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Antifungal and antioxidant evaluations of the essential oils from Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne and
Hymenaea courbaril L.

Hymenaea stigonocarpa and Hymenaea courbaril var. courbaril are plant species belonging to the Leguminosae
family, found in the Cerrado domain. They present annual fruiting with fruits with dense and aromatic peel. The
objective of this work was to evaluate the yield, antioxidant and antifungal activities of pure oil and mix (mixture of
both oils in equal concentration). For extraction, Clevenger type equipment was used, the yield was determined in
percentage. The antioxidant activity was determined in microplates using the DPPH radical as a model in the
following concentrations, starting from pure oil, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 2.5 and 1.25 uL mL™. The antifungal activity
was evaluated by agar diffusion using successive dilutions of pure essential oil and in concentrations of 50, 25, 12.5,
6.25, 3.13 and 1.56 uL mL* and mix mixture of both oils in equal parts in DMSO, on Sclerotinia sclerotiorum,
Colletotrichum acutatum and gloeosporioides, and for Aspergillus flavus and niger. The yield was 0.04 and 0.06%
for H. stigonocarpa and H. courbaril, respectively. The antioxidant activity showed good results, for both essential
oils of H. stigonocarpa and H. courbaril with high reduction of DPPH radical to pure and in concentrations 50 and
40 uL mL™. For the mix, the concentration is 50 L mL, a rate of 72% reduction. In the antifungal experiment, high
efficiency was observed in the growth control of hyphae for the essential oil of H. stigonocarpa with 83% on
Sclerotinia sclerotiorum, 75% on C. acutatum, and for A. flavus with 55%, respectively. For H. courbaril essential
oil, an inhibition rate of 100% was observed for S. sclerotiorum, 100% for C. gloeosporioides and 70% for A. flavus.
The essential oils mix showed a reduction in growth of 88% for S. sclerotiorum, 56% for C. gloesporioides and 42%
for A. niger. Pure and mix essential oils showed promising results as natural antioxidant and antifungal agents in
vitro.

RESUMO
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Hymenaea stigonocarpa e Hymenaea courbaril var. courbaril sio espécies vegetais pertencentes a familia
Leguminosae, sendo encontrados no dominio Cerrado. Apresentam frutificagdo anual com frutos com casca densa e
aromética. O trabalho teve por objetivo avaliar o rendimento, e as atividades antioxidante e antifingica do dleo puro
e mix (mistura de ambos os 6leos em igual concentragdo). Para extragao, foi utilizado equipamento tipo Clevenger, o
rendimento foi determinado em porcentagem. A atividade antioxidante foi determinada em microplacas utilizando
como modelo o radical DPPH nas seguintes concentragdes, partindo do dleo puro, 50, 40, 30, 20, 10, 5,2,5e 1,25 pL
mL. A atividade antifiingica foi avaliada por difusdo em agar utilizando sucessivas dilui¢Ges de 6leo essencial puro
e nas concentragdes 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13 e 1,56 uL mL e mix mistura de ambos os 6leos em partes iguais em
DMSO, sobre Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum acutatum e gloeosporioides, e para Aspergillus flavus e niger.
O rendimento foi de 0,04 e 0,06% para H. stigonocarpa e H. courbaril, respectivamente. A atividade antioxidante
apresentou bons resultados, para ambos os 6leos essenciais de H. stigonocarpa e H. courbaril com alta reducéo do
radical DPPH para puro e nas concentragdes 50 e 40 uL mL*. Ja para o mix a concentragdo 50 uL mL™ taxa de 72%
de reducédo. No experimento antifiingico foi observada alta eficiéncia no controle de crescimento das hifas para o 6leo
essencial de H. stigonocarpa com 83% sobre Sclerotinia sclerotiorum, 75% sobre C. acutatum, e para A. flavus com
55%, respectivamente. Para o 6leo essencial de H. courbaril foi observada taxa de inibicdo de 100% para S.
sclerotiorum, 100% para C. gloeosporioides e de 70% para A. flavus. J& para o mix de 6leos essenciais foi observada
reducéo no crecimento de 88% para S. sclerotiorum, 56% C. gloesporioides e de 42% para A. niger. Os dleos
essenciais puros e mix apresentaram resultados promissores como agentes antioxidantes e antifingicos naturais in
vitro.
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INTRODUCAO

A familia Leguminosae inclui
aproximadamente 727 géneros e mais de 19.327
espécies, estando presente em todos 0s
continentes, exceto na Antértida. No Brasil sdo
registrados 221 géneros e mais de 2.809 espécies,
sendo 156 géneros e 925 espécies (Souza et al.,
2016). Conforme Souza et al. (2016), De Candolle
(1825), posicionou Hymenaea na tribo Cassieae
(Caesalpinioideae), entretanto, estudos posteriores
consideram o género inserido em Detarieae
(Mackinder, 2005). Estudos genéticos e de
sistemética sustentam o monofiletismo da tribo
Detarieae, sendo o clado Hymenaea apresentando
estreita afinidade entre os géneros Hymenaea,
Guibourtia Benn. e Peltogyne Vogel.

