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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo caracterizar o perfil quimico e fisico-quimico e as atividades antioxidante e antifingica do
6leo essencial das flores de Cochlospermum regium. As flores foram coletadas em area de Cerrado ripario. O 6leo essencial
foi extraido por hidrodestilacdo em Clevenger. Foram avaliados os parametros organolépticos (cor, visual e aroma) para
fisico-quimica, rendimento (%), solubilidade, rotagéo optica (a), indice de refracao (20 °C) e densidade (25 °C g mL"). A
atividade antioxidante foi determinada por reducao do radical livre DPPH, e a atividade antifingica, determinada através da
porcentagem de inibicao de crescimento sobre Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides e Aspergillus flavus.
O oleo essencial das flores de C. regium apresentou um liquido oleoso, limpido, cristalino e fortemente aromatico, rendimento
de 0,099%, solubilidade positiva, rotacdo optica +36,1 a, indice de refracao 1,3297 20 °C, densidade relativa de 0,933 g
mL" 25 °C. O perfil quimico apresentou o0s seguintes compostos majoritarios: ocimeno <(£)-f-> com 15,87%, cariofileno E
11,53%, y-muuroleno 20,07%, biciclogermacreno 16,11% e rosifoliol com 31,09%. A atividade antioxidante apresentou alta
eficiéncia na reducao do radical DPPH em todas as concentragdes entre 50 mg mL" e 0,031 mg mL", entre 95,25% e 40,09%.
A atividade antifingica apresentou 100% de inibicdo micelial nas concentracoes 100 uL mL"e 50 uyL mL" para S. sclerotinia,
C. gloeosporioides e A. flavus. Na menor concentragao de 1,56 pL mL", foi observado ainda inibicdo para S. sclerotiorum e
A. flavus, e de 3,13uL mL", para C. Gloeosporioides, com 26,12%, 6,08% e 10,07%, respectivamente. O 6leo essencial das
flores de C. regium demonstrou ser um eficiente produto natural para o desenvolvimento de medicamentos, como agente
antioxidante e antifingico para uso agricola.

Palavras-chave: Antioxidante. Aspergillus flavus. Sclerotinia sclerotiorum. Cochlospermum. Bixaceae.

ABSTRACT

The objective of this work was to characterize the chemical and physicochemical profile, and the antioxiaant and antifungal
activiges of the essential oll from Cochlospermum regium flowers. The flowers were collected in a riparian Cerrado area. The
essential ol was extracted by hidrodestilation in Clevenger. The organoleptic parameters were evalueted for (color, visual
and aroma), for physicochemical, yield (%), solubility, opiical rotation (@), refractive index (20 °C) and density (25 °C g mL’),
antioxidant activity were determined by the reauction of free radical DPPH, and the antifungal activity was determined through
the percentage of growth inhibition on Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides and Aspergillus flavus. The
essential oil from C. regium flowers had an oily, clear, crystalline and strongly aromatic liquid, yield of 0.099%, positive solubility,
optical rotation +36.1 a,, refractive index 1.3297 20 °C, relative density of 0.933 g mL”. The chemical profile showed the following
major compounds ocimene<(E)-B-> with 15.87%, caryophyllene E 11.53%, y-muurolene 20.07%, bicyclogermacrene 16.11%
and, rosifoliol with 31.09%. The antioxidant activity showed high efficiency in reducing of the DPPH radical in all concentrations
varied between 50 to 0.031 mg mL " between 95.25% to 40.09%. The antifungal activity showed 100% of mycelial inhibition in
100 and 50 ul. mL" concentrations for S. sclerotinia, C. gloeosporioides and A. flavus. In the lowest concentration of 1.56 ul. mL”’
Inhibition was also observed for S. sclerotiorum and A. flavus and for 3.13 ul. mL" for C. gloeosporioides with 26.12; 6.08 and
10.07%, respectively. The essential oil of the flowers from C. regium proved to be an efficient natural proauct for the adevelopment
of mediicines, as an antioxidant agent and. antifungal for agricultural use.

Keywords: Antioxidant. Aspergillus flavus. Sclerotinia sclerotiorum. Cochlospermum. Bixaceae.
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1 Introducéo

O dominio Cerrado é o0 segundo maior em area
territorial e em espécies da flora e fauna brasileira,
ocupando em torno de 23% do territorio nacional.
Atualmente, é considerado um dominio de transi¢cao
entre 0os mais variados biomas brasileiros (NETO; DE
MORAIS, 2003). De acordo com Bueno et al. (2018)
e Mendonca et al. (1998), as varias fitofisionomias
desse ambiente apresenta cerca de 11.000 espécies
de vegetais nativos, das quais 4.400 sao endémicas
(MYERS et al., 2000). Essa rica variedade vegetal esta
distribuida em cerca de 170 Familias e mais de 1.140
géneros botanicos. A cada ano, novas espécies vegetais
sao classificadas neste dominio com exuberante e rica
fitofisionomias. Entre as inUmeras espécies de plantas
que caracterizam o Cerrado, varias sao descritas como
possiveis produtoras de metabdlitos secundarios de
uso fitoterapéutico, os quais podem ser encontrados
nos diferentes 6rgaos vegetativos, desde os rizomas
até as sementes (ANDRADE et al, 2012; BARBOSA,
PEREIRA, FORTUNA, 2017; CAMILLO et al., 2009).

