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RESUMO

PIMENTEL, FERNANDO CAMPOS. Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde, Goias, Brasil, julho de 2020. Estudo quimico
e atividade antifiingica do 6leo essencial da casca do fruto do jatoba-do-Cerrado
(Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex Hayne). Orientadora: Dra. Cristiane de Melo Cazal.
Coorientadora: Dra. Cassia Cristina Fernandes Alves.

O Brasil é um dos principais paises produtor e exportador no setor agronémico mundial,
consequentemente, um dos maiores consumidores de agroquimicos no mundo, estes tém
causado danos ao meio ambiente, salde humana e a organismos ndo alvos. Tal fato, tem
proporcionado o crescente interesse em estudo de biomoléculas com menos toxicidade,
que exercam controle sobre pragas agricolas como fungos fitopatogénicos. A espécie
Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex Hayne (familia Fabaceae), conhecido popularmente
como jatoba-do-Cerrado, tem sido alvo de estudo cientificos, por exercer diversas
atividades biologicas j& comprovadas. Nesse contexto, o presente trabalho teve por
objetivo realizar o estudo quimico do 6leo essencial da casca do fruto maduro da espécie
H. stigonocarpa (OEHS) e avaliar a atividade antifungica sobre Botrytis cinerea,
Sclerotinia sclerotiorum, Aspergillus flavus e Colletotrichum truncatum por causarem
perdas significativas no setor agrondémico. Em 180 minutos de hidrodestilagdo, obteve-se
0,890% de rendimento do Oleo essencial. Foram identificados 30 compostos no 6leo
essencial da casca do fruto de H. stigonocarpa, sendo que 63,41% sdo sesquiterpénicos
oxigenados, como esptatulenol (25,19%) e 6xido de cariofileno (13,33%), representando
0S compostos majoritarios, 0s quais apresentam diversas atividades bioldgicas
comprovadas. OEHS demonstrou potencial antifungico contra B. cinerea, S.
sclerotiorum, A. flavus e C. truncatum em todas as concentracGes avaliadas, em um
comportamento dose-dependente. Sendo os resultados mais promissores contra B.
cinerea e A. flavus, em que a menor concentracdo testada (10 pLmL™?) inibiu mais de
70% do crescimento micelial, e a maior concentragdo (100 pLmL?) inibiu totalmente o
crescimento dos fungos. Tomados em conjunto, estes dados pressupdem que o Oleo
essencial das cascas do fruto de H. stigonocarpa sao fontes naturais promissoras de novos
agentes antiflngicos, que tém a vantagem de serem menos prejudiciais ao meio ambiente
e a salde humana. A luz do conhecimento atual, este trabalho descreve pela primeira vez
a composicdo quimica e a atividade antifingica do OEHS frente aos fungos
fitopatogénicos B. cinerea e C. truncatum, contribuindo para o conhecimento da espécie,
bem como da sua aplicagéo.

Palavras-chave: Género Hymenae, metabdlitos especiais, sesquiterpenos, fungos.



ABSTRACT

PIMENTEL, FERNANDO CAMPOS. Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde, Goias, Brasil, julho de 2020. Chemical study
and antifungal activity of the essential oil of the jatoba-do-cerrado fruit peel
(Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex Hayne). Adviser: Dra. Cristiane de Melo Cazal.
Coadviser: Dra. Cassia Cristina Fernandes Alves.

Brazil is one of the main producers and exporter countries in the global agronomic sector,
consequently, one of the largest consumers of agrochemicals in the world, these have
caused damage to the environment, human health and non-target organisms. This fact has
led to a growing interest in the study of biomolecules with less toxicity, which exercise
control over agricultural pests such as phytopathogenic fungi. The species Hymenaea
stigonocarpa Mart. Ex Hayne (Fabaceae family), popularly known as jatoba-do-cerrado,
has been the subject of scientific study, for exercising several biological activities already
proven. In this context, the present study aimed to carry out the chemical study of the
essential oil of the fruit peel of the species H. stigonocarpa (OEHS) and to evaluate the
antifungal activity on Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Aspergillus flavus and
Colletotrichum truncatum by causing significant losses in the agronomic sector. In 180
minutes of hydrodistillation, 0.890% vyield of essential oil was obtained. 30 compounds
were identified in the essential oil of the fruit peel of H. stigonocarpa, 63.41% of which
are oxygenated sesquiterpenes, such as spathulenol (25.19%) and caryophyllene oxide
(13.33%), representing the major compounds, which have several proven biological
activities. OEHS demonstrated antifungal potential against B. cinerea, S. sclerotiorum, A.
flavus and C. truncatum in all concentrations evaluated, in a dose-dependent behavior.
The most promising results were observed against B. cinerea and A. flavus, in which the
lowest concentration tested (10 uLmL-1) inhibited more than 70% of mycelial growth,
and the highest concentration (100 pLmL-1) completely inhibited the fungi growth.
Taken together, these data assume that the essential oil from the peels fruit of H.
stigonocarpa are promising natural sources of new antifungal agents, which have the
advantage of being less harmful to the environment and human health. In the light of
current knowledge, this work describes for the first time the chemical composition and
antifungal activity of OEHS against phytopathogenic fungi B. cinerea and C. truncatum,
contributing to the knowledge of the species, as well as its application.

Keywords: Genus Hymenae, special metabolites, sesquiterpenes, fungi



1. INTRODUCAO

O Brasil é um dos maiores produtores agricolas e consumidor de agroquimico no
mundo. Os agroquimicos sdo empregados no controle de pragas, proporcionando bons
retornos econdmicos através da alta produtividade agrondmica, e a comercializacéo
destes defensivos agricolas no pais mobiliza US $ 10 bilhdes por ano, sendo 20% do
mercado mundial (BARIZON et al., 2019; PAUMGARTTEN, 2020).

Dentre as pragas que danificam diversas culturas no mundo, inclusive no Brasil,
encontram-se 0s fungos fitopatogénicos que comprometem a salde das plantas
ocasionando perdas econdmicas significativas no setor agrondmico, em diversas etapas
do processo, desde o cultivo, transporte e armazenamento (KIM et al., 2018; RGUEZ et
al., 2020).

Botrytis cinerea € um fungo patogénico responsavel pela doenca conhecida como
mofo cinzento que atinge diversas culturas de verduras e frutas em campo, estufa e pos-
colheita, como tomate e morango (WANG et al., 2019a; RGUEZ et al., 2020). Ja o mofo
branco € uma doenca ocasionada por Sclerotinia sclerotiorum que afeta mais 400 espécies
de plantas mundialmente, incluindo leguminosas como soja, feijao, ervilha, vegetais
cruciferos e entre outras culturas (BARBACCI et al.,, 2020; CHEN et al., 2020).
Aspergillus flavus é uma espécie fangica produtora de aflatoxinas como aflatoxinas B1
(AFB1) e aflatoxina B2 (AFB2) que sdo nocivas a saude humana e animal, sendo
carcinogénica, hepatotoxica e mutagénica (BOMFIM et al., 2020; OLIVEIRA et al.,
2020). Antracnose € uma doenca causada pelo fungo Colletotrichum truncatum, afetando
principalmente a cultura da soja, podendo infectar em varias etapas do desenvolvimento
da planta. Geralmente, a transmissdo se da através da semente, proporcionando grande
perda na quantidade e qualidade do cultivar (POTI et al., 2020; SOTO et al., 2020).