O género Hymenaea, tem entre diversas
espécies, os individuos Hymenaea stigonocarpa
Mart. ex Hayne conhecido por “jatoba-do-
cerrado” e o Hymenaea courbaril L. conhecido
popularmente por “jatoba-do-campo”. Lee e
Langenheim (1975) propuseram em revisdo do
género o reconhecimento de duas secgOes: 12
Hymenaea apresentando caracteristicas nas
inflorescéncias curto-paniculadas, com 8-15 cm
compr., corimbosas quando maduras, e flores de
tamanho médio; e 22 Trachylobium (Hayne) Baill.,
por inflorescéncias longo-paniculadas, com 18-35
cm compr., com flores pequenas. Nos estudos de
Pestana  (2010), o  pesquisador  prbpos
sinonimizagOes da espécie dubia H. capanema a
H. courbaril var. courbaril, e das variedades de H.
stigonocarpa.

Hymenaea é um género neotropical, com
distribuicio disjunta na costa leste da Africa onde
ocorre apenas uma espécie (Mackinder, 2005).
Um total de 17 espécies, sendo 15 sdo citadas
somente no Brasil, sendo utilizadas para extragdo
de madeira, resina, casca, folhas e frutos (Lima;
Pinto, 2015; Souza, 2013; Aquino et al., 2007).

Ambas as espécies sdo encontradas no dominio
Cerrado, apresentando anualmente grandes safras
de frutos que servem de alimento para roedores,
veados e também para o homem do campo. Os
frutos apresentam casca dura e densa, contendo
nesta, resina e Oleo essencial (OE) com aroma
forte e caracteristico (Menezes Filho et al., 2018;
Carvalho Filho et al., 2003; Botelho et al., 2000;
Silva et al., 1998).

Os Oleos essenciais (OEs) sdo produtos do
metabolismo secundario dos vegetais, sendo
produzido naturalmente, estando envolvidos no
processo de polinizacdo, na defesa, agindo contra

animais herbivoros, insetos e em fitopatologias as
quais podem levar o vegetal a morte. Sédo
extraidos através das técnicas por arraste a vapor
ou por prensagem a frio, esta Ultima, menor
difundida entre os quimicos organicos que
trabalham com produtos naturais, ha outras
técnicas, estas mais atuais utilizando fluido
supercritico, enfleurage, por solventes que estdo
sendo empregadas na extracdo de OEs (Bizzo et
al., 2009). Os OEs sdo compostos principalmete
por monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides, esta constituicdo confere as
caracteristicas organolépticas e bioldgicas, acGes
com atividade atinflngica e antibacteriana, dentre
outras, como antioxidante, antiinflamatoria,
antitumoral, anti-hiperlipidémico,
imunomodulador, antinociceptivos, citotdxicos e
antivirais (Fallah et al., 2020; Lima et al., 2006;
Jahaniani et al., 2005; Glshani et al., 2004,
Amirhofran et al., 2000; Sajjadi et al., 1998),
sendo também populares entre as inddstrias
farmacéuticas, de alimentos, de perfumaria e de
cosméticos (Himed et al., 2019).

Agentes antioxidantes naturais sdo compostos
de classes quimicas produzidas naturalmente pelas
plantas através do metabolismo secundario do
vegetal. Os OEs apresentam ser eficiéntes na
fungdo de protecdo contra inimeros radicais livres
que constantemente sdo absorvidos pelo nosso
organismo. A oxidacdo é o processo metabdlico
que possui a fungdo de produzir energia para
atividades enssenciais na manutengéo do corpo. O
metabolismo do O nas células humanas e de
animais, levam a producdo de radiais livres que
S80 responsaveis por provocar danos ao organismo
em nivel celular, na molécula de A4cido
desoxirribonucléico (DNA), no tecido lipidico, em
proteinas, dentre outras (Roesler et al., 2007). De
acordo com Shami e Moreira (2004), dentre os
radicais livres estdo incluidos o superédxido (O2"),
a hidroxila (OH"), o hidroperéxido (HO?"), o éxido
nitrico (NO") e o dioxido de nitrogénio (NO2). A
efetiva atividade antifungica também é observada
em inimeros OEs contra agentes fangicos causa-
dores de doencas em humanos, animais e em ve-
getais agricultaveis.

