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RESUMO

Produtos naturais e 6leos essenciais possuem papel histérico, cultural, na saide e no controle
de pragas. No Brasil, os conhecimentos populares e o uso tradicional amparam a investigacao
da espécie Siparuna guianensis Aublet., popularmente conhecida como “negramina”, uma
planta amplamente distribuida na América do Sul e empregada como repelente natural e em
cuidados tradicionais, com composi¢do volatil sujeita a variabilidade sazonal e geogréfica. A
partir de relatos e estudos prévios acerca da atividade antioxidante de oleo essencial da
negramina, e seus efeitos bioldgicos relevantes, este trabalho visou caracterizar 0s
constituintes volateis do 6leo essencial das folhas de Siparuna guianensis Aublet; avaliar a
atividade nematicida do oOleo contra Meloidogyne enterolobii e mensurar a atividade
antioxidante dos extratos hidroetanolico, etanolico e aquoso da mesma planta. O d4leo
essencial foi obtido através da hidrodestilacdo por aparelho Clevenger, apresentando
rendimento médio de 0,19% e perfil rico em sesquiterpenos, com destaque para o -
muuroleno (26,2%) e elixeno (24,2%) como compostos majoritarios. Os bioensaios in vitro,
revelaram que o Oleo essencial reduziu a eclosdo de Meloidogyne enterolobii de forma
concentragdo-dependente, atingindo 96,75% em 50 uL (5 dias) e efeitos ja em 2,5-5,0 uL
(87,5-89,0%). Ja em relacdo a atividade antioxidante dos extratos brutos, verificou-se baixo
potencial ativo, sendo os melhores resultados obtidos: DPPH: ICso = 392 pg-mL™" para o
extrato hidroetandlico; ABTS: 19,93 umol Trolox-g ™ no extrato hidroetanolico; FRAP: 22,82
umol FeSO4-g ™! no extrato aquoso. Destarte, o 6leo essencial de Siparuna guianensis Aublet.,
mostra-se promissor como agente nematicida, enquanto os extratos mostram limitada
atividade antioxidante. Recomenda-se ampliar a amostragem sazonal/geogréfica e avancar

para testes in vivo, no que diz respeito a atuacdo do 6leo essencial como antinematoide.

Palavras-chave: Siparuna guianensis Aublet. Oleo essencial. Atividade nematicida.
Antioxidante. Meloidogyne enterolobii.



ABSTRACT

Natural products and essential oils play a longstanding cultural and practical role in health and
pest control. In Brazil, traditional knowledge supports investigating Siparuna guianensis
Aublet. (“negramina”), a South American species used as a natural repellent whose volatile
composition varies seasonally and geographically. Building on prior reports of antioxidant
and other bioactivities, this study aimed to characterize the volatile constituents of the leaf
essential oil (EO); evaluate the essential oil nematicidal activity against Meloidogyne
enterolobii and determine the antioxidant activity of hydroethanolic, ethanolic, and aqueous
extracts. The essential oil was obtained by hydrodistillation (Clevenger), yielding 0.19% and
a sesquiterpene-rich profile dominated by y-muurolene (26.2%) and elixene (24.2%). In vitro
bioassays showed a concentration-dependent reduction in Meloidogyne enterolobii hatching,
reaching 96.75% at 50 uL (5 days), with marked effects already at 2.5-5.0 uL (87.5-89.0%).
Antioxidant activity of the crude extracts was low, best results were observed in: DPPH: ICso
= 39223 pug-mL' for the hydroethanolic extract; ABTS: 19.93 umol TE-g' for the
hydroethanolic extract; and FRAP: 22.82 umol FeSOa-g 'for the aqueous extract. Overall, the
essential oil of Siparuna. guianensis Aublet. shows promising nematicidal potential, whereas
the extracts exhibit limited antioxidant activity. Future work should broaden seasonal and
geographic sampling and advance to in vivo tests, particularly regarding antinematode activity

of the essential oil.

Keywords: Siparuna guianensis Aublet.; Essential oil; Nematicidal activity; Antioxidant;

Meloidogyne enterolobii.
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1 INTRODUCAO

A relacdo do homem com os produtos naturais data de tempos imemoriais,
precedentes de qualquer conceito cientifico, ora estabelecido durante tempos mais modernos.
O uso de plantas no controle de enfermidades, pragas e em mecanismo de defesa, ajuda a
contar a historia de desenvolvimento da humanidade, desde os periodos da pré-historia até a
contemporaneidade, nas mais diversas civilizagdes, seja no Ocidente ou no Oriente, com
conhecimentos que perpassam a barreira do tempo e seguem desafiando o conhecimento
cientifico ainda nos dias atuais (Viegas; Bolzani; Barreiro, 2006).

Na mesma toada, no Brasil, ha uma heranca eterna dos povos originarios, que
detinham grande conhecimento sobre o uso de plantas com acbes benéficas para os seres
humanos, que reforcam a grande importancia cultural dessas exploracdes (Rocha et al., 2021).
E um legado que segue sendo carregado pelas comunidades locais do pais, como mostra o
trabalho de Santos et al. (2024), que investigaram as plantas conhecidas e utilizadas pelas
comunidades residentes no Delta do Parnaiba, encontrando um vasto repertério de uso que vai
desde a medicina até a construcdo de moradias, refor¢ando a importancia social

Avancando a contemporaneidade, os produtos naturais, antes parte de uma cadeia
natural na relacdo do homem com a natureza, se transformaram em fonte de exploracédo
visando o lucro. O Brasil é hoje um pais de destaque nesse tipo de exploracdo, representado
um centro de grandezas naturais, associadas a sua grande fauna e flora. A floresta amaz6nica
é um grande simbolo dessa riqueza natural, e torna-se cada vez mais, um palco da geopolitica
capitalista internacional. Em 2005, Becker ja comentava sobre 0s projetos de mercantilizacao

da natureza, através da Amazonia:

“Torna-se patente que, se hd uma valorizagdo da natureza e da Amazodnia, ha também a
relativizagdo do poder da virtualidade dos fluxos e redes do mundo contemporaneo, com a
globalizag@o, que acaba com as fronteiras e com os Estados. Na verdade, os fluxos e redes néo
eliminam o valor estratégico da riqueza localizada, in situ; eles sustentam a riqueza circulante
do sistema financeiro, da informagdo, mas a riqueza localizada no territrio também tem seu
papel e seu valor” (Becker, 2005, p.78).

Essa discussdo ganha cada vez mais forca, diante do estabelecimento da China como
nova poténcia econémica global, pressionando paises como os Estados Unidos na busca por
recursos naturais para suprir suas necessidades econdmicas e produtivas, fazendo da regido
Amazonica um alvo de interesse na manutencdo da hegemonia global dessas poténcias,

subjugando os paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento da América do sul, em uma



11

luta j& iniciada pela apropriacdo dos recursos naturais, ignorando seus impactos ambientais,
sociais e econdémicos nessas regides (Amin, 2015).

Nesse contexto, a ansia por exploracdo dos recursos naturais faz emergir um grande
interesse por formacéo cientifica capacitada. Todos esses fatos, contribuiram imensamente na
posicdo privilegiada do Brasil em relagcdo a Ciéncia de Produtos Naturais (Berlinck, et al.,
2017). Dentre elas, encontra-se a Quimica de Produtos Naturais, considerada a area mais
antiga de pesquisa dentro da Quimica brasileira, na qual tem emergido o interesse de pesquisa
em fitoquimica envolvendo ecologia quimica, biossintese de micromoléculas de plantas,
microrganismos e atividade bioldgica (Pinto et al., 2002). Apesar do claro interesse comercial
por trads desses desenvolvimentos tecnoldgicos, esses estudos com produtos naturais tém
ajudado a criar alternativas para mitigar, por exemplo, problemas ambientais causados por
produtos sintéticos usuais.

Dentre essas tecnologias de produtos naturais, se fazem presentes 0s 6leos essenciais
(OEs) e os extratos vegetais (EVSs), que tém sido explorados nas mais diversas aplicaces,
principalmente como matéria prima na producdo de aromas e fragrancias (Bizzo; Rezende,
2009). Contudo, um dos expoentes nas novas pesquisas com esses produtos, € a alta atividade
bioldgica apresentada, tanto por 6leo essencial (OE), quanto por extratos brutos de material
vegetal.

Nesse sentido, a ciéncia logra dos conhecimentos populares, na busca por espécies
vegetais, culturalmente utilizadas no tratamento de sintomas e doencas, no controle de agentes
externos, dentre outras aplicagdes.

A Siparuna guianensis Aublet., conhecida popularmente como negramina, € uma
dessas plantas de uso popular. Pertencente a familia Siparunaceae, essa espéecie € amplamente
distribuida nas regides tropicais da Ameérica do Sul, incluindo o Brasil, onde é utilizada
tradicionalmente como repelente natural e no tratamento de diversas enfermidades (Martins,
2016). A negramina é uma planta arbustiva que apresenta folhas simples, de espessura fina e
cor bem esverdeada.

Uma variedade de estudos indica que o OE das folhas de S. guianensis possui uma
composicado quimica complexa, como mostra o trabalho Melo et al., de (2017), que apontou
como compostos majoritarios o B-mirceno (16%), o germacrene-D (10%), E, E-farnesol
(18%) e o siparunona (10%), como mostra a Figura 1. As principais classes de compostos
encontradas, em um estudo realizado por Souza et al., 2022 foram 0s sesquiterpenos
oxigenados, sesquiterpenos hidrocarbonetos, monoterpenos oxigenados e compostos néo
terpénicos. Esses compostos sdo conhecidos por suas propriedades biologicas, incluindo

atividades antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante. No entanto, a variabilidade
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sazonal e geografica pode influenciar significativamente a composi¢do quimica do Oleo
essencial, tornando necessaria uma analise detalhada para cada regido de coleta (Valentini;
Rodriguez-Ortiz; Coelho, 2010a).

Figura 1 — Compostos majoritarios encontrados no OE de S. guianensis
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\ |
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Fonte: adaptado de Melo et al., 2017

A atividade antioxidante de plantas € um campo de estudo amplamente explorado
devido ao potencial terapéutico dos compostos bioativos presentes em diversas espécies
vegetais. Antioxidantes sdo substancias que retardam ou inibem a oxidagdo de outras
moléculas, protegendo as células contra os danos causados por radicais livres. Plantas como
Connarus perrotettii, Mansoa alliacea e Cecropia palmata tém demonstrado atividade
antioxidante significativa em estudos in vitro, devido a presenca de compostos fenolicos,
flavonoides e outros metabolitos secundarios (Silveira, 2014). Esses compostos atuam
neutralizando radicais livres e, assim, podem contribuir para a prevencao de doengas cronicas,
como céncer e doengas cardiovasculares (Sousa et al., 2007).

Uma série de trabalhos vem mostrando o potencial de substancias presentes tanto no
OE quanto nos extratos extraidos das folhas da espécie S. guianensis, no que diz respeito sua
atividade biologica. Os trabalhos de Barbosa et al. (2022) e Santos; Nogueira; Chapla (2022),

mostraram atividade antioxidante presente no OE da planta. Enquanto isso Almeida et al.
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(2021) e Evangelista et al. (2019) apresentaram resultados positivos para inibicdo em testes
com o método DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila), em ambos os casos. No que diz respeito a
investigacdo da atividade nematicida da planta, os estudos in vitro de Carvalho et al. (2019),
apontaram sucesso na inibicdo da espécie Strongyloides venezuelensis, acima de 90%, em
concentragdes de 1,0 g/ml, tanto para o extrato etandlico quanto para o OE de S. guianensis
Diante desse contexto, o estudo da espécie vegetal S. guianensis Aublet. mostra-se
relevante, uma vez que a negramina integra diversos bioma brasileiros, apresentando
importancia historica e cultural, sobretudo para comunidades locais, que revelam suas
propriedades benéficas para os seres humanos. Na realidade local, a atividade do agronegécio
tem apresentado cada vez mais dominancia, ameacando a integridade do Cerrado, e
consequentemente das suas espécies nativas. Os estudos sobre as propriedades do OE ou dos
EVs da S. guianensis podem revelar aplicacdes relevantes desses produtos e impulsionar a
preservacdo de um dos biomas mais ricos do territorio brasileiro, no que concerne a sua

biodiversidade.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Siparuna guianensis Aublet.

