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Não foi pela espada que conquistaram a terra nem pela força do seu braço que alcançaram 

a vitória; foi pela tua mão direita, pelo teu braço e pela luz do teu rosto, por causa do teu 

amor para com eles. És tu, meu Rei e meu Deus! És tu que decretas vitórias para Jacó! 

 

Salmo 44; 3-4
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RESUMO GERAL 

 

TOXICIDADE DOS EXTRATOS VEGETAIS DE JATOBÁ E CHAPÉU-DE-SOL AO 

OOMICETO PATÓGENO Saprolegnia ferax 

 

A utilização de quimioterápicos auxilia no controle e profilaxia de patógenos na aquicultura, 

mas o uso e o descarte incorretos podem apresentar perigo aos usuários e ao meio ambiente. 

Compostos secundários de plantas vêm despertando o interesse devido apresentarem menor 

risco de seleção artificial de cepas de resistência e diminuírem a exposição a agentes químicos. 

O presente estudo verificou a ação oomiceticida dos extratos aquosos das folhas de Terminalia 

sp. (EAT) e, da casca do caule de Jatobá (EAJ), e dos extratos hidroalcoólicos da casca do caule 

(EPCA) e do exocarpo de jatobá (EPEJ) no desenvolvimento micelial e viabilidade dos 

zoósporos do oomiceto Saprolegnia ferax. O cobre foi usado como substância de referência junto 

aos ensaios realizados em meio Maltose-Peptona (MP5) com inoculo de 0,5 cm para o micélio, 

enquanto que nos ensaios de viabilidade foram inoculados 2000 zoósporos ao centro das 

placas com meio de cultura. A avaliação do crescimento das colônias durou 72h, em triplicata. 

Foram realizadas análises quantitativas de fenóis para os extratos, e para análise estatística 

utilizou-se o programa CIp para determinar a Concentração Inibitória de 50% do crescimento 

micelial e viabilidade dos zoósporos, e análise de variância seguida do teste de Dunnet para a 

determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 100% para ambas as estruturas. A 

menor concentração de fenóis, presentes nos extratos, responsáveis pela inibição de 100% 

(CIM100; 72h) do crescimento micelial e da viabilidade dos zoósporos foram iguais a 

0,745mg.mL-1, para o EPEJ, 1,78mg.mL-1 no EPCA e 3,029mg.mL-1 para o EAJ em ambas as 

estruturas testadas. No EAT a CIM100 ao fenol foi de 1,651mg.mL-1 para o micélio e 

0,826mg.mL-1 para zoósporo em 72h. E concentrações de fenol inferiores a 0,052mg.mL-1 no 

EAT e 0,006mg.mL-1 para o EAJ apresentaram maior crescimento que as culturas do grupo 

controle em 24h. 

 

Palavras-chaves: Extratos de plantas, saprolegniose, ação inibitória, micélio, zoósporos, teste 

in vitro 
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ABSTRACT 

 
TOXICITY OF VEGETABLE EXTRACTS FROM JATOBA AND SUN-HAT TO PATHOGEN 

OOMYCETO Saprolegnia ferax 

 

The use of chemotherapy aid in the control and prophylaxis of pathogens in aquaculture, but 

the incorrect use and disposal may present a danger to users and the environment. Secondary 

plant compounds have been arousing interest because they present a lower risk of artificial 

selection of resistance strains and decrease exposure to chemical agents. The present study 

verified the oomyceticidal action of the aqueous extracts of the leaves of Terminalia sp. (EAT) 

and, from the bark of the Jatobá tree (EAJ), and from the hydroalcolic extracts of the tree bark 

(EPCA) and from the Jatobá exocarp (EPEJ) in the mycelial development and viability of the 

zoospores of the oomycete Saprolegnia ferax. Copper was used as a reference substance in the 

tests, which proceeded in a Maltose-Peptone (MP5) medium with a 0.5 cm inoculum for the 

mycelium, while the viability tests were inoculated with 2000 zoospores in the center of the 

plates with culture. Colony growth assessment lasted 72 hours, in triplicate. Quantitative 

analyzes of phenols were performed for the extracts, and for statistical analysis, the CIp 

program was used to identify the inhibitory concentration of 50% of the mycelial growth and 

viability of the zoospores, and the minimum inhibitory concentration (MIC) of 100% for both 

structures. S. ferax presented CIM100 in 72h at phenol concentrations of 0.745mg.mL-1, for 

EPEJ, 1.78mg.mL-1 in EPCA and 3.029mg.mL-1 for EAJ in both tested structures. In the EAT, 

the CIM100 for phenol was 1.651mg.mL-1 for the mycelium and 0.826mg.mL-1 for the zoospore 

in 72h. The phenol concentrations less than 0.052mg.mL-1 in the EAT and 0.006mg.mL-1 for the 

EAJ showed greater growth the cultures of the control group in 24 hours. 

 

Keywords: Plant extracts, saprolegniosis, inhibitory action, mycelium, zoospores, in vitro test 

 



1 

 

1. INTRODUÇÃO GERAL 

Com o aumento da população humana, limitações como degradação ambiental, a 

dificuldade de geração de alimentos que atenda a crescente demanda populacional e a falta de 

recursos naturais irá favorecer o surgimento de doenças, altas taxas de mortalidade e a fome 

(Cazalis et al., 2018).  Alternativas para suprirem a crescente demanda alimentícia vem sendo 

estudadas a fim de otimizar a produção e minimizar este cenário. Um dos setores que tem se 

mostrado promissor na erradicação da fome é a aquicultura (FAO 2018). 

Do ponto de vista ambiental, a aquicultura é uma prática que contribui com a manutenção 

dos estoques naturais, por não ser uma atividade extrativista (Kubitza, 2003; Anjos et al., 2009; 

Cardoso et al., 2012). Para otimizar a produtividade de seus derivados, pode ser empregado o 

sistema de superestocagem. Entretanto observa-se que esta prática vem sendo associada ao 

surgimento de doenças oportunistas (Baldisserotto et al., 2017).  

O conhecimento prévio de agentes potencialmente patogênicos nestes sistemas, possibilita 

a tomada de iniciativas preventivas a fim de minimizar a ocorrência e tratamento aos agentes 

etiológicos. Todavia, algumas destas iniciativas não são suficientes para inibir a ocorrência de 

doenças nos animais de cultivo, gerando perda na qualidade do produto final, mortalidade e 

consequentemente prejuízos econômicos (Baldisserotto et al., 2017). Entre os organismos que 

podem comprometer a saúde da cadeia de produção podemos citar os oomicetos, como os 

gêneros Aphanomyces, Achlya, Pythium e Saprolegnia (Phillips et al., 2007; Ke et al., 2009; Ali et 

al., 2011; Magray et al., 2019; Lau et al., 2020) conhecidos por ocasionar lesões dérmicas em 

animais aquáticos. 

1.2. Oomicetos 

Os oomicetos foram estudados por muitos anos como pertencentes ao Reino Fungi, mas 

com a analise molecular, pode se verificar que estes organismos estavam filogenicamente mais 

próximos das algas, pertencendo ao Reino Straminipila do que propriamente dos fungos 

(Dick, 2001). Eles atuam diretamente na ciclagem de nutrientes, mas alguns de seus 

representantes podem apresentar comportamento saprófito/oportunista e ou parasita 

(Sandoval-Sierra e Diéguez-Uribeondo, 2015; Rocha et al., 2016; Pires-Zottarelli et al., 2019). 
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Esses organismos são caracterizados pela presença de hifas cenocíticas, com exceção das 

estruturas de reprodução que apresentam septo, membrana celular constituída por celulose, 

hidroxiprolinas, β-glucanos e quitina. Na reprodução sexuada com formação de células 

anteridiais e oogônio que em contato possibilitam a plasmogamia e cariogamia, originando o 

oósporo. Esta última estrutura além de conferir variabilidade genética também apresenta 

grande tolerância a variações ambientais, podendo ficar latente por anos aguardando 

condições oportunas que favoreçam o seu desenvolvimento (Johnson et al., 2002; Oliveira, 

2003; Gozlan et al., 2014). 