O Sclerotinia sclerotiorum conhecido por
“mofo-branco ou podriddo branca da haste da
soja” ataca anualmente plantacdes de soja e feijdo
causando perdas de produtividade. Este fungo
produz esclerddios que podem ficar vidveis no
solo por até 11 anos, sendo dificil sua erradicacéo,
pois os fungicidas sintéticos ndo demonstram
serem eficientes na eliminagdo desta forma
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reprodutiva (Silva et al.,, 2018; Garcia et al.,
2012). Este é um fungo terricola, necrotrofico,
cosmopolita e inespecifico que ataca diversas
espécies vegetais em monocotiledéneas e
dicotiledoneas de amplo espectro agronémico
(Boland e Hall, 1994), sendo patogénico para 78
familias, 278 géneros e 408 espécies de plantas
com importancia econodmica (Putrick et al., 2018).

O Colletotrichum é outro género fangico que
apresenta  inimeras  espécies de grande
importancia  fitopatolégica na  agricultura,
causando diversas doencas conhecidas por
antracnose. As espécies, C. gloeosporioides e C.
acutatum causam consideraveis perdas
econdmicas em diversas fruticulturas ainda na fase
de desenvolvimento e de pés-colheita (Ramos et
al., 2016). A antracnose esta presente em regibes
tropicais e subtropicais, com clima propicio para a
facil proliferacdo entre as frutas, em um curto
intervalo de contaminagdo. Os fungos do género
Colletotrichum se desenvolvem bem em culturas
de mamdo, manga, abacate, morango, pera,
banana, caju, maracuja e em goiabas (Da Silva et
al., 2009; Filho et al., 2003).

Mencgdo também deve ser feita para outro
género de fungos fitopatoldgicos e patoldgicos
(Deus et al., 2011). O género Aspergillus,
apresenta dezenas de espécies, em especial, 0 A.
flavus e A. niger. Os representantes do género
Aspergillus sdo considerados fungos persistentes
durante 0 armazenamento, deteriorando
principalmente gréos e sementes, produzindo a
partir do seu metabolismo secundério micotoxinas
e aflatoxinas (Terra, 2005; Athié et al., 1998).
Esse género fungico pode causar distdrbios
alimentares, podendo estar ligados a diversos tipos
de canceres, bem como, no aumento das células
CD4 em portadores do virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV), e também por causarem a
“aspergilose” como ¢ conhecido o grupo de
doencas causadas por espécies termotolerantes de
Aspergillus (Lopes et al., 2004). De acordo com
Lima et al. (2014), os Aspergillus representam
cerca de 10% das infeccbes fangicas em seres
humanos e em animais. Os principais gréos
contaminados por esse género sdo amendoim,
gréo-de-bico, soja, milho e sorgo, bem como
podem estar presentes no Oleo fixo onde
diminuem os valores nutricionais do produto,
podendo também ocasionar 6bito entre humanos e
animais (De Souza et al., 2010; Dhingra e Coelho
Neto, 1998; Engle et al., 1982).

O uso de fungicidas sintéticos apresentam
efetiva atividade antiflngica, entretanto, o uso

descontrolado aliado a falta de rotagdo de culturas,
trazem sérias desvantagens para 0 meio ambiente,
aos aplicadores e aos consumidores, além disso,
ocasiona o desenvolvimento de formas resistentes
de fitopatdgenos (Celoto et al., 2008). A busca por
alternativas mais conscientes visando a producdo
agricola e a preservacdo do meio ambiente, a
salde humana e o bem estar animal, inimeros
trabalhos vem sendo desenvolvidos utilizando
extratos vegetais, 6leos fixos e OEs. E entre eles,
varios  apresentam  importantes  resultados
equiparaveis aos agentes fungicidas comerciais
(Haller et al., 2019; Tico et al., 2019).

O trabalho teve por objetivo avaliar as
caracteristicas antioxidante e antifingica dos 6leos
essenciais das cascas dos frutos de Hymenaea
stigonocarpa e Hymenaea courbaril var. courbaril
puro e em mix (mistura de 6leos essenciais na
concentragdo  (1:1)) sobre  S.sclerotiorum,
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum
acutatum, Aspergillus flavus e Aspergillus niger.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacdo

Os frutos de Hymenaea stigonocarpa e
Hymenaea courbaril var. courbaril foram
coletados no periodo entre marco a outubro de
2019, em duas areas de preservacdo permanentes
(APPs), localizadas no municipio de Rio Verde,
Goias, Brasil. As areas de coletas foram
georreferenciadas  para  H.  stigonocarpa
17°47°20.5>°’S  50°57°53.9”’W e H. courbaril
17°34°45.1>°S 50°56°45.5°W.