A Siparuna guianensis Aublet. faz parte da familia Siparunaceae, catalogada pelo
sistema de classificagdo APG IV (Cole; Hilger; Carvalho, 2016). Essa familia, integra a
ordem Laurales, e é composta por apenas dois géneros, o Glossocalyx, encontrado
restritamente ao Oeste da Africa, e o Siparuna, distribuido da América Central até o sul da
Ameérica do Sul. Existem cerca de 59 espécies arboOreas ou arbustivas, pertencentes a
Siparunacea (Brunassi; Lirio, 2025; Morocho et al., 2023). Ambos 0s géneros, pertenciam
formalmente a familia Monimiaceae (Feil, 1992). Contudo estudos realizados da filogenia
molecular fizeram que o Siparunaceae fosse elevado a nivel familiar (Renner, 1999).

No que diz respeito ao género Siparuna, o Instituto de Pesquisas do Jardim Botanico
do RJ, mostra que ha no Brasil, ocorréncia de 20 espécies aceitas, sendo que existem mais 50
consideradas sindnimos. Essas espécies estdo distribuidas geograficamente por todo o pais,
como mostra 0 mapa da Figura 2, integrando os Dominios Fitogeograficos da Amazénia,
Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica e Pantanal, sendo que o epicentro de diversidade se

encontra na Regido Amazonica (Peixoto; Lirio; Pignal, 2020).

Figura 2 — Distribuicdo geografica do género Siparuna no Brasil

Fonte: adaptado de Peixoto; Lirio; Pignal, 2020

Entre as espécies desse género, a Siparuna guianensos Aublet, planta popularmente

conhecida como negramina, capitiu, limé&o-bravo ou pitaguard, destaca-se em virtude da sua
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distribuicdo geogréfica ao longo das Ameéricas, com ocorréncia desde a regido neotropical da
Ameérica Central, passando pelo México, Caribe até a regido sul da América do Sul, no
ecossistema de Floresta Temperada (Rodrigues et al., 2023). Outro aspecto relevante da
espécie sdo as propriedades encontradas em seus subprodutos ou nos seus compostos
isolados, a exemplo dos estudos de Vilanculo et al., 2025, que investigaram a atividade
antimicrobiana dos constituintes, a partir do isolamento dos compostos, tendo a anonaina —
um alcaloide encontrado em diversas plantas — apresentando boa atividade contra cepas de
bactérias fitopatogénicas.

A S. guianensis € descrita como um arbusto ou arvore pequena, podendo atingir até 6
metros de altura, apresentando folhas simples, com uma margem serrilhada, como pode ser
observado na Figura 3. Suas folhas possuem aroma caracteristico, liberado através da
maceracdo. Enquanto as flores sdo pequenas, de coloracdo amarelada e esverdeada, estando
dispostas em inflorescéncias axilares. Ja os frutos sdo bagas globosas, de coloracdo vermelha,
guando estdo maduros, contendo diversas sementes pequenas, de cor preta (Valentini;
Rodriguez-Ortiz; Coelho, 2010a). Ela € considera uma planta pioneira, o que significa que ela
¢ uma das primeiras a colonizar areas desmatadas ou perturbadas, através da dispersao

zoocorica (Almeida et al., 2021).

Figura 3 — Siparuna guianensis

Fonte: Biostrege. Disponivel em: https://biostratege.com/en/vinere-siparuna-guianensis/
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As propriedades bioldgicas mencionadas anteriormente, tém sido exploradas de forma
empirica, por populacdes tradicionais ha varios séculos, a partir do uso de extratos, infusdes,
dentre variadas formas. O uso medicinal tradicional é um dos grandes atrativos da planta,
sendo utilizada contra desordens estomacais, dor de cabeca, reumatismo e ha relatos de uso
como remédio contra a Maléria (Valentini; Rodriguez-Ortiz; Coelho, 2010a; Vigneron et al.,
2005). Contudo, de acordo com 0s mesmos autores, no Panama e na Guiana, 0s extratos da
negramina sdo utilizados até mesmo como inseticidas e até mesmo na atividade de pesca, em
virtude do odor caracteristico da espécie que mascara o0 odor humano, dando origem ao nome
popular “capitit’” (Caa: planta/ arbusto + pitit: fedor de peixe), nativo da Lingua Tupi-
Guarani (Barbosa et al., 2023 apud Figueiredo et al., 2024). A importancia etnobotanica se
estende ainda as crencas em propriedades sobrenaturais ligadas a S. guianensis, com uso para
banhos de descarrego e comercializagdo local reportados nos estados de Minas Gerais e Rio
de Janeiro (Arjona, Montezuma, Silva, 2007; Rodrigues et al., 2002).

Além da importancia etnomedicinal, a S. guianensis se estabelece, também
impulsionada pelas suas propriedades biologicas, como objeto de exploracdo econémica e
consequentemente estudos cientificos, como este. Esses fatores sdo contribuintes para garantir
exploracdo consciente desta espécie, no que tange as garantias de conservacdo. A S.
guianensis é considerada uma espécie pioneira no Brasil, além de ser tratada hoje como uma
das espécies prioritarias para a conservacao do cerrado brasileiro (Ronquim; Vital; Alvarez,
2011; Diniz, 2014).

2.2 Oleos essenciais

Vaérios autores se propuseram a definir o conceito de 6leo essencial. Dentre eles, ainda
no século passado, Guenther (1948), os definiu precisamente como 6leos com caracteristicas
volateis, obtidos através da destilacdo a vapor de plantas. Hoje, para além dessas definigdes,
sabe-se que os OEs constituem um dos grupos mais importantes de matéria prima, para as
industrias alimenticias, farmacéuticas e de perfumaria. No Brasil, essa commodity tem
ganhado cada vez mais forga no mercado internacional, com destaque para exportacdes de
OEs de laranja (Figura 4) (Bizzo; Rezende, 2022).
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Figura 4 — Oleo essencial de laranja exportado do Brasil
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A composicdo dos OEs € altamente dependente da planta da qual eles séo obtidos, mas
no geral, ocorrem como uma mistura de hidrocarbonetos, terpenos, fendis e aldeidos (Plant et
al., 2019). De acordo com Evans (2017) os OEs podem apresentar outras fungdes organicas
oxigenadas, como os alcoois, cetonas e ésteres, com ocorréncia determinada por diversos
fatores, relacionados as caracteristicas de cada planta.

Os OEs possuem caracteristicas fisicas muito marcantes, principalmente relacionado
aos seus aromas, razdo pelo qual sdo produtos de grande interesse das industrias que
pretendem explorar essas propriedades. No geral, sdo incolores, ou levemente amarelados,
possuem aspecto oleoso e alta volatilidade, semelhante as de um 4&lcool, liquidos a
temperatura ambiente e possuem sabor acido ou picante, apresentando baixa solubilidade em
agua, e instabilidade perante a luz e calor (Dhifi et al., 2016; Morais, 2009).

No que concerne a composicdo quimica desses 6leos essenciais, geralmente possem
entre 20 e 60 componentes em diferentes concentragcdes, com alguns 6leos podendo chegar a
conter mais de 300 substancias distintas. Contudo, os OEs geralmente apresentam dois ou trés
componentes majoritarios, em altas concentracées, acima de 20%, quando comparado a outras
substancias presentes na sua composi¢do (Chouhan; Sharma; Guleri, 2017). De acordo com
Sousa, et al., 2023, esses componentes majoritarios sdo 0s principais responsaveis pela
atividade bioldgica, encontrada em diversos OEs.
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Um aspecto central, que rodeia a exploracdo comercial dos 6leos essenciais é 0
controle de qualidade desses produtos. Com o aumento da divulgacdo de pesquisas sobre as
propriedades beneficas dos OEs, os processos de adulteragdo tornam-se cada vez mais
comuns. Geralmente, a adulteragdo ocorre com a substituicdo da planta original por uma
alternativa, através da adicdo de produtos ndo voléteis, ainda, pode ocorrer com a adi¢do de
Oleos vegetais, solventes e até OEs de menor custo. Portanto, o controle de qualidade desses
produtos versa na autenticacdo dos 6leos, através de varios métodos capazes de detectar essas
alteracOes usuais, que vado desde andlises mais simples, como a medicdo de densidade e o
indice de refracdo, até provas de identificacdo e pureza mais robustas, como a analise de
absorcdo através da técnica de UV e a cromatografia gasosa (Gomes, 2023; Sadgrove;
Gonzélez; Phumthum, 2022).

Indo além das exploragGes comerciais mais usuais, vé-se um aumento crescente no
namero de pesquisas sobre 0s OEs com alto potencial de atividade bioldgica. Essas aplicacdes
tém abarcado as mais diversas areas, como a de alimentos, agricultura e a medicina. A
literatura mostra pesquisas de 6leos essenciais com atividade antimicrobiana relevante, como
em Abers et al., (2021). Estudos recentes sobre a atividade antifungica de diferentes OE
também tém sido realizados, como nos trabalhos de Parker et al. (2022) e Martins; Bicas
(2024). Recentemente, estudos in vitro sobre a atividade antiviral de OEs tém sido realizados,
mostrando resultados promissores, com ac@es eficientes contra 0 SARS-Cov-2 e 0 Zika virus
(Zeljkovi et al., 2022; Sobrinho et al., 2021).

No campo do agroneg6cio, a ansia por alternativas menos danosas contra 0 meio
ambiente, no combate de pragas, tem ocasionado estudos promissores envolvendo os OE, a
exemplo das pesquisas sobre a atividade nematicida desses 6leos. Segundo Addabbo; Avato
(2021), os efeitos bioldgicos e farmacoldgicos dos OEs nessas espécies de seres vivos, estd
relacionado a sua lipofilicidade, que permite com que eles adentrem com facilidade nas
células dos nematoides e interfiram na sua estatura celular. Os autores avaliaram a acdo de
Oleos essenciais extraidos de 16 (dezesseis) espécies vegetais, num periodo de 10 (anos),
indicando um grande potencial de uso os OEs como medida efetiva no combate a nematoides
de diferentes culturas.

Os efeitos antioxidante dos OEs também mostram grande potencial, sobretudo em
aplicacdes alimenticias e medicinais (Tit; Bungau, 2023). No seu trabalho recente, Rosa et al.
(2024), realizou testes com o OE de alecrim, associando o 6leo com uma mistura hidrante
fluida. Os estudos mostraram resultados positivos, através da reducdo do radical DPPH, para

atividade antioxidante em ambos 0s casos.
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2.3 Métodos de extracao e analise dos 0leos essenciais

Como visto anteriormente, os OEs sdo misturas complexas de metabdlitos volateis,
constituidos majoritariamente de terpenos e seus derivados oxigenados, além de fendis,
cetonas, aldeidos, alcoois e ésteres. Esse tipo de Oleo é biossintetizado e armazenado em
estruturas secretoras de plantas aromaticas, sendo que sua composicdo possui influéncia de
fatores genéticos, fenoldgicos, ambientais e principalmente com o método de extracdo
escolhido. Tais variaveis exigem protocolos padronizados de obtencdo e andlise para
assegurar comparabilidade entre estudos (Evans, 2017; Baser; Bunchbauer, 2015).

No que concerne a extracdo dos OEs, ainda ha a predominancia, a nivel académico, da
utilizacdo de técnicas classicas, contudo, elas tém cada vez mais coexistido com técnicas mais
modernas, a depender das exigéncias e limitacdes especificas.

A hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger, e a destilacdo por arraste de vapor,
permanecem como referéncia metodologica na extracao de OEs, sobretudo das plantas menos
ricas em OEs, devido a uma série de fatores, como custo, simplicidade, reprodutibilidade e
aderéncia a monografias farmacopeicas (Borges, 2024; Zhang; Guo 2020). A Figura 5 ilustra
0 processo de extracdo do OE pelo aparelho Clevenger e o sistema de destilacdo por
arrastamento de vapor.

Figura 5 — Esquema das destilac6es por aparelho Clevenger e por arrasto de vapor
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Contudo, de acordo com Souiy (2023), a maioria dos métodos convencionais possuem
limitacGes relevantes, como por exemplo a degradacéo de compostos insaturados e a perda de
certos componentes. Tracos como este, tem impulsionado o desenvolvimento de novas
técnicas para extracdo de Oleos essenciais, baseada nas particularidades das plantas e na
qualidade do produto desejado.

Nesse sentido, varias metodologias alternativas para obtencdo de 6leos essenciais de
qualidade, sdo reportadas na literatura, como a extracdo assistida por ultrassom, extracdo
assistida por micro-ondas, extracdo a liquido pressurizado e por fluido supercritico (Almeida-
Couto et al., 2022).

A extracdo com didxido de carbono supercritico, por exemplo, opera em temperaturas
moderadas, com seletividade ajustavel por pressdo e temperatura, além de poder utilizar
outros solventes supercriticos, como alguns alcanos, reduzindo degradacgdo térmica e residuos
de solvente. O principal entrave é o investimento em equipamento e a necessidade de
otimizacdo por matriz vegetal. (Maldonado, 2022; Reverchon; De Marco, 2006).

Zhang e Guo (2020), fizeram a comparacdo dos componentes extraidos do Oleo
essencial da Nelumbo nucifera, por trés técnicas distintas, a extracdo por headspace, a
extracdo a vapor e a extracdo por solvente, em que observaram, através de CG-EM
(cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas), diferentes compostos
majoritarios em cada uma das extracGes, evidenciando que a técnica utilizada pode ser
selecionada de acordo com o tipo de composto que se deseja obter.

No que concerne ao nucleo analitico dos OEs, a cromatografia gasosa é o principal
instrumento utilizado, através da combinacdo CG-EM, principalmente pela identificacdo
robusta, decorrente da concordancia entre espectros de massa, advindos de bibliotecas, indices
de retencdo lineares medidos através de series de alcanos, e quando possivel, injecdo com
padrdes comparativos (Adams, 2007; Sousa, 2020).

Neste método o 6leo essencial € injetado, sem tratamento prévio, evitando assim,
possiveis alteragdes em sua composicdo quimica, resultantes de pré-tratamento indevido. No
cromatégrafo, os componentes do 6leo essencial sdo separados, por particbes em duas fases,
uma fase movel, e a outra fase estacionaria, e 0 processo segue para o detector, responsavel
pela identificacdo da amostra, atraves dos espectros de massa (Steffens, 2010; Sousa, 2020).

Apesar desta predominancia no uso da técnica combinada de CG-EM, outros métodos
de analise de composicdo quimica de 6leos essenciais sdo desenvolvidos em substituicdo ou
em combinagdo ao mais tradicional — como a Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC-UV), Cromatografia Gasosa e Liquida Multidimensionais, ainda, técnicas como a

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), que apresenta vantagens na analise de
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estereoisdmeros termolabeis — no intuito de aprimorar o entendimento dos constituintes dos
Oleos essenciais e suas propriedades (Fatima; Mushtag, 2019; Balvovini; Tomi; Casanova,
2001 apud Fatima; Mushtag, 2019).

2.4 Extratos vegetais e atividade antioxidante

Observa-se que as plantas sdo promissoras fontes de interesse bioldgico e
farmacologico, no que tange ao combate a acdo de radicais livres, uma vez que podem
produzir no seu metabolismo secundario, uma série de substancias, com propriedades
biologicas (Neves et al., 2022). Essas substancias presentes na composi¢do quimica dos
vegetais e seus subprodutos, controlam os radicais livres, devido as suas propriedades
antioxidantes. Veja gque os antioxidantes, sdo naturalmente produzidos pelo corpo humano, e
sdo capazes de estabilizar, ou até mesmo desativar os radicais livres, prevenindo os ataques a
nivel celular (Sousa et al., 2007).

De acordo com Oliveira et al. (2007, p. 267), pode-se definir os antioxidantes como:
“substancias que em pequenas concentragdes, em comparacao ao substrato oxidavel, retardam
ou previnem significativamente o inicio ou a propagagdo da cadeia de reacdes de oxidagdo™.
Alternativamente, suas acdes podem ser definidas pela capacidade de reducdo da oxidagéo,
seja pela inibicdo de radicais livres, ou pela complexacdo de metais (Duarte-Almeida et al.,
2006).

Nessa linha, evidencia-se a importancia dos estudos sobre o potencial antioxidante,
sobretudo por sua relevancia fisiologica, visto que ha uma série de doengas e processos
degenerativos, associados a superproducdo de radicais livres no corpo humano e outros
animais (Silva; Mourdo, 2022). O estresse oxidativo tem sido associado a ocorréncia de varias
doencas, como as doencas de Parkinson e Alzheimer, complicacGes cardiologicas e até
mesmo o cancer (Akgdl et al., 2022).

Os setores de cosméticos e farmacéuticos tém explorado cada vez mais essas
propriedades biologicas, na tentativa de substituicdo dos antioxidantes sintéticos por
alternativas naturais, principalmente de origem vegetal, o que tem dado origem a uma série de
estudos de investigacdo acerca do potencial bioldgico de diversas espécies (Martins et al.,
2016).

Em seus estudos, Diab; Donia; Saad-Allah (2021) investigaram a atividade
antioxidante de espécies nativas do Egito, verificando que o extrato vegetal (EV) da espécie

Suaeda vermiculata mostrou os menores valores de concentracao inibitoria (ICso), no teste
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com o DPPH, indicando os maiores indices de efetividade na atividade antioxidante, dentre as
plantas testadas.

Os EVs da espécie Syzygium cumini, popularmente conhecida como jamel&o,
demostraram potencial antioxidante relevante. Na comparacdo entre o extrato etanolico e o
extrato aquoso da planta, o primeiro apresentou melhores resultados frente a inibicdo do
radical livre ABTS, tendo sido constatada relacdo direta com a presenca de compostos
fenolicos, flavonoides e saponinas em sua composicdo, obtida através do método de Folin-
Ciocalteau (Oliveira et al., 2022).

Furtado et al., 2021, avaliaram a atividade antioxidante de extratos das folhas e
sementes da espécie Citrullus lanatus (melancia), através de teste in vitro envolvendo o
sequestro do radical DPPH, nos quais as folhas apresentaram valores de ICso = 62,70 pg/mL e
as sementes ICso = 194,58 pg/mL, valores que indicam uma atividade antioxidante baixa. As
conclusBes apontam que mesmo com alto teor de componentes fenolicos presentes nos
extratos, uma alta atividade oxidante exige dentre outras condi¢cdes, mecanismos adequados
de acdo dos compostos bioativos.

Pesquisas utilizando outras tecnologias associadas aos extratos bioldgicos também tém
sido desenvolvidas, como no estudo de Rocha et al. (2023), cujo objetivo consistiu na
preparacdo de biopolimeros comestiveis, associados aos EVs de duas espécies vegetais, a
Melissa officinalis e a Camellia sinensis, que apresentaram Otima atividade antioxidante,
mostrada pelo teste realizado com o método DPPH. Os autores mostraram ainda a
preservacao de massa e de aparéncia de frutas revestidas com a combinacéo do biopolimero a
base de gelatina e 0s EVs.

2.5 Nematoides e atividade nematicida

O termo nematoide é utilizado para designar os animais de corpo ndo segmentado,
com medidas entre 0,1 mm até 8 m de comprimento, com estrutural corporal, no geral,
cilindrica (Koppenhofer, 2007).

De forma geral, o ciclo de vida dos fitonematoides parasitas é composto por seis fases
bem definidas, chamadas de estadios, sendo eles: ovo, juvenis (J1, J2, J3 e J4) e adulto. O
juvenil do segundo estadio (J2), geralmente é a forma infectante, responsavel por emergir do
ovo, deslocando-se no solo e penetrando as raizes das plantas, onde estabelecem um sitio de
alimentacdo permanente, constituido de células responsaveis pela nutricdo (Silva, 2022;
Oliveira; Kubo; Inomoto, 2016, p. 47).
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A grande maioria dos nematoides tem atividade parasita, sendo que aqueles
conhecidos por parasitar espécies vegetais, sdo conhecidos como fitonematoides (Figura 6).
Eles sdo classificados como endoparasitas, quando passam a maior parte do seu ciclo vital no
interior das raizes das plantas, ou ectoparasitas, aqueles que se alimentam da parte externa das
raizes (Pereira, 2022).

Figura 6 — Morfologia geral de um fitonematoide fémea
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Fonte: Ferraz e Brown (2016)

De acordo Moreira et al. (2015), os nematoides do género Meloidogyne sdo o0s
principais limitantes da produgdo agricola mundial, em virtude do seu processo evolutivo,
gerador de uma alta capacidade de adaptacdo a diversas condi¢cdes de umidade e temperatura,
colaborativas a sua reproducdo. Em culturas populares no Brasil, como o caso da soja, 0S
fitonematoides de galhas, Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica sdo as espécies com
maior ocorréncia nos solos brasileiros, variando somente em relagcdo a sua predominacdo em
diferentes regides (Dias et al., 2010).

O controle desses nematoides ¢ um desafio arduo para o agronegdécio atual. No Brasil,
estima-se que em menos de 10 anos, essas espécies serdo responsaveis por um prejuizo de R$
870 bilhGes para a industria (Ramos, 2022). A utilizacdo de compostos quimicos no controle

de nematoides, apresenta hoje um custo elevado e baixa efetividade, além de ser responsavel
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pela degradacdo do meio ambiente, por meio da intoxicagdo de fontes fluviais, reducdo da
biodiversidade, etc. (Moreira; Ferreira, 2015).

Nesse sentido, os estudos sobre fontes alternativas para o combate a fitonematoides
tém crescido no Brasil, como é o caso dos estudos com substancias fitoquimicas. Grande parte
destes trabalhos, envolvem a experimentagdo com a utilizagdo de EVs e exsudados
radiculares, sendo que a maior parte sdo ambientalmente mais seguros ou demostram menor
toxicidade ao meio ambiente que os nematicidas quimicos usuais (Castro, 2010). Contudo, ha
uma crescente nas pesquisas envolvendo a atividade nematicida envolvendo 6leos essenciais
de plantas, mesmo que de maneira controlada, uma vez que vérias espécies vegetais tém
apresentado substancias com potencial nematicida (Borges, 2017).

Utilizando diferentes concentracdes de 6leo essencial de Croton zehntneri (canela),
Aradjo et al. (2016), em testes controlados, verificaram elevada mortalidade e nenhuma
eclosdo de ambas as espécies Meloidogyne javanica e Meloidogyne enterolobii, em
concentragfes acima de 80 uL/ml, atestando potencial relevante do 6leo essencial da planta
frente aos nematoides citados.

Nos estudos de Albuquerque et al. (2021), todas as concentracdes do 6leo essencial de
Ruta graveolens, popularmente conhecida como arruda reduziram de forma dose-dependente
a eclosdo de larvas do nematoide Caenorhabditis elegans, sendo que a concentracdo de 4%
(v/v) foi a que demostrou melhor resultado frente a eclosdo das larvas, reduzindo-a em
aproximadamente 95%. Os autores atribuiram a molécula de 2-undecanona, identificada
majoritariamente no OE, como possivel detentora de propriedades antinematoides,

evidenciando o potencial de uso do OE da espécie pesquisada.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho é identificar os constituintes volateis do oOleo
essencial da espécie Siparuna guianensis Aubl., bem como avaliar a atividade nematicida

do OE e a atividade antioxidante dos extratos vegetais da planta.