Por muitas décadas varios grupos de fungicidas sintéticos vém sendo empregado
no controle de fungos fitopatogénicos, estes fungicidas ndo possuem seletividade sendo
toxicos para aqueles organismos ndo alvos, ambiente e salide humana; selecionando,
também, o desenvolvimento de fungos resistentes (WAHAB et al., 2020;
ZACCARDELLI et al, 2020). Adicionalmente, o crescimento da produtividade
agrondmica com reducdo dos impactos ambientais tem sido discutido na comunidade
cientifica, pois, é de responsabilidade mundial assegurar e garantir o abastecimento de
alimentos para futura geracdo (TURAN et al., 2019). Neste contexto, a busca e estudo

quimico de 6leos essenciais que apresentem atividade antiflngica tem sofrido ascensao
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nos ultimos anos, com intuito de reduzir e/ou substituir os fungicidas sintéticos, gerando
menos efeitos nocivos (REIS et al., 2011; FAJINMI et al., 2018; HOUICHER et al., 2018;
VERAS et al., 2020; LIU et al., 2020; ZACCARDELLI et al., 2020).

As plantas do género Hymenaea pertencem a familia Fabaceae, a cerca de 25
espécies do género sdo descritas na América do Sul e Central (CIPRIANO et al., 2014;
VERAS et al., 2020). Existem diversas atividades biolégicas comprovadas do éleo
essencial de espécies do género Hymenaea como larvicida (AGUIAR et al., 2010),
antinociceptiva, antioxidante, antimicrobiana (VERAS et al., 2020) e antifingica
(MENEZEZ FILHO et al., 2020).

Algumas espécies sdo encontradas no Brasil, como a Hymenaea stigonocarpa
Mart. Ex Hayne, conhecido popularmente como jatoba-do-Cerrado, o 6leo essencial
presente em suas folhas e cascas atua como antifingico, antibacteriano e moluscida
(STUBBLEBINE e LANGENHEIM, 1980, LORENZI e MATOS, 2002; MENEZES
FILHO et al., 2020). A investigacdo da composicdo quimica e da atividade do Oleo
essencial de outras partes da planta H. stigonocarpa poderdo contribuir para o melhor
conhecimento cientifico, quimico e biologico da espécie.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo realizar o estudo quimico do
0leo essencial da casca do fruto maduro da espécie H. stigonocarpa e avaliar a atividade

antifangica sobre B. cinerea, S. sclerotiorum, C. truncatum e A. flavus.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bioma Cerrado

O bioma Cerrado é o segundo maior da América do Sul, chegando a ocupar a
cerca de 22% do territorio brasileiro, considerada uma savana tropical e uma flora rica
com 11.000 espécies de plantas nativas. Este abrange o estado de Goias, Tocantins, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Piaui, Maranhdo, Rondonia, Parana,
Séo Paulo e Distrito Federal, inserido também no Amap4, Roraima e Amazonas (BUENO
et al., 2018).

2.2 Descricédo da planta

16



2.2.1 Familia Fabaceae

Fabaceae ¢ a terceira maior familia de angiospermas, com 727 géneros e 19.325
espécies classificadas em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae. No Brasil, Fabaceae estd representada por aproximadamente 259
géneros e 5.825 espécies disseminadas em quase todos os biomas brasileiros (COSTA et
al., 2014).

Segundo Gomes et al. (2017) a familia é diversificada, tal como, sua ecologia e
morfologia, sendo empregada em diversos setores como na area medicinal, pesticida,

corante, goma, 6leo ou ornamental.

2.2.2 Género Hymenaea

De acordo com Cipriano et al. (2014) na subfamilia Caesalpinioideae, até o
presente momento, encontram-se 64 géneros e 790 espécies nativas, abrangendo arbustos,
arvores e lianas. Entre os 64 géneros esta incluso o Hymenaea, grande parte das plantas
do género sdo neotropical, contendo 16 espécies, e 13 sdo encontradas em territorio
brasileiro. Existem 3 espécies deste género no norte, nordeste, centro-oeste e sudeste
brasileiro com importancia econdmica e medicinal sdo as Hymenaea courbaril,
Hymenaea stigonocarpa e Hymenaea martiana, encontradas principalmente no bioma
Cerrado, sendo usadas pela populacdo na ornamentacdo, construgdes civis e,
especialmente, no tratamento de doencas.

Os substratos e Oleos essenciais de diferentes partes das plantas do género
Hymenaea sdo frequentemente usadas na medicina tradicional brasileira conferindo
efeitos antibacteriano, anti-inflamatorio, antirreumatico, antianémico (SILVA et al.,
2009), anti-helmintico (VALENTE et al., 2014), antifngico (SALES et al., 2014),
antidepressivo, empregado no tratamentos de infecces estomacais (ORSI et al., 2012),
infeccdes do trato urindrio (DIMECH et al., 2013) e antiprotozoaria (SEQUEIRA et al.,
2016).

2.2.3 Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex Hayne

O Jatoba-do-Cerrado (Hymenaea stigonocarpa) € uma leguminosa encontrada na
savana brasileira, tem destaque devido ao seu interesse agrondémico, possui uma madeira
de étima qualidade, resistente e dura (SOARES et al., 2013). Podendo atingir altura de
20 metros com tronco de um metro de diametro (SAMPAIO et al., 2015). O jatoba-do-
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Cerrado (Figura 1) necessita de baixas aquisi¢cbes nutricionais e hidricas em ambientes
naturais, com ocorréncia em terrenos que apresentam solos distréficos e bem drenados
(NASCIMENTO et al., 2011).

Estudos quimicos de diferentes partes da planta demonstram a presenca de
sesquiterpenos, acidos graxos, diterpenos, oligossacarideos (ORSI et al., 2012); sais
minerais, taninos, xilogluconas, antraquinonas, pectinas, flavonoides (CARTAXO et al.,
2010); alcaloides e terpenoides (MERCES et al., 2018).

Figura 1: Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex Hayne. (A) arvore, (B) tronco, (C) folhas e
(D) fruto Fonte: propria

2.3 Metabolitos primarios

Silva et al. (2010) comenta que os metabolitos primarios sdo compostos que
auxiliam na sobrevivéncia do vegetal, cumprindo atividades fundamentais na
fotossintese, respiracdo e assimilacdo de nutrientes. Estes se caracterizam por exercerem
uma atividade metabdlica direta; por serem compostos essenciais como intermediarios
nas vias catabdlica e anabdlica da planta; séo comuns em todas as plantas; como hidratos
de carbono, proteinas, lipideos, acidos nucleicos ou clorofilas (GROENIGEN et al.,
2015).

