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RESUMO

Os fitonematoides causam grandes prejuizos em culturas agricolas no mundo inteiro. O
seu principal controle é realizado com produtos quimicos de alta toxidade para o
homem, animais e o meio ambiente. Uma forma alternativa de controle desses parasitas
é a utilizacdo de dleos essenciais, que sdo uma mistura complexa de diversas classes de
compostos produzidos pelo metabolismo secundario das plantas. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi identificar os compostos quimicos constituintes do 6leo
essencial (OE) do fruto do pequi (Caryocar brasiliense Cambess), utilizando a técnica
de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa (CG-EM), além de
verificar sua atividade nematicida no controle de Meloidogyne javanica. O fruto do
pequi foi coletado na zona rural do municipio de Buriti Alegre, regido sul de Goias. A
extracdo do oOleo essencial foi realizada por hidrodestilagdo utilizando o aparelho
Clevenger. A identificagdo dos compostos quimicos foi realizada comparando o0s
espectros de massa obtidos com os espectros presentes na biblioteca do equipamento,
Nist08. O ensaio bioldgico foi realizado utilizando nematoides juvenis de segundo
estddio (J2). Da analise quimica realizada no CG-EM, foram identificados onze
compostos, resultado diferente da mesma andlise realizada com o OE de pequi no ano
anterior (2018), a qual apresentou diversos compostos que ndo estavam presentes na
andlise do dleo atual (2019). Essa discrepancia na composic¢do do OE pode ter ocorrido
devido ao periodo ao qual o fruto foi coletado, fator que interfere diretamente na
composicdo quimica dos 6leos essenciais, assim como o local e sazonalidade. Dos
compostos identificados em 2019, 77,8% sdo esteres, classe de compostos utilizados
comercialmente como aromatizantes. Os ésteres identificados formam o 2-
metilbutanoato de etila; 3-metilbutanoato de etila; butanoato de sec-butila, 2-metil
propanoato de isopentila; octanoato de etila e 0 composto majoritario hexanoato de etila
que é utilizado comercialmente como aromatizante de abacaxi. Os demais 22,2% dos
compostos identificados s&o monoterpenos, o a ou B—ocimento e D-limomeno. No
ensaio bioldgico foi obtida uma mortalidade abaixo de 5% com os volumes de 0,8 e 1,6
uL. Para os volumes de 0,2 e 04 pL foram obtidas uma taxa de mortalidade de 29% e
16,5% respectivamente. Em ambos os casos o numero de J2 mortos foi pequeno
considerando a quantidade de nematoides nas solugdes tratadas. A baixa atividade
nematicida do OE pode ser explicada pela composi¢do do 6leo, o qual é constituido
majoritariamente de ésteres, que sdo compostos que ndo possuem atividade nematicida
relatada na literatura. Desse modo, pode-se concluir que os volumes do 6leo essencial
do pequi utilizado nesta amostra ndo sdo recomendadas para o tratamento de
Meloidogyne javanica, visto que as taxas de mortalidade obtidas foram muito pequenas
perante a grande quantidade de J2 que estavam presentes no ensaio bioldgico.



ABSTRACT

Phytonmatoids cause great damage to agricultural crops worldwide. Its main control is
carried out with chemicals of high toxicity for man, animals and environment. An
alternative way of controlling these parasites is the use of essential oils, which are a
complex mixture of several classes of compounds produced by the secondary
metabolism of plants. In this context, the objective of this work was to identify the
chemical compounds of the essential oil (EO) of the pequi fruit (Caryocar brasiliense
Cambess), using the gas chromatography technique coupled to the mass spectrometer
(GC-MS), in addition to checking its nematicidal activity in the control of Meloidogyne
javanica. The pequi fruit was collected in the rural area of the municipality of Buriti
Alegre, in the southern region of Goias. The extraction of the essential oil was carried
out by hydrodistillation using the Clevenger apparatus. The chemical compounds were
identified by comparing the mass spectra obtained with the spectra present in the
equipment library, Nist08. The biological assay was carried out using juvenile second
stage nematodes (J2). From the chemical analysis performed at the GC-MS, eleven
compounds were identified, a result different from the same analysis performed with the
pequi EO in the previous year (2018), which presented several compounds that were not
present in the analysis of the current oil (2019). This discrepancy in the composition of
the EO may have occurred due to the period which the fruit was collected, a factor that
directly interferes in the chemical composition of essential oils, as well as the location
and seasonality. Of the compounds identified in 2019, 77.8% are esters, a class of
compounds used commercially as flavorings. The esters identified were ethyl 2-
methylbutanoate; Ethyl 3-methylbutanoate; sec-butyl butanoate, isopentyl 2-methyl
propanoate; ethyl octanoate and the major compound was ethyl hexanoate that is used
commercially as a pineapple flavoring. The 22.2% of the identified compounds were
monoterpenic compounds, the o or p — ocimene and D-limomene. From the biological
test, was obtained a mortality less than 5% with volumes of 0.8 and 1.6puL. For the 0.2
and 04pL, was obtained a mortality rate of 29% and 16.5%, respectively,. In both cases
the number of dead J2 was small considering the amount of nematodes in the treated
solutions. The low nematicidal activity of the EO can be explained by the composition
of the oil, which is mostly made up of esters, which are compounds that do not have
nematicidal activity reported in the literature. Thus, it can be concluded that the
volumes of pequi essential oil used in this sample are not recommended for the
treatment of Meloidogyne javanica, since the mortality rates obtained were very small
in view of the large amount of J2 that were present in the biological test.
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1. INTRODUCAO

A crescente expansdo populacional acarreta também o aumento da demanda pelo
cultivo de alimentos. A cada ano que passa € necessario na agricultura o cultivo de
milhares de toneladas de alimentos para que se satisfaca essa diligéncia. No Brasil, a
producdo de alimentos também € a Unica fonte de renda para diversas familias, que por
muitas vezes aplicam grande parte do lucro ganho na ampliagdo da &rea do plantio ou na
producdo de outras espécies.

Porém é muito comum os agricultores depararem-se com a perda parcial ou até
mesmo total da sua plantacdo, isto devido a certas doencas causadas por alguns
parasitas. Algumas destas doencas causam o enfraquecimento da planta, que por
consequéncia causam o desfolhamento prematuro e até mesmo a sua morte
(CAMARGO, 2005). Um dos parasitas mais importantes que causam doencas na
agricultura brasileira sdo os fitonematoides.

Segundo Monteiro e Lordello (1976), os fitonematoides sdo organismos
microscopicos que habitam as plantas e removem nutrientes que Sao necessarios para o
desenvolvimento e reproducdo das células vegetais, causando-lhes severas doencas.
Dentre estes parasitas, 0s que mais causam prejuizos sdo os do género Meloidogyne e
Heterodera que causam galhas e cistos, respectivamente. Além destas, existem
registrados na literatura mais de 30 espécies de fitonematoides que atacam quase todas
as culturas (CASTANEDA, 2015). Na Figura 1 é mostrado um exemplo de uma raiz

normal e uma com a presenca de galhas causadas por fitonematoides.

Figura 1: Raiz saudavel e raiz com galhas.

Fonte: Boas praticas econdmicas (2019).



Os principais controladores destes parasitas utilizados hoje na agricultura sdo
produtos quimicos agressivos ao solo, que se espalham na terra e contaminam fontes de
agua. Segundo Ferrari (1986), estes nematicidas sdo extremamente tdxicos ao homem e
outras espécies, além de agredir severamente 0 meio ambiente. Nesse sentido torna-se
necessaria a busca por fontes alternativas de controle bioldgico que diminua esses riscos
aos animais e a0 meio ambiente.

Segundo Oka (2010), é possivel utilizar plantas como controladores naturais. Na
literatura, existem diversos estudos mostrando a atividade nematicida de extratos de
diversas plantas e frutos, entre elas encontra-se o pequi.

O pequi é o fruto de uma planta tipica do cerrado brasileiro, o Caryocar
brasiliense Cambess. O pequi tem um forte sabor e aroma que marcam presenca
rotineira na gastronomia goiana e mineira. Segundo o trabalho de Ribeiro et al. (2012), o
extrato do pequi € um exemplo de vegetal que foi estudado e apresentou taxa de
mortalidade em combate de alguns géneros do Meloidogyne.

De acordo com Oka (2010), os 6leos essenciais (OEs) também sdo uma opcéo
para 0 combate dessa classe de parasitas, pois 0s mesmos podem ser liberados por
volatilizacdo ou lixiviagdo no solo. Segundo Simdes e Spitzer (2010), os OGleos
essenciais sdo metabdlitos secundarios compostos por uma complexa mistura de
volateis produzidos por partes das plantas. A extracdo destes OEs pode ser obtida por
meio de processo de destilacao.

Os OEs apresentam diversas caracteristicas fisico-quimicas comuns a todos eles.
Na temperatura ambiente todos sdo liquidos e de aparéncia oleosa, dai a nomeacdo de
6leo. Além disso, todos eles apresentam solubilidade em solventes organicos apolares.
Porém, a principal caracteristica em comum é o forte aroma e a volatilidade que os
diferenciam dos 6leos fixos de misturas lipidicas (SIMOES; SPITZER, 2010).

Diversas classes de compostos estdo presentes na composi¢do quimica dos OEs.
Os terpenoides e os fenilpropanoides sdo os principais grupos majoritarios. Além
dessas, outras classes também estdo presentes nos OEs, como éteres, ésteres, alcoois e
etc.(SIMOES; SPITZER, 2010).

Devido a presenca dessa diversidade de constituintes citados acima, existem
diversas possibilidades de utilizacdo, alem do combate aos parasitas ja citados. Segundo
Passos et al., (2009), devido a presenga de compostos da classe dos tepenoides, 0s OEs

podem ser utilizados como anticonvulsivante e sedativo em tratamento para problemas



do sistema nervoso central. De acordo com o trabalho de Junior (2003), os
fenilpropanoides e alguns compostos da familia dos terpenoides presentes nos OEs
também permitem sua utilizacdo como agentes ativos no combate de alguns insetos em
plantacdes ou de uso domeéstico.

Segundo Silva (2001), devido ao forte aroma caracteristico dos OES, 0s mesmos
sdo amplamente utilizados em industrias de perfumes e fragrancias. Ainda devido a
caracteristica do aroma, pode-se citar a sua utilizacdo em incensos e odorizantes. Os
Oleos também contém substancias presentes na sua constituicdo que sdo utilizadas nas
atividades farmacoldgicas, como anti-inflamatorias, antissépticas, antimicrobianas, entre
outras (MACHADO; JUNIOR, 2011).



2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVOS GERAIS

e Identificar os compostos quimicos presentes no Oleo essencial do pequi e

verificar o efeito nematicida sobre Meloidogyne javanica.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair o dleo essencial do fruto do pequi por hidrodestilacdo em aparelho
Clevenger.

e Identificar os componentes volateis do 6leo essencial a partir da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas.

e Verificar o efeito bioldgico do 6leo essencial do pequi no controle do
Meloidogyne javanica.

e Correlacionar a atividade nematicida com os compostos identificados no 6leo

essencial do pequi.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.O0LEOS ESSENCIAIS

Segundo Oussalah et al. (2007), os OEs sdo metabolitos secundarios
biossintetizados por plantas. De acordo com Vitti (2003), os OEs tém diversas fungdes nas
plantas, dentre as quais se pode citar a de atracdo e repulsdo de algumas espécies de
insetos, protecdo contra certos predadores, além de ser responsaveis pelo aroma das
plantas. Os 0leos essenciais sdo definidos como uma complexa mistura de substancias
volateis, odorificas e lipofilicas (SIMOES; SPITZER, 2010).

De acordo com Santos (2010), os OEs apresentam diversas caracteristicas gerais,
cuja principal destaca-se a volatilidade. Os OEs apresentam uma minima solubilidade
em agua, porém bastante o suficiente para aromatizar solu¢Bes aquosas. Segundo
Simdes e Spitzer (2010), os dleos apresentam alta solubilidade em solventes organicos
apolares, como os éteres. E devido a tal caracteristica os 6leos essenciais também sdo
chamados de 0leos etéreos.

Craveiro e Queiroz (1993), afirmam que os OEs apresentam uma caracteristica
comum que € o forte e intenso aroma agradavel, que por sua vez é explorado e
aproveitado por diversas industrias como, por exemplo, a de perfumes e fragrancias
(SILVA, 2001).

Segundo Jakiemiu (2008), aléem do forte aroma, os OEs também apresentam um
forte sabor que os fazem se tornarem presentes em diversos alimentos. Os autores
Simdes e Spitzer (2010), afirmam que esses Oleos apresentam uma leve picancia e um

sabor agudamente acido.

3.1.1. CONSTITUINTES QUIMICOS DOS OLEOS ESSENCIAIS

Segundo Simdes e Spitzer (2010), os principais constituintes dos OEs sdo 0s
terpenoides e os fenilpropanoides. De acordo com Dewic (2009), os terpenoides
formam diversas classes de produtos naturais que s@o derivadas de unidades de

isopreno, CsHg, cuja estrutura é mostrada na Figura 2.



Figura 2: Estrutura do isopreno.

Fonte: O autor.

Segundo o autor supracitado, a condensacdo de unidades monomeéricas do
isopreno da origem as classes de compostos majoritarios constituintes dos OEs, 0s
monoterpenos (Cio) e sesquiterpenos (Cis) (SCHEFFER, 1993). Na Tabela 1 é mostrado

0 esqueleto base destas classes de compostos.

Tabela 1: Relacdo de esqueleto base e classe dos compostos majoritarios derivados do

isopreno.
CLASSE DE ESQUELETO BASE
COMPOSTOS
Monoterpenos CH3 CH3
H;C
Sesquiterpenos CHs CHy CHs

Fonte: Adaptado de Simdes e Spitzer (2010).

Os fenilpropanoides sdo uma classe de substancias que sdo derivadas a partir do
4cido cinamico (OLEOS ESSENCIAIS, 2019). Segundo Carvalho et al., (2010), esta
classe de compostos apresenta um esqueleto base formados por Cg-C3, como 0 mostrado

na Figura 3.



Figura 3: Estrutura do &cido cindmico, um fenilpropanoide.
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Fonte: O autor

Segundo Simbes e Spitzel (2010), estas duas classes sdo as majoritarias
presentes nos OEs, porém a composicdo destes O6leos podem variar desde
hidrocarbonetos simples até compostos organicos funcionais, como alcoois, cetonas,
fendis, acidos carboxilicos, aminas, amidas, éteres e ésteres. Como exemplo disto,
temos o trabalho de Barbosa et al., (2006), que mostra a presenca do alcool octan-3-ol,
cuja estrutura é mostrado na Figura 4, encontrado no OE da Lippia alba. Outro exemplo
é o trabalho de Oliveira et al., (2009), que encontrou em suas analises de OE da
Pimenta diodlica os constituintes eugenol (fenol e éter) e miristicina (éter), cuja

estruturas sdo mostradas nas Figuras 5 e 6, respectivamente.

Figura 4: Estrutura do octan-3-ol. Figura 5: Estrutura do eugenol.
OH

CH

0 __CH,

3

HaC”

HO

Fonte: O autor Fonte: O autor



Figura 6: Estrutura da miristicina
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Fonte: O autor

3.1.2. VARIABILIDADE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS
ESSENCIAIS

A composicdo dos constituintes dos OEs é baseada em fatores genéticos das
plantas, porém, condi¢cBes externas podem encarregar-se de alterar a composicdo e
concentracdo dos compostos de um determinado OE produzido por uma mesma espécie
(MORAES, 2009). Segundo Chaves (2002), alguns estimulos ambientais podem fazer
com que a rota metabodlica produtora dos OEs seja alterada, fazendo com que haja a
alteracdo da biossintese de certos compostos presentes no 6leo.

A variagdo de temperatura € um fator que interfere diretamente na composicéo e
concentracdo de producdo de Oleos essenciais. Benincasa (2003), afirma que algumas
plantas conseguem se adaptar a variagdes repentinas de temperatura, porém, pode haver
consequéncias como no fator de reproducdo, frutificacdo e producdo de metabdlitos
secundarios, como é o caso dos OEs.

De acordo com Moraes (2009), a producdo de OEs é maior em temperaturas
elevadas, porém ha um grande indice de perda devido a sua caracteristica volatil. A
elevacdo da producédo deste metabolito secundario com a elevacao da temperatura se deve
ao fato das reacOes biossintéticas dependerem de suprimentos de esqueletos carbonicos,
que sdo realizados por processos fotossintéticos e compostos energéticos que participam da
regulamentacdo destas reagoes (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Devido a composicdo e concentracdo dos OEs dependerem da temperatura, o
horario na qual o vegetal que extraido o OE é coletado, reflete no rendimento obtido e
dos componentes do 6leo extraido (SILVA et al., 2003). Portando a coleta do material
vegetal deve ser realizada em horarios estratégicos dependendo do objetivo do coletor.

O excesso ou falta de agua no solo pode fazer com que processos quimicos e
biologicos se alterem, limitando a quantidade de nutrientes e acelerando a formacdo de

compostos toxicos a raiz (MORAES, 2009). Essas alteracdes fazem com que algumas



reac0es necessarias para a formagdo dos OEs ndo ocorram, podendo diminuir a
concentragdo e composicao dos mesmos.

O local onde o material vegetal foi coletado também pode influenciar na
composicdo de um OE. Isso porque dependendo das condigdes nas quais a planta esta
sobrevivendo, ela ndo consegue 0s nutrientes necessarios para realizar a sintese de certos
constituintes do 6leo (PAULUS et al., 2013). Portanto, um local no qual a planta recebe
luz do sol, &gua e solo rico em nutrientes pode apresentar uma composi¢cao quimica
diferente de um OE extraido da mesma espécie em um local com condicGes adversas.

Outros fatores também afetam a composicdo dos OEs, dentre eles pode-se
destacar o estadio de desenvolvimento da planta. De acordo com Brant (2008), os
estadios iniciais da planta ndo conseguem realizar algumas reacdes de biossintese
necessarias para a formacdo de alguns compostos. Outros exemplos de fatores
responsaveis por essa variacdo é a sazonalidade, nutricdo, cuidados pds-colheita e etc.
(SIMOES; SPITZER, 2010).

3.1.3. EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Existem diferentes formas possiveis de realizar o processo de extracdo de OEs, 0
método adotado para proceder a extracdo deve ser pensado no objetivo a qual o 6leo
sera destinado. Segundo Simdes e Spitzer (2010), as formas de extracdo mais adotadas
séo as de enfleuragem, prensagem, solventes organicos e hidrodestilacéo.

Segundo Rostagno e Prado (2013), no processo de hidrodestilacdo que é
utilizado para extracdo de baixa escala, parte da planta permanece em contato com a
agua fervente, podendo ou ndo estar completamente imerso. O OE é arrastado com o
vapor de &gua que é condensado logo em seguida (BIASI; DESCHAMPS, 2009). O
processo de hidrodestilagdo é realizado utilizando o aparelho de Clevenger, mostrado na

Figura 7.
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Figura 7: Aparelho de Clevenger.

Fonte: O autor

Devido a caracteristica de serem pouco sollveis em &gua, os OEs se separam
formando outra fase, onde pode ser retirada utilizando uma pipeta de Pasteur ou por
meio de decantacdo. Para obter um OE mais puro é recomendavel fazer uma filtragem
do o6leo com sulfato de sodio anidro, NaSO,, para reter particulas de 4gua que estejam
presentes (SARTOR, 2009).

3.1.4. UTILIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os 6bleos essenciais sdao amplamente utilizados em diversos ramos industriais, e
gastrondmicos. No ramo industrial, segundo Silva (2001), sua utilizagdo marca presenca
em setores de aromas e fragrancias, sendo aplicado no desenvolvimento de novos
perfumes e colbnias, assim como em esséncias e velas aromaticas. Os OEs também
marcam presenca nas industrias farmacéuticas, devido a propriedades bioldgicas
presentes em alguns 6leos, como anti-inflamatoria, antibacteriana e analgésica (LANG;
BUCHBAUER, 2012). Em exemplo é o OE de geraniol que é comercializado e
utilizado como agente sensibilizador de células tumorais, para facilitar a quimioterapia
convencional (OLEOS ESSENCIAIS, 2019). Segundo Bizzo e Rezende (2009), o OE
de laranja também é explorado comercialmente devido a sua acdo no reforgo de funcdes

renais e sua utilizacdo como tonico estomacal.
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Devido ao sabor levemente &cido e forte aroma, muitos cozinheiros utilizam os
OEs em seus trabalhos. O 6leo essencial pode ser introduzido no meio gastronémico
desde uma simples forma para aromatizar o alimento, como também pode ser utilizado
como um tempero (BRASIL DE FATO, 2017). Além disso, pode-se citar a importancia
da utilizacdo dos OEs no desenvolvimento de cosméticos, para fins terapéuticos e

artesanais.

3.2.ANALISE INSTRUMENTAL DE IDENTIFICACAO

3.2.1. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSA

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) é um
método instrumental de analise que permite fazer a separacdo dos compostos e a
determinacdo da massa e a formula molecular de uma substancia organica presente em
uma mistura complexa (SKOOG, 2006, BRUICE, 2006). Esta técnica também permite
fazer a identificacdo de algumas caracteristicas estruturais da substancia analisada.

Esse procedimento é realizado com alta eficiéncia e reprodutibilidade. Nesse
processo, 0s constituintes da amostra analisada sao separados por particao de duas fases,
uma movel e outra estacionaria, e logo em seguida é mandada para o detector que é
responsavel pela identificacdo da amostra.

Na Figura 8 ¢ mostrado em um esquema que resume 0 processo de separagdo e
identificacdo em CG-EM.

Figura 8: Esquema do CG-EM.
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Fonte: Emwas, A. H. et al., (2015)
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Na parte da cromatografia gasosa (CG), a fase movel é um gas inerte em relacéo
a fase estacionaria (RODRIGUES, 2005), que segundo Chaves (1997), retém os analitos
por particdo. O gés hélio é comumente o mais utilizado como fase mdvel, e também
denominado como gas de arraste. Segundo Skoog (2006), os gases hidrogénio,
nitrogénio e argbnio também sdo muito utilizados.