3.2 Objetivos Especificos

e Extrair o O6leo essencial da folha de S. guianensis Aublet. por
hidrodestilagdo em aparelho Clevenger;

e Preparar 0s extratos vegetais da folha de S. guianensis Aublet. em solucéo
aquosa, etandlica e hidroetandlica;

e Identificar os constituintes quimicos do 6leo essencial pela comparagédo
com a biblioteca NIST08 e do indice Aritmético (Al);

e Avaliar a atividade nematicida do 6leo essencial contra o Meloidogyne
enterolobii;

e Verificar a atividade antioxidante dos extratos vegetais através dos
métodos DPPH, ABTS e FRAP;
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1 Coleta e preparacao do Material vegetal

O material vegetal foi extraido entre os meses de marco e abril de 2024 na zona
rural do municipio de Morrinhos/GO, georreferenciados nas coordenadas 17°34'45.3"S
49°06'56.1"W. Inicialmente colheu-se em campo galhos inteiros da planta, e
posteriormente realizou-se a separacdo das folhas frescas (Figura 7), que foram
armazenadas em sacos plasticos para transporte até o laboratério, a fim de realizar-se a
preparacdo para extragdo do 6leo e do EV.

A planta foi identificada atraves do aplicativo para telefone mdvel Pl@ntNet,
através de imagens, que sdo submetidas a analise em banco de dados e por algoritmos

computacionais.

Figura 7 — Folhas frescas da S. guianensis

Fonte: fotos do autor

4.2 Oleo Essencial
4.2.1 Extracdo do 6leo essencial de S. guianensis

O oleo essencial foi extraido através da técnica de hidrodestilagdo, utilizando
um Aparelho de Destilacdo Clevenger (Figura 8). No total, foram realizadas 4 extraces,
no Laboratério de Quimica Organica do IF Goiano — Campus Morrinhos, em ocasides
distintas, nos meses de marco e abril de 2024, onde extraiu-se 0 OE de uma massa

aproximada de 1,6 kg de folha de S. guianensis Aublet.
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O procedimento padrdo para extracdo do 6leo essencial, executado em 4
ocasifes, consistiu na trituracdo das folhas frescas, alocadas dentro de dois baldes de
fundo redondo, cada um com 3 L, onde adicionou-se, ainda, aproximadamente 2 L de
agua destilada. Apds, submeteu-se os baldes com o material vegetal ao processo de
destilagdo, durante 4 horas, ao final obteve-se o dleo, recolhido em um frasco previamente
pesado, armazenado em congelador no término de cada extragdo. No mesmo
procedimento, a fase aquosa foi coletada e submetida a extracdo, através de funil de
separacgdo, utilizando 5 mL de diclorometano, e realizando a filtragem da fase orgénica
com sulfato de sédio anidro, onde obteve-se, apds evaporacdo do solvente, porcentagem
do oleo essencial extraido.

A massa de 6leo obtida, foi medida em uma balanca analitica. Para realizar o

célculo do rendimento do OE extraido, utilizou-se a seguinte equacéo:

Rendimento (%): Massadodleoextraido % 100% (1)

Massadomaterialvegetal

Figura 8 — Processo de hidrodestilacéo e 6leo obtido

Fonte: fotos do autor

4.2.2 Analise do 6leo essencial através de CG-EM

O 0leo essencial extraido foi submetido a analise para identificacdo de seus
componentes utilizando-se um cromatografo a gas acoplado a espectrdmetro de massas
utilizando uma adaptacdo do método de Adams (2007). O cromatdgrafo utilizado foi da

marca Perkin Elmer, modelo Clarus 680, acoplado ao espectrdmetro de massas SQ8S,
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equipado com coluna capilar Elite 5, com as dimensdes de 30m x 0,25mm x 0,25um, além
de um injetor Split, modo 1:20. Utilizou-se o hélio como gas de arraste com fluxo
constante de 1,0 mL min?, e a temperatura do injetor foi mantida em 220°C. Foram
injetados 1 pL de amostra, preparada pela diluicdo de 5 pL do OE em 1,5 mL de
diclorometano. Programou-se o forno a temperatura de 60°C, seguida por um gradiente de
aquecimento de 3°C por minuto, até os 246°C, mantendo a temperatura constante. A
ionizacdo foi realizada no modo EI* (impacto eletrénico) com a fonte de ions e a linha de
transferéncia do espectrometro de massas ajustada para 220°C. A faixa de varredura foi de
50 m/z a 450 m/z, no modo MS Scan.

4.2.3 Determinacdo da composi¢do quimica do 6leo essencial

Apo6s o procedimento de separacdo e analise dos componentes do Oleo
essencial através da CG-EM, realizou-se a identificacdo destes componentes, através do
cromatograma e dos espectros de massa obtidos. Comparou-se 0s espectros de massa dos
compostos separados na cromatografia gasosa aqueles da biblioteca de referéncia NIST,
integrada ao préprio instrumento. Complementarmente, calculou-se o indice de retencéo
(IR), um fator importante na identificacdo de compostos.

O indice de retencdo (IR) é um valor obtido através da interpolacdo, que
relaciona o tempo de retencdo do componente estudado, com o tempo de retencéo de dois
padres, no caso deste estudo, uma série padrdo de alcanos, de 7 a 30 carbonos. Os
tempos de retencdo (RT) desse padrdo sdo aqueles antes e depois da eluicdo do pico do
composto de interesse (Viegas; Bassoli, 2007). Esse indice tem como base o indice de
Kovats, (1958), calculado sob condi¢fes isotérmicas de temperatura, tendo sido adaptado
por Van den Dol e Kratz, em 1963, na utilizacdo de temperaturas programadas de coluna e
suas variacGes durante o processo. O célculo do IR foi realizado através da seguinte
equacao:

tetn

RI=100 x (t— +n) )

n+1 tn

Considerando que:

e tc: tempo de retencdo do componente analisado

e tn: tempo de retencdo do alcano eluido em tempo de retencdo anterior a tc

e tnh+1: tempo de retencdo do alcano eluido em tempo de retencdo posterior a tc
n: nimero de carbonos do alcano eluido em tn
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Os valores de IR, obtidos para cada componente investigado, foram
comparados com valores encontrados em Adams (2007), que traz o indice na notacéao
como “Al”, abreviacao para “Arithmetic Index”. A biblioteca de Adams mostra indices
calculados em uma coluna J&W DB-5, apolar, fase estacionaria 5% diphenyl/95%

dimethyl polysiloxane, equivalente a coluna Elite 5, utilizada neste estudo.

4.3 Avaliacéo da atividade antioxidante do Extratos Vegetais de S. guianensis
4.3.1 Preparacdo dos Extratos Vegetais

Para a preparacdo dos EVs voltados para a andlise da atividade antioxidante,
utilizou-se a metodologia descrita em Vieitez et al. (2018) com adaptacGes. Utilizou-se as
folhas secas da S. guianensis, na preparacdo de trés extratos distintos: aquoso, etanolico e
hidroetanolico (50/50), a partir da razdo inicial de 1:20 da folha da planta por volume de
cada um dos solventes.

A preparacdo padronizada dos extratos iniciou-se a partir da secagem das folhas
em estufa, no Laboratério de Quimica Inorganica do IF Goiano — Campus Morrinhos, na
temperatura média de 35°C, até a remoc¢do da maior parte da umidade. Em seguida, as
folhas secas, foram transportadas para a central analitica do mesmo Campi, onde foram
trituradas em moinho de facas do tipo willye da marca Fortinox modelo Star FT 50,
obtendo-se o material em formato de p6. Em seguida, preparou-se 0s extratos nas

seguintes proporgoes:

e Extrato aquoso: adicionou-se 1,0020 g de folha de S. guianensis triturada a um
erlenmeyer de 50 mL, além de 20 mL de agua ultrapura.

e Extrato etanodlico: adicionou-se 1,0029 g de folha de S. guianensis triturada a um
erlenmeyer de 50 mL, além de 20 mL de etanol absoluto.

e Extrato hidroetandlico: adicionou-se 1,0063 g de folha de S. guianensis triturada a
um erlenmeyer de 50 mL, além de 10 mL de agua ultrapura e 10 mL de etanol

absoluto.

Na sequéncia, os extratos foram colocados para agitacdo, em mesa agitadora da
marca Tecnal modelo TE — 1401, em temperatura ambiente, durante uma hora. Por ultimo,
a extracao seguiu, com a submissao dos extratos a filtracdo simples, com papel de filtro n°

4 Unifil, conforme mostram as Figuras 9 e 10. Ap6s 0 processo, ajustou-se o volume final
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para 50 mL com o solvente utilizado em cada caso, mantendo-os armazenados fora do

alcance da luz, selados e refrigerados em congelador, abaixo de -18 °C.

Figura 9 — Agitacdo dos extratos

Fonte: fotos do autor

Figura 10 — Filtragem dos extratos
; |

Fonte: fotos do autor

4.3.2 Método do DPPH
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O método para determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi realizado conforme Bozin et al. (2006), com as
devidas adaptacOes. Foi preparada a solucdo de DPPH, dissolvendo-se 5,0 mg de DPPH em
alcool metilico e completando o volume para 250 mL em baldo volumétrico com 0 mesmo
solvente. A solucdo de trabalho foi mantida em frasco coberto com folha de aluminio,

protegido da luz, e conservada em refrigeracao.

Para preparo das amostras, efetuou-se a diluicdo em baldo volumétrico de 5 mL,
adicionando 20 pL da amostra e completando o volume com metanol. Antes de cada
sequéncia de leituras o espectrofotdmetro foi calibrado (zerado) com metanol e as medicdes
foram realizadas a 515 nm. A solucdo controle foi preparada com 750 pL de metanol
acrescidos de 1,5 mL da solugédo de DPPH e a absorbancia do controle foi lida sempre antes
das analises.

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada em triplicata, utilizando cada
extrato. Para cada amostra preparou-se um branco composto por 750 pL da amostra e 1,5 mL
de metanol, cuja absorbancia foi determinada. Para a analise final, misturou-se uma aliquota
de 1 pL da amostra com 1,5 mL da solu¢do de DPPH e a absorbéancia foi medida apds 20
minutos de incubagdo a temperatura ambiente e protegida da luz. Todos os procedimentos
foram realizados ao abrigo da luz e em temperatura ambiente

A porcentagem de descoloracdo do DPPH foi calculada segundo a Equacéo 3 e o valor

de ICs foi obtido por interpolagéo linear conforme a Equacéo 4.

%descoloragz?w: [1_ ((Abs{amostra}'Abs{branco}))] *100 (3)

AbS{controle}

50-D,
D3-Dy

1C50=C1+( )*(CZ'Cl) 4)

Considerando que:

e [Cs,: concentracdo do composto necessaria para promover 50% de inibicdo da
resposta biologica avaliada;

e (;: concentragdo do composto que produz um percentual de inibigédo
imediatamente inferior a 50%;

e (,: concentracdo do composto que produz um percentual de inibi¢do
imediatamente superior a 50%;

e D;: percentual de inibi¢do observado na concentracdo Cs;
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e D,:percentual de inibicdo observado na concentragio Cs.

4.3.3 Método do radical ABTS

Seguindo, o método para determinacdo da atividade antioxidante através da captura do
radical ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfénico)) também foi extraido de
Rufino et al., (2007), realizando-se as devidas adaptaces. De inicio fez-se o preparo das

seguintes solucoes:

e Solucdo estoque de ABTS 7 mM: dissolveu-se 192 mg de ABTS em é&gua destilada até
completar o volume de 50 mL em um bal&o volumétrico;

e Solucdo de persulfato de potassio 140 mM: dissolveu-se 378,4 mg de persulfato de
potassio em &gua destilada até completar o volume de 10 mL em um baldo
volumeétrico;

e Solucdo de trabalho do Radical ABTS: reagiu-se 5 mL da solucdo de ABTS com 88
uL da solucdo de persulfato de potédssio. A mistura foi mantida no escuro, a
temperatura ambiente, por 16 horas, na sequéncia diluiu-se 1 mL da mistura em alcool
etilico até obter-se uma absorbancoa de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm;

e Solucdo padréo de trolox 2 mM: dissolveu-se 25 mg de trolox em etanol, completando

0 volume para 50 mL em um baldo volumétrico.