Além disso, exercem funcdo estrutural, armazenamento de energia e pléastica,

enquanto os metabolitos secundarios, aparentemente ndo tém relacdo com o crescimento
e desenvolvimento da planta (KABERA et al., 2014). Apesar disso, é importante realgar
que os metabdlitos priméarios sdo os grandes precursores dos metabdlitos secundarios, que

se inserem 0s Gleos essenciais, tema desta dissertacao.
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2.4 Metabolitos secundarios

Pacheco (2014) aborda que metabdlitos secundarios sdo compostos produzidos e
acumulados por plantas, que lhes proporcionam mecanismos de defesas para sua
sobrevivéncia e atracdo de polinizadores para perpetuacdo da espécie, servindo como
fatores de interacdo entre as plantas. Uma das principais rotas biosintéticas dos
metabdlitos secundarios (Figura 2) se da através da glicose que € um metabo6lito primario
que sofre glicolise, sendo percussores de diversas classes de compostos que podem ser
biosintetizadas pelas vias do &cido chiquimico e do acetil-coenzima A, sendo que a Ultima
abrange as rotas do acido maldnico, meval6nico e do metileritritol-fosfato (MEP).

As principais classes de metabolitos secundarios identificados em espécies
vegetais sdo o0s compostos nitrogenados (alcaloides, glucosinolatos e piridinas;
compostos fendlicos (flavonoides e ndo flavonoides), fendis, terpenos ou terpenoides
(CUNHA et al., 2016), que exercem varias atividades bioldégicas como antifungica,
antioxidante, antitumoral, antiviral e entre outras,(CUNHA et al., 2016).

Por exercerem varias atividades biologicas, estes apresentam valor comercial,
tanto para a inddstria alimenticia, farmacéutica, agrondmica, cosmética, entre outras
(SIMOES et al., 2010).
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Figura 2: Rotas biosintéticas de metabolitos secundarios. Fonte: propria.

2.5 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo metabolitos secundarios, hoje designados como
“metabolitos especiais”, uma vez que assumem fungdes tdo importantes quanto o0s
metabolitos primarios (GOTTLIEB et al., 1998; GOTTLIEB e BORIN, 2012). Seus
constituintes quimicos sao diversificados, complexos e sdo produzidos de modo a
assegurar adaptacdo das plantas em seu ambiente com outras plantas, herbivoros,
patogenos, polinizadores e entre outros (FIGUEIREDO et al., 2008; HOSNI et al., 2011,
SIDDIQUE et al., 2017; PEREIRA et al., 2018; SRIPATHI et al., 2018; ISAH et al.,
2019).

Gobbo-neto e Lopes (2017) relatam que a composi¢do quimica dos Oleos
essenciais pode variar entre partes de uma planta e entre espécie. Uma mesma espécie de
planta pode sofrer influéncia (Figura 3) tanto por local de cultivo, condigdes de coleta,
estabilizacdo e estocagem, como também dos fatores climéaticos. Os componentes dos

Oleos essenciais sdo formados a partir de trés vias biosintéticas: (1) a via do fosfato
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metileritritol (MEP), que leva aos mono e diterpenos; (11) a via do acido mevaldnico, que
leva aos sesquiterpenos; e (111) a via do acido chiquimico que leva aos fenilpropanoides.
A identidade, quantidade relativa destas substancias volateis no dleo essencial séo
bastante variaveis e elas tém diversos papéis bioldgicos na planta, incluindo a atracéo de
insetos polinizadores, como mensageiros internos e como substancias protetoras contra
herbivoros (FIGUEIREDO et al., 2008; HOSNI et al., 2011; SIDDIQUE et al., 2017,
JACOB et al., 2017).
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Figura 3: Fatores que interferem na quantidade de metabdlitos secundarios nas plantas.
Fonte: Gobbo-neto e Lopes (2007).

Os terpenoides se classificam conforme o nimero de unidades isoprénicas:
monoterpenos (Cio, 2 unidades), sesquiterpenos (Cis, 3 unidades), diterpenos (Czo, 4
unidades), triterpenos (Cso, 6 unidades) e tetraterpenos (Cao, 8 unidades) sendo
comumente identificados com mais frequéncia 0s monoterpenos e sesquiterpenos em
6leos essenciais (SIMOES et al., 2010)

Esses metabolitos especiais (Figura 4), geralmente, possuem odor intenso,
podendo ser encontrados em folhas, frutos e, até mesmo, em raizes de plantas e cascas;

sendo empregados nas industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética (JABOB et al.,
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2017). O rendimento desses Oleos essenciais se baseia no método, parte empregada e
tempo de extracdo (BARROS et al., 2018).

Figura 4: Oleo essencial extraido da casca dos frutos maduros de Hymenaea stigonocarpa
Mart. Ex Hayne. Fonte: propria.

2.6 Fungos fitopatogénicos

Existem diversos fungos fitopatdogenos na pré e/ou pos-colheita que provocam
doencas e degradam madeira (ZNININI et al., 2013; TOLBA et al., 2015; EL OUADI et
al., 2017; TEGANG et al., 2018; LI et al., 2019).

2.6.1 Botrytis cinerea

O mofo cinzento, ocasionado pelo fungo fitopatogénico B. cinerea, resulta em
grandes perdas de rendimento em mais de 200 espécies de culturas em todo o mundo,
especialmente em culturas de hortaligas e frutas como morango; o controle efetivo desse
fitopatdgeno ¢ dificil pela complexidade dos mecanismos de ataque entre hospedeiro-
patogeno (WANG et al., 2019a; VITOR et al., 2019). Estima-se que no Brasil a producédo
anual é de 100 mil toneladas de morango em 3.500 ha e esta tem crescido nos Gltimos
anos (ANTUNES et al., 2010; COSTA et al., 2011).

A perda econdmica causada por esse patdgeno supera US $ 10 bilhdes/ano no
mundo, pode infectar todas as partes da planta como érgdos da fruta e/ou tecidos
vegetativos senescentes ou danificados (Figura 5); a propagacdo e desenvolvimento
acontecem através de feridas ou aberturas naturais, sendo melhor em condi¢des Umidas e
temperaturas baixas, causando danos de aproximadamente 80% das flores e frutos
principalmente na cultura de morango (LI et al., 2019; PETRASCH et al., 2019).
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Figura 5: Sintomas causados por B. cinerea. (A) flor senescida com crescimento de
micélio. (B) infeccdo floral avancada. (C) e (D) infeccbes de frutas em diferentes
estagios. (D) pétala infectada tendo como fontes de infec¢do frutas contaminadas. (E) e
(F) escurecimento das folhas e frutas devido a infecgdes. Fonte: Petrasch et al. (2019).

Um dos principais controles utilizados sobre B. cinerea sdo fungicidas quimicos
ou combinacdes destes, como por exemplo 0 AGATA SC, sendo seu principio ativo o
fluazinam (Figura 6), que inibe a fosforilacio oxidativa durante o processo de respiragéo
dos patdgenos (AGROLINK, 2020; FUNGICIDE RESISTANCE ACTION
COMMITTEE - FRAC, 2020; RGUEZ et al., 2020).