Segundo Mihlen e Langas (2004), para a injecdo de amostras na camara de
injecdo é utilizada uma seringa, pois ela injeta a amostra em uma velocidade ideal, que
faz com que o resultado ndo tenha um espalhamento de bandas ou uma pobre resolucéo.

As colunas cromatograficas podem variar de 2 até 100 metros de comprimento
ou mais. Segundo Holler (2002), estas colunas sdo feitas de aco inoxidavel, vidro e
silica fundida. De acordo com Skoog (2006), elas apresentam didmetros médios de 10 a
30 mm. As colunas sdo abrigadas em um forno, portanto devem ser resistentes a rapidas
e pequenas variagOes de temperatura. Segundo o autor supracitado a temperatura ideal
para as colunas dependem do ponto de ebulicdo da amostra e do grau de separacdo
requerido. Para amostras que necessitem de longas faixas de temperatura para ebulicdo
€ necessario elaborar um método que aumente a temperatura progressivamente
(CHRISTIAN, 1994).

Ap0s a separacdo na coluna cromatogréfica os compostos separados passam por
um detector que deve seguir algumas caracteristicas: boa sensibilidade, estabilidade e
reprodutividade, suportar uma grande faixa de temperatura, curto tempo de resposta e
ter uma alta confiabilidade (SKOOG, 2006). A Tabela 2 traz alguns dos detectores mais

utilizados em CG e as amostras as quais sdo aplicaveis.

Tabela 2: Detectores em CG.

TIPO DE DETECTOR AMOSTRAS A QUAIS SAO APLICAVEIS
lonizacdo em chama Hidrocarbonetos

Captura de elétrons Compostos halogenados

Espectrometro de massas Ajustavel a qualquer espécie

Fonte: Adaptado de Holler (2002)

O resultado obtido em um processo de cromatografia € chamado cromatograma.
Nele é plotado a intensidade relativa de um composto detectado pelo seu tempo de
retencdo. Segundo Ciola (1973), o tempo de retencdo é definido como o tempo gasto

para 0 composto chegar ao detector desde o momento de injecdo. Na Figura 9 é
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mostrado o cromatograma de uma amostra genérica. Vale ressaltar que cada pico

mostrado nesse grafico representa uma substancia detectada.

Figura 9: Exemplo de cromatograma
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Fonte: Afinko (2014).

ApoOs passar pela coluna, 0s compostos ja& separados sdo enviados ao
espectrometro de massa que esta acoplado ao aparelho de CG. O espectrémetro de
massa requer uma pequena quantidade de amostra, que apds ser detectada € ionizada.

De acordo com Croti e Lopes (2006), a ionizacdo é o processo de remocao de
um elétron de um &tomo ou molécula para a formacao de ions. Existem diferentes tipos
diferentes de processos de ionizacdo, dentre 0s quais 0s principais sdo a ionizagdo
quimica por dessorcdo e ionizacdo por impacto de elétrons (PAVIA, 1996).

A técnica de ionizagdo mais utilizada para andlise de Oleos essenciais no
espectrOmetro de massa é a ionizacdo por impacto de elétrons (EI). Nessa técnica, a
amostra a ser analisada é bombardeada com um feixe de elétrons de alta energia de
70 eV. O impacto com esse feixe de elétrons remove um elétron da amostra formando
um cétion-radical, chamado de ion molecular (SKOOG, 2006). De acordo com
Silverstein (2006), essa energia € mais que suficiente para ionizar a amostra, logo, a
energia restante é dissipada por parte, pelo rompimento de ligacGes covalentes presentes
na amostra, resultando nas chamadas fragmentacoes.

A ionizagdo por impacto de elétron € a mais utilizada, porque grande parte dos
trabalhos iniciais utilizando espectrometria de massa foi feita com El, logo as principais
bibliotecas e banco de dados de espectros de massa sdo formados devido a esse tipo de
ionizacdo, e em razdo desse processo ser reprodutivel torna-se essencial para a
identificacdo de compostos (SILVERSTEIN, 2006).
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Todos os fragmentos que séo carregados positivamente passam por duas placas
com cargas negativas, as quais aceleram os fragmentos dentro de um tubo rumo ao
analisador. Os fragmentos que ndo possuem cargas, ou seja, neutros, ndo sao atraidos
pelas placas carregadas e, portanto, ndo sdo aceleradas para o analisador (BRUICE,
2006).

No analisador de massas a mistura de ions formados ap0s a ionizagdo é separada
de acordo com a sua razdo massa-carga m/z para a geracdo do resultado. Existem
diferentes analisadores de massas, dentre os quais se podem citar 0s principais:
Seletores magnéticos que usam um campo magnético para desviar os ions em
movimento e os analisadores quadrupolos que sdo formados por tubos cilindricos com
voltagem alterada (SILVERSTEIN, 2006).

Apds passar pelo analisador é obtido o resultado. O resultado é um grafico
chamado espectro de massa, onde é plotado a razdo massa/carga pela intensidade
relativa dos ions. Na Figura 10 é mostrado um espectro de massa para uma amostra

genérica.

Figura 10: Exemplo de espectro de massa
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Fonte: O autor

3.3.0 PEQUI

O cerrado é o segundo maior bioma no territério brasileiro, possui clima
estacional com periodo chuvoso dos meses de outubro a marco seguido por periodo
seco de abril a setembro. Esse bioma apresenta uma grande diversidade de flora com
caracteristicas diversas (AVIDOS; FERREIRA, 2000).
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Dentre as espécies frutiferas do cerrado uma das mais conhecidas é o Caryocar
brasiliense Cambess, conhecido popularmente como pequizeiro. Uma imagem do

pequizeiro é mostrada na Figura 11.

Figura 11: Caryocar brasiliense Cambess

Fonte: O Autor.

De acordo com Paz (2014), essa espécie apresenta safra entre os meses de
setembro e janeiro. O fruto do pequizeiro é conhecido popularmente como pequi, que €
do tipo drupa e com carogos envolvidos por uma polpa carnosa e comestivel
(ROESLER, 2007). Nas Figuras 12 e 13 sdo mostrados o fruto do pequi ainda com

casca e 0 carogo descascado, respectivamente.

Figura 12: Pequi com casca Figura 13: Pequi descascado

- 7

Fonte: O Autor

Segundo Kerr e Silva (2007), de todos os frutos advindos do cerrado brasileiro, o
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pequi é o mais consumido e comercializado. O mesmo esta presente na mesa de muitas
familias goianas e mineiras, alem de ser a Unica fonte de renda de diversas familias da
regiéo.

A polpa do pequi é rica em vitaminas A, C e E, além de ser rico em
betacarotenoides (UNB CIENCIA, 2009). Portanto, seu consumo pode beneficiar o
homem, uma vez que essas vitaminas ajudam na producéo da melanina na pele, evita o
envelhecimento precoce e atua no combate aos radicais livres que podem causar
doencas degenerativas de envelhecimento e morte celular (BIACHINI; ANTUNES,
1999).

No trabalho de Almeida et al., (1988), os autores afirmam que o cha de pequi €
comumente utilizado no tratamento caseiro de bronquite, gripes e resfriados. Além
disso, 0 pequi também pode ser adicionado em cremes para auxiliar no tratamento de
edemas e queimaduras e fortificante para mulheres gravidas (CHEVEZ POZO, 1997).

Diversos estudos na literatura apresentam fungdes para a utilizacdo do OE de
pequi, entre elas algumas bioldgicas. De acordo com Soares (2013), o OE de pequi
apresenta atividade antimicrobiana e antioxidante. Segundo Batista et al. (2012), o dleo
de pequi também apresenta funcéo antibacteriana e efeito cicatrizante.

3.4.NEMATOIDES

De acordo com Ritzinger et al., (2010), os nematoides sdo parasitas do Reino
Animalia que constituem um grupo diverso dos invertebrados. Eles podem viver tanto
em ambientes aquaticos e marinhos como em meio terrestre, vivendo como parasitas ou
como individuos livres. Atualmente existem registrados na literatura a descri¢cdo de
cerca de 50.000 espécies de nematoides (TSAI et al., 1991).

Segundo o portal das Noticias Agricolas (2018), s6 os sojicultores brasileiros no
ano de 2017 tiveram um prejuizo de mais de 16,2 bilhdes de reais devido aos
nematoides em seus cultivos. E estima-se que mundialmente estes parasitas de todas as
espécies e géneros, causam perdas de milhdes de dolares, dando prejuizo para os
agricultores individualmente e para a queda do Produto Interno Bruto (PIB) dos paises
cultivadores (ROSA et al., 2014).

Segundo Barbosa et al., (2015), os nematoides podem ser classificados em trés
grandes grupos: 0s que apresentam vida livre, os parasitas de animais e 0s parasitas que
habitam as plantas. Campos (1992), afirma que estes parasitas que vivem e se

alimentam das plantas sdo classificados como fitonematoides. Este Gltimo grupo citado
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apresenta um histdrico de grandes perdas de plantacfes de diversas espécies (ARLEIA,
2008).

3.4.1. O GENERO Meloidogyne spp.

Segundo o trabalho de Rosa et al., (2015), os nematoides-das-galhas (NDG), sdo
0s principais nematoides fitopatogénicos que causam doencas nos cultivos nacionais,
podendo causar perdas parciais e até mesmo totais das plantacdes. Os NDG sdo os
nematoides pertencentes ao género Meloidogyne spp. (COSTA, 1990).

Os nematoides do género Meloidogyne spp. sdo parasitas de facil adaptacéo, logo
hospedam-se em diversas espécies de plantas causando severas consequéncias. Dentre 0s
principais danos causados, podem-se citar as mais graves como: nanismo, folhagens
murchas, deficiéncia nutricional, tamanho reduzido de frutos, baixo rendimento da cultura
e clorose (EMBRAPA, 2016).

A principal caracteristica das plantas nas quais estdo servindo de hospedeiras
para 0s NDG ¢ o aparecimento das chamadas galhas. De acordo com Sangwan et al.,
(1985), as galhas séo células dos nematoides que sdo fixadas externamente as raizes das
plantas hospedeiras, dando a impressdo de que as raizes das plantas estdo mais grossas.
De acordo com a Embrapa (2016), a presenca destas galhas desviam os nutrientes que
sdo essenciais para o desenvolvimento das plantas para os NDG.

Segundo Barbosa (2015), os principais NDG causadores de doengas nas plantas
hospedeiras, sdo Meloidogyne incognita e o Meloidogyne javanica, sendo esta Gltima o
segundo tipo mais comum nos ataques dos cultivos agropecuarios.

Vale ressaltar que de acordo com a Embrapa (2016), os NDG ndo trazem
nenhum perigo ao ser humano quando ingerido, diferentes de outros tipos de
nematoides como é o caso da Ascaris lumbricoides, conhecida popularmente como

lombriga.

3.4.2. CICLO DE VIDA DOS NEMATOIDES-DAS-GALHAS (NDG)

Segundo Castafieda (2015), os nematoides desenvolvem-se em quatro estadios
(J1, J2, J3 e J4) desde o ovo até chegar a fase adulta. A primeira troca de cuticula,
processo chamado de ecdise ocorre ainda no interior do ovo. Em seguida o juvenil ja em

segundo estadio, o J2, eclode o ovo e penetra diretamente em uma raiz (EMBRAPA,
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2016). Segundo a Ageitec (2012), ap0s a penetracdo ao tecido do hospedeiro, 0 J2
comeca a retirar 0s nutrientes que necessita das plantas e comeca a aumentar de
tamanho, transformando-se em J3 e J4 respectivamente até chegar ao tamanho adulto.

De acordo com Barbosa (2015), a Unica forma infectante das NDG é quando séo
juvenis de 2° estadio. Nesse sentido, apds a eclosdo do ovo, 0 J2 penetra pela ponta da
raiz e migra-se integralmente para as raizes hospedeiras, tornando-se um endoparasita
sedentério. Os mesmos adquirem seus nutrientes a partir do desenvolvimento das galhas
e por material intracelular das plantas.

Segundo a Embrapa (2016), o ciclo de vida de um nematoide pode durar de trés
a quatro semanas do processo de ovo a ovo, podendo ser extensivel com a diminuicao
da temperatura. De acordo com Huang e Pereira (1994), em um ciclo uma fémea pode

colocar mais de 2.000 ovos.

3.4.3. CONTROLE DOS NEMATOIDES

De acordo com Ritzinger et al., (2010), o principal método de controle de
nematoides é com a utilizacdo de nematicidas quimicos. Porém a sua utilizacdo acarreta
contaminacdo do meio ambiente, que por consequéncia afeta na satide do homem e dos
animais (SANTOS et al., 2013). Com o avanco dos estudos, foi relatada em alguns
trabalhos como o de Costa e Ferraz (1990), a atividade antagonica da utilizacao de extratos
de alguns vegetais no tratamento de NDG, mostrando que existe a possibilidade de
controle, sem a necessidade de uso de fortes produtos quimicos que causam danos ao meio
ambiente.

A utilizacdo de OEs também tem se mostrado efetivo no combate das espécies dos
NDG (OKA, 2001). Um exemplo disso € o trabalho de Alcanfor (2004), que obteve um
alto indice de mortalidade utilizando 6leo essencial (OE) de eucalipto no controle de
Meloidogyne incognita. Santos et al., (2012), também obteve eficiéncia na taxa de

mortalidade no controle de M. incognita utilizando o OE de geranio.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O desenvolvimento deste trabalho foi realizado entre os meses de outubro e
dezembro do ano de 2019, nos laboratérios de Quimica Orgéanica, Central Analitica e
Nematologia do Instituto Federal Goiano — Campus Morrinhos, localizado na zona rural

do municipio de Morrinhos — Goiés.

4.1.COLETA E PREPARACAO DO FRUTO DO PEQUI

O fruto do pequi foi coletado nos meses de outubro e novembro de 2019. O
material foi coletado na zona rural do municipio de Buriti Alegre (18°11'44.0"S
49°03'33.1"W), localizado na regido sul de Goias. Ele foi colhido de forma aleatoria
com casca, e armazenado em uma embalagem isolada, disposto a ndo haver contado
com contaminantes que poderiam alterar o resultado no processo de analise.

O fruto foi levado para o laboratério de Quimica Orgénica no IF Goiano —
Campus Morrinhos, onde foi descascado visando a obtenc¢do apenas da “polpa” do
pequi, a qual foi picada em pequenos pedacos e armazenado em uma embalagem

vedada na geladeira do laboratério até 0 momento da extragdo do OE.

4.2. EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

O OE foi extraido por meio do processo de hidrodestilacdo utilizando o aparelho
Clevenger no laboratdrio de Quimica Organica do IF Goiano-campus Morrinhos. Foram
realizadas seis extracbes de 4 horas de duragdo cada uma. Em cada extragdo foi
utilizada 0,5 kg de polpa de pequi e 2 L de dgua destilada.

Apds o término da extracdo, o OE aparente foi retirado com uma pipeta de
Pasteur e armazenado em um frasco isolado. Em seguida foi colocado na geladeira até o
momento das analises quimica e biologica. O restante do OE foi extraido da fase aquosa
em um funil de separacéo, utilizando 5 mL de diclorometano, CH,Cl,. A mistura foi
seca, filtrando a fase organica em sulfato de sodio anidro, NaSO,. A mistura foi
armazenada em um frasco coletor e aquecida em uma chapa de aquecimento numa
temperatura de 27 °C para a evaporacao do solvente. Por fim o frasco contendo o OE foi
colocado na geladeira até 0 momento da analise quimica.

O OE de pequi foi extraido utilizando o processo de hidrodestilagdo. Das seis
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extracOes totais realizadas foi obtido um volume de cerca de 1,0 mL de dleo, no qual foi

utilizado para o teste biologico e para a analise quimica no CG-EM.

4.3.ANALISE QUIMICA NO CG-EM

Apols a etapa de extracdo, o OE destinado a analise quimica foi levado ao
laboratorio na Central Analitica do Instituto Federal Goiano campus Morrinhos e
injetado no Cromatografo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massa, (CG-EM),
seguindo o método proposto por Adams (2007).

As amostras dos 6leos essenciais foram analisadas em um cromatografo a gas
acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) da marca Perkin Elmer, modelo
GCClarus680/EMClarusSQ8S, equipado com coluna capilar da marca Perkin Elmer
Elite 5 (5% de difenil e 95% de dimetilpolisiloxano) de 30 m de comprimento, 0,25 mm
de diametro interno e 0,25 um de espessura de filme. O gas carreador foi o hélio a fluxo
constante de 1 mL min™, as temperaturas do injetor (modo slipt 1:20) e detector foram
respectivamente 220 e 246 °C; o volume de injecdo foi de 1 pL de éleo diluido em
hexano e desumidificado com sulfato de sodio. A rampa de aquecimento foi de 60 a
246 °C (3 °C.min™). O detector de massas foi operado com energia de impacto de 70 eV
(ADAMS, 2007).

4.4.1DENTIFICACAO DOS COMPONENTES DO OLEO ESSENCIAL

Apos a injecdo do OE no CG-EM foi feita a analise do resultado obtido. Foram
analisados todos os picos apresentados no cromatograma. A identificacdo dos
compostos presentes no OE foi baseada na comparacdo do espectro de massa obtido
para cada composto com o0s espectros da biblioteca presente no Software do
equipamento, o Nist08 e no livro referéncia de Adams (2007). A comparagéo teve foco
no perfil dos espectros (fragmentac6es) e no tempo de retengéo.

4.5.ANALISE BIOLOGICA

A anélise foi realizada no laboratorio de Nematologia do IF Goiano campus
Morrinhos. Para a verificagdo do efeito nematicida em J2 de Meloidogyne javanica, foi

preparado em tubos de ensaio cinco solugdes em quintuplicatas com agua destilada e
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diferentes concentragdes de J2, como é mostrado na Tabela 3. Vale ressaltar que a
extracdo, identificacdo e preparacdo das solugées com a presenca dos nematoides foram
preparadas por alunos do curso de agronomia do IF - campus Morrinhos.

Tabela 3: Quantidade J2 presentes em cada amostra das solucdes preparadas.

Tubo Solucéo Quantidade de J2
1 T1 80

2 T2 160

3 T3 320

4 T4 640

Testemunha TO 40

Fonte: O autor.

Em seguida foi preparada uma solucéo solubilizante, seguindo a metodologia de
Marino et al. (2012), na qual foi misturado 100 mL de &gua destilada juntamente com
10 mL de é&lcool etilico e 3mL de Tween. O tratamento bioldgico foi realizado
adicionando 100 pL desta solucdo solubilizante na solugdo testemunha sem adicdo de
OE e 100 pL juntamente com quantidades diferentes de OE para cada uma das solugdes
nos tubos de ensaio. Na Tabela 4 é mostrada a quantidade de OE utilizada em cada uma
das solugdes nos tubos de ensaio.

Tabela 4: Quantidade de OE utilizado no tratamento das soluces.

Tubo Solucédo Quantidade de OE (uL)
1 Tl 0,2
2 T2 0,4
3 T3 0,8
4 T4 1,6
Testemunha TO 0,0

Fonte: O autor

Apos a aplicacdo da solucdo junto com o OE nas solucdes, as mesmas foram
armazenadas na geladeira mantidas a temperatura de 27°C. Depois de 24 horas, foi feita
a contagem dos J2 mortos. A solucgéo foi retirada da geladeira e foi feita a contagem de

cada uma das solugdes. A contagem foi feita utilizando um microscopio optico e uma
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camara de Peters de capacidade de 1,0 mL. Foram considerados mortos as unidades de
J2 com os corpos retos e imoveis. Um exemplo dos NDG considerados mortos é
mostrado na Figura 14.

Figura 14: Exemplo de J2 considerado como morto

Fonte: O autor
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.IDENTIFICAC,‘AO DOS COMPOSTOS PRESENTES NO OE
A partir do processo de CG-EM foi obtido um cromatograma (Figura 15), onde
0s picos apresentados indicam os compostos presentes na mistura complexa do OE do

pequi no seu devido tempo de retencéo.

Figura 15: Cromatograma do 6leo essencial de pequi (2019).
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Fonte: O autor

Foi notada inicialmente a pequena quantidade de picos nesta analise, comparado
ao mesmo teste realizado com o OE de pequi no ano anterior (2018), que foi resultado
de um projeto de iniciacdo cientifica pelo mesmo autor desta monografia. O

cromatograma obtido para a amostra de OE de 2018 € mostrado na Figura 16.



Figura 16: Cromatograma do 6leo essencial de pequi do ano de 2018.
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Na anélise quimica realizada com esse OE de pequi em 2018 utilizando a técnica

CG-EM, foram identificados diversos compostos, dentre 0s mais comuns, 0S

monoterpenos, como o a-pineno (CioHig) € 0 eucaliptol (CioH180). Os compostos

identificados nesta analise sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Compostos identificados do OE de 2018.

Tempo de retengdo Composto Formula Molecular
(min)
5.55 o — pineno C1ioH1s
7.50 Hexanoato de etila CgH160,
8.43 D-Limoneno C1ioH1s
8.73 Eucaliptol C10H150
12.97 3,4,4- trimetileptano C1oH2
14.67 a — terpineol C10H150
16.54 Carvona C10H12.0

Fonte: O autor

A Tabela 6 apresenta os compostos identificados no OE do fruto do pequi no

ano de 2019.
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Tabela 6: Composicao quimica do OE do pequi (2019).

Numero  Tempo de Formula Massa Composto
Retencao Molecular  Molecular
1 3.66 C7/H140, 130 2-metilbutanoato de etila
2 3.73 C/H140, 130 3-metilbutanoato de etila
3 5.25 NI NI NI
4 5.59 CgH1602 177 Butanoato de sec-butila
5 7.46 CgH1602 144 Hexanoato de etila
6 8.45 CioH1s 136 D-limoneno
7 8.98 CioH16 136 a-Ocimeno
7 8.98 CioHas 136 B-Ocimeno
8 9.36 CgH150; 158 2—metil propanoato de
isopentila
9 12.07 NI NI NI
10 14.59 C10H120, 172 Octanoato de etila
11 16.29 C10H20, 164 2—fenilacetato de etila

Nota: NI = ndo identificado. Fonte: O autor.