A reprodução assexuada destes organismos é identificada pela formação de zoosporângios 

que liberam células móveis chamadas de zoósporos (Johnson et al., 2002; Oliveira, 2003; 

Gozlan et al., 2014). Estas células, apesar de mais sensíveis que os oósporos, apresentam dois 

flagelos que auxiliam em sua locomoção, um franjado e o outro liso. E por serem capazes de 

identificar sinalizadores químicos, nutricionais, iônicos e elétricos presentes na água, se 

direcionam ao local onde se encontra o substrato para o desenvolvimento da futura colônia 

(El-Feki et al., 2003; Walker e Van West 2007; Gozlan et al., 2014).  Devido a esta característica, 

esta fase é considerada responsável pela infecção. 

Nas pisciculturas, os oomicetos como os do gênero Saprolegnia sp. são relatados como 

responsável por acometer animais aquáticos em diferentes estágios de vida. Caracterizado por 

ocasionar lesões dérmicas, conhecida como saprolegniose. Quando afeta animais aquáticos a 

saprolegniose apresenta formação de colônia algodonosa, com lesão que pode evoluir para 

necrose e dificuldade de osmoregulação. Nas brânquias podem gerar hipóxia e em ovos de 

peixe comprometem as trocas gasosas podendo levá-los a morte (Kubitza, 2005; van West 2006; 

Phillips et al. 2007; Ke et al. 2009; Ali et al., 2011; Gozlan et al., 2014; Rodrigues et al., 2013; Lau 

et al. 2020). 

1.3. Saprolenia ferax 

A espécie Saprolegnia ferax faz parte da família Saprolegniaceae, gênero Saprolegnia. É 

um oomiceto patógeno/oportunista conhecido por causar saprolegniose em diversas espécies 

de animais aquáticos e em diferentes estágios de vida (Johnson et al., 2002; Phillips et al., 2007; 

Romansic et al., 2009; Gozlan et al., 2014; El-Deen et al., 2018). A espécie pode sobreviver em 

diversos substratos orgânicos, uma vez que também contribui com a ciclagem de nutrientes 
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(Johnson et al., 2002; Gozlan et al., 2014). Esta característica pode comprometer a sua 

eliminação dos sistemas de criação. 

Apresenta reprodução sexuada e assexuada, além da formação de gemas 

(clamisdosporos), proveniente do espessamento de uma área delimitada da hifa. Como o 

oósporo, esta estrutura pode prover maior resistência a variações ambientais (Johnson et al., 

2002).  

Espécie didática, apresenta as principais características morfológicas para Saprolegnia 

ssp., e é a espécie tipo do gênero (Johnson et al., 2002). A ocorrência do gênero como patógeno 

depende da sensibilidade do hospedeiro, mas algumas condições de cultivo podem propiciar 

o surgimento da enfermidade, dentre eles podemos citar a depreciação do sistema 

imunológico dos organismos afetados, a presença de injurias, má qualidade da água e estresse 

nos animais no ambiente de cultivo (Pavanelli et al., 2002 ; Kubitza 2005; Gozlan et al., 2014; 

Baldisserotto et al., 2017). 

Entre os tratamentos utilizados estão os quimioterápicos como formol, permanganato 

de potássio, azul de metileno, peróxido de hidrogênio, cloreto de sódio e sulfato de cobre 

(Gozlan et al., 2014; Baldisserotto et al., 2017;  El-Deen et al., 2018; Souza-Ferreira 2018), e 

havendo contaminação das lesões por bactérias pode-se associar o uso de antibióticos. Todavia 

o uso indiscriminado e o descarte incorreto podem acarretar contaminação dos efluentes e 

contaminação da proteína animal, além do risco a exposição de reagentes químicos aos 

trabalhadores do setor (Cabello et al., 2013; Valladão et al., 2015; Pereira et al. 2016; Miller e 

Harbottle 2018).   

1.4. A procura de tratamentos alternativos 

Medidas alternativas que garantam a qualidade da proteína animal e que impacte o 

mínimo possível o ecossistema aquático, vem despertando o interesse da aquicultura.  Entre 

as possibilidades avaliadas como promissoras na substituição de químicos no tratamento de 

enfermidades no setor, podemos citar como alvo de estudo os compostos secundários de 

plantas. Entre as justificativas que favorecem a utilização destes compostos estão a facilidade 

de obtenção, menor probabilidade de bioabsorção, degradação de seus compostos mais rápida 

que os químicos comumente utilizados, baixo custo e menor risco de seleção de cepas de 
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resistência (Cabello et al., 2013; Gozlan et al., 2014; Valladão et al., 2015; Pereira et al. 2016; 

Miller e Harbottle 2018).  

Árvores como o Jatobá e o Chapéu-de-sol apresentam compostos que são eficientes na 

inibição de microrganismos patógenos (Garcia et al., 2011; Meneses 2017; Terças et al. 2017). 

São plantas comumente utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversas 

enfermidades e entre as partes empregadas são relatadas as folhas, casca do caule, exocarpo, 

sementes e seiva, na forma de chás e xaropes.  

O Jatobá (Hymenaea courbaril) é uma árvore nativa da América Central e Sul, possuindo 

diversos nomes populares (Jatobá-da-serra, Jatobá-da-mata entre outros) e com variações 

dentro da mesma espécie. De madeira resistente, é muito apreciada na confecção de móveis, 

todavia a espécie encontra-se ameaçada de extinção devido redução de habitat e o 

extrativismo. Seus compostos apresentam ação bactericida, fungida e retroviral (Garcia et al., 

2011; Cecílio et al., 2012), todavia com pouca informação sobre a utilização de seus compostos 

na aquicultura. 

A Terminália (Terminalia catappa), é também conhecida como Chapéu-de-sol, Amendoeira-

da-praia, Terminalia, Castanheira entre outros. É uma espécie exótica, muito resistente a 

diversas variações ambientais, motivo pelo qual seus exemplares são utilizados como árvore 

ornamental na orla das praias. Popularmente suas partes são utilizadas na forma de decocções 

aquosas no tratamento de má digestão e diarréia. Como o exemplar anteriormente citado, 

sabe-se que seu extrato apresenta compostos com propriedades antifúngicas e bactericidas, 

além de inibir o desenvolvimento de oomicetos e parasitas (Claudiano et al., 2009; Tavechio et 

al., 2009; El-Rafie1 e Hamed 2014; Meneses 2017; Terças et al., 2017). 

Este estudo objetivou avaliar os efeitos tóxicos causados pelos extratos aquosos de folhas 

de Terminalia sp. e da casca do caule de Hymenaea sp., e de mais dois extratos hidroalcoólicos 

confeccionados a partir da casca da árvore e exocarpo de Jatobá em diferentes estruturas 

(micélio e zoósporos) do oomiceto S. ferax. Podendo assim contribuir com dados que auxiliem 

em pesquisas futuras para métodos alternativos no controle e tratamento de animais 

infectados com o patógeno citado, como também auxiliar na qualidade da proteína final 

ofertada ao consumidor e maior segurança aos profissionais do setor. Esta dissertação 

apresenta no “Capítulo 1“ intitulado “Ação oomiceticida dos extratos de plantas Hymenaea sp. 
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e Terminalia sp. sobre Saprolegnia ferax”, que posteriormente será submetido à revista de nível 

A segundo Qualis CAPES. 
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Ação oomiceticida dos extratos de plantas Hymenaea sp. e Terminalia sp. sobre 

Saprolegnia ferax. 