Figura 6: Estrutura quimica do principio ativo fluazinam. Fonte: prépria.

2.6.2 Sclerotinia sclerotiorum

O fungo S. sclerotiorum é o causador da doenca conhecida como mofo branco,
podendo infeccionar mais de 400 espécies de plantas no mundo, abrangendo culturas de
importancia comercial como feijao, colza, girassol, canola, tomate e soja (BARBACCI et
al., 2020; CHEN et al., 2020). No Brasil, a area de cultivo e produtividade de soja tem
aumentado nos dltimos anos, na safra 2017/2018 a colheita gerou 117 milhGes de

toneladas, com isso, estima-se também aumento de 10% de incidéncia do mofo branco
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no pais, gerando reducdo de aproximadamente 172 kg/ha na producdo de soja,
provocando perda de US$ 1,47 milhdes por ano (CIAMPI-GUILLARDI et al., 2020).

Uma cultura infectada com esse fitopatdgeno, os danos podem variar de 30 a
100%, caso ndo adote uma agdo preventiva (CASTRO et al., 2016). Os esclerédios sdo
estruturas resistentes melanizadas escuras geradas por S. sclerotiorum, podem sobreviver
no inverno em solo e/ou restos culturais, provocando, posteriormente, lesbes que podem
afetar o caule e bloquear o fluxo vascular da planta (Figura 7), coibindo o
desenvolvimento das sementes e vagens (CIAMPI-GUILLARDI et al., 2020), ou
propagacdo de ascOsporos por correntes de ar, infectando pétalas de flores (MACENA et
al., 2020).

Figura 7: LesOes causadas por S. sclerotiorum. (A) Desenvolvimento inicial da lesdo em
caule. (B), (C) e (D) Expansao gradual da les&o. (E) Lesé&o cobre a planta inteira causando
a morte da planta. (F) Esclerddio desenvolvido dentro do caule morto. Fonte: Kamal et
al. (2015).

O desenvolvimento é favorecido com umidade relativa do ar elevada,
temperaturas baixas 10°C e 25°C, sucessdo/rotacio de cultura com hospedeiros
suscetiveis, pluviometria coincidindo com temperaturas amenas (MICHEREFF et al.,
2005). O controle de S. sclerotiorum se baseia principalmente no emprego de fungicidas
qguimicos como SPOT® SC, sendo uma mistura de dois ingredientes ativos,
dimoxistrobina e boscalida (Figura 8), este Gltimo inibe a succinato desidrogenase,
enzima primordial do complexo Il envolvida no processo de respiracdo dos fungos
(AGROLINK, 2020; FUNGICIDE RESISTANCE ACTION COMMITTEE - FRAC,
2020).
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Figura 8: Estruturas quimicas dos principios ativos contidos no fungicida SPOT® SC.
(A) dimoxistrobina e (B) boscalida. Fonte: prépria.

2.6.3 Colletotrichum truncatum

Liu et al. (2016) comentam que Colletotrichum é um importante género
patogénico em todo o mundo, causando a doenga conhecida como antracnose, podendo
incidir em uma ampla variedade de vegetais, frutas, culturas de leguminosas como feijao
e soja. Sendo que, seu principal causador € a espécie C. truncatum, que possui micélio
septado, conidios hialinos e unicelulares e sua reproducdo é assexuada (PUTZKE e
PUTZKE, 2002; ROGERIO et al., 2019). Antracnose pode proporcionar perdas de 90
kg/ha de grdos de soja na regido do cerrado brasileiro, por este possuir condigdes
climaticas favoraveis de alta temperatura e umidade em determinadas épocas do ano
(ROGERIO et al., 2017). Hassan et al. (2019) relatam que uma das caracteristicas
ocasionada por antracnose no hospedeiro sdo necroses afundadas e difundidas em caules,

folhas, frutos (Figura 9).

Figura 9: Necroses ocasionadas por Colletotrichum ssp em soja. (A) em hastes. (B) em
folhas. (C) em sementes. (D) na planta. Fonte: Goulart (2009).
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Os fungicidas quimicos sdo empregados em escala global no controle da
antracnose em culturas de soja (ROGERIO et al., 2019; GADBAN et al., 2020); entre
esses fungicidas empregados se encontra VITAVAX THIRAM 200 SC, sua composi¢do
é uma mistura de carboxina e thiram (Figura 10). A carboxina é uma molécula do grupo
das carboxanilidas, inibindo a succinato desidrogenase, enzima situada na membrana
interna da mitocéndria que participa do ciclo de Krebs no complexo Il e esta envolvida
no transporte de elétrons na cadeia de transporte de elétrons da respiragdo, ja o thiram
pertence ao grupo dos ditiocarbamatos com acdo fungicida multisitio. Estes sitios de acdo
podem estar relacionados aos processos de mitose, meiose, sintese de acidos nucleicos e
aos processos respiratérios (AGROLINK, 2020; FUNGICIDE RESISTANCE ACTION
COMMITTEE - FRAC, 2020).
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Figura 10: Estruturas quimicas dos principios ativos contidos no fungicida VITAVAX
THIRAM 200 SC. (A) carboxina e (B) thiram. Fonte: prépria.

2.6.4 Aspergillus flavus

Fungos do género Aspergillus, como a espécie Aspergillus flavus, possuem
distribuicdo mundial e sendo um dos principais deterioradores de alimentos e frutas
(HEDAYATI et al., 2007). Fouad et al. (2019) abordam que podem ser encontrados
principalmente em gréos de destilaria como milho, amendoim e farelo de algod&o (Figura
11).
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Figura 11: Deterioracdo de grdos de amendoim por A. flavus. Fonte: Souza e Natali
(2013).

Os fungos deste género apresentam como principais metabolitos secundarios
toxicos as aflatoxinas B1 (AFB1) e aflatoxina B2 (AFB2), as quais tém origem
bioguimica a partir da molécula de acetil-CoA, atraves da via policetidica, sendo que estas
toxinas sdo conhecidas por serem substancias altamente tdxicas, teratogénicas,
mutagénicas e carcinogénicas (KABAK, 2016; SANTOS et al., 2014; BOMFIM et al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2020). Tai et al. (2020) pressupdem que essas aflotoxinas
induzem 28% do total de casos mundiais de cancer hepatocelular (CHC), a forma mais trivial
de cancer de figado.

O A. flavus € um fungo filamentoso saprotréfico, geralmente se prolifera em
ambientes quentes e Umidos, sendo um dos problemas nas areas agricola e medicinal,
tornando-se ameaca global para a satde animal e humana. Hoje em dia é considerado um
dos principais indicadores de seguranca de grdos, sendo ainda amplamente empregado
agroquimicos para seu controle (WANG et al., 2019b; MASIELLO et al., 2020), como o

fungicida a base de carboxina e thiram.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar a composicao quimica e a atividade antifingica do 6leo essencial da casca
do fruto de Hymenaea stigonocarpa, contra espécies de fitopatdgemos Botrytis cinerea,

Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum truncatum e Aspergillus flavus.
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3.2 Especificos

- Determinar o teor e 0 tempo de extracdo ideal do 6leo essencial presente na casca
do fruto de Hymenaea stigonocarpa.