Vérios fatores podem ser 0s responsaveis por essa discrepancia entre 0s
compostos identificados na analise atual em comparacdo com a analise do OE de pequi
de 2018, como o local, maturagéo do fruto e sazonalidade da coleta do fruto do pequi. O
fruto do pequi foi coletado entre 0os meses de janeiro e fevereiro em 2018 e entre 0s
meses outubro e dezembro de 2019.

O pequizeiro do qual o fruto da amostra recente de OE foi extraido era
visualmente bem mais novo e pequeno que 0 pequizeiro da amostra de 2018. Neste
sentido um dos fatores que pode influenciar nesta diferenca de composi¢do do OE é o
estagio de desenvolvimento em que se encontrava a planta na época de extracao.
Segundo Brant (2008), dependendo do estagio de desenvolvimento da planta, ela ndo
consegue realizar alguns processos de biossintese de certos compostos constituintes do
OE, o que pode justificar certos constituintes encontrados da amostra de 2018 que néo
foi encontrada na amostra atual, como é o caso do a—pineno, eucaliptol, 3,4,4-
trimetileptano, a—terpineol e carvona.

Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2006), a temperatura € um fator que influencia
diretamente na composi¢do quimica de um OE, podendo fazer com que alguns volateis
evaporem dependendo da temperatura do momento. Neste sentido, a composi¢ao de um
OE de uma mesma espécie coletada na parte da manha pode ser diferente da analise de

uma amostra coletada no periodo da tarde, caso que pode ter ocorrido nestas analises, ja
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que o pequi do OE do ano de 2018 foi coletado no periodo da tarde e o do OE de 2019
no periodo da manha.

Condigbes como sazonalidade, umidade, entre outras, também podem ter sido
responsaveis por essa grande diferenca de compostos presentes nas duas amostras
(MORAES, 2009). Nesse seguimento recomenda-se que o analista faca um registro do
horério, local e condicbes do momento em que o fruto foi extraido, para que seja
possivel a identificacdo dos fatores causadores dessa grande variabilidade
composicional.

Os compostos foram identificados a partir da comparacdo do espectro de massa
obtido com espectros de massas presentes na biblioteca do software do equipamento, o
Nist08®. Este software apresenta um fator de compatibilidade entre os espectros
analisados que vai de uma escala de zero até 100%. Todos os compostos identificados
obtiveram um grau de confiabilidade maior que 90%, além disso, alguns compostos
foram confirmados também comparando o espectro de massa obtido com os trazido por
Adams (2007), que apresenta diversos espectros ja identificados para alguns compostos.
As estruturas das substancias identificadas na analise de 2019 sdo mostradas na

Figura 17.
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Figura 17: Estruturas de compostos identificados no OE do pequi.
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Nota: os nimeros das estruturas estdo relacionados com os compostos identificados na Tabela 6. Fonte: O
autor.

As substancias marcadas como NI na Tabela 6, significam “ndo identificadas”,
ou seja, nao foi possivel realizar a identificacdo dos compostos utilizando a técnica por
comparacdo de espectros de massa, devido a baixa compatibilidade dos espectros
analisados da biblioteca com o espectro de massa obtido. A biblioteca desatualizada
pode ter sido um fator de causa desta impossibilidade de identificagdo, tendo em vista
que diariamente sdo identificados diversos compostos com estruturas diferentes
(CHAUL et al.,2013).
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Nesse sentido seriam necessarios processos mais eficientes para a realizacdo da
identificagdo destes compostos NI. De acordo com Lima (2013), o processo de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) permitiria ndo sé identificar o composto
analisado, como também fazer a elucidacdo do mesmo, caso ndo houvesse estudos
referentes ao composto em questdo, logo, torna-se uma Otima forma de auxilio neste
processo de analise quimica. Para identificar os compostos do OE por RMN seria
necessario separa-los por cromatografia para obter uma amostra pura.

Além disso, também poderia ser calculado e comparado na literatura o indice de
Kovats ou o indice aritmético. Estes indices sdo obtidos por interpolacéo, relacionando o
tempo de retencdo do componente em estudo com o tempo de retencdo de dois padrbes
(geralmente hidrocarbonetos) eluidos, antes e apds o pico do composto de interesse
(VIEGAS; BASSOLLI, 2007). O indice aritmético ndo foi calculado porque ndo havia o
padrdo de alcanos na Central Analitica do IF Goiano — campus Morrinhos.

Da andlise dos resultados obtidos, foi visto que 77,8% dos compostos
identificados sdo substancias que apresentam o grupo funcional éster, cuja estrutura
geral é mostrada na Figura 18. De acordo com Roberts e Caserio (1977), os ésteres sdo
uma importante classe de compostos organicos que podem ser produzidos por meio de
reacOes de sintese ou extraidos de produtos naturais utilizando-se certos processos
adequados de extracdo. Sua utilizagdo é bastante difundida, tendo maior énfase de
aplicacdo no meio industrial. Os ésteres apresentam uma forte caracteristica aromatica,
que por sua vez é muito utilizada como aromatizantes nas industrias alimenticias
(COSTA et al., 2003).

Figura 18: Estrutura genérica de um éster.

Fonte: O autor

O restante dos compostos identificados sdo compostos monoterpénicos, que
representa 22,2% dos compostos identificados. De acordo com Lorena e Bicas (2016),
esta classe de compostos apresenta grande importancia para o aroma dos produtos

naturais, principalmente para as frutas citricas e os frutos, como € o caso do pequi.
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O composto majoritario identificado nesta analise foi o0 hexanoato de etila (5),
assim como nas anélises realizadas por Cordeiro et al., (2013), Cordeiro (2012) e Paula
et. al., (2013), que também realizaram a analise quimica com o OE de pequi. De acordo
com o trabalho de Nascimento (2007), este composto € utilizado comercialmente como
aromatizante sabor de abacaxi, entre outros.

No espectro de massa do hexanoato de etila (5), mostrado na Figura 19, o pico
com maior valor de m/z é 144.

Figura 19: Espectro de massa do hexanoato de etila.
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Fonte: O autor

Este pico apresentado é devido ao fragmento formado apenas pela ionizacéo, ou
seja, remocdo de um elétron Esta espécie que ndo houve quebras nas ligacGes é
chamada de ion molecular, na qual contém a massa do composto por uma carga positiva
unitaria, z = +1 (SILVERSTEIN, 2006). Logo, a massa do ion molecular apresenta a
mesma massa do composto analisado. Na Figura 20 mostra a representacdo da formacao

do ion molecular do hexanoato de etila (5).

Figura 20: Formacao do ion molecular.
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Fonte: O autor

O pico de maior intensidade da Figura 19 tem um valor de m/z 88, portanto € um
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fragmento de massa 88, que por ser o pico mais intenso, significa que € o ion mais
abundante formado pelas rupturas das ligagdes (PAVIA, 1996). Esse pico de maior
intensidade € denominado de pico base. Na Figura 21 é mostrado o rearranjo de

McLafferty, dando origem ao pico do ion molecular.

Figura 21: Formacéo do ion do pico base.
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Fonte: O autor

Outra fragmentacdo que ocorre ¢ a clivagem a, que origina 0 ion m/z 73. A sua
formacédo é representada na Figura 22.

Figura 22: Formacéo do ion de m/z 73.
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Do mesmo modo, pode haver a clivagem a do outro lado da carbonila, originado

0 ion que d& origem ao pico de m/z 99. O processo de formacao desse ion é mostrado na
Figura 23.
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Figura 23: Formacao do ion de m/z 99.
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Fonte: O autor

Segundo o trabalho de Passos et al., (2002), o hexanoato de etila (5) mostrado
anteriormente e o octanoato de etila (10) apresentaram efeito antifingico em testes in vitro
no combate de Cryptococcus neoforman. Ainda segundo os trabalhos de Cordeiro et al.,
(2013) e Cordeiro (2012) foram identificados os compostos 2—metilbutanoato de etila
(1), p-ocimeno (7) e octanoato de etila (10), que também foram identificados nesta
andlise.

O composto 2-metilbutanoato de etila (1) foi encontrado na analise do OE de
macas realizada por Janzantti (1996), e € o éster responsavel pelo aroma de maca. O
B—ocimeno (7)), é relatado como aromatizante responsavel por cheiro de diversas flores,
assim como também é produzida por certas plantas nas quais foram atacadas por
herbivoros (LIMA; HOUSE, 2001). Tal acdo ocorre como forma de defesa que repele
insetos prejudiciais para as plantas nesse momento de sensibilidade.

Segundo o trabalho de Pires et al., (2017), o composto D—limoneno encontrado
nesta analise, tem uma importancia econémica devido a sua ampla utilizacdo na
industria alimentar. Também no trabalho de Nascimento et al., (2019), o D-limoneno
foi utilizado no tratamento de ataques antiarritmicos em teste em ratos, apresentando

efeito satisfatorios em certas concentragdes.

5.2.AVALIACAO DA ATIVIDADE NEMATICIDA

Os resultados obtidos verificando a taxa de mortalidade de J2 para os diferentes
volumes de OE de pequi utilizados sdo mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7: Mortalidade de J2 com a variacéo de OE de pequi.

Repeticdo  Testemunha Solucdo T1 Solucdo T2 Solucdo T3  Solucdo T4

4032 80 J2 160 J2 32032 640 J2

0,0pL+de OE O,2uL+de OE O,4uL+de OE 0,8uL+de OE 1,6uL+de OE
R1 1 30 32 14 36
R2 1 20 28 14 32
R3 1 30 24 20 36
R4 2 20 20 16 28
R5 1 16 28 16 32

Rmedio 1,2 23.2 26.4 16 32.2

Nota: Rmédio é a média da mortalidade de J2. Fonte: O autor

Com o valor de Rpggio foi plotado um grafico de mortalidade de J2 observada

pelo volume de OE utilizado. O gréfico é mostrado na Figura 24.

Figura 24: Grafico de J2 mortos pelo volume de OE utilizado.
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Fonte: O autor

Observando os resultados presentes na tabela e no gréfico, é notado que todas as
solugdes de J2 tratadas com as fraches de OE de pequi obtiveram uma taxa de
mortalidade no controle de Meloidogyne javanica. Porém o percentual de juvenis
mortos foi muito pequeno em relacdo a quantidade total presentes nas solucdes. As
solugdes T1 e T2 foram as que obtiveram uma taxa de mortalidade maiores em relagéo
as outras, com 29% e 16,5% de J2 mortos respectivamente. A mortalidade para as
solugdes T3 e T4 obtiveram uma taxa de 5% para ambas as solugdes.

Para a solugédo testemunha foi obtido uma taxa de mortalidade quase nula, fato

que ja era esperado, tendo em vista que a unica solucdo adicionada ao sistema foi a
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solucéo solubilizante sem nenhuma quantidade de OE de pequi. As quantidades de J2
encontradas mortas nesta solucdo possivelmente estariam debilitadas antes mesmo da
adicéo da solucgéo solubilizante.

Né&o foi encontrada nenhuma referéncia na literatura na qual o OE de pequi foi
utilizado no controle de M. javanica. Porém no trabalho de Lopes (2017), é relatada a
utilizacdo de extrato das folhas pequi na mesma espécie de J2 trabalhadas nesta anélise.
De acordo a autora, a taxa de mortalidade de M. javanica foi de 20% dos juvenis
iniciais, ou seja, uma taxa relativamente pequena como em nosso caso.

Maistrello et al., (2010), afirmam que os taninos, flavonoides, alcaloides,
esterOis e glicosideos sdo classes de compostos que frequentemente apresentam
atividades nematicida. N&o foi identificado nenhum composto presente no OE de pequi
gue se enquadram nesta classe de compostos, fator este que pode ser o responsavel pela
taxa de mortalidade tdo baixa como a obtida nesta analise e na de Lopes (2017).

Em nossa analise foram identificados apenas dois terpenos, o D-limoneno (6) e
o a e f—ocimeno (7). A baixa presenca dessa classe de compostos no OE de pequi pode
ter contribuido para a baixa taxa de mortalidade obtida de J2, pois segundo Oka (2000),
é devido aos compostos terpénicos oxigenados presentes nos OES que 0s mesmos
conseguem apresentar atividade nematicida. A presenca destes compostos também foi
observada por Borges (2017), que verificou uma grande taxa de mortalidade de Juvenis
de M. javanica, com OE de aroeirinha que apresentou diversos compostos da classe dos
terpenos.

Em relacdo aos J2 mortos nesta anélise, ainda ndo se sabe ao certo o mecanismo
de agdo do OE nos fitonematoides. Porem testes realizados por Marino et al., (2012),
mostraram que os OEs interagem com a membrana citoplasmatica, promovendo o
ruptura de polissacarideos, fosfolipidios e lipideos, ocasionando a despolarizacdo de
algumas membranas das organelas citoplasmaticas, alterando a permeabilidade destas
membranas.

Segundo o trabalho de Moreira et al.,(2015), em uma analise de mortalidade de
de J2 com OE de Lippia sidoides, foi obtido uma taxa de mortalidade de 83% de
M. incAgnita, uma taxa de mortalidade alta para o tratamento com OE. Na analise
realizada neste trabalho, todos os volumes utilizados de OE de pequi no controle de J2
de M. javanica obtiveram uma taxa de mortalidade. Porém essa taxa foi muito pequena
em relagdo a quantidade total de nematoides presentes no sistema, logo ndo apresentou

o efeito nematicida que se espera para seu uso em grandes plantacGes. Talvez realizando
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esse mesmo estudo com um aumento significativo no volume do OE possa obter

resultados mais satisfatorios, podendo ser alvo de estudo de outro trabalho.
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6. CONCLUSOES

Os constituintes quimicos presentes no OE de pequi apresentaram uma enorme
variacdo composicional em relagdo ao mesmo teste realizado no ano de 2018. O horéario
e local da coleta assim como o estagio de desenvolvimento da planta podem ser os
possiveis fatores influenciadores nessa grande variacdo. Dos compostos identificados
pelo processo CG-EM, 77,8% apresentaram o grupo funcional éster, que por maioria
sdo utilizados comercialmente em industrias alimenticias como aromatizantes. O
restante dos 22,2 % dos compostos identificados sdo terpenos, também utilizado na
indUstria alimenticia.

O OE de pequi ndo promoveu uma taxa de mortalidade significativa de J2 de M.
javanica nos volumes utilizados, tal resultado pode ser explicado pela auséncia de mais
compostos da classe dos terpenos, que sdo 0s responsaveis pela atividade nematicida
nos OEs.

Neste sentido conclui-se deste trabalho que os objetivos foram alcancados com
sucesso, sendo possivel a partir dele identificar os compostos presentes no OE pequi,
podendo concluir também que os constituintes presentes ndo favorece a sua utilizagdo

como nematicidas de NDG M. javanica.
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RESUMO

Os fitonematoides causam grandes prejuizos em culturas agricolas no mundo inteiro. O
seu principal controle é realizado com produtos quimicos de alta toxidade para o
homem, animais e o meio ambiente. Uma forma alternativa de controle desses parasitas
é a utilizacdo de dleos essenciais, que sdo uma mistura complexa de diversas classes de
compostos produzidos pelo metabolismo secundario das plantas. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi identificar os compostos quimicos constituintes do 6leo
essencial (OE) do fruto do pequi (Caryocar brasiliense Cambess), utilizando a técnica
de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa (CG-EM), além de
verificar sua atividade nematicida no controle de Meloidogyne javanica. O fruto do
pequi foi coletado na zona rural do municipio de Buriti Alegre, regido sul de Goias. A
extracdo do oOleo essencial foi realizada por hidrodestilagdo utilizando o aparelho
Clevenger. A identificagdo dos compostos quimicos foi realizada comparando o0s
espectros de massa obtidos com os espectros presentes na biblioteca do equipamento,
Nist08. O ensaio bioldgico foi realizado utilizando nematoides juvenis de segundo
estddio (J2). Da analise quimica realizada no CG-EM, foram identificados onze
compostos, resultado diferente da mesma andlise realizada com o OE de pequi no ano
anterior (2018), a qual apresentou diversos compostos que ndo estavam presentes na
andlise do dleo atual (2019). Essa discrepancia na composic¢do do OE pode ter ocorrido
devido ao periodo ao qual o fruto foi coletado, fator que interfere diretamente na
composicdo quimica dos 6leos essenciais, assim como o local e sazonalidade. Dos
compostos identificados em 2019, 77,8% sdo esteres, classe de compostos utilizados
comercialmente como aromatizantes. Os ésteres identificados formam o 2-
metilbutanoato de etila; 3-metilbutanoato de etila; butanoato de sec-butila, 2-metil
propanoato de isopentila; octanoato de etila e 0 composto majoritario hexanoato de etila
que é utilizado comercialmente como aromatizante de abacaxi. Os demais 22,2% dos
compostos identificados s&o monoterpenos, o a ou B—ocimento e D-limomeno. No
ensaio bioldgico foi obtida uma mortalidade abaixo de 5% com os volumes de 0,8 e 1,6
uL. Para os volumes de 0,2 e 04 pL foram obtidas uma taxa de mortalidade de 29% e
16,5% respectivamente. Em ambos os casos o numero de J2 mortos foi pequeno
considerando a quantidade de nematoides nas solugdes tratadas. A baixa atividade
nematicida do OE pode ser explicada pela composi¢do do 6leo, o qual é constituido
majoritariamente de ésteres, que sdo compostos que ndo possuem atividade nematicida
relatada na literatura. Desse modo, pode-se concluir que os volumes do 6leo essencial
do pequi utilizado nesta amostra ndo sdo recomendadas para o tratamento de
Meloidogyne javanica, visto que as taxas de mortalidade obtidas foram muito pequenas
perante a grande quantidade de J2 que estavam presentes no ensaio bioldgico.



ABSTRACT

Phytonmatoids cause great damage to agricultural crops worldwide. Its main control is
carried out with chemicals of high toxicity for man, animals and environment. An
alternative way of controlling these parasites is the use of essential oils, which are a
complex mixture of several classes of compounds produced by the secondary
metabolism of plants. In this context, the objective of this work was to identify the
chemical compounds of the essential oil (EO) of the pequi fruit (Caryocar brasiliense
Cambess), using the gas chromatography technique coupled to the mass spectrometer
(GC-MS), in addition to checking its nematicidal activity in the control of Meloidogyne
javanica. The pequi fruit was collected in the rural area of the municipality of Buriti
Alegre, in the southern region of Goias. The extraction of the essential oil was carried
out by hydrodistillation using the Clevenger apparatus. The chemical compounds were
identified by comparing the mass spectra obtained with the spectra present in the
equipment library, Nist08. The biological assay was carried out using juvenile second
stage nematodes (J2). From the chemical analysis performed at the GC-MS, eleven
compounds were identified, a result different from the same analysis performed with the
pequi EO in the previous year (2018), which presented several compounds that were not
present in the analysis of the current oil (2019). This discrepancy in the composition of
the EO may have occurred due to the period which the fruit was collected, a factor that
directly interferes in the chemical composition of essential oils, as well as the location
and seasonality. Of the compounds identified in 2019, 77.8% are esters, a class of
compounds used commercially as flavorings. The esters identified were ethyl 2-
methylbutanoate; Ethyl 3-methylbutanoate; sec-butyl butanoate, isopentyl 2-methyl
propanoate; ethyl octanoate and the major compound was ethyl hexanoate that is used
commercially as a pineapple flavoring. The 22.2% of the identified compounds were
monoterpenic compounds, the o or p — ocimene and D-limomene. From the biological
test, was obtained a mortality less than 5% with volumes of 0.8 and 1.6puL. For the 0.2
and 04pL, was obtained a mortality rate of 29% and 16.5%, respectively,. In both cases
the number of dead J2 was small considering the amount of nematodes in the treated
solutions. The low nematicidal activity of the EO can be explained by the composition
of the oil, which is mostly made up of esters, which are compounds that do not have
nematicidal activity reported in the literature. Thus, it can be concluded that the
volumes of pequi essential oil used in this sample are not recommended for the
treatment of Meloidogyne javanica, since the mortality rates obtained were very small
in view of the large amount of J2 that were present in the biological test.
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1. INTRODUCAO

A crescente expansdo populacional acarreta também o aumento da demanda pelo
cultivo de alimentos. A cada ano que passa € necessario na agricultura o cultivo de
milhares de toneladas de alimentos para que se satisfaca essa diligéncia. No Brasil, a
producdo de alimentos também € a Unica fonte de renda para diversas familias, que por
muitas vezes aplicam grande parte do lucro ganho na ampliagdo da &rea do plantio ou na
producdo de outras espécies.

Porém é muito comum os agricultores depararem-se com a perda parcial ou até
mesmo total da sua plantacdo, isto devido a certas doencas causadas por alguns
parasitas. Algumas destas doencas causam o enfraquecimento da planta, que por
consequéncia causam o desfolhamento prematuro e até mesmo a sua morte
(CAMARGO, 2005). Um dos parasitas mais importantes que causam doencas na
agricultura brasileira sdo os fitonematoides.

Segundo Monteiro e Lordello (1976), os fitonematoides sdo organismos
microscopicos que habitam as plantas e removem nutrientes que Sao necessarios para o
desenvolvimento e reproducdo das células vegetais, causando-lhes severas doencas.
Dentre estes parasitas, 0s que mais causam prejuizos sdo os do género Meloidogyne e
Heterodera que causam galhas e cistos, respectivamente. Além destas, existem
registrados na literatura mais de 30 espécies de fitonematoides que atacam quase todas
as culturas (CASTANEDA, 2015). Na Figura 1 é mostrado um exemplo de uma raiz

normal e uma com a presenca de galhas causadas por fitonematoides.

Figura 1: Raiz saudavel e raiz com galhas.

Fonte: Boas praticas econdmicas (2019).



Os principais controladores destes parasitas utilizados hoje na agricultura sdo
produtos quimicos agressivos ao solo, que se espalham na terra e contaminam fontes de
agua. Segundo Ferrari (1986), estes nematicidas sdo extremamente tdxicos ao homem e
outras espécies, além de agredir severamente 0 meio ambiente. Nesse sentido torna-se
necessaria a busca por fontes alternativas de controle bioldgico que diminua esses riscos
aos animais e a0 meio ambiente.