 

Resumo 

Doenças oomicoticas como a saprolegniose podem comprometer a manutenção 

de organismos aquáticos em cativeiro. O uso de extratos de plantas vem sendo estudado 

como medida de controle e tratamento destas enfermidades. O presente estudo buscou 

verificar a ação oomiceticida dos extratos aquosos das folhas de Terminalia catappa. 

(EAT) ou chapéu-de-sol, e da casca do caule de Hymenaea courbaril (EAJ) ou jatobá, 

sobre o crescimento micelial e viabilidade dos zoósporos de Saprolegnia ferax. Também 

foram testados os extratos hidroalcoólicos da casca do caule (EPCA) e do exocarpo de 

jatobá (EPEJ). O cobre foi usado como substância de referência nos ensaios com extratos 

aquosos e hidroalcoólicos, preparados em meio Maltose-Peptona (MP5), em triplicata e 

inóculo de micélio com 0,5cm de diâmetro. Nos ensaios de viabilidade foram inoculados 

10µL (2000 zoósporos) para avaliação do crescimento dos halos após 72h de exposição. 

Foram realizadas análises quantitativas de flavonóides e fenóis nos extratos aquosos e 

hidroetanólicos. A análise estatística dos resultados foi feita utilizando-se o programa CIp 

para a determinação da Concentração Inibitória de 50% (CI50; 72h) do crescimento 

micelial e viabilidade dos zoósporos e, a análise de variância seguida do teste de Dunnet, 

sob nível de significância de 5%, para determinar os valores das concentrações inibitórias 

mínimas de 100% (CIM100) do crescimento micelial e dos zoósporos após 72h. A 

exposição da S. ferax aos extratos revelou inibição total em 72h nas concentrações de 

fenol em 0,745mg.mL-1 (flavonóide-FL: 0,321mg.mL-1) para o EPEJ; 1,78mg.mL-1 fenol 

(FL: 0,187mg.mL-1) para o EPCA e 3,029mg.mL-1 fenol (FL: 0,177mg.mL-1) para o EAJ 

em ambas estruturas testadas. No EAT a inibição de 100% ao fenol foi de 1,651mg.mL-1 

(FL: 0,913mg.mL-1) para o micélio e 0,826mg.mL-1 (FL: 0,456mg.mL-1) para os 

zoósporos no mesmo período. O crescimento micelial nas concentrações de fenol 
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menores que 0,052 mg.mL-1 no extrato aquoso de terminalia (EAT) e de 0,006mg.mL-1 

no extrato aquoso de jatobá (EAJ) foi superior ao crescimento dos grupos controle após 

24 h de exposição. Os extratos aquoso e hidroalcóolicos de jatobá foram eficientes na 

inibição de 100% do crescimento micelial e de zoósporos em concentrações de fenóis 

contidas nos extratos variando de 0,745 a 3,029 mg.L-1. As concentrações de fenóis 

contidas no extrato aquoso de terminália inibiram 100% do crescimento micelial em 

1,651 mg fenóis.L-1 e 100% dos zoósporos em 0,826 mg fenóis.L-1 indicando maior 

sensibilidade dos zoósporos, que é a fase infectante, ao extrato de terminália, 

 

Palavras-chave: extratos aquosos; hidroalcoólico; castanheira-da-praia; jatobazeiro; 

cobre, ensaio in vitro 

 

1. INTRODUÇÃO 

A aquicultura é uma área que contribui com a oferta de proteína animal. Segundo 

a FAO (2018) o setor pode auxiliar na erradicação da fome. Para maximizar a produção 

muitos aquicultores optam pela intensificação da estocagem dos animais em sistemas de 

criação. Esta prática associada a condições de baixa qualidade da água, falta de preparo 

profissional, injúrias nos animais devido ao atrito ocasionado pela super estocagem, 

ocasionam estresse e diminuição da resposta imune que podem resultar no surgimento de 

doenças oportunistas como a saprolegniose (Hipolito 2009, Baldisserotto et al. 2017).  

O conhecimento dos agentes etiológicos nestes sistemas possibilita a utilização 

de medidas mitigatórias e de tratamento específico (Baldisserotto et al. 2017). Entre os 

patógenos existentes, oomicetos do gênero Achlya, Aphanomyces e Saprolegnia podem 

inviabilizar o desenvolvimento de crustáceos, peixes, anfíbios e répteis em diferentes 

estágios de vida (Pavanelli et al. 2002, van West 2006, Phillips et al. 2007, Hipolito 2009, 

Ke et al. 2009, Ali et al. 2011, Rodrigues et al. 2013, Lau et al. 2020). Todavia, alguns 
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representantes destes gêneros podem parasitar outros grupos, como Pythium insidiosum 

que apresenta patogenicidade em mamíferos (Phillips et al. 2007, Zambrano et al. 2017) 

e Pythium aphanidermatum, patógeno de plantas (Calvano et al. 2011, Farmer et al. 

2015), com relatos de ambas espécies infectando humanos (Phillips et al. 2007,Calvano 

et al. 2011, Farmer et al. 2015). 

Os oomicotas são importantes decompositores (sapróbios), mas alguns 

representantes apresentam comportamento parasita ou saprófito/oportunista (Johnson et 

al. 2002, Hipolito 2009). Em animais aquáticos apresentam formação de colônia com 

aspecto algodonoso acompanhado por lesões cutâneas, que em casos graves, dificulta a 

osmorregulação podendo levar o organismo infectado a morte (Hatai & Hoshiai 1992, Ali 

et al. 2011, Rodrigues et al. 2013). Sua dispersão em sistemas de criação pode ser 

favorecida devido ao fluxo e qualidade da água de cultivo, contato entre animais sadios e 

infectados, utilização de utensílios não higienizados (fômites), pelo ar e por outros 

animais como as aves (Pavanelli et al. 2002, Kubitza 2005, Baldisserotto et al. 2017).  

A forma como os zoósporos são liberados é utilizada como referência para a 

identificação do gênero. No caso do gênero saprolegnia a liberação dos zoósporos do tipo 

saprolegnióide é utilizada na identificação morfológica para o gênero (Johnson et al. 

2002, Zambrano et al. 2017, Machado & Rocha 2019).  

Os zoósporos possuem dois flagelos que auxiliam na sua locomoção, um flagelo 

liso e o outro franjado e por serem móveis, podem detectar sinalizadores químicos, 

nutricionais, iônicos ou elétricos na água atraindo-os até o local onde será formada a nova 

colônia (Walker & Van West 2007). 

Para o tratamento de animais infectados por oomicetos são utilizados 

quimioterápicos como formol, permanganato de potássio, azul de metileno, sulfato de 

cobre e o bronopol (Hipolito 2009, Baldisserotto et al. 2017, Souza-Ferreira 2018), além 
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de antibacterianos que auxiliam no tratamento de outras enfermidades. Entretanto, o uso 

indiscriminado destes produtos pode acarretar o desenvolvimento de resistência 

microbiana, contaminação dos efluentes e da carne que posteriormente será 

comercializada, havendo evidencia que 80% dos antimicrobianos continuam ativos na 

água após a sua utilização (Cabello et al. 2013, Miller & Harbottle 2018).  

Cabello et al. (2013) e Araujo et al. (2012) salientam que espécies distintas de 

peixes podem apresentar respostas diferenciadas quanto à ação das propostas 

terapêuticas. Esta característica também é observada em diferentes fases do ciclo de vida 

de oomicetos que podem apresentar respostas distintas a um mesmo produto (Alderman 

& Polglase 1984, Sun et al. 2014). 

Os compostos secundários de plantas vêm despertando o interesse da aquicultura 

por apresentarem baixo custo, facilidade de obtenção, segurança na manipulação, menor 

risco de resíduos na carne dos animais, baixa toxicidade, menor impacto ambiental e a 

diminuição do risco de seleção artificial de cepas patógenas (Cabello et al. 2013, Pereira 

et al. 2016). 