As espécies foram identificadas pelo Bidlogo
Msc. Antonio Carlos Pereira de Menezes Filho,
sendo duas exsicatas herborizadas, identificadas e
depositadas no Herbario do IF Goiano, com 0s
seguintes vouchers HRV: 1.461 e 1.462.

Os frutos foram coletados manualmente na
serrapilheira, e levados para o laboratério de
Quimica Tecnolégica onde foram previamente
lavados com &gua corrente e secos a temperatura
ambiente para a retirada da casca, arilo com
sementes com auxilio de um martelo.

Apés retirada da casca, essa foi novamente
triturada com auxilio do martelo em seixos de 1
cm (tamanho méximo). Em seguida, o material foi
triturado em moinho de facas tipo ciclone Willye
(Fortinox, Mod. Star FT-60 Macro). O moinho
apresenta peneira granulométrica de 32 mesh
interna. O po obtido da casca, foi armazenado em
embalagem para alimentos e mantida em
refrigeracdo a -8 °C em freezer até a etapa de
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obtencdo do OE.

Extracéao e rendimento de 6leo essencial

Para a extracdo do OE, foi utilizado sistema
tipo Clevenger (Marconi, Mod. MA553/2000), em
refluxo por 4 horas. Para isso, trés aliquotas de
100 g de p6 foram pesadas em balanca analitica
digital (Marte, Mod. W220) e transferidas para
baldes de 2 L (Laborglas), acrescidos com 500 mL
de 4gua destilada. Apds esse tempo, o hidrolato foi
recolhido e transferido para funil de separacdo de
500 mL (Laborglas), onde foi lavado trés vezes
com 10 mL de diclorometano (Alphatec, P.A —
ACS, pureza 99,9%). A fase organica foi recolhida
e seca com sulfato de sddio anidro (Fmaia, P.A —
ACS, pureza 100%), e em seguida, filtrado em
papel de filtro qualitativo (Unifil, C42). O
sobrenadante foi armazenado em frasco tipo
béquer de 150 mL (Laborglas) envolto em papel
aluminio com pequenos furos para a volatilizagdo
do solvente. O sistema foi mantido em ambiente
climatizado com temperatura a 20 °C até completa
evaporacdo do solvente. Logo apds, o OE foi
pesado em balanca analitica digital, e sua massa
expressa em porcentagem de rendimento de
extracdo (%).

Atividade bioativa

A atividade bioativa foi determinada conforme
descrito por Mezza et al. (2018) com
modificagdes. Utilizou-se o radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich,
P.A — ACS, pureza 100%). O ensaio antioxidante
foi realizado pelo método de microdiluicdo em
microplacas de 96 pocos (Videplast), utilizando
leitora de microplacas UV-Vis (Hexis Cientifica,
Mod. Sectramax 190). Para cada pogo foram
adicionados 100 pL mL* de solucdo metandlica
de DPPH na concentragdo 0,06 mMol mL™, e 100
uL mL* de OE diluido em metanol (Diamica, P.A
— ACS, pureza, 99,8%) nas seguintes diluicdes
com concentragdes de 50, 40, 30, 20, 10, 5,25 e
1,25 uyL mL2.

Neste experimento, foi avaliado a percentagem
de reducdo do radical livre em diferentes
concentractes de OE individualmente e por mix
(1:1) entre os OEs de Hymenaea, como citado
anteriormente. A microplaca com as amostras foi
mantida em ambiente a 20 °C na auséncia de luz.

A leitura foi realizada no comprimento de ondas
em 517 nm, apds 1 h. para 6leo essencial puro (OE
puro), e de 35 min. 6leo essencial mix (Mix OES)
apos o inicio da reacdo. Uma curva padrdo foi
realizada com a solu¢do de DPPH na concentracdo
0,06 mMol. Como controle negativo utilizou-se a
solucdo mée de DPPH 0,06 mMol, e como branco
0 metanol. Os resultados foram expressos em
percentagem de reducdo de DPPH (%).

Atividade antifungica em difusdo em agar

Para determinagdo da atividade antifungica
sobre os isolados de Sclerotinia slcerotiorum,
Colletotrichum acutatum e Aspergillus flavus, foi
realizado em diferentes concentracdes OE puro, e
para Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum
gloeosporioides e Aspergillus niger, foi utilizado
mix dos OEs em ambas as espécies vegetais de
Hymenaea. A metodologia em difusdo em &gar foi
empregada neste estudo.