- Caracterizar os componentes quimicos do dleo essencial extraido da farinha das
cascas do fruto de Hymenaea stigonocarpa através da cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas.

- Avaliar a atividade antifungica in vitro do Oleo essencial de Hymenaea
stigonocarpa contra os fitopatdgenos B. cinerea, S. sclerotiorum, C. truncatum e A. flavus
pelo método disco-difuséo.

4. METODOLOGIA

A pesquisa foi conduzida no laboratério de Quimica de Produtos Naturais do
Instituto Federal Goiano-Campus Rio Verde, localizado no municipio de Rio Verde,
Goias, Brasil. Os frutos maduros no mesmo estagio de maturacdo de Hymenaea
stigonocarpa foram coletados entre 6h e 8h da manhd, no més de outubro de 2018 no
cerrado do campus da Universidade de Rio Verde-UniRV na cidade de Rio Verde, Goias,
Brasil (17°46°58.6”’S 50°58°04.3°’W), 782 m acima do mar. Amostras da planta foram
depositadas no Herbério do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano

— Campus Rio Verde sob o numero de registro HRV 10039.

4.1. Extracdo e rendimento do 6leo essencial da casca de Hymenaea stigonocarpa
(OEHS)

Inicialmente, os frutos foram lavados em agua corrente e colocados para secar
sobre folhas de papel absorvente a 25 + 1,0°C, por 3 h. Ap6s secagem, a casca do fruto
foi separada da semente e arilo. Posteriormente, as cascas foram moidas em moinho de
facas tipo ciclone com peneira granulométrica de 32 mesh, sendo armazenada em
embalagens plasticas a temperatura de -8 + 1,0°C até extracdo do dleo essencial, ndo
ultrapassando o tempo de 36 horas para realizacdo da extracdo. Foram pesados 100g da
casca triturada, misturados em 500 mL de agua e submetidos a hidrodestilacdo em
aparelho do tipo Clevenger a 100°C para obtencdo do 6leo essencial.

O hidrolato foi submetido a extracdo liquido/liquido em funil de separagdo com

10 mL de diclorometano em triplicata. Em seguida, a fase apolar foi recolhida, seca com
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50 mg de sulfato de sddio anidro, filtrada e a remocéo do solvente foi feita por presséo
reduzida. O melhor rendimento percentual do OEHS foi calculado pela relagdo entre a
massa de 6leo obtida e a massa da farinha utilizada na extrac&o, nos intervalos de tempos
30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 minutos. O rendimento médio de dleo essencial (%)
foi calculado com base na matéria vegetal fresca, conforme metodologia descrita por
Zhang et al. (2014) modificado. Para andlise estatistica dos dados, empregou-se o
delineamento inteiramente ao acaso, com quatro repeticdes e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

4.2 Analise da composicdo quimica do Oleo essencial da casca de H. stigonocarpa
(OEHS) por CG-EM

A composicdo quimica do OEHS foi realizada por cromatografia gasosa no
espectrometro de massas sequencial CG-EM/EM (Shimadzu MSTQ8040), com coluna
capilar de silica Restek Rtx-5ms (30 m x 0.250 mm x 0.25 um), auto injetor (Combi PAL
AOC-5000), com detector por ionizagdo de impacto eletronico (IE) de 70 (e.V). Tendo
hélio como gas de arraste, fluxo de 1,0 mL min-1, com presséo de injecdo 66,4 KPa. As
temperaturas do injetor e do detector foram de 230°C e 300°C, respectivamente. A
temperatura da coluna para analise teve inicio a 90°C por 1,0 min, aumentando 10°C.min
1 até atingir 270°C e, posteriormente, seguiu 0 aumento de 10°C.min! até 290°C, ficando
nessa temperatura por mais 1,0 min. A identificacdo dos constituintes do OEHS foi
realizada com base no indice de retenco linear (indice de Kovats (KI)) determinado com
referéncia a uma série homologa de n-alcanos (C-9 a C-30) que foi injetado nas mesmas
condicBes cromatograficas, e no padrdo de fragmentacdo observado nos espectros de
massa, comparando aos resultados encontrados na literatura (ADAMS, 2007) e nos dados

da biblioteca de espectros de massa Nist® 11.

4.3 Atividade antifungica do 6leo essencial da casca de H. stigonocarpa (OEHS)

Os isolados de Aspergillus flavus (CCT0487) e Botrytis cinerea (CCT1252) foram
adquiridos pela Fundagdo André Tosello — FAT, Campinas, Sdo Paulo. Ja os isolados
Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum truncatum foram cedidos pela Embrapa Arroz
e Feijdo, localizada em Santo Anténio de Goias, Goias. Os fitopatdgenos foram mantidos
em estufa de crescimento no Laboratério de Microbiologia Vegetal do Instituto Federal

Goiano - Campus Rio Verde, até o andamento dos experimentos.
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A atividade antifingica foi realizada de acordo com Xavier et al. (2016) com
modificagdes. O OEHS foi avaliado sobre o crescimento micelial de A. flavus e B.
cinerea, nas concentracdes de 10, 20, 50, 70 e 100 pLmL %, ja nos isolados de S.
sclerotiorum e C. truncatum foram testadas as concentracdes de 10, 50, 70, 150 e 200
uLmL 1, em agua utilizando Tween®20 a 1% (m/v) como emulsificante. Como controle
negativo utilizou-se uma solugdo aquosa de Tween®20 a 1% (m/v). Como controle
positivo foram empregados os fungicidas SPOT® SC para S. sclerotiorum, AGATA SC
para o fungo B. cinerea e VITAVAX THIRAM 200 SC para os fitopatdgenos A. flavus e
C. truncatum, preparados na concentracdo de 10 pLmL™.

Ap6s esterilizacdo e solidificagdo do meio de cultura de Batata-Dextrose-Agar
(BDA), as dilui¢bes do OEHS foram distribuidas por toda a superficie com auxilio de
uma alca de Drigalski previamente esterilizada. Em seguida, um disco de micélio de cada
fungo, com sete dias de cultivo foi adicionado ao centro das placas distintas, sendo
identificadas e incubadas a temperatura de 28 + 3°C com fotoperiodo de 12 horas. Foram
realizadas medicdes diarias do halo de crescimento micelial das col6nias, sendo iniciadas
as andlises 24 h apos a inoculacdo, até o crescimento total das colénias.