Entre estas plantas, Hymenaea courbaril é uma espécie arbórea de grande porte 

e nativa da mata atlântica. Na natureza são encontradas algumas variedades de H. 

courbaril, entre as quais estão H. courbaril var. altissima, H. courbaril var. courbaril, H. 

courbaril var. longifolia, H. courbaril var. stilbocarpa, H. courbaril var. subsessilis, H. 

courbaril var. villosa, popularmente conhecidas como Jatobá, Jatobá-da-mata ou Jatobá-

da-serra. De madeira muito resistente, a espécie apresenta como fonte de proteína a polpa 

que reveste suas sementes. A casca do caule, a polpa dos frutos, sementes, folhas e resina 

são utilizadas na medicina popular no tratamento de enfermidades. Sua ação bactericida 

e fungicida pode ser observada nos trabalhos de Valentim (2006) e Garcia et al. (2011), 
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todavia existe uma carência de informação referente a utilização de seus extratos na 

piscicultura. 

Terminalia catappa popularmente conhecida como Castanheira, Chapéu-de-sol 

e Sete-copas é também uma espécie com propriedades medicinais. É uma árvore exótica 

originária do continente asiático muito utilizada na ornamentação da orla das praias. Na 

medicina popular é utilizada no tratamento de má digestão e diarréia. A planta apresenta 

a produção de compostos secundários como taninos (Terças et al. 2017). Em ensaios com 

peixes utilizando extratos feitos com as folhas desta árvore, observou-se ação 

antiparasitária contra monogenóides (Claudiano et al. 2009). Na literatura há relatos da 

utilização de seus extratos na inibição do desenvolvimento fúngico, oomicótico e 

microbiano, além de ação anti-inflamatória (Tavechio et al. 2009, El-Rafie1 & Hamed 

2014, Meneses 2017, Terças et al. 2017). 

Esse trabalho verificou a ação oomiceticida de extratos aquosos de folhas de 

Terminalia sp. e casca do caule de Hymenaea sp. e extratos hidroalcóolicos da casca do 

caule e do exocarpo de frutos de Hymenaea sp. sobre o crescimento micelial e viabilidade 

dos zoósporos do oomiceto Saprolegnia ferax. 

 

2. MATERIAL & MÉTODOS 

Os experimentos foram realizados na Unidade Laboratorial de Referência em 

Patologia de Organismos Aquáticos do Centro de Pesquisa em Aquicultura-CPA do 

Instituto de Pesca (IP), Secretaria da Agricultura e Abastecimento do Governo do Estado 

de São Paulo.  

 

2.1 Produção dos extratos aquosos das folhas de Terminalia sp. e da casca lenhosa de 

Hymenaea sp. 
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O extrato aquoso de Terminalia sp. foi produzido a partir das folhas verdes 

coletadas de um exemplar com cerca de 10 metros de altura no Parque Doutor Fernando 

Costa, São Paulo/Brasil em dezembro de 2019. As folhas foram lavadas com água 

corrente e destilada e, secas em estufa a 65 °C. O material desidratado foi triturado e 

submetido à extração na proporção de 20g de folha para cada 100mL de água destilada 

em Soxhlet mantido a temperatura de 60 °C por 2 horas. Após a extração o material foi 

submetido a mais duas extrações contendo a metade do volume da água inicial. Os 

extratos obtidos foram homogeneizados em um extrato único. 

O extrato aquoso de Hymenaea sp. foi produzido a partir da casca lenhosa do 

caule do jatobá triturado da marca “A Natureza - Comércio de Produtos Naturais 

LTDA™” (embalado: 04/2019 validade: 04/2021) pela técnica de decocção. O material 

foi submetido à extração na proporção de 20g em 220 mL de água destilada em 

erlenmeyer fechado em banho maria a 60 °C por 2 horas. Após atingir a temperatura 

ambiente, o extrato foi filtrado e o resíduo sólido obtido foi submetido à nova extração 

com 110 mL de água destilada na mesma condição da extração anterior. Após esfriar o 

conteúdo filtrado foi incorporado a primeira extração. 

Ambos os extratos aquosos foram armazenados em freezer até o momento de 

sua utilização. 

 

2.1.1 Determinação do rendimento da massa seca dos extratos 

A determinação do rendimento da massa seca dos extratos foi realizada em 

triplicata. Tubos ependorf contendo 1 mL do extrato foram pesados em balança analítica 

e mantidos em banho maria a 70 °C até a evaporação total do líquido extrator. 

Posteriormente foram colocados em estufa a 100°C e em dessecador com sílica gel. Os 
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ependorfs foram novamente pesados e o Teor de Sólidos Totais de cada extrato foi 

calculado em mg.mL -1 (Farmacopéia Brasileira 2010, 2019). 

 

2.2 Produção de extratos por percolação da casca lenhosa e do exocarpo (casca lenhosa 

do fruto) de Hymenaea sp. 

Os extratos percolados hidroalcóolicos de Hymenaea sp. foram preparados com 

a casca do caule do jatobá triturada da marca “A Natureza - Comércio de Produtos 

Naturais LTDA™” (embalado 04/2019 validade 04/2021) e com casca lenhosa dos frutos 

coletados em um sítio em Atibaia-SP. A proporção do material foi de 1:1 (g/mL) de 

material vegetal e álcool 70% por um período de 15 dias. 

Em funil de decantação foram inseridos 12g do material vegetal hidratado por 

1h com álcool 70%. Sobre este substrato foi acoplado filtro de papel e esferas de vidro 

com diâmetro de 20mm e posteriormente adicionados 12mL do solvente inicial (álcool 

70%). Após 5 dias, 10mL do volume total foram retirados e 2 mL separados em frasco 

âmbar. O volume restante foi devolvido ao decantador e mais 4g do material vegetal e 

4mL de solvente foram acrescidos, permanecendo em repouso por mais 5 dias. Foram 

subtraídos 11mL do extrato e deste total, uma alíquota de 3,6mL foi acondicionada em 

frasco âmbar juntamente com os 2mL anteriores. O volume restante foi realocado em 

funil com mais 3g de planta e 3mL de solvente. Após 5 dias o extrato foi extraído do funil 

de decantação e adicionado à extração que estava separada em frasco âmbar. Este 

processo gerou 19mL de cada extrato hidroalcóolico.  

 

2.2.1 Análise dos compostos secundários 

A quantificação de ácido clorogênico (fenóis) foi realizada utilizando alíquotas 

dos extratos (0,5mL) acrescidos em tubos-de-ensaio com o reagente Folin-ciocalteau 
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(0,25 mL) por 30 minutos. Posteriormente foram adicionados 0,5 mL de carbonato de 

sódio saturado mais acréscimo de 3,75mL de água destilada. A solução final permaneceu 

em repouso por 1h até leitura em espectro de absorção em 500nm (Swain & Hillis, 1959). 

A identificação e a quantificação de outras classes de fenóis, foram feitas utilizando-se 

solução previamente preparada através da leitura de comprimento de onda que variou de 

240 a 600nm em equipamento da marca “BEL”. 

 A análise quantitativa de flavonóides totais foi feita baseando-se na técnica de 

Arvouet-Grand et al. (1994), que consistiu na adição de cloreto de alumínio na mesma 

proporção dos extratos (0,5mL para cada substância) por 10 minutos. A leitura foi feita 

em espectro de absorção a 425nm. 

A fim de evitar a sobreposição de bandas os extratos que estavam muito 

concentrados foram diluídos. 

 

2.3 Obtenção e manutenção de Saprolegnia ferax 

A cepa de S. ferax foi cedida pelo Instituto de Botânica e pertence à Coleção de 

Culturas de Algas, Fungos e Cianobactérias do (CCIBt) SP/Brasil, com número de 

coleção CCIBt4099. A cultura foi mantida em meio MP5 (Maltose-Peptona) à 

temperatura de 22°C. 

