Citrus and limonene against S. 

sclerotiorum 

FUNGI 

Essential oils                     Inhibition of mycelial growth (%)  

µL (doses) C.sinensis C. deliciosa C. reticulata Limonene 

S
cl

er
o
ti

n
ia

 s
cl

er
o
ti

o
ru

m
 

N.C 0a 0a 0a 0a 

20 2.16bA 11.00bA 50.69bB 2.21b 

50 7.47bA 12.77bA 51.67bB 3.48b 

100 14.42bcA 26.13bA 52.06bB 43.03c 

200 49.71bcA 26.72bA 52.06bA 100.00d 

300 65.82cA 82.91cA 63.46bA 100.00d 
N.C: negative control. Different small letters show differences among concentrations. Different capital 

letters show differences among Citrus species. Positive control (Frowncide 500 SC) inhibited 100% of 

fungus development. Limonene (90% purity) showed 100% potential of inhibition. 

 

The highest inhibitory potential against mycelial growth of the fungus S. 

sclerotiorum exhibited by oils under study was found when the oil dose was 300 µL. It 

inhibited 82.91%, 65.82% and 63.46% in the cases of EO from C. deliciosa, C. sinensis 

and C. reticulata, respectively (Table 2). It should be highlighted that all three EO from 

these three Citrus species, at the highest concentration under investigation, inhibited more 

than 50% of fungal growth. In addition, it is worth mentioning that EO from C. deliciosa 

fruit peel were the most active ones, a fact that may be explained by the high chemical 

variability of their compounds, which may act synergically and increase their biological 

activity (Sriwattanachai et al., 2018). 

The antifungal activity of EO from Citrus found by this study may be related to 

the high concentration of the chemical constituent limonene, whose antifungal activity 

has been widely described in the literature. Chee et al., (2009) reported the promising 

activity of this monoterpene against the fungus Trichophyton rubrum. Zohra et al., (2015) 

studied EO of four Citrus species and reported their potential in the biological control of 

phytopathogens, such as Fusarium oxysporum, Penicelium sp., Alternaria sp. and 
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Fusarium sp. They also highlighted the high concentration of limonene in the oils under 

study.  

Special attention was given to the major constituent limonene. As a result, in this 

study, the anti-Sclerotinia sclerotiorum activity of this 90% pure monoterpene and at 

doses of 20, 50, 100, 200 and 300 µL was also investigated (Table 2). At all doses under 

evaluation, total inhibition of white mold occurred at 200 and 300µL, thus representing 

100% of inhibition of mycelial growth. When limonene (90% pure) was tested 

individually, it inhibited S. sclerotiorum growth in 100%. It should be highlighted that 

limonene has already been identified at high concentrations in EO extracted from several 

Citrus species. This monoterpene – in its pure form – exhibited promising antifungal 

activity against other phytopathogenic fungi, such as Aspergillus niger, Phytophthora 

digitatum, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum and Fusarium verticillioides, even 

against S. sclerotiorum itself (Jing et al., 2014; Ma et al., 2015). In addition, the 

therapeutic effects of limonene, such as anti-inflammatory, antioxidant, antinociceptive, 

anticancer, antidiabetic, antihyperalgesic, antiviral and gastroprotective ones, have been 

deeply studied (Vieira et al., 2018).    

The mechanism of action of EO which exhibit some kind of biological activity 

is not very clear. Many studies suggest that cell membranes of microorganisms are the 

targets of bioactive volatile compounds since EO are complex mixtures of apolar 

molecules that bestow them high hydrophobicity. Therefore, EO cause degradation of the 

cell wall, disruption of cytoplasmic membrane, cytoplasmic leakage, cell lysis and, 

eventually, cell death (Jing et al., 2014). As a result, EO from Citrus deserve the 

distinction they have got lately, as well as their broad applicability to several areas, such 

as chemical, pharmaceutical, food and agronomical ones (Palazzolo et al., 2013).   

 

4. Conclusion 

In short, EO extracted from Citrus sinensis, C. reticulata and C. deliciosa fruit 

peel exhibit antifungal activity against the phytopathogen Sclerotinia sclerotiorum by 

inhibiting fungal growth in about 50% at 300 µL. The monoterpene limonene was the 

chemical constituent that was identified at high concentration in EO from Citrus under 

investigation. When limonene (90% pure) was tested in its isolated form and at doses 

under evaluation (20 - 300 µL), its high activity against white mold was proven. In 

addition, the antifungal activity of EO from Citrus species may result from synergism 

among the compounds that constitute the oils. Results of this study show that there is 
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good prospect of using these EO from Citrus species experimentally to control 

phytopathogens in both greenhouse and field conditions. In sum, the monoterpene 

limonene proved to be an excellent natural alterative for the control of S. sclerotiorum. 
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