Segundo Oka (2010), é possivel utilizar plantas como controladores naturais. Na
literatura, existem diversos estudos mostrando a atividade nematicida de extratos de
diversas plantas e frutos, entre elas encontra-se o pequi.

O pequi é o fruto de uma planta tipica do cerrado brasileiro, o Caryocar
brasiliense Cambess. O pequi tem um forte sabor e aroma que marcam presenca
rotineira na gastronomia goiana e mineira. Segundo o trabalho de Ribeiro et al. (2012), o
extrato do pequi € um exemplo de vegetal que foi estudado e apresentou taxa de
mortalidade em combate de alguns géneros do Meloidogyne.

De acordo com Oka (2010), os 6leos essenciais (OEs) também sdo uma opcéo
para 0 combate dessa classe de parasitas, pois 0s mesmos podem ser liberados por
volatilizacdo ou lixiviagdo no solo. Segundo Simdes e Spitzer (2010), os OGleos
essenciais sdo metabdlitos secundarios compostos por uma complexa mistura de
volateis produzidos por partes das plantas. A extracdo destes OEs pode ser obtida por
meio de processo de destilacao.

Os OEs apresentam diversas caracteristicas fisico-quimicas comuns a todos eles.
Na temperatura ambiente todos sdo liquidos e de aparéncia oleosa, dai a nomeacdo de
6leo. Além disso, todos eles apresentam solubilidade em solventes organicos apolares.
Porém, a principal caracteristica em comum é o forte aroma e a volatilidade que os
diferenciam dos 6leos fixos de misturas lipidicas (SIMOES; SPITZER, 2010).

Diversas classes de compostos estdo presentes na composi¢do quimica dos OEs.
Os terpenoides e os fenilpropanoides sdo os principais grupos majoritarios. Além
dessas, outras classes também estdo presentes nos OEs, como éteres, ésteres, alcoois e
etc.(SIMOES; SPITZER, 2010).

Devido a presenca dessa diversidade de constituintes citados acima, existem
diversas possibilidades de utilizacdo, alem do combate aos parasitas ja citados. Segundo
Passos et al., (2009), devido a presenga de compostos da classe dos tepenoides, 0s OEs

podem ser utilizados como anticonvulsivante e sedativo em tratamento para problemas



do sistema nervoso central. De acordo com o trabalho de Junior (2003), os
fenilpropanoides e alguns compostos da familia dos terpenoides presentes nos OEs
também permitem sua utilizacdo como agentes ativos no combate de alguns insetos em
plantacdes ou de uso domeéstico.

Segundo Silva (2001), devido ao forte aroma caracteristico dos OES, 0s mesmos
sdo amplamente utilizados em industrias de perfumes e fragrancias. Ainda devido a
caracteristica do aroma, pode-se citar a sua utilizacdo em incensos e odorizantes. Os
Oleos também contém substancias presentes na sua constituicdo que sdo utilizadas nas
atividades farmacoldgicas, como anti-inflamatorias, antissépticas, antimicrobianas, entre
outras (MACHADO; JUNIOR, 2011).



2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVOS GERAIS

e Identificar os compostos quimicos presentes no Oleo essencial do pequi e

verificar o efeito nematicida sobre Meloidogyne javanica.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair o dleo essencial do fruto do pequi por hidrodestilacdo em aparelho
Clevenger.

e Identificar os componentes volateis do 6leo essencial a partir da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas.

e Verificar o efeito bioldgico do 6leo essencial do pequi no controle do
Meloidogyne javanica.

e Correlacionar a atividade nematicida com os compostos identificados no 6leo

essencial do pequi.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.O0LEOS ESSENCIAIS

Segundo Oussalah et al. (2007), os OEs sdo metabolitos secundarios
biossintetizados por plantas. De acordo com Vitti (2003), os OEs tém diversas fungdes nas
plantas, dentre as quais se pode citar a de atracdo e repulsdo de algumas espécies de
insetos, protecdo contra certos predadores, além de ser responsaveis pelo aroma das
plantas. Os 0leos essenciais sdo definidos como uma complexa mistura de substancias
volateis, odorificas e lipofilicas (SIMOES; SPITZER, 2010).

De acordo com Santos (2010), os OEs apresentam diversas caracteristicas gerais,
cuja principal destaca-se a volatilidade. Os OEs apresentam uma minima solubilidade
em agua, porém bastante o suficiente para aromatizar solu¢Bes aquosas. Segundo
Simdes e Spitzer (2010), os dleos apresentam alta solubilidade em solventes organicos
apolares, como os éteres. E devido a tal caracteristica os 6leos essenciais também sdo
chamados de 0leos etéreos.

Craveiro e Queiroz (1993), afirmam que os OEs apresentam uma caracteristica
comum que € o forte e intenso aroma agradavel, que por sua vez é explorado e
aproveitado por diversas industrias como, por exemplo, a de perfumes e fragrancias
(SILVA, 2001).

Segundo Jakiemiu (2008), aléem do forte aroma, os OEs também apresentam um
forte sabor que os fazem se tornarem presentes em diversos alimentos. Os autores
Simdes e Spitzer (2010), afirmam que esses Oleos apresentam uma leve picancia e um

sabor agudamente acido.

3.1.1. CONSTITUINTES QUIMICOS DOS OLEOS ESSENCIAIS

Segundo Simdes e Spitzer (2010), os principais constituintes dos OEs sdo 0s
terpenoides e os fenilpropanoides. De acordo com Dewic (2009), os terpenoides
formam diversas classes de produtos naturais que s@o derivadas de unidades de

isopreno, CsHg, cuja estrutura é mostrada na Figura 2.



Figura 2: Estrutura do isopreno.

Fonte: O autor.

Segundo o autor supracitado, a condensacdo de unidades monomeéricas do
isopreno da origem as classes de compostos majoritarios constituintes dos OEs, 0s
monoterpenos (Cio) e sesquiterpenos (Cis) (SCHEFFER, 1993). Na Tabela 1 é mostrado

0 esqueleto base destas classes de compostos.

Tabela 1: Relacdo de esqueleto base e classe dos compostos majoritarios derivados do

isopreno.
CLASSE DE ESQUELETO BASE
COMPOSTOS
Monoterpenos CH3 CH3
H;C
Sesquiterpenos CHs CHy CHs

Fonte: Adaptado de Simdes e Spitzer (2010).

Os fenilpropanoides sdo uma classe de substancias que sdo derivadas a partir do
4cido cinamico (OLEOS ESSENCIAIS, 2019). Segundo Carvalho et al., (2010), esta
classe de compostos apresenta um esqueleto base formados por Cg-C3, como 0 mostrado

na Figura 3.



Figura 3: Estrutura do &cido cindmico, um fenilpropanoide.
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X OH

Fonte: O autor

Segundo Simbes e Spitzel (2010), estas duas classes sdo as majoritarias
presentes nos OEs, porém a composicdo destes O6leos podem variar desde
hidrocarbonetos simples até compostos organicos funcionais, como alcoois, cetonas,
fendis, acidos carboxilicos, aminas, amidas, éteres e ésteres. Como exemplo disto,
temos o trabalho de Barbosa et al., (2006), que mostra a presenca do alcool octan-3-ol,
cuja estrutura é mostrado na Figura 4, encontrado no OE da Lippia alba. Outro exemplo
é o trabalho de Oliveira et al., (2009), que encontrou em suas analises de OE da
Pimenta diodlica os constituintes eugenol (fenol e éter) e miristicina (éter), cuja

estruturas sdo mostradas nas Figuras 5 e 6, respectivamente.

Figura 4: Estrutura do octan-3-ol. Figura 5: Estrutura do eugenol.
OH

CH

0 __CH,

3
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HO

Fonte: O autor Fonte: O autor



Figura 6: Estrutura da miristicina
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Fonte: O autor

3.1.2. VARIABILIDADE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS
ESSENCIAIS

A composicdo dos constituintes dos OEs é baseada em fatores genéticos das
plantas, porém, condi¢cBes externas podem encarregar-se de alterar a composicdo e
concentracdo dos compostos de um determinado OE produzido por uma mesma espécie
(MORAES, 2009). Segundo Chaves (2002), alguns estimulos ambientais podem fazer
com que a rota metabodlica produtora dos OEs seja alterada, fazendo com que haja a
alteracdo da biossintese de certos compostos presentes no 6leo.

A variagdo de temperatura € um fator que interfere diretamente na composicéo e
concentracdo de producdo de Oleos essenciais. Benincasa (2003), afirma que algumas
plantas conseguem se adaptar a variagdes repentinas de temperatura, porém, pode haver
consequéncias como no fator de reproducdo, frutificacdo e producdo de metabdlitos
secundarios, como é o caso dos OEs.

De acordo com Moraes (2009), a producdo de OEs é maior em temperaturas
elevadas, porém ha um grande indice de perda devido a sua caracteristica volatil. A
elevacdo da producédo deste metabolito secundario com a elevacao da temperatura se deve
ao fato das reacOes biossintéticas dependerem de suprimentos de esqueletos carbonicos,
que sdo realizados por processos fotossintéticos e compostos energéticos que participam da
regulamentacdo destas reagoes (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Devido a composicdo e concentracdo dos OEs dependerem da temperatura, o
horario na qual o vegetal que extraido o OE é coletado, reflete no rendimento obtido e
dos componentes do 6leo extraido (SILVA et al., 2003). Portando a coleta do material
vegetal deve ser realizada em horarios estratégicos dependendo do objetivo do coletor.

O excesso ou falta de agua no solo pode fazer com que processos quimicos e
biologicos se alterem, limitando a quantidade de nutrientes e acelerando a formacdo de

compostos toxicos a raiz (MORAES, 2009). Essas alteracdes fazem com que algumas



reac0es necessarias para a formagdo dos OEs ndo ocorram, podendo diminuir a
concentragdo e composicao dos mesmos.

O local onde o material vegetal foi coletado também pode influenciar na
composicdo de um OE. Isso porque dependendo das condigdes nas quais a planta esta
sobrevivendo, ela ndo consegue 0s nutrientes necessarios para realizar a sintese de certos
constituintes do 6leo (PAULUS et al., 2013). Portanto, um local no qual a planta recebe
luz do sol, &gua e solo rico em nutrientes pode apresentar uma composi¢cao quimica
diferente de um OE extraido da mesma espécie em um local com condicGes adversas.

Outros fatores também afetam a composicdo dos OEs, dentre eles pode-se
destacar o estadio de desenvolvimento da planta. De acordo com Brant (2008), os
estadios iniciais da planta ndo conseguem realizar algumas reacdes de biossintese
necessarias para a formacdo de alguns compostos. Outros exemplos de fatores
responsaveis por essa variacdo é a sazonalidade, nutricdo, cuidados pds-colheita e etc.
(SIMOES; SPITZER, 2010).

3.1.3. EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Existem diferentes formas possiveis de realizar o processo de extracdo de OEs, 0
método adotado para proceder a extracdo deve ser pensado no objetivo a qual o 6leo
sera destinado. Segundo Simdes e Spitzer (2010), as formas de extracdo mais adotadas
séo as de enfleuragem, prensagem, solventes organicos e hidrodestilacéo.

Segundo Rostagno e Prado (2013), no processo de hidrodestilacdo que é
utilizado para extracdo de baixa escala, parte da planta permanece em contato com a
agua fervente, podendo ou ndo estar completamente imerso. O OE é arrastado com o
vapor de &gua que é condensado logo em seguida (BIASI; DESCHAMPS, 2009). O
processo de hidrodestilagdo é realizado utilizando o aparelho de Clevenger, mostrado na

Figura 7.
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Figura 7: Aparelho de Clevenger.

Fonte: O autor

Devido a caracteristica de serem pouco sollveis em &gua, os OEs se separam
formando outra fase, onde pode ser retirada utilizando uma pipeta de Pasteur ou por
meio de decantacdo. Para obter um OE mais puro é recomendavel fazer uma filtragem
do o6leo com sulfato de sodio anidro, NaSO,, para reter particulas de 4gua que estejam
presentes (SARTOR, 2009).

3.1.4. UTILIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os 6bleos essenciais sdao amplamente utilizados em diversos ramos industriais, e
gastrondmicos. No ramo industrial, segundo Silva (2001), sua utilizagdo marca presenca
em setores de aromas e fragrancias, sendo aplicado no desenvolvimento de novos
perfumes e colbnias, assim como em esséncias e velas aromaticas. Os OEs também
marcam presenca nas industrias farmacéuticas, devido a propriedades bioldgicas
presentes em alguns 6leos, como anti-inflamatoria, antibacteriana e analgésica (LANG;
BUCHBAUER, 2012). Em exemplo é o OE de geraniol que é comercializado e
utilizado como agente sensibilizador de células tumorais, para facilitar a quimioterapia
convencional (OLEOS ESSENCIAIS, 2019). Segundo Bizzo e Rezende (2009), o OE
de laranja também é explorado comercialmente devido a sua acdo no reforgo de funcdes

renais e sua utilizacdo como tonico estomacal.
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Devido ao sabor levemente &cido e forte aroma, muitos cozinheiros utilizam os
OEs em seus trabalhos. O 6leo essencial pode ser introduzido no meio gastronémico
desde uma simples forma para aromatizar o alimento, como também pode ser utilizado
como um tempero (BRASIL DE FATO, 2017). Além disso, pode-se citar a importancia
da utilizacdo dos OEs no desenvolvimento de cosméticos, para fins terapéuticos e

artesanais.

3.2.ANALISE INSTRUMENTAL DE IDENTIFICACAO

3.2.1. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSA

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) é um
método instrumental de analise que permite fazer a separacdo dos compostos e a
determinacdo da massa e a formula molecular de uma substancia organica presente em
uma mistura complexa (SKOOG, 2006, BRUICE, 2006). Esta técnica também permite
fazer a identificacdo de algumas caracteristicas estruturais da substancia analisada.

Esse procedimento é realizado com alta eficiéncia e reprodutibilidade. Nesse
processo, 0s constituintes da amostra analisada sao separados por particao de duas fases,
uma movel e outra estacionaria, e logo em seguida é mandada para o detector que é
responsavel pela identificacdo da amostra.

Na Figura 8 ¢ mostrado em um esquema que resume 0 processo de separagdo e
identificacdo em CG-EM.

Figura 8: Esquema do CG-EM.
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Fonte: Emwas, A. H. et al., (2015)
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Na parte da cromatografia gasosa (CG), a fase movel é um gas inerte em relacéo
a fase estacionaria (RODRIGUES, 2005), que segundo Chaves (1997), retém os analitos
por particdo. O gés hélio é comumente o mais utilizado como fase mdvel, e também
denominado como gas de arraste. Segundo Skoog (2006), os gases hidrogénio,
nitrogénio e argbnio também sdo muito utilizados.

Segundo Mihlen e Langas (2004), para a injecdo de amostras na camara de
injecdo é utilizada uma seringa, pois ela injeta a amostra em uma velocidade ideal, que
faz com que o resultado ndo tenha um espalhamento de bandas ou uma pobre resolucéo.

As colunas cromatograficas podem variar de 2 até 100 metros de comprimento
ou mais. Segundo Holler (2002), estas colunas sdo feitas de aco inoxidavel, vidro e
silica fundida. De acordo com Skoog (2006), elas apresentam didmetros médios de 10 a
30 mm. As colunas sdo abrigadas em um forno, portanto devem ser resistentes a rapidas
e pequenas variagOes de temperatura. Segundo o autor supracitado a temperatura ideal
para as colunas dependem do ponto de ebulicdo da amostra e do grau de separacdo
requerido. Para amostras que necessitem de longas faixas de temperatura para ebulicdo
€ necessario elaborar um método que aumente a temperatura progressivamente
(CHRISTIAN, 1994).

Ap0s a separacdo na coluna cromatogréfica os compostos separados passam por
um detector que deve seguir algumas caracteristicas: boa sensibilidade, estabilidade e
reprodutividade, suportar uma grande faixa de temperatura, curto tempo de resposta e
ter uma alta confiabilidade (SKOOG, 2006). A Tabela 2 traz alguns dos detectores mais

utilizados em CG e as amostras as quais sdo aplicaveis.

Tabela 2: Detectores em CG.

TIPO DE DETECTOR AMOSTRAS A QUAIS SAO APLICAVEIS
lonizacdo em chama Hidrocarbonetos

Captura de elétrons Compostos halogenados

Espectrometro de massas Ajustavel a qualquer espécie

Fonte: Adaptado de Holler (2002)

O resultado obtido em um processo de cromatografia € chamado cromatograma.
Nele é plotado a intensidade relativa de um composto detectado pelo seu tempo de
retencdo. Segundo Ciola (1973), o tempo de retencdo é definido como o tempo gasto

para 0 composto chegar ao detector desde o momento de injecdo. Na Figura 9 é
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mostrado o cromatograma de uma amostra genérica. Vale ressaltar que cada pico

mostrado nesse grafico representa uma substancia detectada.

Figura 9: Exemplo de cromatograma
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Fonte: Afinko (2014).

ApoOs passar pela coluna, 0s compostos ja& separados sdo enviados ao
espectrometro de massa que esta acoplado ao aparelho de CG. O espectrémetro de
massa requer uma pequena quantidade de amostra, que apds ser detectada € ionizada.

De acordo com Croti e Lopes (2006), a ionizacdo é o processo de remocao de
um elétron de um &tomo ou molécula para a formacao de ions. Existem diferentes tipos
diferentes de processos de ionizacdo, dentre 0s quais 0s principais sdo a ionizagdo
quimica por dessorcdo e ionizacdo por impacto de elétrons (PAVIA, 1996).

A técnica de ionizagdo mais utilizada para andlise de Oleos essenciais no
espectrOmetro de massa é a ionizacdo por impacto de elétrons (EI). Nessa técnica, a
amostra a ser analisada é bombardeada com um feixe de elétrons de alta energia de
70 eV. O impacto com esse feixe de elétrons remove um elétron da amostra formando
um cétion-radical, chamado de ion molecular (SKOOG, 2006). De acordo com
Silverstein (2006), essa energia € mais que suficiente para ionizar a amostra, logo, a
energia restante é dissipada por parte, pelo rompimento de ligacGes covalentes presentes
na amostra, resultando nas chamadas fragmentacoes.

A ionizagdo por impacto de elétron € a mais utilizada, porque grande parte dos
trabalhos iniciais utilizando espectrometria de massa foi feita com El, logo as principais
bibliotecas e banco de dados de espectros de massa sdo formados devido a esse tipo de
ionizacdo, e em razdo desse processo ser reprodutivel torna-se essencial para a
identificacdo de compostos (SILVERSTEIN, 2006).
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Todos os fragmentos que séo carregados positivamente passam por duas placas
com cargas negativas, as quais aceleram os fragmentos dentro de um tubo rumo ao
analisador. Os fragmentos que ndo possuem cargas, ou seja, neutros, ndo sao atraidos
pelas placas carregadas e, portanto, ndo sdo aceleradas para o analisador (BRUICE,
2006).

No analisador de massas a mistura de ions formados ap0s a ionizagdo é separada
de acordo com a sua razdo massa-carga m/z para a geracdo do resultado. Existem
diferentes analisadores de massas, dentre os quais se podem citar 0s principais:
Seletores magnéticos que usam um campo magnético para desviar os ions em
movimento e os analisadores quadrupolos que sdo formados por tubos cilindricos com
voltagem alterada (SILVERSTEIN, 2006).

Apds passar pelo analisador é obtido o resultado. O resultado é um grafico
chamado espectro de massa, onde é plotado a razdo massa/carga pela intensidade
relativa dos ions. Na Figura 10 é mostrado um espectro de massa para uma amostra

genérica.

Figura 10: Exemplo de espectro de massa
,» 11-Dec-2019 + 07:26:00

OE_Bruno_12_12_Pequi_Fruto 2658 (16.294) Scan El+

5.3086
100+ o

164

65 92
7

51 63|66 79 89 165
. R L A R T AN 199 207 24 23 a7 3z
‘

a7 &7 67 77 &7 97 07 117 127 137 147 167 167 177 187 197 207 217 227 247 247 247 267 277 287 207 307 &17 227 337 347

miz

Fonte: O autor

3.3.0 PEQUI

O cerrado é o segundo maior bioma no territério brasileiro, possui clima
estacional com periodo chuvoso dos meses de outubro a marco seguido por periodo
seco de abril a setembro. Esse bioma apresenta uma grande diversidade de flora com
caracteristicas diversas (AVIDOS; FERREIRA, 2000).
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Dentre as espécies frutiferas do cerrado uma das mais conhecidas é o Caryocar
brasiliense Cambess, conhecido popularmente como pequizeiro. Uma imagem do

pequizeiro é mostrada na Figura 11.

Figura 11: Caryocar brasiliense Cambess

Fonte: O Autor.

De acordo com Paz (2014), essa espécie apresenta safra entre os meses de
setembro e janeiro. O fruto do pequizeiro é conhecido popularmente como pequi, que €
do tipo drupa e com carogos envolvidos por uma polpa carnosa e comestivel
(ROESLER, 2007). Nas Figuras 12 e 13 sdo mostrados o fruto do pequi ainda com

casca e 0 carogo descascado, respectivamente.

Figura 12: Pequi com casca Figura 13: Pequi descascado

- 7

Fonte: O Autor

Segundo Kerr e Silva (2007), de todos os frutos advindos do cerrado brasileiro, o
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pequi é o mais consumido e comercializado. O mesmo esta presente na mesa de muitas
familias goianas e mineiras, alem de ser a Unica fonte de renda de diversas familias da
regiéo.

A polpa do pequi é rica em vitaminas A, C e E, além de ser rico em
betacarotenoides (UNB CIENCIA, 2009). Portanto, seu consumo pode beneficiar o
homem, uma vez que essas vitaminas ajudam na producéo da melanina na pele, evita o
envelhecimento precoce e atua no combate aos radicais livres que podem causar
doencas degenerativas de envelhecimento e morte celular (BIACHINI; ANTUNES,
1999).

No trabalho de Almeida et al., (1988), os autores afirmam que o cha de pequi €
comumente utilizado no tratamento caseiro de bronquite, gripes e resfriados. Além
disso, 0 pequi também pode ser adicionado em cremes para auxiliar no tratamento de
edemas e queimaduras e fortificante para mulheres gravidas (CHEVEZ POZO, 1997).