 

2.3.1 Zoosporogênese 

Baseando-se na técnica de Shen et al. (2002) foi utilizado o meio de cultura V8 

(100mL suco de vegetais da marca “V8”, 900mL de água destilada, 1 g de CaCO3 e 15g 

de ágar) para a zoosporogênese. Colônias cultivadas no meio citado tiveram 14 alíquotas 

de 0,5cm de diâmetro transferidas em triplicata para placas-de-Petri contendo 20mL de 
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água destilada por 24h em incubadora D.B.O (Demanda Bioquímica de Oxigênio), a 

20±2ºC. As culturas com zoósporos foram mantidas em temperatura de 4ºC por 30 

minutos. Após a homogeneização, cada replicata teve o volume de 1 mL retirado e 

acrescido 10 µL de lugol para contagem em câmara de Neubauer, em microscopia óptica, 

em aumento de 100 vezes.  

 

 

2.4 Ensaios in vitro com Saprolegnia ferax 

Foram realizados ensaios in vitro para verificar a sensibilidade micelial e o 

desenvolvimento de micélio a partir dos zoósporos de S. ferax ao sulfato de cobre 

pentahidratado (CuSO4.5H2O), em diferentes concentrações. Em paralelo foram 

realizados ensaios para avaliar a toxicidade dos extratos aquosos de Terminalia e Jatobá 

e hidroetanólicos de Jatobá. 

Os ensaios foram realizados em triplicata tendo como Controle Negativo o meio 

de cultura MP5 (4g de maltose, 1g de peptona, 15g de ágar em 1000mL água destilada) 

sem o oomiceto; e Controle Positivo contendo o organismo em meio de cultura (Souza-

Ferreira 2018). 

Os ensaios de viabilidade dos zoósporos consistiram na inoculação de 10µL de 

células móveis (zoósporos) no centro de placas-de-Petri contendo meio de cultura MP5 

homogeneizado com as soluções teste, o parâmetro observado foi o crescimento micelial 

por 72h. O ensaio realizado com micélio ocorreu pela inoculação no centro das placas-

de-Petri alíquotas de 0,5 cm de diâmetro de hifas cultivadas em MP5.  

 O efeito dos extratos de Terminalia, Jatobá e do sulfato de cobre sobre o 

crescimento micelial e viabilidade dos zoósporos de S. ferax foram avaliados através do 

diâmetro em centímetros do crescimento das hifas, após 24, 48 e 72 horas. 
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Os ensaios com micélio e zoósporos de S. ferax ocorreram através da 

homogeneização do meio MP5 em diferentes diluições dos extratos aquosos. Terminalia 

sp.: 1:100000; 1:10000; 1:1000; 1:100; 1:10 e 1:2 (preliminar) e definitivo: 1:1000; 

1:500; 1:250; 1:125; 1:62; 1:31; 1:16 e 1:8 para ensaio com zoósporo, e a adição de duas 

concentrações para o ensaio com micélio: 1:4 e 1:2. Para o extrato aquoso de Hymenaea 

sp. foram avaliadas as diluições de 1:100000; 1:10000; 1:1000; 1:100; 1:10 e 1:2 

(preliminar) e 1:1000; 1:500; 1:250; 1:125; 1:62; 1:31; 1:16; 1:8; 1:4 e 1:2 (definitivo). 

Os testes realizados com os extratos percolados foram nas diluições de 1:100; 1:10 e 1:5. 

Os extratos hidroalcoólicos (percolados) foram testados em concentrações menos 

fracionadas devido o volume de produção ser inferior que o da extração aquosa.  

Os ensaios seguiram em temperatura ambiente a 20°C±2 em paralelo aos ensaios 

com a solução de sulfato de cobre (substância de referência) nas concentrações nominais 

de Cu 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 e 32,0 mg.L-1 por 72h em placas-de-Petri descartáveis 

de 8,5x 15 mm. Os tratamentos utilizados com o cobre foram baseados em concentrações 

pré-estabelecidas pelo Laboratório de Microbiologia de Oomicetos no Instituto de Pesca- 

SP.  

Junto aos ensaios com os extratos foi realizada a verificação de teste 

microbiológico, com o propósito de identificar algum microrganismo ativo contido nos 

extratos (Farmacopéia Brasileira 2019). Para isto foram espalhados 10µL de cada extrato 

sobre a superfície do meio de cultura, permanecendo nas mesmas condições dos 

tratamentos.  

 

2.5 Análise estatística 

A obtenção dos valores das Concentrações de Inibição do Crescimento em 50% 

(CIC50) do diâmetro da cultura de S. ferax ao final de 72 horas e da Concentração de 
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Inibição da Viabilidade em 50% (CIV50), a CIC50; 72h e a CIV50; 72h foram calculadas 

utilizando-se o software ICp 2.0 (Norberg-King 1993). Esses valores são apresentados 

em mg.mL-1 de fenol.  

A Concentração Inibitória Mínima de 100% do crescimento (CIM100) foi 

determinada pela menor concentração utilizada dos extratos onde não houve crescimento 

de hifas de S. ferax no meio de cultura (Fuangsawat et al. 2011). Com auxilio do software 

STATISTICA v. 7.0 foram realizados os testes de ANOVA para verificar se ocorreu 

diferença significativa entre a média dos tratamentos; Homogeneidade das Variâncias 

para verificar se os tratamentos são homogêneos; Normalidade dos resíduos para 

averiguar a distribuição residual e o Teste Posterior de Dunnett para a identificação do 

tratamento que é significativamente diferente do Controle Positivo. 

 

3. RESULTADOS 

3.1 Extratos 

O peso de sólidos contidos nos extratos aquosos foram para Jatobá 11,25mg.mL-

1 e para Chapéu-de-sol de 31,88mg.mL-1.Para os extratos hidroalcóolicos o resultado de 

resíduos sólidos foi maior que nos extratos aquosos, sendo de 61,5mg.mL-1 para o 

percolado da casca árvore de Jatobá e 55, 7mg. mL-1 para o percolado da casca do fruto 

de Jatobá. 

O espectro de absorção no UV/Visível do extrato aquoso de folhas de Terminalia 

sp. apresentou pico de absorção em 400nm (Figura 1), indicando possível presença de 

taninos (Liu et al. 1996, Lin et al. 2001, Ahmed et al. 2005), e na reação com cloreto de 

alumínio evidenciou a presença de flavonóides. O extrato aquoso e o percolado 

hidroetanólico feitos da casca do caule de jatobá apresentaram pico de absorção em 
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300nm (Figura 2). Sendo que o extrato aquoso de jatobá apresentou absorção na faixa de 

390nm até 490nm, sem identificação dos compostos. 

 
 

Figura 1: Espectro de varredura nos comprimentos de onda entre 240-600nm do extrato 

aquoso de folhas de Terminalia sp. diluído na concentração de 1:10. 

 

 
 

Figura 2: Espectro de absorção UV-Visível nos comprimentos de onda entre 240-600nm 

com extratos aquoso e hidroetanólico da casca do caule de Hymenaea sp. 

 

A Figura 3 apresenta espectro de absorção UV-Visível do extrato percolado do 

exocarpo de Hymenaea sp. Observa-se um pico de absorção para o extrato percolado do 

exocarpo de jatobá em 350nm sugerindo uma mistura de compostos fenólicos e na 

quantificação com cloreto de alumínio verificou- se a presença de flavonóides (Tabela 1). 
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Figura 3: Espectro de varredura realizado entre os comprimentos de onda 240-600nm do 

extrato percolado do exocarpo de Hymenaea sp. Análise seguiu em diluição 1:5. 