A partir da solucdo padréo de trolox (2.000 uM), preparou-se, em baldes volumétricos

de 10 mL, solugbes variando a concentracdo de 100 uM a 1500 uM, conforme a Tabela 1:

Tabela 1 — Preparo das solugdes para curva-padrdo de Trolox.

Solugéo padréo de trolox Etanol (mL) Concentragéo (LM)
(mL)
0,5 9,5 100
2,5 7,5 500
5,0 5,0 1000
7,5 2,5 1500
10 0 2000

Fonte: adaptado de Rufino et al., (2007)
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Utilizando uma aliquota de 30 uL de cada concentracdo de trolox, e 3,0 mL da
Solugéo de trabalho do Radical ABTS, fez-se a leitura no espectrofotometro Thermo
Scientific modelo Genesys 10 S, a 734 nm, ap6s 6 minutos de cada mistura, utilizando o
etanol como branco para calibragdo. A curva padréo foi plotada, e a partir dos dados calculou-
se a absorbancia referente a 1000 uM de trolox.

Para a determinacdo da atividade antioxidante total, utilizou-se os 3 (trés) extratos
preparados, com diferentes solventes, realizando os testes em triplicata. Para cada anélise,
transferiu-se uma aliquiota de 1 uL de cada diluicdo dos extratos e 3,0 mL da Solucéo de
trabalho do Radical ABTS, fazendo a leitura nas mesmas condic¢des do preparo do padréo,
apo6s 6 minutos da mistura, a 734 nm e utilizando etanol para calibrar o espectrofotdmetro. Os

resultados foram expressos em uM trolox / g.

4.3.4 Método FRAP

O método de anélise da atividade antioxidante, através do poder de reducdo do ferro
(FRAP), considerada uma das técnicas mais reprodutivas dentre as usuais (DPPH, ABTS,
dentre outras). A metodologia utilizada também foi extraida de Rufino et al., (2007), com as
devidas adaptaces. Foi realizado o preparo inicial das seguintes solucdes:

e Solucdo de HCI: para 1 L de agua destilada utilizou-se 3,34 mL de HCI concentrado;
e Solucdo de TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil) -1,3,5-triazina)) 10 mM: dissolveu-se 3,12 g de

TPTZ em 5 mL de HCI 40 mM;

e Solucdo de Cloreto férrico 20 mM: dissolveu-se 5,4 g de cloreto férrico em agua

destilada, completando o baldo de 1 L;

e Tampdo Acetato 0,3 M, pH 3,6: dissolveu-se 3,1 g de acetato de sddio em 16 mL
acido acético glacial, completando o baldo de 1 L com &gua destilada;
e Solucdo do reagente FRAP: utilizou-se 25 mL do Tampdo Acetato preparado, com 2,5

mL de Solu¢do TPTZ e 2,5 mL de Solucdo de cloreto férrico;

e Solucéo padrdo de Sulfato Ferroso 2 mM: dissolveu-se 27,8 mg de sulfato ferroso em

agua destilada, completando com &gua para um baldo de 50 mL;

Na construcdo da curva-padrdo do sulfato ferroso, utilizou-se a solugdo preparada do
sulfato ferroso 2 mM, em concentragdes de 500 UM a 2000 pM. Os dados organizados estdo

na Tabela 2:
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Tabela 2 — Preparo das solugdes para curva-padrdo de sulfato ferroso

Solucéo padréo de sulfato  Agua destilada (mL) Concentracdo final (um)
ferroso (mL)

2,5 7,5 500

5,0 5,0 1000

7,5 2,5 1500

10 0 2000

Fonte: adaptado de Rufino et al., (2007)

Em ambiente escuro, transferiu-se 90 uL de solucdo em cada concentracdo para tubos
de ensaio. Em seguida, adicionaram-se 270 uL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP.
As amostras foram homogeneizadas em agitador de tubos e incubadas em banho-maria a
37 °C por 30 minutos. Apds esse periodo, realizou-se a leitura da absorbancia a 595 nm,
utilizando o reagente FRAP como branco para calibracdo do espectrofotometro.

Para a verificacdo do potencial antioxidante total, utilizou-se os 3 (trés) extratos
preparados (etandlico, aquoso e hidroetandlico), realizando-se os testes em triplicata.
Utilizou-se aliquotas de 2 uL dos extratos em diferentes solventes. Para cada triplicata,
adicionou-se ainda aos tubos de ensaio 270 pL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP.
Mantendo as condig¢Oes de auséncia de luzes artificiais, homogeneizou-se as amostras em
agitador de tubos e depois elas foram colocadas em banho-maria a 37 °C por 30 minutos.
ApOs esse periodo, realizou-se a leitura da absorbancia a 595 nm, utilizando o reagente FRAP
como branco para calibracdo do espectrofotdmetro. Através dos resultados da curva padrao e
o0s dados coletados de absorbancia de cada triplicata, obteve-se resultados expressos em uM

sulfato ferroso/g.

4.4 Avaliacéo da atividade nematicida do OE de S. guianensis

Este estudo foi conduzido em condi¢Ges controladas in vitro no Laboratério de
Nematologia do Instituto Federal Goiano — Campus Morrinhos, localizado no municipio de

Morrinhos, Goias.

4.4.1 Preparacdo e multiplicacéo do indculo de Meloidogyne enterolobii

A populacdo de nematoides selecionada ja havia sido identificada anteriormente como

Meloidogyne enterolobii, com base nas caracteristicas da enzima esterase, utilizando a técnica
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de eletroforese de isoenzimas, conforme descrito por Orstein e Davis (1964) (Machado; Silva;
Ferraz, 2019). Os ovos de M. enterolobii para este experimento foram obtidos a partir das
raizes da variedade de jiloeiro verde-claro, cultivadas em casa de vegetacdo durante um
periodo de 60 dias.

O processo de extragdo dos ovos seguiu a metodologia proposta por Boneti e Ferraz
(1981). Inicialmente, as raizes foram cuidadosamente fragmentadas em pedagos de
aproximadamente um centimetro, totalizando cerca de 10 gramas de material. Esses
fragmentos foram entdo triturados em um liquidificador, onde foram misturados com 200 mL
de uma solugéo contendo 0,5% de NaOCI, sendo o processo realizado por um intervalo de 20
segundos. A mistura resultante foi passada por peneiras de 200 e 500 mesh, sendo a fracao
retida apos a peneira de 500 mesh cuidadosamente coletada. Posteriormente, essa fracao foi
submetida a um exame minucioso sob microscopio de luz, com aumento de 100 vezes,
utilizando uma lamina de contagem de nematoides de Peters. A concentragdo do inoculo foi
ajustada para 80 ovos por mL™!, usando uma camara de Peters sob microscopio de luz com

objetiva de 10x, totalizando aumento de 100 vezes.

4.4.2 Montagem do experimento

No ambito laboratorial, foi conduzida uma avaliacdo do impacto do OE de S.
guianensis na eclosdo de juvenis (J2). A avaliagdo ocorreu em tubos de ensaio de 10 mL (25 x
150 mm) e empregou diferentes concentragcdes do OE para verificar sua eficécia.

Uma suspensdo de 1 mL, contendo 80 ovos de M. enterolobii, foi colocada nos tubos
de ensaio. Em seguida, por meio de uma micropipeta, foram incorporadas as concentracdes
estabelecidas do OE (0, 2,5, 5,0, 10,0, 20,0 e 50,0 puL). No tratamento controle (0 pL), a
suspensdo de ovos foi misturada com 1 mL de &gua destilada. O experimento foi entdo
colocado em uma camara de incubacéo do tipo B.O.D., a 26 °C, mantida no escuro, durante 5

dias.

4.4.3 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido por meio de um delineamento inteiramente casualizado,
composto por seis tratamentos e cinco repeti¢Oes, totalizando 30 unidades experimentais.
Cada unidade consistiu em um tubo de ensaio de 10 mL de capacidade, com dimensdes de 25
x 150 mm. As avaliacOes foram realizadas apds 5 dias, contabilizando-se os juvenis eclodidos

Viv0os e mortos.
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Os dados foram tabulados e analisados utilizando o teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Essa analise foi realizada com base nas médias das caracteristicas avaliadas.

Os dados foram analisados com o programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Oleo Essencial
5.1.1 Rendimento do 6leo essencial

O calculo do rendimento em qualquer processo quimico € fundamental para a
avaliacdo da sua eficiéncia. No caso dos Oleos essenciais, que apresentam grande potencial
econémico, esse parametro ainda € usado como avaliador da viabilidade econdmica, controle
de qualidade e o desenvolvimento de novas pesquisas comparativas, avaliando os métodos de
extracdo (Santos et al., 2004).

Com o intuito de investigar o rendimento do 6leo essencial da S. guianensis, extraido
através da hidrodestilacdo, comparou-se a massa de folha fresca com a massa obtida de dleo,
ao final das 4 (quatro extracdes). Os teores dos componentes volateis do OE da S. guianensis
foram avaliados entre os meses de marco e abril, que representam o final da estacdo chuvosa

na regido sul goiana. Os valores de rendimento estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Rendimento do OE de S. guianensis extraido entre 0os meses de marco e abril de

2024
Periodo Massa de folha Massa do 6leo Rendimento (%)
utilizada (g) obtido (g)
mar/abr 2024 1.625,12 3,0903 0,19%

Fonte: o autor

O rendimento da composicao volatil das folhas da negramina é altamente influenciado
pela sazonalidade, em funcdo da sua fenologia e da meteorologia do local onde ela ocorre. No
caso da S. guianensis, a ocorréncia da espécie vai desde a América Central, na Nicaragua,
passando pelo norte da América do Sul até o Paraguai, no Brasil, incluindo estados como
Amazonas, Goias, Mato Grosso e até o Parana (Renner e Hausner apud Valentini, 2010a).

Diante disso, os valores de rendimentos encontrados como referéncia, para a espécie
analisada, mostram muitas variacbes. A literatura analisada confirma essa previséo,
apresentando o rendimento dos componentes volateis do OE, bastante variado, sendo que 0s

valores mais proximos do observado neste trabalho podem ser vistos na Tabela 4:



38

Tabela 4 — Rendimento do OE da S. guianensis em diferentes regides e meses do ano

Regido Periodo (més) Rendimento Autor(es)
Roraima ago 0,17% Martins (2016)
Mato-Grosso jan 0,21% Valentini et al. (2010b)
Tocantins abril 0,20% Santos et al. (2023)
Minas Gerais mar 0,19% Castellani (2006)

Fonte: o autor

Os rendimentos observados na Tabela 4, assim como o obtido neste estudo,
apresentam valores considerados baixos, principalmente se comparados a outros valores
encontrados na literatura de referéncia, como: 6,6% em Diniz (2014) e 6,8%, obtidos por
Montanari (2010), ambos referentes ao OE de S.guianensis. No entanto, observa-se, que
os valores obtidos nesses estudos sdo de extragdes do OE a partir de plantas colhidas no
periodo mais seco do ano, ambos na regido de Vigosa/MG, enquanto, os demais valores de
rendimento em torno de 0,2%, incluindo o deste trabalho, foram obtidos de extragéo de
plantas colhidas nos periodos mais chuvosos, nas respectivas regides do Brasil.

Desta forma, sugere-se que a pluviosidade é um fator relevante na obtencdo de
componentes volateis do OE da negramina, indicando que os volumes de chuva afetam
diretamente a producdo volatil da planta. As menores producdes de OE, segundo
Castellani (2006), podem estar associadas a limitacbes de recursos, observadas nos
periodos de chuva, onde a producao do OE estaria concorrendo com drenos, como frutos e
brotos, no que concerne ao gasto energético. Contudo, essa relacdo entre os periodos
vegetativos/ reprodutivos e o volume de chuva ainda gera controvérsia, nos trabalhos
analisados sobre o OE da S. guianensis.