A atividade antifungica foi determinada pela média de inibicdo do crescimento
micelial do fungo tratado com os 6leos essenciais e controle do crescimento. A atividade
antifangica foi calculada através do Percentual de Inibicdo de Crescimento Micelial-PIC

(EDGINTON et al., 1971), conforme a seguinte equacéo:

Crescimento controle—Crescimento tratamento

(PIC = X 100%)

Crescimento controle

Os dados obtidos nesse estudo foram submetidos a analise de variancia e as
médias (6 repeticGes e 7 tratamentos) comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de

probabilidade, utilizando o software estatistico BioEstat versao 5.0.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
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5.1 Teor do 0leo essencial da casca de Hymenaea stigonocarpa (OEHS)

O OEHS apresentou coloragcdo amarela esverdeada clara, com odor intenso
amadeirado. A Tabela 1 apresenta os resultados do estudo sobre a influéncia do tempo de
extracdo no teor do OEHS obtido.

Tabela 1. Volume de éleo essencial da casca do fruto do jatoba-do-Cerrado em
relacdo ao tempo de extracdo partindo de 100 g da farinha da casca.

Tempo de extragdo (min) Volume de 6leo essencial (%)
30 0,297 + 0,08
60 0,455° + 0,01
90 0,525 + 0,02
120 0,612° + 0,04
150 0,760° + 0,01
180 0,890? £ 0,02
210 0,915% £ 0,05
240 0,8922 £ 0,03
*CV= 3,55%

*CV= Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre
si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Verifica-se na Tabela 1 que o valor do coeficiente de variacéo obtido foi de 3,55%,
demonstrando que houve baixa dispersdo e homogeneidade entre os resultados obtidos.
E possivel observar também, que com 30 minutos de extracio o teor de 6leo essencial foi
de 0,297% sendo a menor quantidade extraida. Nos tempos de 30, 60, 90, 120 e 150
minutos houve diferenca estatistica do teor de 0leo essencial extraido entre eles e dos
demais tempos de hidrodestilacdo. Com 180, 210 e 240 minutos o rendimento obtido do
OEHS foi maior que nos demais experimentos e ndo diferiu estatisticamente entre eles.
Dessa forma, é possivel sugerir que o tempo de 180 minutos de hidrodestilacéo (0,890%
de rendimento) é ideal para ser empregado por apresentar bom rendimento e menor tempo
de extracao.

Aguiar et al. (2010) extrairam 0leo essencial das cascas dos frutos de planta do
género Hymenaea, corroborando com os resultados encontrados. Curiosamente, houve
diferenca significativa no rendimento dos 6leos essenciais de acordo com a maturacéo do
fruto; os 6leos essenciais dos frutos maduros e verdes de Hymenaea courbaril L. var.
courbaril, tiveram rendimento de 0,041% e 0,071%, respectivamente. Segundo 0S
autores, o teor do 6leo essencial diminuiu nos frutos maduros pela volatilizagdo dos

compostos monoterpénicos durante o processo natural de amadurecimento dos frutos.
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Menezes Filho et al. (2020) também extrairam o 0leo essencial das cascas do fruto de H.
courbaril var. courbaril e H. stigonocarpa, com teor de 0,06% e 0,04%, respectivamente.

O 6leo essencial extraido das folhas de Hymenaea rubriflora Ducke coletadas no
interior de lgarassu, Pernambuco, Brasil, apresentou rendimento de 0,069% (SILVA et
al., 2020). Veras et al. (2020) obtiveram rendimento de 0,18% de Gleo essencial apds 4
horas de hidrodestilacdo, de partes aéreas de Hymenaea cangaceira coletadas no Parque
Nacional do Catimbau, Pernambuco, Brasil.

Costa et al. (2017) e Mercés et al. (2018) estudaram o 6leo essencial extraido das
folhas de Hymenaea courbaril L. var.courbaril coletadas no Parque Nacional de
Catimbau, no Estado de Pernambuco, Brasil e obtiveram rendimentos de 0,97% e 0,53%,
respectivamente. Embora se tratasse de 6leos essenciais da mesma espécie e coletadas no
mesmo local, as plantas foram coletadas em épocas diferentes, e pode influenciar tanto
no teor como na composicao quimica do 0leo essencial.

Esta diferenca no rendimento de dleos essenciais, usualmente, é provocada por
fatores bioticos e abioticos, tais como especie vegetal, condi¢des de cultivo, idade da
planta, época da coleta, sazonalidade, metodos de extracdo e partes da planta utilizadas
(FIGUEIREDO et al., 2008; HOSNI et al., 2011; SIDDIQUE et al., 2016; PEREIRA et
al., 2018; SRIPATHI et al., 2018; ISAH et al., 2019).

5.2 Composicdo quimica do 6leo essencial da casca do fruto de H. stigonocarpa
(OEHS) por CG-EM
A Figura 12 apresenta o cromatograma obtido da analise em CG-EM do 6leo

essencial da farinha da casca do fruto de H. stigonocarpa.

by el
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Figura 12: Cromatograma obtido em CG-EM para éleo essencial da farinha da casca do
fruto de H. stigonocarpa. CondicGes: Gas de arraste hélio (He); a temperatura da coluna
para analise teve inicio a 90°C por 1,0 min, aumentando 10°C.min"! até atingir 270°C e,
posteriormente, seguiu 0 aumento de 10°C.min! até 290°C, ficando nessa temperatura
por mais 1,0 min.

Na Tabela 2, constam os resultados da anélise da composi¢cdo quimica do dleo

essencial da farinha da casca do fruto de H. stigonocarpa. Foram identificados 30

compostos no oOleo essencial, a maioria sdo sesquiterpénicos, representando um
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percentual de 90,19% da area relativa dos picos; destes 63,41% sdo sesquiterpénicos
oxigenados, sendo o espatulenol (25,19%) (a) e o 6xido de cariofileno (13,33%) (b) os
compostos majoritarios (Figura 13). Segundo Xavier et al. (2016) compostos cuja
representacdo de area € maior que 8% sdo considerados majoritarios, os demais

constituintes sdo considerados minoritarios.

Tabela 2. Composi¢do quimica do 6leo essencial da farinha da casca do fruto de H.
stigonocarpa (OEHS).

Nome do composto Area (%) o . Férmula
TR CG-EM IR IR molecular
a-cubebeno 8.750 0,57 1347 1345 C15H24
a-ilangeno 9.092 0,24 1373 1373 C15H24
0-COpaeno 9.150 2,67 1377 1374 C15H24
p-elemeno 9.312 1,63 1389 1389 C15H24
a-gurjuneno 9.550 0,15 1407 1409 C15H24
e-Cariofileno 9.774 3,18 1425 1417 C15H24
Aromadendreno 10.022 0,78 1444 1441 C15H24
a-humuleno 10.207 0,59 1458 1452 C15H24
9-epi-E-cariofileno 10.308 0,46 1466 1464 C15H24
y-muuroleno 10.427 3,29 1476 1478 C15H24
§-germacreno 10.537 1,45 1484 1484 C15H24
B-selineno 10.625 1,24 1491 1489 C15H24
Viridifloreno 10.730 3,84 1499 1496 C15H24
a-camigreno 10.808 0,9 1505 1503 C15H24
y-cadineno 10.915 1,39 1514 1513 C15H24
§-cadineno 10.985 3,36 1520 1522 C15H24
Trans—(;:iae(:]icr)la—l,4— 11 168 0,46 1537 1533 C15H24
a-calacoreno 11.289 1,01 1545 1544 C15H20
cis-MuuroIo-IS—en—4— B— 11 568 1,69 1554 1550 C15H260
Trans-dg_uca—4-11—7— 11.518 2.75 1564 1556 C15H24
ieno
Espatulenol 11.785 25,19 1585 1577 C15H240
Oxido de cariofileno  11.878 13,33 1593 1582 C15H240
rg? r)r(:s:hgfeﬁo 12.114 2,26 1612 1608 CioHz40
Epdxido d; humuleno 12156 3,82 1616 1615 C15H240
Muur_ola-4,10(l4)- 1629 C15H240
dien-1p-ol 12.300 3,01 1630
3-Tujopsanona 12.659 4,44 1660 1653 C15H240
14_hci:rricc)>)f(iil-§r; 0(8) - 12807 5,63 1673 1668 C15H240
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Eudesma-4(15),7-dien- 1687 C15H240