Os isolados de S. sclerotiorum, C.
gloeosporioides, C. acutatum, A. niger e A. flavus,
foram coletados em campos de cultura de soja no
municipio de Jatai, em fruticulturas de mamoeiro e
maracujazeiros nos municipios de Itumbiara e
Morrinhos, e em bagacos da cultura de cana-de-
acucar em Rio Verde, Goias, Brasil. As culturas
foram mantidas em meio batata, dextrose e agar
(Kasvi, BDA). Os isolados foram doados pelos
laboratérios de Quimica Tecnologica e de
Produtos Naturais do IF Goiano, Campus Rio
Verde, Goias, Brasil, e mantidos em banco
micolégico no  laboratério de  Quimica
Tecnoldgica na mesma instituicdo. A atividade
antifungica dos OEs sobre o crescimento micelial
dos isolados flungicos, foi avaliado através de
diferentes concentragdes, partindo do OE puro
100, e sucessivas dilui¢des 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13
e 1,56 uL mL* em dimetilsulféxido (DMSO)
(Vetec, P.A — ACS, pureza 99,7%). Como
controle negativo, utilizou-se a testemunha
(auséncia de Oleo essencial) e DMSO puro, e
como controle positivo fungicida comercial
Frowncide® 500 SC (ISK, Fluazinam), registro no
Ministério da Aricultura n® 7695, na concentracéo
de 10 uL mL™.

As concentragdes dos OEs foram adicionadas
ao meio de cultura BDA apds esterilizacdo e
resfriamento, bem como para os tratamentos com
o fungicida comercial e DMSO. Apos
solidificacdo do meio, em cadmara de fluxo laminar
bacteriolégica (Marconi, Mod. 100 MA1550), 1
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disco de micélio para cada isolado
individualmente de S. sclerotiorum, C.
gloeosporioides, C. acutatum, A. flavus e A. niger
com 7 mm de didmetro, foi depositado no centro
da placa de Petri com 10 cm de didmetro. Em
seguida foram incubadas em estufa bacterioldgica
(Nova Instruments, Mod. NI 1521) em diferentes
temperaturas para cada espécie fungica nas
temperaturas 20 °C (Hamid et al., 2018), 22 °C
(Bagherabadi et al., 2018), 22 °C (Braganca et al.,
2016), 25 °C (Deshmukh et al., 2020), e 25 °C
(Magalhées et al., 2019), respectivamente.

A avaliacdo consistiu em medic¢Oes diarias do
didmetro das col6nias, por meio de um paquimetro
digital 150 mm (Digimes, Mod. 100-170) exatiddo
0,03 mm, resolucdo de 0,01 mm/.0005°°/1/128",
iniciadas 24 horas ap6s o inicio da incubacdo e
encerradas, quando as coldnias flngicas do
tratamento testemunha, atingiram completamente
a éarea interna da placa. A determinacdo do
percentual de inibicdo de crescimento PIC foi
realizado conforme proposto por Garcia et al.
(2012). A seguir, esta apresentada a equagéo 1,
utilizada na determinacéo da PIC.

%PIC = (DTT — DTQ)/DTT x 100 E. [1]

Onde %PIC = percentual de inibicdo de
crescimento, DTT = diametro no tratamento
testemunha, DTQ = didmetro no tratamento
guimico.

Analise estatistica

A andlise estatistica consistiu em triplicatas
para o rendimento de OE e para atividade
antioxidante, e em quadruplicata para a analise
antifangica. Os resultados foram expressos através
da média artimética da triplicata, seguida de (+)
desvio padrdo. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA). Foi utilizado teste
de Tukey (p < 0,05) para determinacdo da
diferenga estatistica entre os tratamentos do
rendimento e da atividade bioativa, e para
atividade antifingica, adotou-se o teste de Scott-
Knott, com nivel de significancia de 5%. O
software estatistico utilziado foi o PAST 3 (versdo
livre, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento de OE foi de 0,04 + 0,13a para H.
stigonocarpa, e de 0,06 + 0,09a para H. courbaril
var. courbaril. Ambos o0s redimentos ndo
apresentaram diferenga estatistica pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

Na tabela 1, estdo apresentados os resultados da
atividade antioxidante dos OEs para as cascas dos
frutos de H. stigonocarpa, H. courbaril var.
courbaril e para o Mix (1:1) entre os OEs.

Tabela 1 - Ativiade antioxidante dos 6leos essenciais das cascas dos frutos de H. stigonocarpa, H. courbaril
var. courbaril e Mix (H. stigonocarpa e H. courbaril), concentracdo (1:1) na reducéo do radical livre DPPH.