E o caso dos estudos de Valentini et al. (2010b), que sugere, através de dados
obtidos em extragdes mensais, menor producdo de compostos volateis no periodo
vegetativo da planta, o que confronta diretamente as observacGes de Castellani (2006). O
trabalho de Martins (2016), contradiz as duas proposic¢des, indicando que o maior
rendimento obtido nos seus estudos, teria sido em um periodo seco, durante o periodo
vegetativo, porém sem apresentar brotos, flores ou frutos. Em trabalhos mais recentes,
como o de Santos (2023), essa questdo continua inconclusiva. O autor apenas determina
que os fatores climéaticos, como a temperatura e a pluviosidade influenciam diretamente

no rendimento do 6leo essencial.
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5.1.2 Identificacdo dos componentes do 6leo essencial de S. guianensis

A identificacdo dos componentes volateis do 6leo essencial de S. guianensis,
extraido das plantas colhidas entre os meses de marco e abril de 2024, ao final da estacéo
chuvosa no sul de Goids, foi realizada através da analise dos picos presentes no
cromatograma obtido da técnica de CG-EM (Figura 11), e seus respectivos tempos de
retencdo (TR). Como mostra a figura, o recorte temporal onde houve retencdo dos
componentes do OE, iniciou-se proximo dos 2 min e apresentou picos relevantes até a
faixa dos 56 min, considerado nesta anlise.

Nesse sentido, a partir do tratamento dos dados obtidos da técnica analitica CG-
EM, foi possivel realizar a identificacdo dos constituintes volateis do OE, compilados na
Tabela 5. Os componentes foram organizados conforme a ordem crescente do tempo de
retencdo (TR), apresentando cada nomenclatura usual, férmula molecular, indice de
retencdo (IR) e a area quantificada.

Avaliando os compostos identificados, de acordo com o grupo quimico
pertencente, tem-se que 12,1% correspondem a monoterpenos, 45,4% a sesquiterpenos,
27,3% a sesquiterpenoides oxigenados e o restante a outras substancias, como alcanos e
diésteres. Logo, a andlise dos componentes volateis encontrados no OE de S. guianensis
mostra que a maior parte dos compostos identificados integram o grupo dos terpenos. Esse
é um resultado esperado quando se analisa a composicdo de 6leos essenciais, uma vez que
h& uma predominancia desse grupo e dos seus derivados, na composi¢do dos dleos das
mais variadas espécies vegetais (Rizzo; Hovell; Rezende, 2009).

O grupo dos terpenos € considerado o grupo com maior quantidade e diversidade
de compostos organicos naturais, e juntamente com os fenilpropanoides, conferem as
caracteristicas organolépticas aos OE. Nas plantas, por exemplo, tais moléculas organicas
sdo produzidas como metabolismo secundarios, no combate ao ataque de agentes externos
(Felipe; Bicas, 2016). Na verdade, as reagdes envolvendo a producdo desses compostos
volateis, em especial, 0s terpendides, parece ter relacdo direta no controle do estresse
oxidativo no metabolismo vegetal, a partir da regulacéo dos niveis das chamadas espécies
reativas de oxigénio (ROS), sobretudo na protecdo contra o estresse abiotico, advindo das
condigdes climaticas, nutricionais, dentre outras, sob as quais as plantas estdo submetidas
(Boncan, et al., 2020).

As diversas classes de terpenos, se dividem em fungdo do numero de unidades
isoprénicas (CsHg), que se ligam entre si. As classes mais comuns s&o 0S monoterpenos

(C10), os sesquiterpenos (15C) e os diterpenos (20C). Os sesquiterpenos, predominantes
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no OE analisado neste estudo, possuem volatidade acentuada, caracteristica fundamental
no aroma de produtos naturais, como frutas e ervas, a exemplo da prépria negramina.
Porém, como visto nos compostos encontrados neste estudo, os terpenos podem estar
ainda associados ao oxigénio, dando origem aos terpendides, como é o caso dos
compostos que apresentam diferentes fungdes oxigenadas, como os alcoois, aldeidos,
cetonas e  éteres  (Forezi, et. al, 2022; Felipe; Bicas, 2016).
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Figura 11 — Cromatograma do 6leo essencial de S. guianensis Aublet.
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Tabela 5 — Compostos identificados via CG-EM

Pico TR Nome do composto Férmula molecular IR Area (%)
(min)
Calculado Adams (2007)
1 2,018 Heptane C/Hu 700 700 0,7
2 2,208 n.i CioHis 729 - 0,4
3 4,709 1R-a-pinene CioH1s6 935 932 1,0
4 5,905 Myrcene CioH1s 991 988 3,5
5 7,050 D-limonene CioH1s6 1030 1024 0,4
6 16,144 n.i - 1279 - 2,2
7 16,739 2-Undecanone C11H2,0 1294 1293 1,9
8 18,430 d-elemene CisHas 1335 1335 1,0
9 18,905 a-cubebene CisHa4 1347 1345 0,2
10 20,046 a-copaene CisHaa 1375 1374 0,7
11 20,361 B -bourbonene CisHo4 1383 1387 0,3
12 21,306 a-gurjunene CisHas 1406 1409 0,2
13 21,776 E-Caryophyllene CisHas 1418 1417 0,3
14 23,377 Aromandendrene <allo> CisHaa 1458 1458 0,1
15 24,302 y-muurolene CisHos 1481 1478 26,2
16 24,522 B-selinene CisHaza 1487 1489 0,1
17 24,642 cis-p-Guaiene CisHa4 1490 1492 0,3
18 24,892 Elixene CisHza 1496 1492* 24,2
19 25,058 (2)-a-bisabolene CisHa4 1500 1506 1,2
20 25,243 Bulnesene <o-> CisHa4 1505 1509 0,6
21 25,483 y-cadinene CisHaza 1511 1513 0,3
22 25,713 B -cadinene CisHa4 1517 1518** 1,8
23 25,948 a-irone C1H20 1524 1520 0,4
24 26,898 Elemol Ci5H260 1549 1548 2,6
25 27,178 Germacrene B CisHas 1556 1559 0,9
26 27,549 n.i - 1566 - 0,4



27 27,904 Spathulenol C15H240 1575 1577 0,3

28 28,229 Globulol CisH260 1583 1590 0,1
29 28,449 n.i - 1589 - 1,7
30 28,924 Ledol CisH260 1602 1602 0,1
31 29,554 Cubenol <1,10-di-epi-> CisH260 1619 1618 0,2
32 30,024 n.i - 1632 - 0,5
33 30,550 a-cadinol CisH260 1646 1652 1,6
34 30,810 B-eudesmol CisH260 1653 1652 8,0
35 31,100 n.i - 1661 - 0,3
36 31,455 Bulnesol CisH260 1671 1670 0,7
37 31,645 n.i - 1676 - 0,2
38 32,390 Shyobunol CisH260 1696 1688 0,2
39 34,766 Drimenol CisH260 1765 1766 0,1
40 35,237 n.i - 1778 - 0,6
41 35,292 Eudesmol acetate <y-> C17H280: 1780 1783 0,4
42 36,567 n.i - 1817 - 0,1
43 38,383 n.i - 1872 - 14
44 38,998 n.i - 1891 - 0,3
45 39,338 n.i - 1901 - 0,1
46 43,295 Nn.i - 2027 - 0,4
47 46,486 n.i - 2133 - 0,3
48 53,559 Adipol 2EH C22H4204 2406 2398*** 0,6

Nota: TR: tempo de retencdo; n.i: ndo identificado; IR: indice de retencdo; *IR utilizado de Yu et al., 2007 (NIST); ** IR de Skaltsa et al., 2003; ***IR utilizado da NIST.

Fonte: dados da pesquisa
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Na composi¢do quimica do OE de S. guianensis identifica-se dois componentes
majoritarios, que juntos correspondem a mais da metade de toda composicéo volatil do
6leo. O primeiro componente ¢ o y-muurolene, com o percentual de 26,2% das
substancias quantificadas do OE. Esse composto € um sesquiterpeno, encontrado no 6leo
essencial de diversas espécies vegetais, como em Zuccoloto et al. (2019), onde o y-
muurolene aparece como componente majoritario do OE de trés espécies Baccharis, onde
esteve associado a atividade oxidante do 6leo. O y-muurolene figurou como composto
majoritario no Oleo essencial de Protium ovatum, cujo OE apresentou relevante
propriedade antifangica (Rodrigues et al., 2023).

O segundo composto mais abundante no OE de S. guianensis foi o elixene, com
percentual de 24,2%, um sesquiterpeno insaturada de formula molecular CisHzs A
literatura mostra que o elixene esta presente, de forma majoritaria, em OE de diversas
espécies vegetais do género Eugenia. Em Ferreira et al. (2021), o elixene foi o principal
composto do OE da espécie Eugenia involucrata, cujo 6leo demostrou consideravel
atividade antioxidante, através dos testes com o radical ABTS e com DPPH. Nos estudos
de Toledo et al. (2020), o elixene teve o percentual de 26,53% do OE, além da sugerir
consideravel efeito antioxidante, o Oleo da espécie Eugenia involucrata DC também
demostrou alto potencial antimicrobiano. Outra espécie relevante, que mostra a presenga
do elixene foi a Eugenia platysema, cujo OE apresentou o elixene como composto
majoritario (9,16%), como mostra o trabalho de Tenfen et al. (2015).

Nesse sentido, vale apresentar uma analise detalhada dos espectros de massa do
componente mais abundante na amostra. Nas Figuras 12 e 13, podemos visualizar 0s
espectros de massa do composto identificado em TR = 24,3 min e do y-muurolene, com o

pico do ion molecular em m/z 204.

Figura 12 — Espectro de Massa do composto identificado no TR 24,3 min
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Figura 13 — Espectro de Massa do y-muurolene
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Podemos observar as seguintes fragmentacdes a partir dos picos do espectro:

e m/z 189: perda de uma molécula de CHs

e m/z 175: perda de um grupo C2Hs

e m/z 161: formacdo do pico base: perda de um grupo CsHy
e m/z 147: perda de um grupo C4Hg

e m/z 133: perda de um grupo CsH11

e m/z119: perda de um grupo CsH13

e m/z 91: rearranjo para ion tropilio

Além dos compostos majoritarios, destaca-se na composi¢do quimica do OE de
S. guianensis, o B-eudesmol (8%), um composto aromatico pertencente a classe dos
sesquiterpenoides, presente em diversas plantas medicinais, como Pterocarpus santalinus,
Ginkgo biloba e Nardostachys jatamansi (Li et al., 2013). O B-eudesmol apresenta
relevante acdo antioxidante e anti-inflamatdria tem reconhecido efeito no sistema nervoso
e demostra potencial anticancer relevante tanto em testes in vitro quanto in vivo (Kim,
2018; En-Long et al., 2008; Narahara et al., 2020).

O mirceno (3,5%) também é um dos compostos presentes na amostra do OE
analisado, sendo caracterizado um monoterpeno abundante em 0Oleos essenciais de varias
espécies vegetais, a exemplo da maconha, do capim-limé&o e a verbena, sendo considerado
um potente aromatizante. Diversos estudos in vitro apontam o mirceno com potencial
anticancer (Pincigher et al., 2023). Este composto é descrito em varios trabalhos como
majoritario, no OE extraido das folhas de S. guianensis, como no caso estudado por
Santos, Nogueira; Chapla, 2022, onde o composto teve predominancia, no percentual de

79,47%. Os resultados obtidos por Andrade et al. (2013), também apontaram o -myrcene
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(13,14%), como um dos compostos majoritarios do OE das folhas de S. guianensis,
ficando atras apenas do biciclogermacreno (16,71%).