Diversos estudos na literatura apresentam fungdes para a utilizacdo do OE de
pequi, entre elas algumas bioldgicas. De acordo com Soares (2013), o OE de pequi
apresenta atividade antimicrobiana e antioxidante. Segundo Batista et al. (2012), o dleo
de pequi também apresenta funcéo antibacteriana e efeito cicatrizante.

3.4.NEMATOIDES

De acordo com Ritzinger et al., (2010), os nematoides sdo parasitas do Reino
Animalia que constituem um grupo diverso dos invertebrados. Eles podem viver tanto
em ambientes aquaticos e marinhos como em meio terrestre, vivendo como parasitas ou
como individuos livres. Atualmente existem registrados na literatura a descri¢cdo de
cerca de 50.000 espécies de nematoides (TSAI et al., 1991).

Segundo o portal das Noticias Agricolas (2018), s6 os sojicultores brasileiros no
ano de 2017 tiveram um prejuizo de mais de 16,2 bilhdes de reais devido aos
nematoides em seus cultivos. E estima-se que mundialmente estes parasitas de todas as
espécies e géneros, causam perdas de milhdes de dolares, dando prejuizo para os
agricultores individualmente e para a queda do Produto Interno Bruto (PIB) dos paises
cultivadores (ROSA et al., 2014).

Segundo Barbosa et al., (2015), os nematoides podem ser classificados em trés
grandes grupos: 0s que apresentam vida livre, os parasitas de animais e 0s parasitas que
habitam as plantas. Campos (1992), afirma que estes parasitas que vivem e se

alimentam das plantas sdo classificados como fitonematoides. Este Gltimo grupo citado
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apresenta um histdrico de grandes perdas de plantacfes de diversas espécies (ARLEIA,
2008).

3.4.1. O GENERO Meloidogyne spp.

Segundo o trabalho de Rosa et al., (2015), os nematoides-das-galhas (NDG), sdo
0s principais nematoides fitopatogénicos que causam doencas nos cultivos nacionais,
podendo causar perdas parciais e até mesmo totais das plantacdes. Os NDG sdo os
nematoides pertencentes ao género Meloidogyne spp. (COSTA, 1990).

Os nematoides do género Meloidogyne spp. sdo parasitas de facil adaptacéo, logo
hospedam-se em diversas espécies de plantas causando severas consequéncias. Dentre 0s
principais danos causados, podem-se citar as mais graves como: nanismo, folhagens
murchas, deficiéncia nutricional, tamanho reduzido de frutos, baixo rendimento da cultura
e clorose (EMBRAPA, 2016).

A principal caracteristica das plantas nas quais estdo servindo de hospedeiras
para 0s NDG ¢ o aparecimento das chamadas galhas. De acordo com Sangwan et al.,
(1985), as galhas séo células dos nematoides que sdo fixadas externamente as raizes das
plantas hospedeiras, dando a impressdo de que as raizes das plantas estdo mais grossas.
De acordo com a Embrapa (2016), a presenca destas galhas desviam os nutrientes que
sdo essenciais para o desenvolvimento das plantas para os NDG.

Segundo Barbosa (2015), os principais NDG causadores de doengas nas plantas
hospedeiras, sdo Meloidogyne incognita e o Meloidogyne javanica, sendo esta Gltima o
segundo tipo mais comum nos ataques dos cultivos agropecuarios.

Vale ressaltar que de acordo com a Embrapa (2016), os NDG ndo trazem
nenhum perigo ao ser humano quando ingerido, diferentes de outros tipos de
nematoides como é o caso da Ascaris lumbricoides, conhecida popularmente como

lombriga.

3.4.2. CICLO DE VIDA DOS NEMATOIDES-DAS-GALHAS (NDG)

Segundo Castafieda (2015), os nematoides desenvolvem-se em quatro estadios
(J1, J2, J3 e J4) desde o ovo até chegar a fase adulta. A primeira troca de cuticula,
processo chamado de ecdise ocorre ainda no interior do ovo. Em seguida o juvenil ja em

segundo estadio, o J2, eclode o ovo e penetra diretamente em uma raiz (EMBRAPA,
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2016). Segundo a Ageitec (2012), ap0s a penetracdo ao tecido do hospedeiro, 0 J2
comeca a retirar 0s nutrientes que necessita das plantas e comeca a aumentar de
tamanho, transformando-se em J3 e J4 respectivamente até chegar ao tamanho adulto.

De acordo com Barbosa (2015), a Unica forma infectante das NDG é quando séo
juvenis de 2° estadio. Nesse sentido, apds a eclosdo do ovo, 0 J2 penetra pela ponta da
raiz e migra-se integralmente para as raizes hospedeiras, tornando-se um endoparasita
sedentério. Os mesmos adquirem seus nutrientes a partir do desenvolvimento das galhas
e por material intracelular das plantas.

Segundo a Embrapa (2016), o ciclo de vida de um nematoide pode durar de trés
a quatro semanas do processo de ovo a ovo, podendo ser extensivel com a diminuicao
da temperatura. De acordo com Huang e Pereira (1994), em um ciclo uma fémea pode

colocar mais de 2.000 ovos.

3.4.3. CONTROLE DOS NEMATOIDES

De acordo com Ritzinger et al., (2010), o principal método de controle de
nematoides é com a utilizacdo de nematicidas quimicos. Porém a sua utilizacdo acarreta
contaminacdo do meio ambiente, que por consequéncia afeta na satide do homem e dos
animais (SANTOS et al., 2013). Com o avanco dos estudos, foi relatada em alguns
trabalhos como o de Costa e Ferraz (1990), a atividade antagonica da utilizacao de extratos
de alguns vegetais no tratamento de NDG, mostrando que existe a possibilidade de
controle, sem a necessidade de uso de fortes produtos quimicos que causam danos ao meio
ambiente.

A utilizacdo de OEs também tem se mostrado efetivo no combate das espécies dos
NDG (OKA, 2001). Um exemplo disso € o trabalho de Alcanfor (2004), que obteve um
alto indice de mortalidade utilizando 6leo essencial (OE) de eucalipto no controle de
Meloidogyne incognita. Santos et al., (2012), também obteve eficiéncia na taxa de

mortalidade no controle de M. incognita utilizando o OE de geranio.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O desenvolvimento deste trabalho foi realizado entre os meses de outubro e
dezembro do ano de 2019, nos laboratérios de Quimica Orgéanica, Central Analitica e
Nematologia do Instituto Federal Goiano — Campus Morrinhos, localizado na zona rural

do municipio de Morrinhos — Goiés.

4.1.COLETA E PREPARACAO DO FRUTO DO PEQUI

O fruto do pequi foi coletado nos meses de outubro e novembro de 2019. O
material foi coletado na zona rural do municipio de Buriti Alegre (18°11'44.0"S
49°03'33.1"W), localizado na regido sul de Goias. Ele foi colhido de forma aleatoria
com casca, e armazenado em uma embalagem isolada, disposto a ndo haver contado
com contaminantes que poderiam alterar o resultado no processo de analise.

O fruto foi levado para o laboratério de Quimica Orgénica no IF Goiano —
Campus Morrinhos, onde foi descascado visando a obtenc¢do apenas da “polpa” do
pequi, a qual foi picada em pequenos pedacos e armazenado em uma embalagem

vedada na geladeira do laboratério até 0 momento da extragdo do OE.

4.2. EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

O OE foi extraido por meio do processo de hidrodestilacdo utilizando o aparelho
Clevenger no laboratdrio de Quimica Organica do IF Goiano-campus Morrinhos. Foram
realizadas seis extracbes de 4 horas de duragdo cada uma. Em cada extragdo foi
utilizada 0,5 kg de polpa de pequi e 2 L de dgua destilada.

Apds o término da extracdo, o OE aparente foi retirado com uma pipeta de
Pasteur e armazenado em um frasco isolado. Em seguida foi colocado na geladeira até o
momento das analises quimica e biologica. O restante do OE foi extraido da fase aquosa
em um funil de separacéo, utilizando 5 mL de diclorometano, CH,Cl,. A mistura foi
seca, filtrando a fase organica em sulfato de sodio anidro, NaSO,. A mistura foi
armazenada em um frasco coletor e aquecida em uma chapa de aquecimento numa
temperatura de 27 °C para a evaporacao do solvente. Por fim o frasco contendo o OE foi
colocado na geladeira até 0 momento da analise quimica.

O OE de pequi foi extraido utilizando o processo de hidrodestilagdo. Das seis
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extracOes totais realizadas foi obtido um volume de cerca de 1,0 mL de dleo, no qual foi

utilizado para o teste biologico e para a analise quimica no CG-EM.

4.3.ANALISE QUIMICA NO CG-EM

Apols a etapa de extracdo, o OE destinado a analise quimica foi levado ao
laboratorio na Central Analitica do Instituto Federal Goiano campus Morrinhos e
injetado no Cromatografo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massa, (CG-EM),
seguindo o método proposto por Adams (2007).

As amostras dos 6leos essenciais foram analisadas em um cromatografo a gas
acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) da marca Perkin Elmer, modelo
GCClarus680/EMClarusSQ8S, equipado com coluna capilar da marca Perkin Elmer
Elite 5 (5% de difenil e 95% de dimetilpolisiloxano) de 30 m de comprimento, 0,25 mm
de diametro interno e 0,25 um de espessura de filme. O gas carreador foi o hélio a fluxo
constante de 1 mL min™, as temperaturas do injetor (modo slipt 1:20) e detector foram
respectivamente 220 e 246 °C; o volume de injecdo foi de 1 pL de éleo diluido em
hexano e desumidificado com sulfato de sodio. A rampa de aquecimento foi de 60 a
246 °C (3 °C.min™). O detector de massas foi operado com energia de impacto de 70 eV
(ADAMS, 2007).

4.4.1DENTIFICACAO DOS COMPONENTES DO OLEO ESSENCIAL

Apos a injecdo do OE no CG-EM foi feita a analise do resultado obtido. Foram
analisados todos os picos apresentados no cromatograma. A identificacdo dos
compostos presentes no OE foi baseada na comparacdo do espectro de massa obtido
para cada composto com o0s espectros da biblioteca presente no Software do
equipamento, o Nist08 e no livro referéncia de Adams (2007). A comparagéo teve foco
no perfil dos espectros (fragmentac6es) e no tempo de retengéo.

4.5.ANALISE BIOLOGICA

A anélise foi realizada no laboratorio de Nematologia do IF Goiano campus
Morrinhos. Para a verificagdo do efeito nematicida em J2 de Meloidogyne javanica, foi

preparado em tubos de ensaio cinco solugdes em quintuplicatas com agua destilada e
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diferentes concentragdes de J2, como é mostrado na Tabela 3. Vale ressaltar que a
extracdo, identificacdo e preparacdo das solugées com a presenca dos nematoides foram
preparadas por alunos do curso de agronomia do IF - campus Morrinhos.

Tabela 3: Quantidade J2 presentes em cada amostra das solucdes preparadas.

Tubo Solucéo Quantidade de J2
1 T1 80

2 T2 160

3 T3 320

4 T4 640

Testemunha TO 40

Fonte: O autor.

Em seguida foi preparada uma solucéo solubilizante, seguindo a metodologia de
Marino et al. (2012), na qual foi misturado 100 mL de &gua destilada juntamente com
10 mL de é&lcool etilico e 3mL de Tween. O tratamento bioldgico foi realizado
adicionando 100 pL desta solucdo solubilizante na solugdo testemunha sem adicdo de
OE e 100 pL juntamente com quantidades diferentes de OE para cada uma das solugdes
nos tubos de ensaio. Na Tabela 4 é mostrada a quantidade de OE utilizada em cada uma
das solugdes nos tubos de ensaio.

Tabela 4: Quantidade de OE utilizado no tratamento das soluces.

Tubo Solucédo Quantidade de OE (uL)
1 Tl 0,2
2 T2 0,4
3 T3 0,8
4 T4 1,6
Testemunha TO 0,0

Fonte: O autor

Apos a aplicacdo da solucdo junto com o OE nas solucdes, as mesmas foram
armazenadas na geladeira mantidas a temperatura de 27°C. Depois de 24 horas, foi feita
a contagem dos J2 mortos. A solucgéo foi retirada da geladeira e foi feita a contagem de

cada uma das solugdes. A contagem foi feita utilizando um microscopio optico e uma
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camara de Peters de capacidade de 1,0 mL. Foram considerados mortos as unidades de
J2 com os corpos retos e imoveis. Um exemplo dos NDG considerados mortos é
mostrado na Figura 14.

Figura 14: Exemplo de J2 considerado como morto

Fonte: O autor
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.IDENTIFICAC,‘AO DOS COMPOSTOS PRESENTES NO OE
A partir do processo de CG-EM foi obtido um cromatograma (Figura 15), onde
0s picos apresentados indicam os compostos presentes na mistura complexa do OE do

pequi no seu devido tempo de retencéo.

Figura 15: Cromatograma do 6leo essencial de pequi (2019).
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Fonte: O autor

Foi notada inicialmente a pequena quantidade de picos nesta analise, comparado
ao mesmo teste realizado com o OE de pequi no ano anterior (2018), que foi resultado
de um projeto de iniciacdo cientifica pelo mesmo autor desta monografia. O

cromatograma obtido para a amostra de OE de 2018 € mostrado na Figura 16.



Figura 16: Cromatograma do 6leo essencial de pequi do ano de 2018.
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Na anélise quimica realizada com esse OE de pequi em 2018 utilizando a técnica

CG-EM, foram identificados diversos compostos, dentre 0s mais comuns, 0S

monoterpenos, como o a-pineno (CioHig) € 0 eucaliptol (CioH180). Os compostos

identificados nesta analise sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Compostos identificados do OE de 2018.

Tempo de retengdo Composto Formula Molecular
(min)
5.55 o — pineno C1ioH1s
7.50 Hexanoato de etila CgH160,
8.43 D-Limoneno C1ioH1s
8.73 Eucaliptol C10H150
12.97 3,4,4- trimetileptano C1oH2
14.67 a — terpineol C10H150
16.54 Carvona C10H12.0

Fonte: O autor

A Tabela 6 apresenta os compostos identificados no OE do fruto do pequi no

ano de 2019.
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Tabela 6: Composicao quimica do OE do pequi (2019).

Numero  Tempo de Formula Massa Composto
Retencao Molecular  Molecular
1 3.66 C7/H140, 130 2-metilbutanoato de etila
2 3.73 C/H140, 130 3-metilbutanoato de etila
3 5.25 NI NI NI
4 5.59 CgH1602 177 Butanoato de sec-butila
5 7.46 CgH1602 144 Hexanoato de etila
6 8.45 CioH1s 136 D-limoneno
7 8.98 CioH16 136 a-Ocimeno
7 8.98 CioHas 136 B-Ocimeno
8 9.36 CgH150; 158 2—metil propanoato de
isopentila
9 12.07 NI NI NI
10 14.59 C10H120, 172 Octanoato de etila
11 16.29 C10H20, 164 2—fenilacetato de etila

Nota: NI = ndo identificado. Fonte: O autor.

Vérios fatores podem ser 0s responsaveis por essa discrepancia entre 0s
compostos identificados na analise atual em comparacdo com a analise do OE de pequi
de 2018, como o local, maturagéo do fruto e sazonalidade da coleta do fruto do pequi. O
fruto do pequi foi coletado entre 0os meses de janeiro e fevereiro em 2018 e entre 0s
meses outubro e dezembro de 2019.

O pequizeiro do qual o fruto da amostra recente de OE foi extraido era
visualmente bem mais novo e pequeno que 0 pequizeiro da amostra de 2018. Neste
sentido um dos fatores que pode influenciar nesta diferenca de composi¢do do OE é o
estagio de desenvolvimento em que se encontrava a planta na época de extracao.
Segundo Brant (2008), dependendo do estagio de desenvolvimento da planta, ela ndo
consegue realizar alguns processos de biossintese de certos compostos constituintes do
OE, o que pode justificar certos constituintes encontrados da amostra de 2018 que néo
foi encontrada na amostra atual, como é o caso do a—pineno, eucaliptol, 3,4,4-
trimetileptano, a—terpineol e carvona.

Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2006), a temperatura € um fator que influencia
diretamente na composi¢do quimica de um OE, podendo fazer com que alguns volateis
evaporem dependendo da temperatura do momento. Neste sentido, a composi¢ao de um
OE de uma mesma espécie coletada na parte da manha pode ser diferente da analise de

uma amostra coletada no periodo da tarde, caso que pode ter ocorrido nestas analises, ja
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que o pequi do OE do ano de 2018 foi coletado no periodo da tarde e o do OE de 2019
no periodo da manha.

Condigbes como sazonalidade, umidade, entre outras, também podem ter sido
responsaveis por essa grande diferenca de compostos presentes nas duas amostras
(MORAES, 2009). Nesse seguimento recomenda-se que o analista faca um registro do
horério, local e condicbes do momento em que o fruto foi extraido, para que seja
possivel a identificacdo dos fatores causadores dessa grande variabilidade
composicional.

Os compostos foram identificados a partir da comparacdo do espectro de massa
obtido com espectros de massas presentes na biblioteca do software do equipamento, o
Nist08®. Este software apresenta um fator de compatibilidade entre os espectros
analisados que vai de uma escala de zero até 100%. Todos os compostos identificados
obtiveram um grau de confiabilidade maior que 90%, além disso, alguns compostos
foram confirmados também comparando o espectro de massa obtido com os trazido por
Adams (2007), que apresenta diversos espectros ja identificados para alguns compostos.
As estruturas das substancias identificadas na analise de 2019 sdo mostradas na

Figura 17.
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Figura 17: Estruturas de compostos identificados no OE do pequi.
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Nota: os nimeros das estruturas estdo relacionados com os compostos identificados na Tabela 6. Fonte: O
autor.

As substancias marcadas como NI na Tabela 6, significam “ndo identificadas”,
ou seja, nao foi possivel realizar a identificacdo dos compostos utilizando a técnica por
comparacdo de espectros de massa, devido a baixa compatibilidade dos espectros
analisados da biblioteca com o espectro de massa obtido. A biblioteca desatualizada
pode ter sido um fator de causa desta impossibilidade de identificagdo, tendo em vista
que diariamente sdo identificados diversos compostos com estruturas diferentes
(CHAUL et al.,2013).



28

Nesse sentido seriam necessarios processos mais eficientes para a realizacdo da
identificagdo destes compostos NI. De acordo com Lima (2013), o processo de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) permitiria ndo sé identificar o composto
analisado, como também fazer a elucidacdo do mesmo, caso ndo houvesse estudos
referentes ao composto em questdo, logo, torna-se uma Otima forma de auxilio neste
processo de analise quimica. Para identificar os compostos do OE por RMN seria
necessario separa-los por cromatografia para obter uma amostra pura.

Além disso, também poderia ser calculado e comparado na literatura o indice de
Kovats ou o indice aritmético. Estes indices sdo obtidos por interpolacéo, relacionando o
tempo de retencdo do componente em estudo com o tempo de retencdo de dois padrbes
(geralmente hidrocarbonetos) eluidos, antes e apds o pico do composto de interesse
(VIEGAS; BASSOLLI, 2007). O indice aritmético ndo foi calculado porque ndo havia o
padrdo de alcanos na Central Analitica do IF Goiano — campus Morrinhos.

Da andlise dos resultados obtidos, foi visto que 77,8% dos compostos
identificados sdo substancias que apresentam o grupo funcional éster, cuja estrutura
geral é mostrada na Figura 18. De acordo com Roberts e Caserio (1977), os ésteres sdo
uma importante classe de compostos organicos que podem ser produzidos por meio de
reacOes de sintese ou extraidos de produtos naturais utilizando-se certos processos
adequados de extracdo. Sua utilizagdo é bastante difundida, tendo maior énfase de
aplicacdo no meio industrial. Os ésteres apresentam uma forte caracteristica aromatica,
que por sua vez é muito utilizada como aromatizantes nas industrias alimenticias
(COSTA et al., 2003).

Figura 18: Estrutura genérica de um éster.

Fonte: O autor

O restante dos compostos identificados sdo compostos monoterpénicos, que
representa 22,2% dos compostos identificados. De acordo com Lorena e Bicas (2016),
esta classe de compostos apresenta grande importancia para o aroma dos produtos

naturais, principalmente para as frutas citricas e os frutos, como € o caso do pequi.
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O composto majoritario identificado nesta analise foi o0 hexanoato de etila (5),
assim como nas anélises realizadas por Cordeiro et al., (2013), Cordeiro (2012) e Paula
et. al., (2013), que também realizaram a analise quimica com o OE de pequi. De acordo
com o trabalho de Nascimento (2007), este composto € utilizado comercialmente como
aromatizante sabor de abacaxi, entre outros.

No espectro de massa do hexanoato de etila (5), mostrado na Figura 19, o pico
com maior valor de m/z é 144.

Figura 19: Espectro de massa do hexanoato de etila.
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Fonte: O autor

Este pico apresentado é devido ao fragmento formado apenas pela ionizacéo, ou
seja, remocdo de um elétron Esta espécie que ndo houve quebras nas ligacGes é
chamada de ion molecular, na qual contém a massa do composto por uma carga positiva
unitaria, z = +1 (SILVERSTEIN, 2006). Logo, a massa do ion molecular apresenta a
mesma massa do composto analisado. Na Figura 20 mostra a representacdo da formacao

do ion molecular do hexanoato de etila (5).

Figura 20: Formacao do ion molecular.
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Fonte: O autor

O pico de maior intensidade da Figura 19 tem um valor de m/z 88, portanto € um
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fragmento de massa 88, que por ser o pico mais intenso, significa que € o ion mais
abundante formado pelas rupturas das ligagdes (PAVIA, 1996). Esse pico de maior
intensidade € denominado de pico base. Na Figura 21 é mostrado o rearranjo de

McLafferty, dando origem ao pico do ion molecular.

Figura 21: Formacéo do ion do pico base.
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Fonte: O autor

Outra fragmentacdo que ocorre ¢ a clivagem a, que origina 0 ion m/z 73. A sua
formacédo é representada na Figura 22.