Concentragdo L mL™* OEHs* OEHc** Mix***
Puro 100 + 0,00aA 100 £ 0,00aA -

50 90,55 + 0,42aA 100 + 0,00aA 72,17 £0,18aB
40 86,00 £ 0,13aB 98,63 £ 0,16aA 60,71 + 0,45bC
30 71,11 +0,11bB 90,69 + 0,33bA 54,33 + 0,33cC
20 68,64 + 0,23bcB 83,35 £ 0,16cA 20,70 + 0,80dC
10 53,05 + 0,69dB 71,22 + 0,64dA 10,81 £ 0,59eC
5 26,37 £0,41eB 58,80 £ 0,42eA -

2,5 18,94 + 0,63eB 33,19 + 0,78fA -

1,25 - 18,66 + 0,31g -

*OEHs = Oleo essencial Hymenaea stigonocarpa. **OEHc = Oleo essencial Hymenaea courbaril var. courbaril. ***Mix = (1:1) dos
o6leos essenciais de Hymenaea stigonocarpa e H. courbaril. (-) = Ndo determinado. Letras pequenas iguais na mesma coluna ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras grandes diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p <

0,05).

A atividade antioxidante na reducdo do DPPH
para o OE H. stigonocarpa, apresentou alta
eficiéncia, em todas as concentragdes, exceto, em
1,25 uL mL* onde ndo houve inibigdo. A taxa de
inibicdo foi determinada em percentagem de
sequestro de DPPH, visto que, ndo foi utilizado

modelo para determinacdo de ECs,. Nas
concentragbes 40, 50 e o6leo puro foram
observados as maiores taxas de reducdo de DPPH,
entretanto, ndo diferiram entre si pelo teste de
Tukey, respectivamente. Para o OE H. courbaril
var. courbaril, apresentou atividade antioxidante
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em todas as concentracdes, em especial para as
concentragdes 10; 20; 30; 40; 50 e OE puro com
percentagens variando entre 71 a 100%.

O mix de OEs H. stigonocarpa e H. courbaril
var. courbaril, apresentou também eficiéncia
como agente antioxidante, nas concentrages
avaliadas. Nas concentracbes onde houve
atividade antioxidante, em especial para as
concentracdes 30; 40 e 50 uL mL™* foram obtidos
resultados entre 54 a 72% de reducao do DPPH.

Entre os OEs de H. stigonocarpa e H. courbaril
var. courbaril na concentragdo de OE puro, ndo
houve diferenca entre ambos pelo teste de Tukey.
Na concentragdo de 50 pL mL*?, apresentou
diferenca significativa no mix, onde 0 mesmo néao
foi observado entre os OEs, entretanto inferior ao
OEs puros. Na concentracdo 40 uL mL™?, houve
diferenca estatistica entre as trés amostras. Nas
concentragbes 40; 30; 20; 10; 5; 2,5 yL mL?,
apresentaram diferenca significativa entre as trés
amostras avaliadas.

Os resultados de atividade antioxidante,
demonstraram que os OEs de Hymenaea
stigonocarpa e Hymenaea courbaril var.
courbaril, bem como, o mix apresentaram alta
eficiéncia de inibigdo, sendo esta eficiéncia, uma
nova possibilidade para novos testes em produtos
farmacéuticos, na cosmetologia e na produgdo de
alimentos. Como inexistem resultados que avaliam
a atividade antioxidante do OEs das casas dos
frutos de Hymenaea, a atividade antioxidante foi
comparada com outros OEs de diversos grupos
vegetais.

Menezes Filho et al. (2020) avaliaram os OEs
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21,58d
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crescimento PIC
2,29¢

das folhas e raizes de C. regium onde descrevem
importante atividade antioxidante mesmo em
baixas concentracdes de OE diluido em DMSO.
Os  pesquisadores  encontraram  entre  as
concentragdes 30, 50 e 50 uL mL™* atividade igual
a 100% de reducdo do modelo radicalar DPPH. Da
Silva et al. (2019) avaliaram a atividade
antioxidante do OE de S. lentiscifolius onde
encontraram atividade de reducdo de 54,4% na
concentragdo de 100 mg mL? na reducdo do
DPPH.

Na figura 1, estdo apresentados resultados da
porcentagem de inibicdo sobre o crescimento PIC
para 0 OE da casca do fruto de H. stigonocarpa
sobre os isolados de S. sclerotiorum, C. acutatum
e A. flavus.