Por sua vez, o elemol (2,6%), composto pertencente ao grupo dos
sesquiterpendides, identificado ainda como um alcool terciario, também foi encontrado na
amostra analisada via CG-EM em porcentagem relevante. Esse sesquiterpendide possui
papel relevante no metabolismo e na fragrancia das plantas, tendo sido identificado como
promissor repelente contra mosquitos, em estudos com seu OE (Schultz; Peterson; Coats,
2006). Suas propriedades repelentes também foram atestadas em estudos envolvendo
ninfas das espécies de carrapato, Ixodes scapularisand e Amblyomma americanum
(Carroll et al., 2009). O elemol também ¢ frequentemente encontrado como composto
presente no OE de S. guianensis, inclusive como composto majoritario em algumas
amostras (Santos et al., 2024).

Da mesma forma, o composto quimico 2-undecanona (1,9%), uma dialquil
cetona, foi reportado como um dos compostos majoritarios em estudos envolvendo o
mesmo OE, a exemplo do trabalho de Lourenco et al. (2018), onde apareceu como
segundo composto majoritario, no percentual de 10,81% em amostras coletadas em
Formoso do Araguaia, no Estado do Tocantins. A 2-undecanona foi reportada, como
agente anticancer de pulsdo, em testes in vivo com camundongos (Lou et al., 2019).

Os compostos majoritarios e 0s demais componentes relevantes tém suas

estruturas quimicas apresentadas na Figura 14.

Figura 14 — Estrutura dos principais componentes do OE de S. guianensis
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5.2 Analise da atividade antioxidante dos extratos vegetais de S. guianensis

Foram utilizados 3 (trés) métodos distintos para avaliar a atividade antioxidante dos
trés EVs das folhas de S. guianensis (hidroetanolico, etandlico e aquoso). A escolha de
diferentes métodos se justifica pela existéncia de diversos tipos de radicais livres e formas de
atuacdo em organismos, sendo invidvel a existéncia de um método universal, capaz de medir a
atividade antioxidante de toda e qualquer amostra, de forma precisa (Alves et al., 2010). Em
virtude disso, preconiza-se, hoje, a utilizagdo de duas ou mais metodologias, levando em
conta os pontos fortes, fracos e aplicabilidade de determinados ensaios (Sucupira et al., 2012).

5.2.1 Resultados da atividade antioxidante pelo método do DPPH

O primeiro método escolhido para andlise da atividade antioxidante dos extratos de S.
guianensis foi o método do DPPH, que leva 0 nome do reagente utilizado na experimentacéo.
O método do DPPH é um dos mais utilizados para verificacdo da atividade antioxidante,
sobretudo de compostos fendlicos individuais ou de amostras completas (Gallego, 2017).

O DPPH, consiste em uma molécula com um radical livre estavel, em razdo do elétron
deslocalizado, possuindo coloracdo violeta, e banda de absorcdo a 520 nm. O DPPH é
facilmente obtido diretamente através da dissolucdo do reagente em meio organico, conforme
a Figura 15 (Rufino et al., 2007; Alves et al. 2010).

Figura 15 — Reacdo de estabilizacdo do radical DPPH
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llustragéo: Edy Sousa de Brito

Fonte: adaptado de Rufino et al., (2007)

O principio da técnica consiste na redu¢dao do radical DPPHe, de coloracdo violeta
intensa e com maximo de absor¢do em torno de 520nm, por substancias antioxidantes

presentes na amostra, as quais atuam como doadoras de elétrons ou de atomos de hidrogénio.
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A reacdo de neutraliza¢do converte o DPPHe na sua forma reduzida (DPPH-H), de coloragéo
amarelada, ocasionando decréscimo proporcional da absorbancia, que pode ser monitorado
espectrofotometricamente (Alves et al., 2010; Gulcin; Alwasel, 2023).

A magnitude dessa diminuicdo de absorbancia indica a capacidade da amostra em
sequestrar radicais livres, podendo ser expressa em porcentagem de inibi¢do ou pelo valor de
ICso, que representa a concentragdo necessaria para reduzir 50 % da absorbancia inicial do
radical.

Os valores obtidos no presente experimento estdo dispostos da Tabela 6, expressos em
média + desvio padrdo, levando em conta ainda a porcentagem (%) de descoloracdo do
DPPH.

Tabela 6 — Resultados da analise antioxidante dos extratos de S. guianensis a partir do
sequestro do radical DPPH

Amostra % descoloracao do I1Cs0 (ng/mL)
DPPH

Extrato hidroetandlico 26,13 £ 4,75 392,23 + 79,57

Extrato etandlico 11,74 + 4,97 1.133,61 £ 119,33

Extrato aquoso 22,67 £5,31 456,62 + 99,45

Fonte: o autor

5.2.2 Resultados da atividade antioxidante pelo método do ABTS

O método ABTS, é uma das abordagens espectrofotométricas mais amplamente
empregadas na avaliacdo da atividade antioxidante de compostos bioativos, especialmente em
matrizes alimentares e EV. Assim como o DPPH?®, se baseia ho mecanismo de sequestro de
radical livre (Cruz, 2016). Contudo, neste caso, o radical é o cation ABTS*", formado pela
reacdo do sal ABTS com um agente oxidante, comumente o persulfato de potéssio. O radical
resultante apresenta coloracdo azul-esverdeada intensa, com absor¢cdo maxima em torno de
em 645, 734 e 815 nm, sendo esta propriedade explorada para quantificar a capacidade
antioxidante das amostras testadas (llyasov et al., 2020).

Diferentemente do radical DPPH, o radical catiébnico ABTS®*", pode ser solubilizado
em meios organicos e aquosos, nos quais é possivel determinar-se a atividade antioxidante,
dependendo da natureza do composto em analise (Arnao, 2000 apud Souza, 2013).

A analise metodoldgica em si consiste na incubagdo do radical ABTS*" com amostra
de interesse (extrato, substancia, etc.), promovendo a reducdo do radical por acdo dos

compostos antioxidantes presentes, conforme mostra a reagéo da Figura 16.
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Figura 16 — Reacdo entre o radical ABTS e 0 composto antioxidante
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Fonte: adaptado de Shalaby e Shanab (2013)

A diminuigdo da absorbancia é diretamente proporcional a atividade antioxidante da
amostra, permitindo a construgéo de curvas de calibragdo com padrdes, a exemplo do Trolox,
utilizado neste estudo, para expressar os resultados em equivalentes de Trolox.

A Tabela 7, apresenta os resultados da analise amostral, expressos em média + desvio

padréo, para cada extrato, realizada em triplicata, em pumol de Trolox/g.

Tabela 7 — Resultados da analise antioxidante dos extratos de S. guianensis a partir do método

ABTS
Amostra (umol de Trolox/qg)
Extrato hidroetandlico 19,93 + 3,02
Extrato etandlico 14,74 £ 3,90
Extrato aquoso 8,00 + 0,89

Fonte: o autor

5.2.3 Resultados da atividade antioxidante pelo método do FRAP

O dltimo teste utilizando os principios da Optica, foi realizado através do método
FRAP. De acordo com Rufino et al., (2007), este ensaio, além de poder ser utilizado em
avaliacdo da atividade antioxidante para extratos de alimentos e bebidas, tambem ¢é eficaz na
avaliacdo da eficiéncia antioxidante de substancias puras, podendo ter seus resultados

comparados com metodologias mais complexas.
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O ensaio utiliza, via de regra, duas substancias reagentes, um sal férrico, como o
cloreto férrico, utilizado neste estudo, e o complexo TPTZ. Um antioxidante presente na
amostra, pode causar a reducio dos ions férricos (Fe''") para fons ferrosos (Fe''"), os quais
formam um complexo com o TPTZ, com a caracteristica cor azul da solucéo e absorvendo no

comprimento de onda proximo de 593 nm, conforme mostra a Figura 16 (Pohanka, 2023).

Figura 17 — Reacdo de reducdo do TPTZ com o ferro 1l

+ antioxidant
(oxidized)

+ antioxidant ———
(reduced)

blue complex

Fonte: adaptado de Pohanka (2023)

O radical ariloxila formado durante o teste com o FRAP, funciona como indicador da
capacidade da substéncia de reduzir o ion férrico, avaliando, portanto, a partir disso a
atividade antioxidante. Quanto maior a formacédo de radicais ariloxila, maior sera a capacidade
do antioxidante de reduzir o ion férrico, indicando, assim, uma atividade antioxidante mais
elevada (Marques, 2023).

Neste caso, os resultados apresentados na Tabela 8, foram expressos em pmol de
FeSO./g, visto que a curva de calibracdo, utilizada na obtengdo da equacdo por regresséo
linear, geradora dos dados de atividade antioxidante das amostras, foi construida, como
mostra a Figura 18, a partir da absorbancia pela concentragéo de sulfato ferroso.
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Figura 18 — Curva-padréo de sulfato ferroso
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Fonte: dados da pesquisa

Tabela 8 — Resultados da analise antioxidante dos extratos de S. guianensis a partir do método
de reducdo do FRAP

Amostra (umol de FeSO4/g)
Extrato hidroetandlico 12,87 £ 2,24
Extrato etandlico 20,32 +1,81
Extrato aquoso 22,82 + 3,59

Fonte: o autor

5.2.4 Discussoes acerca dos resultados obtidos nos testes de atividade antioxidante

Da analise dos dados da Tabela 6, verifica-se que o extrato hidroetandlico, foi o que
apresentou maior capacidade antioxidante, 1Cso = 392,23 pg. mL™, visto que valores menores
do indice de concentracdo inibitoria, indicam maior atividade antioxidante. Apesar disso,
nenhum dos extratos exibiu valores que indicam potencial ativo para atividade antioxidante,
mesmo na auséncia de testes diretos com amostras comparativas.

Nos seus estudos, Magalhdes (2018) utilizou extrato das folhas de S. guianensis,
obtido por maceracdo em etanol a 70%. Para a realizacdo dos ensaios pelo método do DPPH,
solubilizou-se o extrato em dimetilsulfoxido. Os testes foram feitos em diferentes
concentragdes, variando de 0,1 a 100 pg/mL, apresentando ICso médio = 34,3 pg/mL, nos

testes com o extrato etandlico.
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No trabalho realizado por Evangelista et al., (2019), com metodologia ndo descrita, foi
analisado, através do DPPH, extrato hidroetandlico, cujos resultados em concentracGes de
100, 50 e 25 pg/mL, apresentaram percentuais de descoloracdo iguais a 63%, 49% e 41%,
respectivamente, tendo os autores afirmado potencial promissor da espécie diante do estresse
oxidativo.

Os autores Soares et al., (2017) utilizaram a extracdo assistida por ultrassom, na
producdo dos extratos hidroetandlicos, etanolico e aquoso das folhas de S. guianensis, 0s
quais foram submetidos ao teste com o radical DPPH. O extrato hidroetandlico foi que
apresentou melhor capacidade antioxidante, com 1Csp = 68,98 pg/mL, convergindo, neste
caso, com a analise realizada no presente estudo. Porém, os extratos etanolico (ICso = 137,04
pug/mL, apresentou melhores resultados em relagcdo ao potencial antioxidante do que o0 aquoso
(ICs0 = 150,06 pg/mL), diferindo do que fora encontrado na analise aqui reportada.

Outros estudos foram encontrados, utilizando o ensaio com DPPH, avaliando parti¢fes
obtidas com solventes distintos daqueles utilizados neste trabalho, como o trabalho de Strada
et al., (2009), que comparou as atividades oxidantes de extratos brutos de S. guianensis, cujos
melhores resultados foram expressos em (%) de descoloracdo: hexano (25,71%),
diclorometano (31,51%), acetato de etila (56,02%), metanol (53,45). J& Conegundes (2016)
avaliou a atividade de um extrato metandlico das folhas da mesma espécie, em diferentes
concentracdes, obtendo 1Csp médio = 25,12 pg/mL.

Alguns resultados também foram encontrados, envolvendo o estudo de extratos da
espécie Siparuna brasiliensis, pelo método do DPPH. O primeiro estudo analisado, mostrou
aumento progressivo da atividade antioxidante, conforme o aumento da concentragdo do
extrato de alcodlico de Siparuna brasiliensis, apresentando alto potencial antioxidante, com
valores de 1Cso = 17,71 pg/mL, estudo no qual verificou-se alto teor de fendlicos na espécie,
que sugerem relacédo direta com a capacidade antioxidante encontrada (Souza et al., 2013).