Figura 22: Formacéo do ion de m/z 73.
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Do mesmo modo, pode haver a clivagem a do outro lado da carbonila, originado

0 ion que d& origem ao pico de m/z 99. O processo de formacao desse ion é mostrado na
Figura 23.
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Figura 23: Formacao do ion de m/z 99.
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Segundo o trabalho de Passos et al., (2002), o hexanoato de etila (5) mostrado
anteriormente e o octanoato de etila (10) apresentaram efeito antifingico em testes in vitro
no combate de Cryptococcus neoforman. Ainda segundo os trabalhos de Cordeiro et al.,
(2013) e Cordeiro (2012) foram identificados os compostos 2—metilbutanoato de etila
(1), p-ocimeno (7) e octanoato de etila (10), que também foram identificados nesta
andlise.

O composto 2-metilbutanoato de etila (1) foi encontrado na analise do OE de
macas realizada por Janzantti (1996), e € o éster responsavel pelo aroma de maca. O
B—ocimeno (7)), é relatado como aromatizante responsavel por cheiro de diversas flores,
assim como também é produzida por certas plantas nas quais foram atacadas por
herbivoros (LIMA; HOUSE, 2001). Tal acdo ocorre como forma de defesa que repele
insetos prejudiciais para as plantas nesse momento de sensibilidade.

Segundo o trabalho de Pires et al., (2017), o composto D—limoneno encontrado
nesta analise, tem uma importancia econémica devido a sua ampla utilizacdo na
industria alimentar. Também no trabalho de Nascimento et al., (2019), o D-limoneno
foi utilizado no tratamento de ataques antiarritmicos em teste em ratos, apresentando

efeito satisfatorios em certas concentragdes.

5.2.AVALIACAO DA ATIVIDADE NEMATICIDA

Os resultados obtidos verificando a taxa de mortalidade de J2 para os diferentes
volumes de OE de pequi utilizados sdo mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7: Mortalidade de J2 com a variacéo de OE de pequi.

Repeticdo  Testemunha Solucdo T1 Solucdo T2 Solucdo T3  Solucdo T4

4032 80 J2 160 J2 32032 640 J2

0,0pL+de OE O,2uL+de OE O,4uL+de OE 0,8uL+de OE 1,6uL+de OE
R1 1 30 32 14 36
R2 1 20 28 14 32
R3 1 30 24 20 36
R4 2 20 20 16 28
R5 1 16 28 16 32

Rmedio 1,2 23.2 26.4 16 32.2

Nota: Rmédio é a média da mortalidade de J2. Fonte: O autor

Com o valor de Rpggio foi plotado um grafico de mortalidade de J2 observada

pelo volume de OE utilizado. O gréfico é mostrado na Figura 24.

Figura 24: Grafico de J2 mortos pelo volume de OE utilizado.
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Fonte: O autor

Observando os resultados presentes na tabela e no gréfico, é notado que todas as
solugdes de J2 tratadas com as fraches de OE de pequi obtiveram uma taxa de
mortalidade no controle de Meloidogyne javanica. Porém o percentual de juvenis
mortos foi muito pequeno em relacdo a quantidade total presentes nas solucdes. As
solugdes T1 e T2 foram as que obtiveram uma taxa de mortalidade maiores em relagéo
as outras, com 29% e 16,5% de J2 mortos respectivamente. A mortalidade para as
solugdes T3 e T4 obtiveram uma taxa de 5% para ambas as solugdes.

Para a solugédo testemunha foi obtido uma taxa de mortalidade quase nula, fato

que ja era esperado, tendo em vista que a unica solucdo adicionada ao sistema foi a



33

solucéo solubilizante sem nenhuma quantidade de OE de pequi. As quantidades de J2
encontradas mortas nesta solucdo possivelmente estariam debilitadas antes mesmo da
adicéo da solucgéo solubilizante.

Né&o foi encontrada nenhuma referéncia na literatura na qual o OE de pequi foi
utilizado no controle de M. javanica. Porém no trabalho de Lopes (2017), é relatada a
utilizacdo de extrato das folhas pequi na mesma espécie de J2 trabalhadas nesta anélise.
De acordo a autora, a taxa de mortalidade de M. javanica foi de 20% dos juvenis
iniciais, ou seja, uma taxa relativamente pequena como em nosso caso.

Maistrello et al., (2010), afirmam que os taninos, flavonoides, alcaloides,
esterOis e glicosideos sdo classes de compostos que frequentemente apresentam
atividades nematicida. N&o foi identificado nenhum composto presente no OE de pequi
gue se enquadram nesta classe de compostos, fator este que pode ser o responsavel pela
taxa de mortalidade tdo baixa como a obtida nesta analise e na de Lopes (2017).

Em nossa analise foram identificados apenas dois terpenos, o D-limoneno (6) e
o a e f—ocimeno (7). A baixa presenca dessa classe de compostos no OE de pequi pode
ter contribuido para a baixa taxa de mortalidade obtida de J2, pois segundo Oka (2000),
é devido aos compostos terpénicos oxigenados presentes nos OES que 0s mesmos
conseguem apresentar atividade nematicida. A presenca destes compostos também foi
observada por Borges (2017), que verificou uma grande taxa de mortalidade de Juvenis
de M. javanica, com OE de aroeirinha que apresentou diversos compostos da classe dos
terpenos.

Em relacdo aos J2 mortos nesta anélise, ainda ndo se sabe ao certo o mecanismo
de agdo do OE nos fitonematoides. Porem testes realizados por Marino et al., (2012),
mostraram que os OEs interagem com a membrana citoplasmatica, promovendo o
ruptura de polissacarideos, fosfolipidios e lipideos, ocasionando a despolarizacdo de
algumas membranas das organelas citoplasmaticas, alterando a permeabilidade destas
membranas.

Segundo o trabalho de Moreira et al.,(2015), em uma analise de mortalidade de
de J2 com OE de Lippia sidoides, foi obtido uma taxa de mortalidade de 83% de
M. incAgnita, uma taxa de mortalidade alta para o tratamento com OE. Na analise
realizada neste trabalho, todos os volumes utilizados de OE de pequi no controle de J2
de M. javanica obtiveram uma taxa de mortalidade. Porém essa taxa foi muito pequena
em relagdo a quantidade total de nematoides presentes no sistema, logo ndo apresentou

o efeito nematicida que se espera para seu uso em grandes plantacGes. Talvez realizando
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esse mesmo estudo com um aumento significativo no volume do OE possa obter

resultados mais satisfatorios, podendo ser alvo de estudo de outro trabalho.
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6. CONCLUSOES

Os constituintes quimicos presentes no OE de pequi apresentaram uma enorme
variacdo composicional em relagdo ao mesmo teste realizado no ano de 2018. O horéario
e local da coleta assim como o estagio de desenvolvimento da planta podem ser os
possiveis fatores influenciadores nessa grande variacdo. Dos compostos identificados
pelo processo CG-EM, 77,8% apresentaram o grupo funcional éster, que por maioria
sdo utilizados comercialmente em industrias alimenticias como aromatizantes. O
restante dos 22,2 % dos compostos identificados sdo terpenos, também utilizado na
indUstria alimenticia.

O OE de pequi ndo promoveu uma taxa de mortalidade significativa de J2 de M.
javanica nos volumes utilizados, tal resultado pode ser explicado pela auséncia de mais
compostos da classe dos terpenos, que sdo 0s responsaveis pela atividade nematicida
nos OEs.

Neste sentido conclui-se deste trabalho que os objetivos foram alcancados com
sucesso, sendo possivel a partir dele identificar os compostos presentes no OE pequi,
podendo concluir também que os constituintes presentes ndo favorece a sua utilizagdo

como nematicidas de NDG M. javanica.
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RESUMO

Os fitonematoides causam grandes prejuizos em culturas agricolas no mundo inteiro. O
seu principal controle é realizado com produtos quimicos de alta toxidade para o
homem, animais e o meio ambiente. Uma forma alternativa de controle desses parasitas
é a utilizacdo de dleos essenciais, que sdo uma mistura complexa de diversas classes de
compostos produzidos pelo metabolismo secundario das plantas. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi identificar os compostos quimicos constituintes do 6leo
essencial (OE) do fruto do pequi (Caryocar brasiliense Cambess), utilizando a técnica
de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa (CG-EM), além de
verificar sua atividade nematicida no controle de Meloidogyne javanica. O fruto do
pequi foi coletado na zona rural do municipio de Buriti Alegre, regido sul de Goias. A
extracdo do oOleo essencial foi realizada por hidrodestilagdo utilizando o aparelho
Clevenger. A identificagdo dos compostos quimicos foi realizada comparando o0s
espectros de massa obtidos com os espectros presentes na biblioteca do equipamento,
Nist08. O ensaio bioldgico foi realizado utilizando nematoides juvenis de segundo
estddio (J2). Da analise quimica realizada no CG-EM, foram identificados onze
compostos, resultado diferente da mesma andlise realizada com o OE de pequi no ano
anterior (2018), a qual apresentou diversos compostos que ndo estavam presentes na
andlise do dleo atual (2019). Essa discrepancia na composic¢do do OE pode ter ocorrido
devido ao periodo ao qual o fruto foi coletado, fator que interfere diretamente na
composicdo quimica dos 6leos essenciais, assim como o local e sazonalidade. Dos
compostos identificados em 2019, 77,8% sdo esteres, classe de compostos utilizados
comercialmente como aromatizantes. Os ésteres identificados formam o 2-
metilbutanoato de etila; 3-metilbutanoato de etila; butanoato de sec-butila, 2-metil
propanoato de isopentila; octanoato de etila e 0 composto majoritario hexanoato de etila
que é utilizado comercialmente como aromatizante de abacaxi. Os demais 22,2% dos
compostos identificados s&o monoterpenos, o a ou B—ocimento e D-limomeno. No
ensaio bioldgico foi obtida uma mortalidade abaixo de 5% com os volumes de 0,8 e 1,6
uL. Para os volumes de 0,2 e 04 pL foram obtidas uma taxa de mortalidade de 29% e
16,5% respectivamente. Em ambos os casos o numero de J2 mortos foi pequeno
considerando a quantidade de nematoides nas solugdes tratadas. A baixa atividade
nematicida do OE pode ser explicada pela composi¢do do 6leo, o qual é constituido
majoritariamente de ésteres, que sdo compostos que ndo possuem atividade nematicida
relatada na literatura. Desse modo, pode-se concluir que os volumes do 6leo essencial
do pequi utilizado nesta amostra ndo sdo recomendadas para o tratamento de
Meloidogyne javanica, visto que as taxas de mortalidade obtidas foram muito pequenas
perante a grande quantidade de J2 que estavam presentes no ensaio bioldgico.



ABSTRACT

Phytonmatoids cause great damage to agricultural crops worldwide. Its main control is
carried out with chemicals of high toxicity for man, animals and environment. An
alternative way of controlling these parasites is the use of essential oils, which are a
complex mixture of several classes of compounds produced by the secondary
metabolism of plants. In this context, the objective of this work was to identify the
chemical compounds of the essential oil (EO) of the pequi fruit (Caryocar brasiliense
Cambess), using the gas chromatography technique coupled to the mass spectrometer
(GC-MS), in addition to checking its nematicidal activity in the control of Meloidogyne
javanica. The pequi fruit was collected in the rural area of the municipality of Buriti
Alegre, in the southern region of Goias. The extraction of the essential oil was carried
out by hydrodistillation using the Clevenger apparatus. The chemical compounds were
identified by comparing the mass spectra obtained with the spectra present in the
equipment library, Nist08. The biological assay was carried out using juvenile second
stage nematodes (J2). From the chemical analysis performed at the GC-MS, eleven
compounds were identified, a result different from the same analysis performed with the
pequi EO in the previous year (2018), which presented several compounds that were not
present in the analysis of the current oil (2019). This discrepancy in the composition of
the EO may have occurred due to the period which the fruit was collected, a factor that
directly interferes in the chemical composition of essential oils, as well as the location
and seasonality. Of the compounds identified in 2019, 77.8% are esters, a class of
compounds used commercially as flavorings. The esters identified were ethyl 2-
methylbutanoate; Ethyl 3-methylbutanoate; sec-butyl butanoate, isopentyl 2-methyl
propanoate; ethyl octanoate and the major compound was ethyl hexanoate that is used
commercially as a pineapple flavoring. The 22.2% of the identified compounds were
monoterpenic compounds, the o or p — ocimene and D-limomene. From the biological
test, was obtained a mortality less than 5% with volumes of 0.8 and 1.6puL. For the 0.2
and 04pL, was obtained a mortality rate of 29% and 16.5%, respectively,. In both cases
the number of dead J2 was small considering the amount of nematodes in the treated
solutions. The low nematicidal activity of the EO can be explained by the composition
of the oil, which is mostly made up of esters, which are compounds that do not have
nematicidal activity reported in the literature. Thus, it can be concluded that the
volumes of pequi essential oil used in this sample are not recommended for the
treatment of Meloidogyne javanica, since the mortality rates obtained were very small
in view of the large amount of J2 that were present in the biological test.
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1. INTRODUCAO

A crescente expansdo populacional acarreta também o aumento da demanda pelo
cultivo de alimentos. A cada ano que passa € necessario na agricultura o cultivo de
milhares de toneladas de alimentos para que se satisfaca essa diligéncia. No Brasil, a
producdo de alimentos também € a Unica fonte de renda para diversas familias, que por
muitas vezes aplicam grande parte do lucro ganho na ampliagdo da &rea do plantio ou na
producdo de outras espécies.

Porém é muito comum os agricultores depararem-se com a perda parcial ou até
mesmo total da sua plantacdo, isto devido a certas doencas causadas por alguns
parasitas. Algumas destas doencas causam o enfraquecimento da planta, que por
consequéncia causam o desfolhamento prematuro e até mesmo a sua morte
(CAMARGO, 2005). Um dos parasitas mais importantes que causam doencas na
agricultura brasileira sdo os fitonematoides.

Segundo Monteiro e Lordello (1976), os fitonematoides sdo organismos
microscopicos que habitam as plantas e removem nutrientes que Sao necessarios para o
desenvolvimento e reproducdo das células vegetais, causando-lhes severas doencas.
Dentre estes parasitas, 0s que mais causam prejuizos sdo os do género Meloidogyne e
Heterodera que causam galhas e cistos, respectivamente. Além destas, existem
registrados na literatura mais de 30 espécies de fitonematoides que atacam quase todas
as culturas (CASTANEDA, 2015). Na Figura 1 é mostrado um exemplo de uma raiz

normal e uma com a presenca de galhas causadas por fitonematoides.

Figura 1: Raiz saudavel e raiz com galhas.

Fonte: Boas praticas econdmicas (2019).



Os principais controladores destes parasitas utilizados hoje na agricultura sdo
produtos quimicos agressivos ao solo, que se espalham na terra e contaminam fontes de
agua. Segundo Ferrari (1986), estes nematicidas sdo extremamente tdxicos ao homem e
outras espécies, além de agredir severamente 0 meio ambiente. Nesse sentido torna-se
necessaria a busca por fontes alternativas de controle bioldgico que diminua esses riscos
aos animais e a0 meio ambiente.

Segundo Oka (2010), é possivel utilizar plantas como controladores naturais. Na
literatura, existem diversos estudos mostrando a atividade nematicida de extratos de
diversas plantas e frutos, entre elas encontra-se o pequi.

O pequi é o fruto de uma planta tipica do cerrado brasileiro, o Caryocar
brasiliense Cambess. O pequi tem um forte sabor e aroma que marcam presenca
rotineira na gastronomia goiana e mineira. Segundo o trabalho de Ribeiro et al. (2012), o
extrato do pequi € um exemplo de vegetal que foi estudado e apresentou taxa de
mortalidade em combate de alguns géneros do Meloidogyne.

De acordo com Oka (2010), os 6leos essenciais (OEs) também sdo uma opcéo
para 0 combate dessa classe de parasitas, pois 0s mesmos podem ser liberados por
volatilizacdo ou lixiviagdo no solo. Segundo Simdes e Spitzer (2010), os OGleos
essenciais sdo metabdlitos secundarios compostos por uma complexa mistura de
volateis produzidos por partes das plantas. A extracdo destes OEs pode ser obtida por
meio de processo de destilacao.

Os OEs apresentam diversas caracteristicas fisico-quimicas comuns a todos eles.
Na temperatura ambiente todos sdo liquidos e de aparéncia oleosa, dai a nomeacdo de
6leo. Além disso, todos eles apresentam solubilidade em solventes organicos apolares.
Porém, a principal caracteristica em comum é o forte aroma e a volatilidade que os
diferenciam dos 6leos fixos de misturas lipidicas (SIMOES; SPITZER, 2010).

Diversas classes de compostos estdo presentes na composi¢do quimica dos OEs.
Os terpenoides e os fenilpropanoides sdo os principais grupos majoritarios. Além
dessas, outras classes também estdo presentes nos OEs, como éteres, ésteres, alcoois e
etc.(SIMOES; SPITZER, 2010).

Devido a presenca dessa diversidade de constituintes citados acima, existem
diversas possibilidades de utilizacdo, alem do combate aos parasitas ja citados. Segundo
Passos et al., (2009), devido a presenga de compostos da classe dos tepenoides, 0s OEs

podem ser utilizados como anticonvulsivante e sedativo em tratamento para problemas



do sistema nervoso central. De acordo com o trabalho de Junior (2003), os
fenilpropanoides e alguns compostos da familia dos terpenoides presentes nos OEs
também permitem sua utilizacdo como agentes ativos no combate de alguns insetos em
plantacdes ou de uso domeéstico.

Segundo Silva (2001), devido ao forte aroma caracteristico dos OES, 0s mesmos
sdo amplamente utilizados em industrias de perfumes e fragrancias. Ainda devido a
caracteristica do aroma, pode-se citar a sua utilizacdo em incensos e odorizantes. Os
Oleos também contém substancias presentes na sua constituicdo que sdo utilizadas nas
atividades farmacoldgicas, como anti-inflamatorias, antissépticas, antimicrobianas, entre
outras (MACHADO; JUNIOR, 2011).



2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVOS GERAIS

e Identificar os compostos quimicos presentes no Oleo essencial do pequi e

verificar o efeito nematicida sobre Meloidogyne javanica.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair o dleo essencial do fruto do pequi por hidrodestilacdo em aparelho
Clevenger.

e Identificar os componentes volateis do 6leo essencial a partir da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas.

e Verificar o efeito bioldgico do 6leo essencial do pequi no controle do
Meloidogyne javanica.

e Correlacionar a atividade nematicida com os compostos identificados no 6leo

essencial do pequi.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.O0LEOS ESSENCIAIS

Segundo Oussalah et al. (2007), os OEs sdo metabolitos secundarios
biossintetizados por plantas. De acordo com Vitti (2003), os OEs tém diversas fungdes nas
plantas, dentre as quais se pode citar a de atracdo e repulsdo de algumas espécies de
insetos, protecdo contra certos predadores, além de ser responsaveis pelo aroma das
plantas. Os 0leos essenciais sdo definidos como uma complexa mistura de substancias
volateis, odorificas e lipofilicas (SIMOES; SPITZER, 2010).

De acordo com Santos (2010), os OEs apresentam diversas caracteristicas gerais,
cuja principal destaca-se a volatilidade. Os OEs apresentam uma minima solubilidade
em agua, porém bastante o suficiente para aromatizar solu¢Bes aquosas. Segundo
Simdes e Spitzer (2010), os dleos apresentam alta solubilidade em solventes organicos
apolares, como os éteres. E devido a tal caracteristica os 6leos essenciais também sdo
chamados de 0leos etéreos.

Craveiro e Queiroz (1993), afirmam que os OEs apresentam uma caracteristica
comum que € o forte e intenso aroma agradavel, que por sua vez é explorado e
aproveitado por diversas industrias como, por exemplo, a de perfumes e fragrancias
(SILVA, 2001).

Segundo Jakiemiu (2008), aléem do forte aroma, os OEs também apresentam um
forte sabor que os fazem se tornarem presentes em diversos alimentos. Os autores
Simdes e Spitzer (2010), afirmam que esses Oleos apresentam uma leve picancia e um

sabor agudamente acido.

3.1.1. CONSTITUINTES QUIMICOS DOS OLEOS ESSENCIAIS

Segundo Simdes e Spitzer (2010), os principais constituintes dos OEs sdo 0s
terpenoides e os fenilpropanoides. De acordo com Dewic (2009), os terpenoides
formam diversas classes de produtos naturais que s@o derivadas de unidades de

isopreno, CsHg, cuja estrutura é mostrada na Figura 2.



Figura 2: Estrutura do isopreno.

Fonte: O autor.

Segundo o autor supracitado, a condensacdo de unidades monomeéricas do
isopreno da origem as classes de compostos majoritarios constituintes dos OEs, 0s
monoterpenos (Cio) e sesquiterpenos (Cis) (SCHEFFER, 1993). Na Tabela 1 é mostrado

0 esqueleto base destas classes de compostos.

Tabela 1: Relacdo de esqueleto base e classe dos compostos majoritarios derivados do

isopreno.
CLASSE DE ESQUELETO BASE
COMPOSTOS
Monoterpenos CH3 CH3
H;C
Sesquiterpenos CHs CHy CHs

Fonte: Adaptado de Simdes e Spitzer (2010).

Os fenilpropanoides sdo uma classe de substancias que sdo derivadas a partir do
4cido cinamico (OLEOS ESSENCIAIS, 2019). Segundo Carvalho et al., (2010), esta
classe de compostos apresenta um esqueleto base formados por Cg-C3, como 0 mostrado

na Figura 3.



Figura 3: Estrutura do &cido cindmico, um fenilpropanoide.

O

X OH

Fonte: O autor

Segundo Simbes e Spitzel (2010), estas duas classes sdo as majoritarias
presentes nos OEs, porém a composicdo destes O6leos podem variar desde
hidrocarbonetos simples até compostos organicos funcionais, como alcoois, cetonas,
fendis, acidos carboxilicos, aminas, amidas, éteres e ésteres. Como exemplo disto,
temos o trabalho de Barbosa et al., (2006), que mostra a presenca do alcool octan-3-ol,
cuja estrutura é mostrado na Figura 4, encontrado no OE da Lippia alba. Outro exemplo
é o trabalho de Oliveira et al., (2009), que encontrou em suas analises de OE da
Pimenta diodlica os constituintes eugenol (fenol e éter) e miristicina (éter), cuja

estruturas sdo mostradas nas Figuras 5 e 6, respectivamente.