18-ol 13.002 0.5 1689
Amorfa-4,7_(11)-_d|eno- 13.896 0,9 1770 1775 C15H240
2-a-hidroxi
Total Identificados 93,37%
Sesquiterpenos 29,96%
Sesquiterpenos 63.41%

Oxigenados

*TR= Tempo de retencéo

*|RC= indice de retencdo do oleo essencial extraido da farinha da casca do fruto do jatoba-do-
Cerrado (OEHS).

*|R"= indice de retencdo da literatura.

Figura 13: Estrutura quimica dos compostos majoritarios: (A) espatulenol e (B) 6xido de
cariofileno.

O oleo essencial dos frutos maduros e verdes de H. courbaril também apresentou,
em sua maioria, compostos sesquiterpenoides. O 6leo essencial do fruto verde apresentou
em sua composicdo 0s compostos D-germacreno (31,9%), PB-cariofileno (27,1%),
biciclogermacreno (6,5%), a-humuleno (4,2%) e a-copaeno (4,2%); ja no oleo essencial
do fruto maduro foram identificados os compostos a-copaeno (11,1%), espatulenol
(10,1%), B-selineno (8,2%), y-muuroleno (7,9%) e 6xido de cariofileno (6,9%) (AGUIAR
et al., 2010).

Costa et al. (2017) identificaram como compostos majoritarios do éleo essencial
extraido das folhas de Hymenaea courbaril o trans-cariofileno (18,8%) e o 6xido de
cariofileno (29,55%). Silva et al. (2020) conseguiram identificar no 6leo essencial
extraido das folhas de Hymenaea rubriflora Ducke 0s seguintes sesquiterpenos: E-
cariofileno (36,72%), D-germacreno (16,13%), a-humuleno (6,06%), pB-elemento
(5,61%) e 5-cadineno (3,76%). Adicionalmente, Veras et al. (2020) identificaram no dleo
essencial extraido das partes aéreas de Hymenaea cangaceira os compostos E-Cariofileno
(23,38%), D-germacreno (14,66%), a-guaieno (9,75 %), B-elemeno (7,05%), a-copaeno
(6,34%) e a-humuleno (4,65%).
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Neste sentido, € possivel sugerir que 0S compostos sesquiterpénicos,
principalmente os sesquiterpénicos oxigenados espatulenol e éxido de cariofileno, s&o
marcadores quimicos da espécie Hymenaea stigonocarpa e de outras espécies do género
(AGUIAR et al., 2010; COSTA et al., 2017).

As diferencas da composicdo quimica do dleo estudado com os demais citados
podem ser explicadas por estudos que relatam véarios fatores que influenciam na
composicdo quimica e concentracdo dos Oleos essenciais de plantas, tais como
caracteristicas genéticas, sazonalidade, partes da planta, espécies, género, ciclo
circadiano, idade, estagio de desenvolvimento da planta, disponibilidade de &gua, solo,
nutrientes, composicdo atmosférica, dano tecidual, condi¢des de coleta, estabilizacdo e
estocagem (FIGUEIREDO et al., 2008; HOSNI et al., 2011; SIDDIQUE et al., 2016;
PEREIRA et al., 2018; SRIPATHI et al., 2018; ISAH et al., 2019).

5.3 Atividade antifingica

5.3.1 Botrytis cinerea

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antifingica dos 6leos essenciais
da farinha da casca dos frutos de H. stigonocarpa frente ao fungo B. cinerea podem ser
observados na Figura 14. Todas as concentracdes testadas inibiram o crescimento micelial
de B. cinerea em um comportamento dose-dependente, sendo a porcentagem de inibicao
acima de 73%. As concentracGes de 70 e 100 uLmL™ ndo diferiram estatisticamente do
controle positivo (AGATA), sendo que a concentragdo 100 pLmL™? inibiu 100% do
crescimento do fungo, demostrando o potencial do OEHS testado.

Wengiang et al. (2006) mostraram que o 6leo essencial da inflorescéncia de
Artemisia argyi Le"vl. et Vant exibiu atividade antifungica contra B. cinerea e Alternaria
alternate, dois patdgenos comuns de armazenamento de frutas e legumes. Este Gleo
essencial também apresentou em sua composicao quimica, como compostos majoritarios,
0s sesquiterpenoides espatulenol (10,03%) e oxido de cariofileno (6,51%). Com estes
resultados é possivel sugerir que estes compostos estdo relacionados com a atividade

antifangica contra B. cinerea.
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Figura 14: Percentual de inibicdo micelial do 6leo essencial da farinha da casca do fruto
de Hymenaea stigonocarpa sobre o fungo Botrytis cinerea. CP: Controle positivo -
AGATA SC; CN: Controle negativo; médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5.3.2 Sclerotinia sclerotiorum

Os resultados deste ensaio demonstraram que o0 0leo essencial da farinha da casca
do fruto de H. stigonocarpa foi eficaz na inibicdo do fungo Sclerotinia sclerotiorum. A
partir da dose de 50 uLmL? houve inibigdo acima de 90%. Nas concentracOes de 150 e
200 pLmL™ obteve inibicdo micelial de 99,66% e 100%, respectivamente, estas ndo
diferiram estatisticamente entre si e do controle positivo (Figura 15). Menezes Filho et al.
(2020) também avaliaram o potencial fungicida do éleo essencial da casca do fruto de H.
stigonocarpa neste fungo e observavam inibicdo maxima de 83% na maior concentracao
avaliada (100 pLmL™?). Embora estes autores no tenham relatado a composigdo quimica
do 6leo essencial, muito provavelmente trazem diferencas na composicao, ja que tém
resultados ainda mais promissores, podendo ser empregado no controle desse
fitopatdgeno em diversas etapas do cultivo.