 

A Tabela 1 apresenta concentrações das análises em relação às amostras testadas. 

Os dados da concentração de fenol foram utilizados como parâmetro comparativo entre 

os extratos devido tal composto estar relacionado à ação antimicrobiana. 
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Tabela 1. Concentrações de sólidos totais, fenóis e flavonóides (mg.mL-1) dos extratos de 

Jatobá e Terminalia utilizados nos ensaios de toxicidade com Saprolegnia ferax. 

Concentrações obtidas dos ensaios definitivos. 

Diluição dos extratos em meio de cultura 

Concentração de ST e de compostos 

secundários em meio de  cultura 

(mg.mL-1) 

Jatobá Aquoso Sólidos totais Fenóis Flavonóides 

1:1000 0,011 0,006 0,0003 

1:500 0,022 0,012 0,0007 

1:250 0,045 0,024 0,001 

1:125 0,089 0,047 0,003 

1:62 0,178 0,095 0,006 

1:31 0,356 0,189 0,011 

1:16 0,713 0,379 0,022 

1:8 1,426 0,757 0,044 

1:4 2,852 1,515 0,088 

1:2 5,704 3,029 0,177 

Jatobá Percolado da Casca do caule    

1:100 0,615 0,178 0,019 

1:10 6,154 1,782 0,187 

1:5 12,307 3,563 0,374 

Jatobá Percolado do Fruto    

1:100 0,557 0,075 0,032 

1:10 5,567 0,745 0,321 

1:5 11,133 1,49 0,642 

Terminalia Aquoso    

1:1000 0,032 0,013 0,007 

1:500 0,063 0,026 0,014 

1:250 0,126 0,052 0,029 

1:125 0,253 0,103 0,057 

1:62 0,505 0,206 0,114 

1:31 1,011 0,413 0,228 

1:16 2,021 0,826 0,456 

1:8 4,043 1,651 0,913 

1:4 8,085 3,302 1,825 

1:2 16,171 6,605 3,651 
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Os testes microbiológicos realizados com os extratos revelaram que a técnica de 

extração foi suficiente para inibir ou inviabilizar o desenvolvimento de contaminantes. 

 

3.2 Zoosporogênese 

Foram produzidos em meio de indução a concentração de 2.105 zoósporos/mL e 

deste total foram usados nos ensaios 10 µL (2000 células) por placa. O Controle Positivo 

do teste de viabilidade serviu como parâmetro comparativo de desenvolvimento e 

controle microbiológico, atestando que a técnica utilizada na aquisição das células estava 

livre de contaminantes. 

 

3.3 Ensaio in vitro 

Foram realizados dois ensaios de sensibilidade das cepas (S. ferax) utilizando o 

sulfato de cobre como substância de referência. Os resultados das CI50;72h são 

apresentados na Tabela 2, onde é possível observar, comparando-se os valores dos 

intervalos de confiança, que entre os ensaios houve diferença estatística significativa de 

sensibilidade nos lotes das culturas com micélio. Todavia ao compilar com as demais 

análises estáticas, observou-se que o resultado está dentro da normalidade e de acordo 

com a carta controle do laboratório, revelando que as variações estão dentro dos limites 

esperados para o organismo (Figura 4). 
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Tabela 2: Valores das Concentrações de Inibição de 50% do crescimento micelial 

(CIC50) e de Inibição de 50% da viabilidade dos zoósporos (CIV50) após 24, 48 e 72h.  

Sensibilidade do lote de Saprolegnia ferax exposta ao sulfato de cobre em ensaios in vitro. 

(IC= Intervalo de Confiança; ICE=Intervalo de Confiança Expandido). 

 

 Micélio CI50 (mg.L-1) Zoósporos CI50 (mg.L-1) 

 24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas 

1° ensaio       

CI50 3,89 3,91 4,18 1,4 3,39 3,48 

IC 3,31-4,22 3,76-4,02 4,00-4,35 0,99-1,50 3,28-3,50 3,37-3,56 

ICE 2,68-4,59 3,60-4,14 3,80-4,53 0,54-1,61 3,16-3,62 3,25-3,64 

2° ensaio       

CI50 2,74 2,82 3,00 1,86 3,79 3,89 

IC 2,39-2,97 2,42-3,08 2,79-3,21 1,5-2,5 3,51-4,06 3,78- 3,97 

ICE 2,01-3,22 1,97-3,35 2,56-3,44 1,10-3,20 3,21-4,36 3,67-4,05 

1° ensaio: Teste realizado em paralelo ao ensaio preliminar com os extratos de jatobá e 

terminália. 

2° ensaio: Teste realizado em paralelo ao ensaio definitivo com os extratos de jatobá e 

terminália.  

 
Figura 4: Imagem de carta controle utilizada em Laboratório de Microbiologia de 

Oomicetos dos valores de CI50;72h de culturas derivadas de micélio utilizadas como 

parâmetro na sensibilidade de cepas de Saprolegnia ferax em exposição ao reagente 

sulfato de cobre. 
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O zoósporo do ensaio definitivo (2° ensaio) apresentou CI50;24h em 1,86mg.L-

1 sensibilidade que se enquadra nos resultados da Tabela 2 para o mesmo período em 

ambos os ensaios. Todavia, as CI50;48h (3,79mg.L-1) e CI50;72h (3,89mg.L-1) 

apresentaram aumento na tolerância ao cobre. Uma hipótese para este resultado seria que 

com o passar das horas e o desenvolvimento do micélio acrescentaria maior tolerância ao 

reagente que os zoósporos. 

O extrato de Jatobá aquoso apresentou em ensaio preliminar (1° ensaio) com 

micélio CI50;72h de 0,34 mg.mL-1 (IC 0,34 – 0,39) de fenol com IC igual aos zoósporos 

viáveis, 0,34mg.mL-1 (IC 0,34 – 0,35). No ensaio definitivo os valores no mesmo período 

se sobrepuseram, mas com concentração inferior de fenol: 0,16 mg.mL-1 (IC 0,13 – 0,17) 

micélio e 0,18mg.mL-1 (IC 0,17 – 0,20) zoósporos. Os extratos percolados evidenciaram 

CI50;72h menor que o extrato aquoso, com 0,009mg.mL-1 (IC 0,008- 0,009) e 

0,008mg.mL-1 (IC 0,008 – 0,009) micélio e zoósporos respectivamente para o extrato 

percolado da casca do caule de jatobá, e para o extrato percolado da casca do fruto de 

jatobá a CI50;72h foi 0,010mg.mL-1(IC 0,010 – 0,011) micélio e 0,009mg.mL-1 (IC 0,008 

- 0,009) zoósporos. O extrato aquoso de terminália apresentou CI50;72h de 0,4mg.mL-

1(IC 0,4 – 0,44) para os zoósporo e micélio com 0,48mg.mL-1(IC 0,44 – 0,52)  de fenol 

(preliminar) e 0,25mg.mL-1 (IC 0,24 – 0,26) micélio e zoósporos viáveis em 0,2mg.mL-1 

(IC 0,19 – 0,22) (definitivo). Esta alteração de resultados pode estar associada ao maior 

fracionamento das concentrações entre os ensaios. 

A inibição de 100% em 72h do extrato aquoso de jatobá ocorreu na concentração 

de 3,029 mg.mL-1 de fenol para os ensaios com zoósporos e inibiu 95,19% das culturas 

oriundas do micélio. As concentrações acima de 0,047mg.mL-1 de fenol inibiram o 

desenvolvimento do micélio, e em 0,024mg.mL-1 a germinação dos zoósporos. As figuras 
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5 e 6 mostram que o extrato aquoso de jatobá apresentou inibição em concentrações 

menores no zoósporo no decorrer das 72h que no micélio. 

 
Figura 5. Porcentagem de inibição do desenvolvimento micelial de S. ferax após 72h de  

exposição a concentrações de fenol contidas no extrato aquoso da casca do caule de 

Hymenaea sp (ensaio definitivo).  