Figura 4: Estrutura do octan-3-ol. Figura 5: Estrutura do eugenol.
OH

CH

0 __CH,

3

HaC”

HO

Fonte: O autor Fonte: O autor



Figura 6: Estrutura da miristicina
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Fonte: O autor

3.1.2. VARIABILIDADE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS
ESSENCIAIS

A composicdo dos constituintes dos OEs é baseada em fatores genéticos das
plantas, porém, condi¢cBes externas podem encarregar-se de alterar a composicdo e
concentracdo dos compostos de um determinado OE produzido por uma mesma espécie
(MORAES, 2009). Segundo Chaves (2002), alguns estimulos ambientais podem fazer
com que a rota metabodlica produtora dos OEs seja alterada, fazendo com que haja a
alteracdo da biossintese de certos compostos presentes no 6leo.

A variagdo de temperatura € um fator que interfere diretamente na composicéo e
concentracdo de producdo de Oleos essenciais. Benincasa (2003), afirma que algumas
plantas conseguem se adaptar a variagdes repentinas de temperatura, porém, pode haver
consequéncias como no fator de reproducdo, frutificacdo e producdo de metabdlitos
secundarios, como é o caso dos OEs.

De acordo com Moraes (2009), a producdo de OEs é maior em temperaturas
elevadas, porém ha um grande indice de perda devido a sua caracteristica volatil. A
elevacdo da producédo deste metabolito secundario com a elevacao da temperatura se deve
ao fato das reacOes biossintéticas dependerem de suprimentos de esqueletos carbonicos,
que sdo realizados por processos fotossintéticos e compostos energéticos que participam da
regulamentacdo destas reagoes (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Devido a composicdo e concentracdo dos OEs dependerem da temperatura, o
horario na qual o vegetal que extraido o OE é coletado, reflete no rendimento obtido e
dos componentes do 6leo extraido (SILVA et al., 2003). Portando a coleta do material
vegetal deve ser realizada em horarios estratégicos dependendo do objetivo do coletor.

O excesso ou falta de agua no solo pode fazer com que processos quimicos e
biologicos se alterem, limitando a quantidade de nutrientes e acelerando a formacdo de

compostos toxicos a raiz (MORAES, 2009). Essas alteracdes fazem com que algumas



reac0es necessarias para a formagdo dos OEs ndo ocorram, podendo diminuir a
concentragdo e composicao dos mesmos.

O local onde o material vegetal foi coletado também pode influenciar na
composicdo de um OE. Isso porque dependendo das condigdes nas quais a planta esta
sobrevivendo, ela ndo consegue 0s nutrientes necessarios para realizar a sintese de certos
constituintes do 6leo (PAULUS et al., 2013). Portanto, um local no qual a planta recebe
luz do sol, &gua e solo rico em nutrientes pode apresentar uma composi¢cao quimica
diferente de um OE extraido da mesma espécie em um local com condicGes adversas.

Outros fatores também afetam a composicdo dos OEs, dentre eles pode-se
destacar o estadio de desenvolvimento da planta. De acordo com Brant (2008), os
estadios iniciais da planta ndo conseguem realizar algumas reacdes de biossintese
necessarias para a formacdo de alguns compostos. Outros exemplos de fatores
responsaveis por essa variacdo é a sazonalidade, nutricdo, cuidados pds-colheita e etc.
(SIMOES; SPITZER, 2010).

3.1.3. EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Existem diferentes formas possiveis de realizar o processo de extracdo de OEs, 0
método adotado para proceder a extracdo deve ser pensado no objetivo a qual o 6leo
sera destinado. Segundo Simdes e Spitzer (2010), as formas de extracdo mais adotadas
séo as de enfleuragem, prensagem, solventes organicos e hidrodestilacéo.

Segundo Rostagno e Prado (2013), no processo de hidrodestilacdo que é
utilizado para extracdo de baixa escala, parte da planta permanece em contato com a
agua fervente, podendo ou ndo estar completamente imerso. O OE é arrastado com o
vapor de &gua que é condensado logo em seguida (BIASI; DESCHAMPS, 2009). O
processo de hidrodestilagdo é realizado utilizando o aparelho de Clevenger, mostrado na

Figura 7.
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Figura 7: Aparelho de Clevenger.

Fonte: O autor

Devido a caracteristica de serem pouco sollveis em &gua, os OEs se separam
formando outra fase, onde pode ser retirada utilizando uma pipeta de Pasteur ou por
meio de decantacdo. Para obter um OE mais puro é recomendavel fazer uma filtragem
do o6leo com sulfato de sodio anidro, NaSO,, para reter particulas de 4gua que estejam
presentes (SARTOR, 2009).

3.1.4. UTILIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os 6bleos essenciais sdao amplamente utilizados em diversos ramos industriais, e
gastrondmicos. No ramo industrial, segundo Silva (2001), sua utilizagdo marca presenca
em setores de aromas e fragrancias, sendo aplicado no desenvolvimento de novos
perfumes e colbnias, assim como em esséncias e velas aromaticas. Os OEs também
marcam presenca nas industrias farmacéuticas, devido a propriedades bioldgicas
presentes em alguns 6leos, como anti-inflamatoria, antibacteriana e analgésica (LANG;
BUCHBAUER, 2012). Em exemplo é o OE de geraniol que é comercializado e
utilizado como agente sensibilizador de células tumorais, para facilitar a quimioterapia
convencional (OLEOS ESSENCIAIS, 2019). Segundo Bizzo e Rezende (2009), o OE
de laranja também é explorado comercialmente devido a sua acdo no reforgo de funcdes

renais e sua utilizacdo como tonico estomacal.
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Devido ao sabor levemente &cido e forte aroma, muitos cozinheiros utilizam os
OEs em seus trabalhos. O 6leo essencial pode ser introduzido no meio gastronémico
desde uma simples forma para aromatizar o alimento, como também pode ser utilizado
como um tempero (BRASIL DE FATO, 2017). Além disso, pode-se citar a importancia
da utilizacdo dos OEs no desenvolvimento de cosméticos, para fins terapéuticos e

artesanais.

3.2.ANALISE INSTRUMENTAL DE IDENTIFICACAO

3.2.1. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSA

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) é um
método instrumental de analise que permite fazer a separacdo dos compostos e a
determinacdo da massa e a formula molecular de uma substancia organica presente em
uma mistura complexa (SKOOG, 2006, BRUICE, 2006). Esta técnica também permite
fazer a identificacdo de algumas caracteristicas estruturais da substancia analisada.

Esse procedimento é realizado com alta eficiéncia e reprodutibilidade. Nesse
processo, 0s constituintes da amostra analisada sao separados por particao de duas fases,
uma movel e outra estacionaria, e logo em seguida é mandada para o detector que é
responsavel pela identificacdo da amostra.

Na Figura 8 ¢ mostrado em um esquema que resume 0 processo de separagdo e
identificacdo em CG-EM.

Figura 8: Esquema do CG-EM.
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Fonte: Emwas, A. H. et al., (2015)
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Na parte da cromatografia gasosa (CG), a fase movel é um gas inerte em relacéo
a fase estacionaria (RODRIGUES, 2005), que segundo Chaves (1997), retém os analitos
por particdo. O gés hélio é comumente o mais utilizado como fase mdvel, e também
denominado como gas de arraste. Segundo Skoog (2006), os gases hidrogénio,
nitrogénio e argbnio também sdo muito utilizados.

Segundo Mihlen e Langas (2004), para a injecdo de amostras na camara de
injecdo é utilizada uma seringa, pois ela injeta a amostra em uma velocidade ideal, que
faz com que o resultado ndo tenha um espalhamento de bandas ou uma pobre resolucéo.

As colunas cromatograficas podem variar de 2 até 100 metros de comprimento
ou mais. Segundo Holler (2002), estas colunas sdo feitas de aco inoxidavel, vidro e
silica fundida. De acordo com Skoog (2006), elas apresentam didmetros médios de 10 a
30 mm. As colunas sdo abrigadas em um forno, portanto devem ser resistentes a rapidas
e pequenas variagOes de temperatura. Segundo o autor supracitado a temperatura ideal
para as colunas dependem do ponto de ebulicdo da amostra e do grau de separacdo
requerido. Para amostras que necessitem de longas faixas de temperatura para ebulicdo
€ necessario elaborar um método que aumente a temperatura progressivamente
(CHRISTIAN, 1994).

Ap0s a separacdo na coluna cromatogréfica os compostos separados passam por
um detector que deve seguir algumas caracteristicas: boa sensibilidade, estabilidade e
reprodutividade, suportar uma grande faixa de temperatura, curto tempo de resposta e
ter uma alta confiabilidade (SKOOG, 2006). A Tabela 2 traz alguns dos detectores mais

utilizados em CG e as amostras as quais sdo aplicaveis.

Tabela 2: Detectores em CG.

TIPO DE DETECTOR AMOSTRAS A QUAIS SAO APLICAVEIS
lonizacdo em chama Hidrocarbonetos

Captura de elétrons Compostos halogenados

Espectrometro de massas Ajustavel a qualquer espécie

Fonte: Adaptado de Holler (2002)

O resultado obtido em um processo de cromatografia € chamado cromatograma.
Nele é plotado a intensidade relativa de um composto detectado pelo seu tempo de
retencdo. Segundo Ciola (1973), o tempo de retencdo é definido como o tempo gasto

para 0 composto chegar ao detector desde o momento de injecdo. Na Figura 9 é
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mostrado o cromatograma de uma amostra genérica. Vale ressaltar que cada pico

mostrado nesse grafico representa uma substancia detectada.

Figura 9: Exemplo de cromatograma
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Fonte: Afinko (2014).

ApoOs passar pela coluna, 0s compostos ja& separados sdo enviados ao
espectrometro de massa que esta acoplado ao aparelho de CG. O espectrémetro de
massa requer uma pequena quantidade de amostra, que apds ser detectada € ionizada.

De acordo com Croti e Lopes (2006), a ionizacdo é o processo de remocao de
um elétron de um &tomo ou molécula para a formacao de ions. Existem diferentes tipos
diferentes de processos de ionizacdo, dentre 0s quais 0s principais sdo a ionizagdo
quimica por dessorcdo e ionizacdo por impacto de elétrons (PAVIA, 1996).

A técnica de ionizagdo mais utilizada para andlise de Oleos essenciais no
espectrOmetro de massa é a ionizacdo por impacto de elétrons (EI). Nessa técnica, a
amostra a ser analisada é bombardeada com um feixe de elétrons de alta energia de
70 eV. O impacto com esse feixe de elétrons remove um elétron da amostra formando
um cétion-radical, chamado de ion molecular (SKOOG, 2006). De acordo com
Silverstein (2006), essa energia € mais que suficiente para ionizar a amostra, logo, a
energia restante é dissipada por parte, pelo rompimento de ligacGes covalentes presentes
na amostra, resultando nas chamadas fragmentacoes.

A ionizagdo por impacto de elétron € a mais utilizada, porque grande parte dos
trabalhos iniciais utilizando espectrometria de massa foi feita com El, logo as principais
bibliotecas e banco de dados de espectros de massa sdo formados devido a esse tipo de
ionizacdo, e em razdo desse processo ser reprodutivel torna-se essencial para a
identificacdo de compostos (SILVERSTEIN, 2006).
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Todos os fragmentos que séo carregados positivamente passam por duas placas
com cargas negativas, as quais aceleram os fragmentos dentro de um tubo rumo ao
analisador. Os fragmentos que ndo possuem cargas, ou seja, neutros, ndo sao atraidos
pelas placas carregadas e, portanto, ndo sdo aceleradas para o analisador (BRUICE,
2006).

No analisador de massas a mistura de ions formados ap0s a ionizagdo é separada
de acordo com a sua razdo massa-carga m/z para a geracdo do resultado. Existem
diferentes analisadores de massas, dentre os quais se podem citar 0s principais:
Seletores magnéticos que usam um campo magnético para desviar os ions em
movimento e os analisadores quadrupolos que sdo formados por tubos cilindricos com
voltagem alterada (SILVERSTEIN, 2006).

Apds passar pelo analisador é obtido o resultado. O resultado é um grafico
chamado espectro de massa, onde é plotado a razdo massa/carga pela intensidade
relativa dos ions. Na Figura 10 é mostrado um espectro de massa para uma amostra

genérica.

Figura 10: Exemplo de espectro de massa
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Fonte: O autor

3.3.0 PEQUI

O cerrado é o segundo maior bioma no territério brasileiro, possui clima
estacional com periodo chuvoso dos meses de outubro a marco seguido por periodo
seco de abril a setembro. Esse bioma apresenta uma grande diversidade de flora com
caracteristicas diversas (AVIDOS; FERREIRA, 2000).
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Dentre as espécies frutiferas do cerrado uma das mais conhecidas é o Caryocar
brasiliense Cambess, conhecido popularmente como pequizeiro. Uma imagem do

pequizeiro é mostrada na Figura 11.

Figura 11: Caryocar brasiliense Cambess

Fonte: O Autor.

De acordo com Paz (2014), essa espécie apresenta safra entre os meses de
setembro e janeiro. O fruto do pequizeiro é conhecido popularmente como pequi, que €
do tipo drupa e com carogos envolvidos por uma polpa carnosa e comestivel
(ROESLER, 2007). Nas Figuras 12 e 13 sdo mostrados o fruto do pequi ainda com

casca e 0 carogo descascado, respectivamente.

Figura 12: Pequi com casca Figura 13: Pequi descascado

- 7

Fonte: O Autor

Segundo Kerr e Silva (2007), de todos os frutos advindos do cerrado brasileiro, o
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pequi é o mais consumido e comercializado. O mesmo esta presente na mesa de muitas
familias goianas e mineiras, alem de ser a Unica fonte de renda de diversas familias da
regiéo.

A polpa do pequi é rica em vitaminas A, C e E, além de ser rico em
betacarotenoides (UNB CIENCIA, 2009). Portanto, seu consumo pode beneficiar o
homem, uma vez que essas vitaminas ajudam na producéo da melanina na pele, evita o
envelhecimento precoce e atua no combate aos radicais livres que podem causar
doencas degenerativas de envelhecimento e morte celular (BIACHINI; ANTUNES,
1999).

No trabalho de Almeida et al., (1988), os autores afirmam que o cha de pequi €
comumente utilizado no tratamento caseiro de bronquite, gripes e resfriados. Além
disso, 0 pequi também pode ser adicionado em cremes para auxiliar no tratamento de
edemas e queimaduras e fortificante para mulheres gravidas (CHEVEZ POZO, 1997).

Diversos estudos na literatura apresentam fungdes para a utilizacdo do OE de
pequi, entre elas algumas bioldgicas. De acordo com Soares (2013), o OE de pequi
apresenta atividade antimicrobiana e antioxidante. Segundo Batista et al. (2012), o dleo
de pequi também apresenta funcéo antibacteriana e efeito cicatrizante.

3.4.NEMATOIDES

De acordo com Ritzinger et al., (2010), os nematoides sdo parasitas do Reino
Animalia que constituem um grupo diverso dos invertebrados. Eles podem viver tanto
em ambientes aquaticos e marinhos como em meio terrestre, vivendo como parasitas ou
como individuos livres. Atualmente existem registrados na literatura a descri¢cdo de
cerca de 50.000 espécies de nematoides (TSAI et al., 1991).

Segundo o portal das Noticias Agricolas (2018), s6 os sojicultores brasileiros no
ano de 2017 tiveram um prejuizo de mais de 16,2 bilhdes de reais devido aos
nematoides em seus cultivos. E estima-se que mundialmente estes parasitas de todas as
espécies e géneros, causam perdas de milhdes de dolares, dando prejuizo para os
agricultores individualmente e para a queda do Produto Interno Bruto (PIB) dos paises
cultivadores (ROSA et al., 2014).

Segundo Barbosa et al., (2015), os nematoides podem ser classificados em trés
grandes grupos: 0s que apresentam vida livre, os parasitas de animais e 0s parasitas que
habitam as plantas. Campos (1992), afirma que estes parasitas que vivem e se

alimentam das plantas sdo classificados como fitonematoides. Este Gltimo grupo citado
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apresenta um histdrico de grandes perdas de plantacfes de diversas espécies (ARLEIA,
2008).

3.4.1. O GENERO Meloidogyne spp.

Segundo o trabalho de Rosa et al., (2015), os nematoides-das-galhas (NDG), sdo
0s principais nematoides fitopatogénicos que causam doencas nos cultivos nacionais,
podendo causar perdas parciais e até mesmo totais das plantacdes. Os NDG sdo os
nematoides pertencentes ao género Meloidogyne spp. (COSTA, 1990).

Os nematoides do género Meloidogyne spp. sdo parasitas de facil adaptacéo, logo
hospedam-se em diversas espécies de plantas causando severas consequéncias. Dentre 0s
principais danos causados, podem-se citar as mais graves como: nanismo, folhagens
murchas, deficiéncia nutricional, tamanho reduzido de frutos, baixo rendimento da cultura
e clorose (EMBRAPA, 2016).

A principal caracteristica das plantas nas quais estdo servindo de hospedeiras
para 0s NDG ¢ o aparecimento das chamadas galhas. De acordo com Sangwan et al.,
(1985), as galhas séo células dos nematoides que sdo fixadas externamente as raizes das
plantas hospedeiras, dando a impressdo de que as raizes das plantas estdo mais grossas.
De acordo com a Embrapa (2016), a presenca destas galhas desviam os nutrientes que
sdo essenciais para o desenvolvimento das plantas para os NDG.

Segundo Barbosa (2015), os principais NDG causadores de doengas nas plantas
hospedeiras, sdo Meloidogyne incognita e o Meloidogyne javanica, sendo esta Gltima o
segundo tipo mais comum nos ataques dos cultivos agropecuarios.

Vale ressaltar que de acordo com a Embrapa (2016), os NDG ndo trazem
nenhum perigo ao ser humano quando ingerido, diferentes de outros tipos de
nematoides como é o caso da Ascaris lumbricoides, conhecida popularmente como

lombriga.

3.4.2. CICLO DE VIDA DOS NEMATOIDES-DAS-GALHAS (NDG)

Segundo Castafieda (2015), os nematoides desenvolvem-se em quatro estadios
(J1, J2, J3 e J4) desde o ovo até chegar a fase adulta. A primeira troca de cuticula,
processo chamado de ecdise ocorre ainda no interior do ovo. Em seguida o juvenil ja em

segundo estadio, o J2, eclode o ovo e penetra diretamente em uma raiz (EMBRAPA,
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2016). Segundo a Ageitec (2012), ap0s a penetracdo ao tecido do hospedeiro, 0 J2
comeca a retirar 0s nutrientes que necessita das plantas e comeca a aumentar de
tamanho, transformando-se em J3 e J4 respectivamente até chegar ao tamanho adulto.

De acordo com Barbosa (2015), a Unica forma infectante das NDG é quando séo
juvenis de 2° estadio. Nesse sentido, apds a eclosdo do ovo, 0 J2 penetra pela ponta da
raiz e migra-se integralmente para as raizes hospedeiras, tornando-se um endoparasita
sedentério. Os mesmos adquirem seus nutrientes a partir do desenvolvimento das galhas
e por material intracelular das plantas.

Segundo a Embrapa (2016), o ciclo de vida de um nematoide pode durar de trés
a quatro semanas do processo de ovo a ovo, podendo ser extensivel com a diminuicao
da temperatura. De acordo com Huang e Pereira (1994), em um ciclo uma fémea pode

colocar mais de 2.000 ovos.

3.4.3. CONTROLE DOS NEMATOIDES

De acordo com Ritzinger et al., (2010), o principal método de controle de
nematoides é com a utilizacdo de nematicidas quimicos. Porém a sua utilizacdo acarreta
contaminacdo do meio ambiente, que por consequéncia afeta na satide do homem e dos
animais (SANTOS et al., 2013). Com o avanco dos estudos, foi relatada em alguns
trabalhos como o de Costa e Ferraz (1990), a atividade antagonica da utilizacao de extratos
de alguns vegetais no tratamento de NDG, mostrando que existe a possibilidade de
controle, sem a necessidade de uso de fortes produtos quimicos que causam danos ao meio
ambiente.

A utilizacdo de OEs também tem se mostrado efetivo no combate das espécies dos
NDG (OKA, 2001). Um exemplo disso € o trabalho de Alcanfor (2004), que obteve um
alto indice de mortalidade utilizando 6leo essencial (OE) de eucalipto no controle de
Meloidogyne incognita. Santos et al., (2012), também obteve eficiéncia na taxa de

mortalidade no controle de M. incognita utilizando o OE de geranio.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O desenvolvimento deste trabalho foi realizado entre os meses de outubro e
dezembro do ano de 2019, nos laboratérios de Quimica Orgéanica, Central Analitica e
Nematologia do Instituto Federal Goiano — Campus Morrinhos, localizado na zona rural

do municipio de Morrinhos — Goiés.

4.1.COLETA E PREPARACAO DO FRUTO DO PEQUI

O fruto do pequi foi coletado nos meses de outubro e novembro de 2019. O
material foi coletado na zona rural do municipio de Buriti Alegre (18°11'44.0"S
49°03'33.1"W), localizado na regido sul de Goias. Ele foi colhido de forma aleatoria
com casca, e armazenado em uma embalagem isolada, disposto a ndo haver contado
com contaminantes que poderiam alterar o resultado no processo de analise.

O fruto foi levado para o laboratério de Quimica Orgénica no IF Goiano —
Campus Morrinhos, onde foi descascado visando a obtenc¢do apenas da “polpa” do
pequi, a qual foi picada em pequenos pedacos e armazenado em uma embalagem

vedada na geladeira do laboratério até 0 momento da extragdo do OE.

4.2. EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

O OE foi extraido por meio do processo de hidrodestilacdo utilizando o aparelho
Clevenger no laboratdrio de Quimica Organica do IF Goiano-campus Morrinhos. Foram
realizadas seis extracbes de 4 horas de duragdo cada uma. Em cada extragdo foi
utilizada 0,5 kg de polpa de pequi e 2 L de dgua destilada.