Em relacdo aos resultados obtidos da analise pelo método ABTS, registrados na
Tabela 7, também verificou-se maior potencial antioxidante no extrato hidroetandlico de
19,93+3,02 umol de Trolox/g. Por outro lado, a analise realizada através do ensaio FRAP,
trouxe o extrato aquoso, como de maior capacidade antioxidante, no valor de 22,82+3,59
pumol de FeSO4/g.

Contudo, nenhum estudo relevante foi localizado na literatura utilizando os métodos
ABTS e FRAP, referentes a analise da atividade antioxidante de extratos brutos de folhas da
S. guianensis, carecendo, portanto, de referenciais para comparacao.

Apesar da caréncia de dados comparativos para os métodos do ABTS e FRAP, para

plantas da mesma familia da S. guianensis, e dos poucos dados comparativos utilizando o
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ensaio com o DPPH, conflitantes aqueles obtidos neste estudo, é preciso ponderar a forma
como estes dados foram produzidos e os objetivos e as limitacGes praticas das técnicas de
analise in vivo.

A principio, tem-se a etapa de extracdo como passo crucial na identificacdo de
antioxidantes de materiais vegetais, uma vez que os metodos empregados tém influéncia
direta no rendimento, solubilidade e na eficacia para identificacdo de compostos ativos
biologicamente (Lezoul et al., 2020). Vérios fatores, como temperatura, tipo de solvente,
tempo de extracdo e até mesmo o0 armazenamento correto da planta, impactam diretamente na
eficdcia da extracdo, e por consequéncia, da investigacdo das propriedades bioldgicas de
determinado material vegetal (Shahidi; Samarasinghe, 2025).

Aspectos relacionados a fisiologia das espécies vegetais, diretamente ligadas a
sazonalidade, também imperam um fator importante na composicdo quimica e
consequentemente na atividade antioxidante das plantas. Em um estudo realizado por Ribeiro
et al. (2020), verificou-se relacdo direta entre a producdo de compostos fendlicos, e a
sazonalidade da S. floribunda, que produziu a maior taxa de polifendis no periodo de escassez
de chuva, fator que esteve correlacionado com melhores resultados de potencial antioxidante,
nos testes realizados in vitro.

Nos testes realizados no trabalho j& citado de Soares et al. (2017), as folhas da S.
guianensis foram colhidas no més de agosto de 2014, na cidade de Gurupi, estado do
Tocantins, periodo notavel de escassez hidrica. Em contrapartida, nas analises realizadas no
presente estudo, utilizou-se folhas obtidas nos meses de marco e abril de 2024, que
compreende o final da estacdo chuvosa, na regido Centro-Oeste. Fatores como este, podem
ajudar a elucidar as diferencas encontradas em relacdo aos resultados obtidos no teste de
DPPH, entre os dois ensaios, sendo necessario maior investigacdo acerca de outras variaveis,
como por exemplo a propria quantificacdo dos compostos fendlicos, flavonoides, etc., ndo
realizadas neste estudo.

De todo modo, faz-se necessario nos atermos aos objetivos e principios das pesquisas
in vitro, referentes a atividade antioxidante de espécies vegetais. Conhecendo as suas
possibilidades, e principalmente suas limitacGes, pode-se aprimorar a qualidade dos resultados
e sua aplicabilidade.

Diante da sua natureza, do baixo custo e razodvel facilidade de realizacdo, estes
ensaios devem ser utilizados para investigar as propriedades antioxidantes de isolados ou
amostras completas, servindo como norte para comparagdes entre amostras e para novos
estudos mais complexos, envolvendo, por exemplo, amostragem in vivo (Granato et al.,
2018).
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A partir deste entendimento, deve-se buscar a melhora dos processos de anélise in
vitro, procurando maneiras de: padronizacdo e otimizacdo dos métodos de extracdo, a fim de
extrair compostos antioxidantes de diferentes polaridades; harmonizacdo das metodologias de
andlise por diferentes ensaios, limitando as comparacfes as andlises da mesma natureza;
correlacdo e padronizacdo das unidades exibidas nos ensaios de cada ensaio, além do

entendimento dos mecanismos dos antioxidantes in vivo (Kotha et al., 2022).

5.3 Atividade nematicida do OE de S. guianensis contra a espécie M. enterolobii

Os dados obtidos na andlise estatistica realizada pelo SISVAR, mostram o potencial
do dleo essencial de Siparuna guianensis frente a eclosdo dos ovos da espécie nematoide
Meloidogyne enterolobii. Os resultados obtidos dos juvenis da espécie eclodidos no teste
estéo dispostos na Tabela 9.

A Tabela 10 demonstra o efeito do 6leo essencial de negramina sobre a eclosdo de
Meloidogyne enterolobii, indicando uma relacédo positiva entre 0 aumento da concentracdo do

0leo e a reducdo da eclosédo dos juvenis.

Tabela 9 - Resumo ANOVA dos juvenis de Meloidogyne enterolobii eclodidos pelo teste in

vitro com aplicacdo de 6leo essencial de negramina.

Fontes de Variacéo GL Quadrados meédios
Tratamentos 5 458,51**
Erro 24 6,01
Total 29
Média Geral 11,03
CV (%) 22,23

GL - Grau de Liberdade; CV - Coeficiente de Variacgao; * significativo a 5% de probabilidade pelo teste F;
**significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Fonte: dados da pesquisa

Tabela 10 - Valores médios de eclosao de juvenis de Meloidogyne enterolobii e percentual de
reducdo de eclosdo em funcdo das concentracdes do 6leo essencial de negramina e do tempo

de exposicédo de 5 dias.

Variaveis analisadas

J2 eclodidos % de reducéo de % de reducéo de eclosao
Tratamentos em 5 dias ecloséo comparado com o
controle
T1 Controle 29,40 c 63,25% -
T225ulL 10,00 b 87,5% 65,98%
T35,0ulL 8,80 b 89,00% 70,06%

T4 10,0 pL 11,00 b 86,25% 62,58%
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T520,0 pL 4,40 a 94,5% 85,03%
T6 50,0 pL 2,60 a 96,75% 91,15%
CV% 22,23 - -

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott.

Fonte: dados da pesquisa

Observa-se que mesmo em concentragdes baixas, como 2,5 e 5,0 pL, foram
observadas reduces significativas de 87,5% e 89%, respectivamente. A maior eficicia foi
obtida na concentragdo de 50%, com 96,75% de reducdo da eclosé&o.

As pesquisas sobre a atividade nematicida dos OEs com propriedade nematicida tém
crescido cada vez mais, impulsionada pela necessidade de metodologias menos danosas ao
meio ambiente, tendo diversos 6leos demostrado grandes efeitos nematicidas, contra varias
espécies (Catani et al., 2023).

Os fitoquimicos presentes nos OEs vem sendo reportados como potenciais fontes de
componentes bioativos com propriedades nematicidas. Terpenodides, constituintes da
composic¢do Vvolatil de grande parte dos OEs sdo apontados como 0s principais responsaveis
pela atividade bioldgica desses dleos (Kundu et al., 2021).

No trabalho de Carvalho et al. (2019) os autores investigaram a acdo do OE de S.
guianensis contra 0 nematoide Strongyloides venezuelensis, um parasita animal, comumente
associado a causa de Estrongioloidiase. Os autores apontaram a crescente inibi¢do de 80,0%
até o méaximo de 90,1% no teste frente a eclosdo dos ovos de S. venezuelensis, utilizando de
0,2 mg/mL até 1,0 mg/mL do OE das folhas de S. guianensis, convergindo com os dados
encontrados no presente trabalho, em relacdo ao aumento da reducéo da eclosdo dos ovos com
0 aumento da concentracao do OE.

Estudos utilizando outros OEs, contra a eclosdo juvenis do M. enterolobii foram
desenvolvidos, como o caso do trabalho de Moreira et al. (2018), no qual investigou-se a o
potencial do OE da espécie vegetal Tephrosia toxicaria sob a eclosdo de juvenis de M.
enterolobii e M. javanica. Foi observada a redugdo da eclosdo acima de 80% dos juvenis de
ambas as espécies, em todas as concentragdes analisadas no teste. Ainda, associou-se presenca
de linalol, carvone e myrcene no OE da planta como principais responsaveis pela atividade
nematicida, sendo que o myrcene (3,5%) foi encontrado no OE de S. guianensis, analisado
neste trabalho, sugerindo que o composto pode ser um dos responsaveis pelos bons resultados

contra a eclosdo dos juvenis de M. enterolobii.
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Esses resultados evidenciam o potencial do 6leo essencial de negramina como uma
alternativa biologica eficaz no manejo de fitonematoides in vitro, podendo servir de ponto de

partida para o desenvolvimento de novas pesquisas explorando essas propriedades.
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6 CONCLUSOES

Tendo como base 0s objetivos propostos de identificar os constituintes volateis do 6leo
essencial de S. guianensis, avaliar sua atividade nematicida contra Meloidogyne enterolobii e
mensurar a atividade antioxidante de extratos dessa mesma espécie, verifica-se que 0s
resultados obtidos permitem oferecer uma resposta integrada ao problema de pesquisa.

A caracterizagdo quimica por CG-EM revelou um perfil majoritério por terpenos, com
predominio de sesquiterpenos, destacando-se y-muuroleno (26,2%) e elixeno (24,2%) como
componentes majoritarios. O rendimento meédio do OE, obtido por hidrodestilacdo
(Clevenger), foi de 0,19% para folhas coletadas no final da estagdo chuvosa, no Sul de Goiés.
Esses achados atendem ao objetivo de identificacdo e situam a amostra dentro de faixas ja
relatadas para a espécie e para condi¢des fenoldgicas e climaticas anélogas.

No que diz respeito ao desempenho bioldgico, o0 OE de S. guianensis, exibiu efeito
expressivo sobre a ecloséo de M. enterolobii in vitro, com redugdes significativas mesmo em
baixas concentracdes (87,5% a 2,5 uL e 89,0% a 5,0 uL), alcancando 96,75% de reducdo a 50
puL apo6s 5 dias. Esses dados sustentam a hipotese de que o OE de S. guianensis possui
potencial nematicida, atendendo ao objetivo especifico correspondente e abrindo perspectiva
para aplicacbes em manejo alternativo de fitonematoides, desde que validadas em condigdes
de maior complexidade ecoldgica.

Os dados da atividade antioxidante, obtido através dos trés ensaios (DPPH, ABTS e
FRAP), apontaram respostas consistentes, porém modestas: no DPPH, o extrato
hidroetanolico apresentou a melhor performance (ICso = 392 pug.mL™), indicando baixa
poténcia relativa; no ABTS, 0 mesmo extrato foi superior (= 19,93 pmol de Trolox-g'); e, no
FRAP, 0 extrato aquoso destacou-se (= 22,82 umol de FeSOa-g™).

Apesar dos bons resultados, é preciso reconhecer os limites estabelecidos pela
metodologia. A coleta ocorreu em Unico periodo e regido, utilizou-se apenas um método de
extracdo, a identificacdo quimica dependeu de bibliotecas sem ampla confirmacdo por
padrdes, e os testes realizados se ativeram a condigdes in vitro, carecendo avaliar seletividade,
persisténcia e seguranca em cenarios mais complexos.

Diante disso, sugere-se como passos futuros, a ampliagdo da amostragem no tempo e
espaco, a comparacdo de técnicas de extracdo e seus efeitos no perfil quimico, a quantificacdo
de compostos fendlicos e flavonoides para apoiar analises multivariadas e migracdo dos
estudos para o campo, com delineamentos mais precisos de doses-resposta, avaliacdo e

organismos ndo-alvo e de parametros toxicoldgicos.



58

No mais, os achados ampliam o conhecimento atual sobre a espécie Siparuna
guianensis Aublet, e podem servir de ponto de partida para descobertas relevantes no campo

das ciéncias quimica e bioldgica.
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