 

 
Figura 6. Porcentagem de inibição do desenvolvimento de halo micelial derivado da 

inoculação de zoósporos de S. ferax após 72h de exposição a concentrações de fenol 

contidas no extrato aquoso da casca do caule de Hymenaea sp (ensaio definitivo).  

 

O extrato hidroalcóolico da casca do caule do jatobá apresentou inibição total 

em 72h na concentração de 1,78mg.mL-1 de fenol, enquanto que a concentração de 

0,178mg.mL-1 inibiu o crescimento do micélio (57,21%) e do zoósporo (58,91%) dentro 

do mesmo período (Figura 7) . Ao comparar com o extrato aquoso de jatobá observou 
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que a concentração de 0,189mg.mL-1 (Figura 5 e Figura 6) inibiu menos (50,27% micélio 

e 51% zoósporos) que o extrato hidroalcoólico. 

 

 
Figura 7: Inibição das culturas derivadas de micélio e zoósporos exposta a diferentes 

concentrações do extrato hidroalcóolico da casca do caule de Hymenaea sp. das culturas. 

 

O extrato percolado da casca do fruto de Hymenaea sp. apresentou ação inibidora 

maior que os outros extratos, com inibição total em 0,74mg.mL-1 de fenol em 72h. A 

concentração de 0,075mg.mL-1 apresentou retardo no desenvolvimento dos zoósporos em 

100% e do micélio em 79,31% nas primeiras 24h, e em 72h de 54,45% e 51,33%, 

respectivamente (Figura 8). Sugerindo haver sinergismos entre compostos do exocarpo 

do fruto que potencializou o seu efeito inibitório, sendo mais eficaz que os outros extratos. 
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Figura 8: Porcentagem de inibição de culturas provenientes de micélio e zoósporos de 

Saprolegnia ferax expostas a diferentes concentrações do extrato hidroalcoólico derivado 

da casca do fruto de Hymenaea sp. 

 

O extrato aquoso de terminália apresentou 100% de inibição em 1,651mg.mL-1 

de compostos fenólicos nas culturas repicadas com micélio e 0,826mg.mL-1 nas culturas 

com zoósporos em 72h. O ensaio com zoósporos em 24h revelou crescimento superior ao 

controle positivo nas concentrações de 0,013mg.mL-1 (2,1%), 0,026mg.mL-1 (14,58%) e 

0,052mg.mL-1(22,92%) e para micélio (3,44%) em 0,026mg.mL-1 de fenol. Cabe salientar 

que este resultado sugere que dependendo da concentração de extrato de terminália pode 

haver o favorecimento do desenvolvimento da S. ferax (Figura 9 e Figura 10). 
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Figura 9: Porcentagem de desenvolvimento das culturas repicadas da fase micelial do 

oomiceto Saprolegnia ferax expostas a diferentes concentrações de extrato aquoso de 

Terminalia sp.  

 

 
Figura 10: Crescimento em porcentagem de culturas oriundas de teste de viabilidade de 

zoósporos expostas ao extrato de folhas de Terminalia sp.  

 

A concentração de 0,006mg.mL-1 de compostos fenólicos no extrato aquoso de 

jatobá favoreceu o crescimento em placa em ambos os ensaios. Em 24h esta concentração 

apresentou melhor desenvolvimento que o controle positivo: micélio 48,28% e zoósporo 

10,42%. Estes valores sinalizam que dentro de um mesmo extrato pode haver 

concentrações que inibiram e favoreceram o desenvolvimento da S. ferax. 
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4. DISCUSSÃO 

Ao pensarmos no bem-estar animal, a exposição a substâncias químicas 

exógenas gera alterações fisiológicas, como irritação de pele e mucosas, e aumento na 

produção de muco nas brânquias que pode comprometer as trocas gasosas (Carnevia 

1993). O conhecimento prévio da sensibilidade do patógeno contribui com menor 

exposição animal aos compostos químicos utilizados no tratamento de enfermidades, 

assim como economia nos custos de produção, já que dependendo da enfermidade há a 

possibilidade de redução no insumo utilizado para o tratamento. 

Pavanelli et al. (2002) relatam que a concentração de 15-25 mg.L-1 de CuSO4 

pode ser usada em banhos de 1 hora em peixes com saprolegniose e Straus et al. (2009) 

verificaram que ovos de Ictalurus punctatus (bagre-americano) infectados por 

Saprolegnia sp. expostos ao reagente apresentaram sobrevivência de 69% na 

concentração 10mg.L-1. Ao compararmos os dados dos autores acima citados com os 

obtidos no presente trabalho, pode-se observar que o tratamento químico é maior que a 

CI50 deste estudo. 

Todavia cabe ressaltar que espécies diferentes de peixes podem apresentar 

tolerância variada ao sulfato de cobre. Espécies como Xiphophorus maculatus (Plati), 

Poecilia reticulata (Lebiste), Carassius auratus (Quínguio), Xiphophorus helleri 

(Espadinha), P. sphenops (Molinésia Negra), Paracheiro doninnesi (Neón), Otocinclus 

macrospilus (Limpa-vidro), Gymnocorymbus ternetzi (Tetra-preto) e Corydora aeneus 

(Bonze-corydoras) apresentam diferentes respostas a exposição ao sal, Concentração 

Letal de 50% (CL50) em 24h de 1,56; 1,25; 1,11; 1,04; 0,919; 0,41; 0,57; 0,45 e 

0,42mg.L-1 respectivamente (Scotto et al. 2019). Apesar das variações de exposição ao 

cobre entre as espécies (Intervalo de Confiança: 0,4 – 1,8 mg.L-1), observou que o 
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Intervalo Confiança Expandido (ICE) de 24h dos zoósporos de S. ferax se enquadram 

dentro das referidas espécies, sinalizando sensibilidade homogênea entre os organismos.  

Sun et al. (2014) expuseram cepas de Saprolegnia parasitica cultivadas em meio 

PDA a água destilada com diferentes concentrações de sulfato de cobre. Os autores 

observaram que houve inibição no desenvolvimento micelial em 24h após exposição à 

concentração  ≥ 0,5mg.L-1 do regente. Este resultado não foi observado nos ensaios com 

micélio no presente estudo (CI50; 24h 3,89mg.L-1). Uma hipótese para esta divergência 

seria que o meio MP5 possui mais nutrientes, o que pode ter favorecido o seu 

desenvolvimento ao xenobiótico. Esses mesmos autores relatam ainda a ausência de 

liberação de zoósporos nas concentrações ≥1 mg.L-1 de CuSO4, e se comparar com os 

dados dos zoósporos viáveis deste trabalho, observa-se que a CI50;24h apresenta IC (0.99 

- 1.50 mg.L-1), resultado semelhante ao obtido pelos autores citados. Ao associar a 

resposta do toxicante a CI50;24h, é possível afirmar que o sulfato de cobre nestas 

concentrações tem interferência direta na liberação, germinação e desenvolvimento destas 

células. Esta diferença também pode ser relacionada à qualidade de água de cultivo, uma 

vez que o excesso de matéria orgânica favorece a proliferação de oomicetos (Hipolito 

2009). 

O extrato foliar de Terminalia sp. apresenta diferentes compostos químicos. 

Entre os compostos fenólicos encontram-se taninos, flavonóides, antocianinas entre 

outros. Segundo Liu et al. (1996), Lin et al. (2001), Ahmed et al.(2005), em extratos 

aquosos de folhas da planta foram encontrados taninos hidrolisáveis como apunicalina, 

punicalagina e ácido elágico. A faixa de absorção em espectrofotometria UV/visível foi 

entre 350 a 400nm com pico máximo em 379nm. Os resultados apresentados pelos 

autores colaboram com o deste trabalho, pois apresentou resultados de banda próximos a 

400nm podendo ser um indicativo de taninos.   
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Outros autores como Chyau et al. (2006) detectaram ácidos cumáricos e 

benzóicos enquanto Ibegbulem et al. (2011) demonstraram presença de taninos, 

flavonóides e saponinas em exemplares de Terminália.  Quanto ao espectro de 

flavonóides geralmente a absorção ocorre próximo de 300nm (Mabry et al. 1970). 