Em outro trabalho com o0leo essencial de espécies pertencentes ao género
Hymenaea, os autores relataram que o 6leo essencial da espécie H. courbaril inibiu 58,7%
o0 halo de crescimento do fungo S. sclerotiorum, e, ainda, observaram que o 6leo essencial
de H. courbaril alterou visualmente a morfologia do patdgeno Phytophthora spp.,

relacionada & cor e a aparéncia dos halos (ARAUJO et al., 2019).
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Figura 15: Percentual de inibicdo micelial do 6leo essencial da farinha da casca do fruto
de Hymenaea stigonocarpa sobre o fungo Sclerotinia sclerotiorum. CP: Controle positivo
- SPOT® SC; CN: Controle negativo; *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5.3.3 Colletotrichum truncatum

A Figura 16 apresenta o percentual de inibicdo micelial do 6leo essencial da

farinha da casca do fruto de H. stigonocarpa sobre o fungo C. Truncatum; verifica-se que

houve diferenca significativa entre todos os tratamentos. Entretanto, foi constatado que a

porcentagem de inibigdo foi maior com o aumento das concentra¢ées do OEHS, chegando

a 96,5% na concentragéo de 200 puLmL™,
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Figura 16: Percentual de inibicdo micelial do 6leo essencial da farinha da casca do fruto
de Hymenaea stigonocarpa sobre o fungo Colletotrichum truncatum. CP: Controle
positivo - VITAVAX THIRAM 200 SC; CN: Controle negativo; *Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5.3.4 Aspergillus flavus

Os resultados demonstraram que o 6leo essencial da farinha da casca do fruto de
H. stigonocarpa foi eficaz na inibicdo micelial do A. flavus, mesmo na menor dose testada
(10 pL.mL?), apresentando resultado bem satisfatério de PIC (82,83%). Nas
concentracdes de 70 e 100 pL.mL™ foram obtidas inibicdo micelial de 99,5% e 100%
respectivamente, e ndo houve diferenca estatistica entre estes tratamentos comparado ao
controle positivo VITAVAX THIRAM 200 SC (Figura 17). J& Menezes Filho et al.
(2020) observaram que o 6leo essencial da casca do fruto de H. stigonocarpa apresentou
inibicdo micelial do fungo A. flavus apenas nas maiores concentragdes 25, 50 ¢ 100 puL
mL? com taxas de PIC entre 39% e 55%. Esta diferenca nos resultados, possivelmente,
esta associada a composicao quimica dos 0leos essenciais, que estdo pautados a diferentes
fatores, tais como idade da planta, época e hora da coleta (FIGUEIREDO et al., 2008;
HOSNI et al., 2011).

Outros trabalhos com dleo essencial de espécies pertencentes a familia Fabaceae
relataram atividade contra A. flavus. Gundidza et al. (2009) avaliaram o potencial
fungicida do Oleo essencial de Rhynchosia minima (L) (DC) contra quatro fungos
patogénicos, e este mostrou atividade semelhante ao controle positivo (clotrimazole)
frente a A. flavus. Almeida et al. (2006) testaram o 6leo essencial das folhas de Bowdichia
virgilioides Kunt. (Fabaceae) em 14 fungos diferentes, incluindo A. flavus, e este se

mostrou atividade antifingica para 4 tipos de fungos.

38



97 66 99,5 100

100 82 83 90 67
80
60
40
20
0

10

PIC (%)

100

Concentracdo do 6leo essencial (UL mLt)

Figura 17: Percentual de inibicdo micelial do 6leo essencial da farinha da casca do fruto
de Hymenaea stigonocarpa sobre o fungo Aspergillus flavus. CP: Controle positivo -
VITAVAX THIRAM 200 SC; CN: Controle negativo; *Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O OEHS apresentou atividade promissora no controle de todos os fungos
fitopatogénicos testados, mesmo nas menores concentracdes, e a porcentagem inibitoria
aumentou com a gradacao das concentracdes do 6leo essencial. A atividade inibitdria do
OEHS contra B. cinerea e A. flavus, foi ainda mais expressiva, visto que a menor dose
testada (10 pLmL™) inibiu mais de 70% do crescimento micelial, e a maior dose (100
uLmL?) inibiu totalmente o crescimento do fungo.

Por causa da diversificada composicdo quimica no 6leo essencial, a atividade
antifangica pode ser resultado de combinac6es de varios mecanismos de a¢do, atingindo
alvos celulares distintos, alguns compostos podem aumentar a permeabilidade da
membrana, destruindo a membrana externa do fitopatdgeno, outros diminuem o tamanho
do fungo ocasionando mudancas na sua morfologia celular (EL OUADI et al., 2017).

El Oaudi et al. (2015) relataram que 0s monos e sesquiterpenos sao grande parte
dos compostos encontrados em 0leos essenciais, exercendo a¢des antimicrobianas, como
antifangica, e atuam de forma a inibir o crescimento flngico; a atividade dessas
substancias esta relacionada com certas reacGes enzimaticas desenvolvidas durante a
sintese da parede celular.

O espatulenol € um sesquiterpeno hidroxilado, com atividade antifingica
comprovada. Cazella et al. (2019) relatam que o espatulenol possui alta hidrofobicidade,
favorecendo penetragdo mais facil na membrana plasmatica e interacdo com o sitio ativo

das enzimas intra-organelas e/ou proteinas intracelulares que participam e exercem
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fungdes fundamentais no metabolismo microbiano, ou desregulando a membrana com
vazamentos de ions K* de células microbianas.

O oxido de cariofileno, um sesquiterpeno oxigenado, pela presenga do grupo
funcional éter, é um potente agente antimicrobiano in vitro. Este composto é empregado
como conservante de alimentos, drogas e cosméticos; e, exerce atividade antiflngica,
principalmente pelo seu carater lipofilico, sendo absorvido pela membrana celular dos
fungos; esta atividade foi comparada com ciclopiroxolamina e sulconazol, empregado
para o tratamento de onicomicose (ALVES et al., 2018; BARBOSA et al., 2012;
PEREIRA et al., 2017; SARPIETRO et al., 2015).

6. CONCLUSAO

Este trabalho descreve pela primeira vez a composi¢do quimica e a atividade
antifangica do OEHS frente aos fungos fitopatogénicos B. cinerea e C. truncatum,
contribuindo para o conhecimento da espécie, bem como para sua aplicacao.

O OEHS demonstrou potencial antifangico contra B. cinerea, S. sclerotiorum, A.
flavus e C. truncatum em todas as concentracgdes utilizadas, em um comportamento dose-
dependente. Os compostos identificados pertencem a classe dos sesquiterpenos, indicam
a boa capacidade bioldgica do mesmo, sendo o Espatulenol e Oxido de cariofileno os
principais componentes e este tendo caracteristicas fungicidas, presumindo que estes
sejam marcadores quimicos das espécies do género Hymenaea.

Tomados em conjunto, estes dados pressupdem que o 6leo essencial da farinha da
casca do fruto de Hymenaea stigonocarpa é fonte promissora de novos agentes
antifangicos, e, portanto, poderia ser utilizado como alternativa aos fungicidas
comerciais, pois, possivelmente, tem a vantagem de ser menos prejudicial ao meio

ambiente e a sallde humana.
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