Apds o término da extracdo, o OE aparente foi retirado com uma pipeta de
Pasteur e armazenado em um frasco isolado. Em seguida foi colocado na geladeira até o
momento das analises quimica e biologica. O restante do OE foi extraido da fase aquosa
em um funil de separacéo, utilizando 5 mL de diclorometano, CH,Cl,. A mistura foi
seca, filtrando a fase organica em sulfato de sodio anidro, NaSO,. A mistura foi
armazenada em um frasco coletor e aquecida em uma chapa de aquecimento numa
temperatura de 27 °C para a evaporacao do solvente. Por fim o frasco contendo o OE foi
colocado na geladeira até 0 momento da analise quimica.

O OE de pequi foi extraido utilizando o processo de hidrodestilagdo. Das seis
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extracOes totais realizadas foi obtido um volume de cerca de 1,0 mL de dleo, no qual foi

utilizado para o teste biologico e para a analise quimica no CG-EM.

4.3.ANALISE QUIMICA NO CG-EM

Apols a etapa de extracdo, o OE destinado a analise quimica foi levado ao
laboratorio na Central Analitica do Instituto Federal Goiano campus Morrinhos e
injetado no Cromatografo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massa, (CG-EM),
seguindo o método proposto por Adams (2007).

As amostras dos 6leos essenciais foram analisadas em um cromatografo a gas
acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) da marca Perkin Elmer, modelo
GCClarus680/EMClarusSQ8S, equipado com coluna capilar da marca Perkin Elmer
Elite 5 (5% de difenil e 95% de dimetilpolisiloxano) de 30 m de comprimento, 0,25 mm
de diametro interno e 0,25 um de espessura de filme. O gas carreador foi o hélio a fluxo
constante de 1 mL min™, as temperaturas do injetor (modo slipt 1:20) e detector foram
respectivamente 220 e 246 °C; o volume de injecdo foi de 1 pL de éleo diluido em
hexano e desumidificado com sulfato de sodio. A rampa de aquecimento foi de 60 a
246 °C (3 °C.min™). O detector de massas foi operado com energia de impacto de 70 eV
(ADAMS, 2007).

4.4.1DENTIFICACAO DOS COMPONENTES DO OLEO ESSENCIAL

Apos a injecdo do OE no CG-EM foi feita a analise do resultado obtido. Foram
analisados todos os picos apresentados no cromatograma. A identificacdo dos
compostos presentes no OE foi baseada na comparacdo do espectro de massa obtido
para cada composto com o0s espectros da biblioteca presente no Software do
equipamento, o Nist08 e no livro referéncia de Adams (2007). A comparagéo teve foco
no perfil dos espectros (fragmentac6es) e no tempo de retengéo.

4.5.ANALISE BIOLOGICA

A anélise foi realizada no laboratorio de Nematologia do IF Goiano campus
Morrinhos. Para a verificagdo do efeito nematicida em J2 de Meloidogyne javanica, foi

preparado em tubos de ensaio cinco solugdes em quintuplicatas com agua destilada e
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diferentes concentragdes de J2, como é mostrado na Tabela 3. Vale ressaltar que a
extracdo, identificacdo e preparacdo das solugées com a presenca dos nematoides foram
preparadas por alunos do curso de agronomia do IF - campus Morrinhos.

Tabela 3: Quantidade J2 presentes em cada amostra das solucdes preparadas.

Tubo Solucéo Quantidade de J2
1 T1 80

2 T2 160

3 T3 320

4 T4 640

Testemunha TO 40

Fonte: O autor.

Em seguida foi preparada uma solucéo solubilizante, seguindo a metodologia de
Marino et al. (2012), na qual foi misturado 100 mL de &gua destilada juntamente com
10 mL de é&lcool etilico e 3mL de Tween. O tratamento bioldgico foi realizado
adicionando 100 pL desta solucdo solubilizante na solugdo testemunha sem adicdo de
OE e 100 pL juntamente com quantidades diferentes de OE para cada uma das solugdes
nos tubos de ensaio. Na Tabela 4 é mostrada a quantidade de OE utilizada em cada uma
das solugdes nos tubos de ensaio.

Tabela 4: Quantidade de OE utilizado no tratamento das soluces.

Tubo Solucédo Quantidade de OE (uL)
1 Tl 0,2
2 T2 0,4
3 T3 0,8
4 T4 1,6
Testemunha TO 0,0

Fonte: O autor

Apos a aplicacdo da solucdo junto com o OE nas solucdes, as mesmas foram
armazenadas na geladeira mantidas a temperatura de 27°C. Depois de 24 horas, foi feita
a contagem dos J2 mortos. A solucgéo foi retirada da geladeira e foi feita a contagem de

cada uma das solugdes. A contagem foi feita utilizando um microscopio optico e uma
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camara de Peters de capacidade de 1,0 mL. Foram considerados mortos as unidades de
J2 com os corpos retos e imoveis. Um exemplo dos NDG considerados mortos é
mostrado na Figura 14.

Figura 14: Exemplo de J2 considerado como morto

Fonte: O autor
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.IDENTIFICAC,‘AO DOS COMPOSTOS PRESENTES NO OE
A partir do processo de CG-EM foi obtido um cromatograma (Figura 15), onde
0s picos apresentados indicam os compostos presentes na mistura complexa do OE do

pequi no seu devido tempo de retencéo.

Figura 15: Cromatograma do 6leo essencial de pequi (2019).
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Fonte: O autor

Foi notada inicialmente a pequena quantidade de picos nesta analise, comparado
ao mesmo teste realizado com o OE de pequi no ano anterior (2018), que foi resultado
de um projeto de iniciacdo cientifica pelo mesmo autor desta monografia. O

cromatograma obtido para a amostra de OE de 2018 € mostrado na Figura 16.



Figura 16: Cromatograma do 6leo essencial de pequi do ano de 2018.
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Na anélise quimica realizada com esse OE de pequi em 2018 utilizando a técnica

CG-EM, foram identificados diversos compostos, dentre 0s mais comuns, 0S

monoterpenos, como o a-pineno (CioHig) € 0 eucaliptol (CioH180). Os compostos

identificados nesta analise sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Compostos identificados do OE de 2018.

Tempo de retengdo Composto Formula Molecular
(min)
5.55 o — pineno C1ioH1s
7.50 Hexanoato de etila CgH160,
8.43 D-Limoneno C1ioH1s
8.73 Eucaliptol C10H150
12.97 3,4,4- trimetileptano C1oH2
14.67 a — terpineol C10H150
16.54 Carvona C10H12.0

Fonte: O autor

A Tabela 6 apresenta os compostos identificados no OE do fruto do pequi no

ano de 2019.
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Tabela 6: Composicao quimica do OE do pequi (2019).

Numero  Tempo de Formula Massa Composto
Retencao Molecular  Molecular
1 3.66 C7/H140, 130 2-metilbutanoato de etila
2 3.73 C/H140, 130 3-metilbutanoato de etila
3 5.25 NI NI NI
4 5.59 CgH1602 177 Butanoato de sec-butila
5 7.46 CgH1602 144 Hexanoato de etila
6 8.45 CioH1s 136 D-limoneno
7 8.98 CioH16 136 a-Ocimeno
7 8.98 CioHas 136 B-Ocimeno
8 9.36 CgH150; 158 2—metil propanoato de
isopentila
9 12.07 NI NI NI
10 14.59 C10H120, 172 Octanoato de etila
11 16.29 C10H20, 164 2—fenilacetato de etila

Nota: NI = ndo identificado. Fonte: O autor.

Vérios fatores podem ser 0s responsaveis por essa discrepancia entre 0s
compostos identificados na analise atual em comparacdo com a analise do OE de pequi
de 2018, como o local, maturagéo do fruto e sazonalidade da coleta do fruto do pequi. O
fruto do pequi foi coletado entre 0os meses de janeiro e fevereiro em 2018 e entre 0s
meses outubro e dezembro de 2019.

O pequizeiro do qual o fruto da amostra recente de OE foi extraido era
visualmente bem mais novo e pequeno que 0 pequizeiro da amostra de 2018. Neste
sentido um dos fatores que pode influenciar nesta diferenca de composi¢do do OE é o
estagio de desenvolvimento em que se encontrava a planta na época de extracao.
Segundo Brant (2008), dependendo do estagio de desenvolvimento da planta, ela ndo
consegue realizar alguns processos de biossintese de certos compostos constituintes do
OE, o que pode justificar certos constituintes encontrados da amostra de 2018 que néo
foi encontrada na amostra atual, como é o caso do a—pineno, eucaliptol, 3,4,4-
trimetileptano, a—terpineol e carvona.

Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2006), a temperatura € um fator que influencia
diretamente na composi¢do quimica de um OE, podendo fazer com que alguns volateis
evaporem dependendo da temperatura do momento. Neste sentido, a composi¢ao de um
OE de uma mesma espécie coletada na parte da manha pode ser diferente da analise de

uma amostra coletada no periodo da tarde, caso que pode ter ocorrido nestas analises, ja
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que o pequi do OE do ano de 2018 foi coletado no periodo da tarde e o do OE de 2019
no periodo da manha.

Condigbes como sazonalidade, umidade, entre outras, também podem ter sido
responsaveis por essa grande diferenca de compostos presentes nas duas amostras
(MORAES, 2009). Nesse seguimento recomenda-se que o analista faca um registro do
horério, local e condicbes do momento em que o fruto foi extraido, para que seja
possivel a identificacdo dos fatores causadores dessa grande variabilidade
composicional.

Os compostos foram identificados a partir da comparacdo do espectro de massa
obtido com espectros de massas presentes na biblioteca do software do equipamento, o
Nist08®. Este software apresenta um fator de compatibilidade entre os espectros
analisados que vai de uma escala de zero até 100%. Todos os compostos identificados
obtiveram um grau de confiabilidade maior que 90%, além disso, alguns compostos
foram confirmados também comparando o espectro de massa obtido com os trazido por
Adams (2007), que apresenta diversos espectros ja identificados para alguns compostos.
As estruturas das substancias identificadas na analise de 2019 sdo mostradas na

Figura 17.
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Figura 17: Estruturas de compostos identificados no OE do pequi.
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Nota: os nimeros das estruturas estdo relacionados com os compostos identificados na Tabela 6. Fonte: O
autor.

As substancias marcadas como NI na Tabela 6, significam “ndo identificadas”,
ou seja, nao foi possivel realizar a identificacdo dos compostos utilizando a técnica por
comparacdo de espectros de massa, devido a baixa compatibilidade dos espectros
analisados da biblioteca com o espectro de massa obtido. A biblioteca desatualizada
pode ter sido um fator de causa desta impossibilidade de identificagdo, tendo em vista
que diariamente sdo identificados diversos compostos com estruturas diferentes
(CHAUL et al.,2013).
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Nesse sentido seriam necessarios processos mais eficientes para a realizacdo da
identificagdo destes compostos NI. De acordo com Lima (2013), o processo de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) permitiria ndo sé identificar o composto
analisado, como também fazer a elucidacdo do mesmo, caso ndo houvesse estudos
referentes ao composto em questdo, logo, torna-se uma Otima forma de auxilio neste
processo de analise quimica. Para identificar os compostos do OE por RMN seria
necessario separa-los por cromatografia para obter uma amostra pura.

Além disso, também poderia ser calculado e comparado na literatura o indice de
Kovats ou o indice aritmético. Estes indices sdo obtidos por interpolacéo, relacionando o
tempo de retencdo do componente em estudo com o tempo de retencdo de dois padrbes
(geralmente hidrocarbonetos) eluidos, antes e apds o pico do composto de interesse
(VIEGAS; BASSOLLI, 2007). O indice aritmético ndo foi calculado porque ndo havia o
padrdo de alcanos na Central Analitica do IF Goiano — campus Morrinhos.

Da andlise dos resultados obtidos, foi visto que 77,8% dos compostos
identificados sdo substancias que apresentam o grupo funcional éster, cuja estrutura
geral é mostrada na Figura 18. De acordo com Roberts e Caserio (1977), os ésteres sdo
uma importante classe de compostos organicos que podem ser produzidos por meio de
reacOes de sintese ou extraidos de produtos naturais utilizando-se certos processos
adequados de extracdo. Sua utilizagdo é bastante difundida, tendo maior énfase de
aplicacdo no meio industrial. Os ésteres apresentam uma forte caracteristica aromatica,
que por sua vez é muito utilizada como aromatizantes nas industrias alimenticias
(COSTA et al., 2003).

Figura 18: Estrutura genérica de um éster.

Fonte: O autor

O restante dos compostos identificados sdo compostos monoterpénicos, que
representa 22,2% dos compostos identificados. De acordo com Lorena e Bicas (2016),
esta classe de compostos apresenta grande importancia para o aroma dos produtos

naturais, principalmente para as frutas citricas e os frutos, como € o caso do pequi.
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O composto majoritario identificado nesta analise foi o0 hexanoato de etila (5),
assim como nas anélises realizadas por Cordeiro et al., (2013), Cordeiro (2012) e Paula
et. al., (2013), que também realizaram a analise quimica com o OE de pequi. De acordo
com o trabalho de Nascimento (2007), este composto € utilizado comercialmente como
aromatizante sabor de abacaxi, entre outros.

No espectro de massa do hexanoato de etila (5), mostrado na Figura 19, o pico
com maior valor de m/z é 144.

Figura 19: Espectro de massa do hexanoato de etila.
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Fonte: O autor

Este pico apresentado é devido ao fragmento formado apenas pela ionizacéo, ou
seja, remocdo de um elétron Esta espécie que ndo houve quebras nas ligacGes é
chamada de ion molecular, na qual contém a massa do composto por uma carga positiva
unitaria, z = +1 (SILVERSTEIN, 2006). Logo, a massa do ion molecular apresenta a
mesma massa do composto analisado. Na Figura 20 mostra a representacdo da formacao

do ion molecular do hexanoato de etila (5).

Figura 20: Formacao do ion molecular.
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Fonte: O autor

O pico de maior intensidade da Figura 19 tem um valor de m/z 88, portanto € um
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fragmento de massa 88, que por ser o pico mais intenso, significa que € o ion mais
abundante formado pelas rupturas das ligagdes (PAVIA, 1996). Esse pico de maior
intensidade € denominado de pico base. Na Figura 21 é mostrado o rearranjo de

McLafferty, dando origem ao pico do ion molecular.

Figura 21: Formacéo do ion do pico base.
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Fonte: O autor

Outra fragmentacdo que ocorre ¢ a clivagem a, que origina 0 ion m/z 73. A sua
formacédo é representada na Figura 22.

Figura 22: Formacéo do ion de m/z 73.
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Do mesmo modo, pode haver a clivagem a do outro lado da carbonila, originado

0 ion que d& origem ao pico de m/z 99. O processo de formacao desse ion é mostrado na
Figura 23.
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Figura 23: Formacao do ion de m/z 99.
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Segundo o trabalho de Passos et al., (2002), o hexanoato de etila (5) mostrado
anteriormente e o octanoato de etila (10) apresentaram efeito antifingico em testes in vitro
no combate de Cryptococcus neoforman. Ainda segundo os trabalhos de Cordeiro et al.,
(2013) e Cordeiro (2012) foram identificados os compostos 2—metilbutanoato de etila
(1), p-ocimeno (7) e octanoato de etila (10), que também foram identificados nesta
andlise.

O composto 2-metilbutanoato de etila (1) foi encontrado na analise do OE de
macas realizada por Janzantti (1996), e € o éster responsavel pelo aroma de maca. O
B—ocimeno (7)), é relatado como aromatizante responsavel por cheiro de diversas flores,
assim como também é produzida por certas plantas nas quais foram atacadas por
herbivoros (LIMA; HOUSE, 2001). Tal acdo ocorre como forma de defesa que repele
insetos prejudiciais para as plantas nesse momento de sensibilidade.

Segundo o trabalho de Pires et al., (2017), o composto D—limoneno encontrado
nesta analise, tem uma importancia econémica devido a sua ampla utilizacdo na
industria alimentar. Também no trabalho de Nascimento et al., (2019), o D-limoneno
foi utilizado no tratamento de ataques antiarritmicos em teste em ratos, apresentando

efeito satisfatorios em certas concentragdes.

5.2.AVALIACAO DA ATIVIDADE NEMATICIDA

Os resultados obtidos verificando a taxa de mortalidade de J2 para os diferentes
volumes de OE de pequi utilizados sdo mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7: Mortalidade de J2 com a variacéo de OE de pequi.

Repeticdo  Testemunha Solucdo T1 Solucdo T2 Solucdo T3  Solucdo T4

4032 80 J2 160 J2 32032 640 J2

0,0pL+de OE O,2uL+de OE O,4uL+de OE 0,8uL+de OE 1,6uL+de OE
R1 1 30 32 14 36
R2 1 20 28 14 32
R3 1 30 24 20 36
R4 2 20 20 16 28
R5 1 16 28 16 32

Rmedio 1,2 23.2 26.4 16 32.2

Nota: Rmédio é a média da mortalidade de J2. Fonte: O autor

Com o valor de Rpggio foi plotado um grafico de mortalidade de J2 observada

pelo volume de OE utilizado. O gréfico é mostrado na Figura 24.

Figura 24: Grafico de J2 mortos pelo volume de OE utilizado.
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Fonte: O autor

Observando os resultados presentes na tabela e no gréfico, é notado que todas as
solugdes de J2 tratadas com as fraches de OE de pequi obtiveram uma taxa de
mortalidade no controle de Meloidogyne javanica. Porém o percentual de juvenis
mortos foi muito pequeno em relacdo a quantidade total presentes nas solucdes. As
solugdes T1 e T2 foram as que obtiveram uma taxa de mortalidade maiores em relagéo
as outras, com 29% e 16,5% de J2 mortos respectivamente. A mortalidade para as
solugdes T3 e T4 obtiveram uma taxa de 5% para ambas as solugdes.

Para a solugédo testemunha foi obtido uma taxa de mortalidade quase nula, fato

que ja era esperado, tendo em vista que a unica solucdo adicionada ao sistema foi a
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solucéo solubilizante sem nenhuma quantidade de OE de pequi. As quantidades de J2
encontradas mortas nesta solucdo possivelmente estariam debilitadas antes mesmo da
adicéo da solucgéo solubilizante.

Né&o foi encontrada nenhuma referéncia na literatura na qual o OE de pequi foi
utilizado no controle de M. javanica. Porém no trabalho de Lopes (2017), é relatada a
utilizacdo de extrato das folhas pequi na mesma espécie de J2 trabalhadas nesta anélise.
De acordo a autora, a taxa de mortalidade de M. javanica foi de 20% dos juvenis
iniciais, ou seja, uma taxa relativamente pequena como em nosso caso.

Maistrello et al., (2010), afirmam que os taninos, flavonoides, alcaloides,
esterOis e glicosideos sdo classes de compostos que frequentemente apresentam
atividades nematicida. N&o foi identificado nenhum composto presente no OE de pequi
gue se enquadram nesta classe de compostos, fator este que pode ser o responsavel pela
taxa de mortalidade tdo baixa como a obtida nesta analise e na de Lopes (2017).

Em nossa analise foram identificados apenas dois terpenos, o D-limoneno (6) e
o a e f—ocimeno (7). A baixa presenca dessa classe de compostos no OE de pequi pode
ter contribuido para a baixa taxa de mortalidade obtida de J2, pois segundo Oka (2000),
é devido aos compostos terpénicos oxigenados presentes nos OES que 0s mesmos
conseguem apresentar atividade nematicida. A presenca destes compostos também foi
observada por Borges (2017), que verificou uma grande taxa de mortalidade de Juvenis
de M. javanica, com OE de aroeirinha que apresentou diversos compostos da classe dos
terpenos.

Em relacdo aos J2 mortos nesta anélise, ainda ndo se sabe ao certo o mecanismo
de agdo do OE nos fitonematoides. Porem testes realizados por Marino et al., (2012),
mostraram que os OEs interagem com a membrana citoplasmatica, promovendo o
ruptura de polissacarideos, fosfolipidios e lipideos, ocasionando a despolarizacdo de
algumas membranas das organelas citoplasmaticas, alterando a permeabilidade destas
membranas.

Segundo o trabalho de Moreira et al.,(2015), em uma analise de mortalidade de
de J2 com OE de Lippia sidoides, foi obtido uma taxa de mortalidade de 83% de
M. incAgnita, uma taxa de mortalidade alta para o tratamento com OE. Na analise
realizada neste trabalho, todos os volumes utilizados de OE de pequi no controle de J2
de M. javanica obtiveram uma taxa de mortalidade. Porém essa taxa foi muito pequena
em relagdo a quantidade total de nematoides presentes no sistema, logo ndo apresentou

o efeito nematicida que se espera para seu uso em grandes plantacGes. Talvez realizando
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esse mesmo estudo com um aumento significativo no volume do OE possa obter

resultados mais satisfatorios, podendo ser alvo de estudo de outro trabalho.
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6. CONCLUSOES

Os constituintes quimicos presentes no OE de pequi apresentaram uma enorme
variacdo composicional em relagdo ao mesmo teste realizado no ano de 2018. O horéario
e local da coleta assim como o estagio de desenvolvimento da planta podem ser os
possiveis fatores influenciadores nessa grande variacdo. Dos compostos identificados
pelo processo CG-EM, 77,8% apresentaram o grupo funcional éster, que por maioria
sdo utilizados comercialmente em industrias alimenticias como aromatizantes. O
restante dos 22,2 % dos compostos identificados sdo terpenos, também utilizado na
indUstria alimenticia.

O OE de pequi ndo promoveu uma taxa de mortalidade significativa de J2 de M.
javanica nos volumes utilizados, tal resultado pode ser explicado pela auséncia de mais
compostos da classe dos terpenos, que sdo 0s responsaveis pela atividade nematicida
nos OEs.

Neste sentido conclui-se deste trabalho que os objetivos foram alcancados com
sucesso, sendo possivel a partir dele identificar os compostos presentes no OE pequi,
podendo concluir também que os constituintes presentes ndo favorece a sua utilizagdo

como nematicidas de NDG M. javanica.
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