Na figura 1, observam-se alta eficiéncia de ini-
bicdo para os isolados de S. sclerotiorum, C. acu-
tatum e A. flavus em diferentes concentragdes do
OE da casca do fruto de H. stigonocarpa. Para S.
sclerotiorum em especial nas maiores concentra-
cOes, apresentaram alta porcentagem de inibicdo
de crescimento nas concentragbes 12,5; 25; 50 e
100 pL mL%, com taxas entre 56 a 83%. Entretan-
to, ndo houve diferenca estatistica entre as concen-
tracoes 50 e 100 pL mL™. Para C. acutatum, tam-
bém foi observado o mesmo padrédo de PIC obser-
vado no isolado de S. sclerotiorum. Reitera-se que,
as maiores concentrac@es entre 12,5; 25; 50 e 100
uL mL, apresentaram as maiores taxas de inibi-
cao entre 66 a 75%. Neste experimento ndo houve
diferenca significativa entre as concentragdes 25,
50 e 100 puL mLt. Na menor concentracéo de 1,56
pL mL* ndo houve atividade de inibicéo.

83,16b

69,32¢
70,01b
81,64b
74,18b
75,82b
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Figura 1 - Porcentagem de inibic¢&o de crescimento PIC do 6leo essencial de Hymenaea stigonocarpa, sobre
isolados de Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum acutatum e Aspergillus flavus. Letras iguais ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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O isolado de A. flavus, foi 0 modelo fldngico
que apresentou os menores indices de atividade
antifangica, possivelmente esse fungo seja pouco
sensivel aos compostos do OE de H. stigonocarpa.
Observa-se que a efetividade na inibigdo é obser-
vada apenas nas maiores concentragdes 25; 50 e
100 pL mL* com taxas de PIC entre 39 e 55%.
Entretanto, a baixa sensibilidade ao OE ainda
apresentou bons resultados. Possivelmente a tem-
peratura para o desenvolvimento do fungo influ-
enciou também, entretanto negativamente nas
concentracdes, volatilizando o0s compostos de
menor cadeia carb6nica para monoterpenos, diter-
penos e triterpenos (Benato et al., 2018; Paulus et
al., 2013; Radiinz et al., 2006).

Os trés ensaios fungicos foram comparados ao
fungicida comercial Frowncide na concentracdo
de 10 L mL com 100% de PIC.

Silva et al. (2018) avaliaram o OE de P. guaja-
va (goiaba) em duas épocas de extracdo, onde
obtiveram inibicdo micelial para S. sclerotiorum
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Frownside 0,00 1,56 pL 3,13 pL

10 uL

S sclerotiorum

de 94,9 e de 93,4% na concentracdo de 300 pL
mL, de 90,8 e 90,0% na concentragdo de 200 pL
mL? e de 77,5 e 80,0% na menor concentragio
usual de 100 pL mL™. Lima et al. (2014) verifica-
ram inibigdo entre 95 a 100% no crescimento em
A. flavus proporcionado pelo OE de cravo-da-
india (S. aromaticum). Ja para o OE de melaleuca,
0s pesquisadores obtiveram PIC em todas as con-
centracOes avaliadas, com maior eficiéncia na
concentracdo de 15 pL com 8% de inibicdo. Nos
estudos desenvolvidos por Vivas et al. (2006), os
pesquisadores verificaram que o efeito fungicida
do OE do capim-santo inibiu completamente o
crescimento micelial em C. acutatum em concen-
tracOes superiores a 100 uL mL™.

Na figura 2, estdo apresentadas as porcentagens
de inibicdo de crescimento pelo OE da casca do
fruto de Hymenaea courbaril var. courbaril sobre
os isolados de S. sclerotiorum, C. acutatum e A.
flavus em diferentes concentracdes.

100a
100a
100a
100a

<
% S
— =]
o =
>

6.25 ul. 12,5 uLL 25 uL 50 pL 100 uL

BC acutatum @A flavus

Figura 2 - Porcentagem de inibigdo de crescimento PIC do 6leo essencial de Hymenaea courbaril var. cour-
baril, sobre isolados de Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum acutatum e Aspergillus flavus. Letras iguais
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

O OE de H. courbaril var. courbaril também
apresentou boa eficiéncia de PIC sobre os isolados
de S. sclerotiorum e C. acutatum. Em todas as
concentracdes, exceto para 1,56 e 3,13 puL mL™.
Foi observado que ambos os isolados séo sensiveis
a complexa constituicdo do OE da casca do fruto
de H. courbaril. Para A. flavus foi observado bons
resultados, entretanto, como observado para o OE
de H. stigonocarpa, o fungo apresenta também
resisténcia em todas as concentracdes para este
OE.