Para o doseamento dos flavonóides, a técnica mais usada é com uso da reação 

com cloreto de alumínio, pois alcança grande destaque devido a sua simplicidade, rapidez, 

baixo custo de execução e ampla disponibilidade nos laboratórios de controle de 

qualidade (Alves et al. 2010). Embora extremamente utilizada, a pouca seletividade tem 

sido um dos maiores desafios dessa técnica para análise de matrizes complexas como os 

extratos vegetais, pois a espectrofotometria direta pode ocasionar sobreposição das 

bandas, impedindo a absorção do componente de interesse (Perkampus1992). 

O cloreto de alumínio (AlCl3) é usado na quantificação de flavonóides porque o 

cátion Al3+ forma complexos estáveis com as hidroxilas livres dos flavonóides, 

ocasionando extensão do sistema conjugado e, consequentemente, um desvio 

batocrômico, ou seja, um deslocamento dos seus máximos de absorção para regiões de 

maior comprimento de onda (Souza & Giovani 2005). Os resultados do presente trabalho 

demonstraram que o extrato aquoso de terminalia apresentou teor de flavonóide bem 

como no espectro fenol-tanino.  

Islam (2008) cita que concentrações a partir de 100µg.mL-1 de extratos 

produzidos a partir de Terminalia arjuna, T. belliricae,e T. chebula tem o potencial de 

inibir a atividade locomotora de zoósporos de Aphanomyces cochlioides (patógeno de 

plantas), enquanto que concentrações de 500-1000µg.mL-1 geraram ação repelente sobre 

as células. No ensaio realizado com Terminalia sp. não foram avaliados tais parâmetros, 

todavia foi identificado que a concentração de 0,826mg.mL-1 de compostos fenólicos 

inibiu o desenvolvimento de zoósporos e em 1,65mg.mL-1 o desenvolvimento de micélio 
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em 100% em 72h. Estes resultados sugerem que o extrato de Terminalia sp. utilizado no 

presente estudo contêm compostos que exercem atividade antioomicótica nos zoósporos. 

Esse mesmo autor relata que o extrato acetado da árvore Dalbergia odorifera apresenta 

ação repelente de zoósporos de A. cochlioides nas concentrações 200µg.mL-1 e 

imobilizadora em 100µg.mL-1. Ao testar os compostos da D. odorifera isoladamente o 

referido autor observou que as exposições dos fenóis medicarpina, formononetina e 

claussequinone apresentaram respostas adversas nas células, desde repelir até mesmo 

atrair o patógeno. Ao reunir os três isoflavonóides na concentração de 50μg.mL, o autor 

observou sinergismos entre os compostos ao repelir as células testadas. 

Nos extratos aquosos de Terminália e de Jatobá foram observados que algumas 

concentrações favoreceram e outras inibiram o desenvolvimento em placa para ambas as 

estruturas avaliadas. Ao associar que a ocorrência de concentrações que favorecem o 

desenvolvimento do oomiceto do presente estudo, levanta-se a hipótese que os compostos 

dos extratos aquosos, dependendo da sua concentração, são degradados no meio 

ambiente. Uma vez que a espécie S. ferax é um saprófito/oportunista e como outros 

oomicetos sapróbios participam na ciclagem de nutrientes (Johnson et al. 2002, Rocha et 

al. 2016). 

Camilo et al. (2019) citam que o extrato etanólico da casca do fruto de Hymenaea 

courbaril possui ação inibitória em bactérias do gênero Staphylococcus, Pseudomonas e 

Escherichia, e o acréscimo dos antibióticos como amicacina e gentamicina podem ter as 

suas concentrações diminuídas quando associados ao extrato. Os autores salientam que o 

sinergismo entre os tratamentos está relacionado aos compostos secundários como os 

fenólicos e terpenos. 

Veggi et al. (2014), testaram diferentes técnicas de extração de extratos com a 

casca da árvore de jatobá utilizando como solvente CO2;  CO2 + água e CO2 + etanol. Os 
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autores relatam que a utilização da água e do etanol como solventes são amplamente 

utilizadas por serem considerados seguros, e em seus ensaios observaram que a extração 

utilizando água se mostrou mais eficiente na extração de flavonóides proantocianidinas 

(Taninos condensados), eliminador de radicais livres. Ao avaliar todos os extratos, os 

autores observaram que na casca do caule de jatobá há a presença de outros compostos 

segundários como terpenos (sesquisterpenos e diterpenos), alcalóides, antioxidantes e 

flavonóides. 

No presente estudo, foi utilizado água como solvente nos extratos aquosos e 

hidroetanólicos (70% álcool e 30% água), e em todos os extratos pode se observar a 

presença de fenóis e flavonóides. A presença do álcool como solvente, corroborou para a 

extração de alguns compostos não identificados nas análises, dado que confirma o 

resultado dos autores anteriormente citados, uma vez que dependendo do solvente pode 

haver o favorecimento da extração de compostos distintos.  

As folhas e cascas do jatobá são ricas em terpenos e fenóis com várias atividades 

biológicas atuando como proteção contra infecções (Marques et al. 2007), ação 

antimicrobiana (Martins et al. 2000), entre outras. Os resultados do trabalho 

demonstraram que tanto extrato da casca do caule percolado e aquoso apresentaram pico 

de absorção próximo a 300nm sendo sugestivo conter derivados de flavonóides. Esses 

espectros estão de acordo com dados da literatura (Mabry et al. 1970). Já o extrato da 

casca do fruto indica que os compostos são diferentes da casca do caule apresentando 

traço de flavonóide e sugestivo de mistura de compostos fenólicos. 

Cecílio et al. (2012), encontraram em seus experimentos com culturas de células 

concentrações antagonistas ao rotavírus, utilizando extratos confeccionados com folhas 

desidratadas de jatobá. Os autores observaram que o extrato não apresentou 

citotoxicidade nas células em concentrações de 50 a 500µg.mL-1, e em análise de RT-
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PCR não foram observadas a replicação do material genômico viral. Assim como em 

outras estruturas da árvore, anteriormente citado, compostos como flavonóides, taninos e 

terpenos se mostraram presentes, além de cumarina e saproninas. O resultado apresentado 

por eles se mostrou promissor uma vez que as células utilizadas em seus ensaios são de 

primatas, sinalizando que os compostos da planta apresentam concentrações seguras para 

a manipulação. 

Apesar de cada extrato induzir respostas diferentes, foi possível observar que 

todos apresentaram respostas inibitórias ao oomiceto S. ferax. Testes in vitro são 

necessários para avaliar se o mesmo padrão ocorre em outros oomicetos, assim como 

testes de infecção em outros grupos de organismos aquáticos, para averiguar se os 

resultados obtidos do presente estudo se estendem in vivo. 

 

5. CONCLUSÃO 

Os extratos aquoso e hidroalcóolicos de jatobá foram eficientes na inibição de 

100% do crescimento micelial e de zoósporos em concentrações de fenóis contidas nos 

extratos variando de 0,745 a 3,029 mg.L-1.  

As concentrações de fenóis contidas no extrato aquoso de terminália inibiram 

100% do crescimento micelial em 1,651 mg fenóis.L-1 e 100% dos zoósporos em 0,826 

mg fenóis.L-1 indicando maior sensibilidade dos zoósporos, que é a fase infectante, ao 

extrato de terminália, 
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