As melhores concentragBes usuais para inibir o
desenvolvimento de S. sclerotiorum, C. acutatum

e A. flavus sdo concentragdes acima de 12,5 pL
mL™, que apresentaram PIC comparavel ao fungi-
cida de referéncia. Entretanto, para A. flavus as
concentracdes 50 e 100 uL mL? apresentaram ser
as mais eficazes para inibi¢do fungica.

Bonaldo et al. (2007), encontraram para o OE
de E. citriodora, atividade de inibicdo micelial
entre 90 a 100% para S. rolfsii, Phytophthora sp.,
A. alternata, C. sublineolum e R. solani em con-
centragOes entre 40 a 1000 pL. Schwan-Estrada et
al. (2000), encontraram em seus estudos in vitro,
para o extrato bruto e OE de manjerona boa efici-
éncia de inibicdo de crescimento micelial, e de
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esporulacdo em diversos fungos fitopatogénicos
testados.

Na figura 3, estdo apresentados os resultados da
porcentagem de inibicdo de crescimento pelo mix
de OEs das cascas de ambos os frutos de H. stigo-
nocarpa e H. courbaril var. courbaril sobre isola-
dos de S. sclerotiorum, C. gloeosporioides e A.
niger em diferentes concentrages.

O mix dos OEs demonstrou ser mais eficaz
apenas para o isolado de S. sclerotiorum. Para 0s
isolados de C. gloeosporioides foi observado uma
discreta PIC, e com menor intencidade de
inibicdo, seguido para A. niger. O S. sclerotiorum
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demonstra ser altamente sensivel, corroborando
com os resultados apresentados nas (Figuras 1 e 2)
para OEs puros. Na figura 3, observa-se que o
doseamento de ambos os OEs das cascas dos
frutos de Hymenaea ndo apresentou resultados
superiores quando comparado aos OE puros. O
mesmo ¢é observado quando comparado ao
fungicida de referéncia, com resultados inferiores
conforme observado no teste de Scott-Knott a 5%.
O intuito da avaliacdo pelo mix de OEs foi para
observar possivel potencializacdo de ambos o0s
OEs, entretanto, ndo demonstraram resultados
satisfatorios para os isolados investigados.
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Figura 3 - Porcentagem de inibicdo de crescimento PIC do mix dos 6leos essenciais de Hymenaea stigono-
carpa e Hymenaea courbaril var. courbaril, sobre isolados de Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum
gloeosporioides e Aspergillus niger. Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5%

de significancia.

Lima et al. (2014), encontraram baixa eficiéncia
no controle de crescimento micelial em A. niger
utilizando OE de Melaleuca alternifolia. Os pes-
quisadores obtiveram inibigdo de 1, 3 e 14% para
as concentragdes 5, 10 e 15 pL. Souza Janior et al.
(2009), avaliaram diferentes concentragdes de OEs
de alecrim-pimenta, alfavaca-cravo, capim-santo e
cidrdo onde obtiveram 100% de inibicdo de cres-
cimento em todas as concentracbes avaliadas, e
entre 44,0 a 69,0% para o OE das folhas de goia-
ba. Carnelossi et al. (2009), e Silva et al. (2009),
encontraram inibicdo de 100% para C. gloeospo-
rioides utilizando OE de capim-limdo (Cymbopo-
gon citratus) em concentracdes entre 10 e 100 pL.
Celoto et al. (2008), avaliaram diferentes extratos
vegetais (aquoso e hidroetandlico) onde encontra-
ram também importantes resultados de PIC para
C. gloeosporioides. O OE de C. zeylanicum apre-
sentou boa eficiéncia de inibicdo para A. niger nos
estudos de Pawar e Thaker (2006).

CONCLUSAO

Os 6leos essenciais de Hymenaea stigonocarpa
e Hymenaea  courbaril var. courbaril
apresentaram bons rendimentos de extracdo, bem
como alta eficiéncia biolégica como agentes
antioxidante (puro e mix (1:1)) e antifungico in
vitro. Os isolados de Sclerotinia slcerotiorum,
Colletotrichum acutatum e Aspergillus flavus
demonstraram ser altamente senssiveis aos 06leos
essenciais quando aplicados individualmente, e o
mesmo foi observado apenas para Sclerotinia
sclerotiorum no mix (1:1) dos Oleos essenciais
para ambas as espécies do género Hymenaea.

Trabalhos futuros deverdo ser realizados
avaliando as atividades antioxidante e antifugica
em modelos biol6gicos para determinacdo da
eficacia como  possiveis novos agentes
antioxidantes em alimentos e formulagdes
farmacéuticas, e também como em nanocépsulas e
microcéapsulas contendo 6leo essencial verificando
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0 comportamento dos 6leos essenciais em casa-de-
vegetacdo, ou in situ em campos de cultivos.
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