O Cochlospermum regium, conhecido popularmente
por algodao-do-cerrado, é uma das espécies que
possuem como um dos metabdlitos secundarios os
0leos essenciais (OEs) distribuidos em varias partes
dos orgaos vegetativos. O C. regium pertence a
Familia Bixaceae, sendo encontrado em ambientes de
Cerrado sensu stricto, rupestre, ralo, tipico, cerradao
e em areas antropomorfizadas, na beira de estradas
de terra (SOLON et al, 2012). Esta espécie apresenta-
se como um subarbusto com até 2 m de altura; seus
ramos possuem tamanho médio entre 0,8 me 1,8 m
de comprimento; o rizoma é robusto e do tipo lenhoso;
as folhas sao alternadas, simples, longo-pecioladas e
palmatificadas; as flores apresentam forma de concha,
com inflorescéncias entre 5 e 10 flores, cujos tamanhos
variam entre 6 cm e 8 cm de diametro; os frutos tém
forma de capsula deiscente ovoide ou elipsoide, com
cerca de 6 cm de comprimento e com sementes
envoltas em filamentos lanosos (CAMILLO et al., 2016).

Pouco se conhece sobre a constituicao quimica
dos OEs dessa espécie, e existe apenas um trabalho
que avalia o OE das flores de C. regium. Nos estudos
de Brum et al. (1997), os pesquisadores avaliaram o OE
extraido do rizoma e observaram importante atividade
antimicrobiana. Ja nos estudos de Rouquayrol et al. (1980),
0s pesquisadores avaliaram o OF extraido das folhas e o
testaram na verificacdo da acdo moluscicida, no entanto,
nao obtiveram resultados positivos. Um grande numero
de estudos que avaliam agdes como anti-inflamatoria,

analgésica, antibacteriana e de atividade antioxidante sao
concentrados a partir dos extratos do rizoma de C. regium
(ANDRADE et al, 2008; MENEZES FILHO et al,, 20203;
SOLON, BRANDAO, SIQUEIRA, 2009).

Compostos naturais como os OEs sao produzidos
naturalmente pelas plantas como respostas fisiologicas
e sao caracterizados como metabolitos secundarios.
Esses metabdlitos podem sofrer variagao por
fatores intrinsecos ou extrinsecos, sendo 0s mais
citados: sazonalidade, luminosidade, ataque por
insetos, herbivoros e fitopatogenos. Os teores destes
compositos podem apresentar variagao em diferentes
anos durante avaliagdo do comportamento cinético em
um estudo (GOBBO-NETO, LOPES, 2007; MENEZES
FILHO, CASTRO, 2020; SOUZA et al., 2011).

Os compostos quimicos que constituem o OF,
bem como as atividades antioxidante e antifingica,
sao também influenciados pelas variacoes de producao
dos metabdlitos primarios e secundarios no vegetal.
Ao mensurar os constituintes quimicos de OEs em
diferentes periodos, sazonalidades ou mesmo horarios
de coleta, pode-se interferir tanto positivamente quanto
negativamente nas concentracbes dos compostos,
influenciando todo o processo (LEAL et al., 20071;
PEREIRA, CARDOSO, 2012).

A atividade antioxidante promovida pelos OEs
vem ganhando aten¢ao na comunidade cientifica. Isso
porque os OEs sao eficientes agentes antioxidantes
no sequestro de radicais livres que produz agoes
deletérias nas células vivas, ocasionando mudancas
descontroladas na molécula do DNA ou RNA celular,
0 que, por sua vez, provoca inimeros tipos de
canceres, envelhecimento precose da pele, cirrose,
arterosclerose e artrite reumatoide. Essas sao algumas
das doencas correlacionadas ao stress oxidativo (DE
MORAIS et al., 2006). Outra importante agao dos OEs
€ sobre a atividade fungicida, visto que, atualmente,
os produtos antifingicos sdo compostos sintéticos
e, muitas das vezes, prejudiciais aos organismaos
vivos, bem como podem causar sérios problemas
ambientais a médio e longo prazo. Com isso, 0 uso
dos OEs também como possiveis agentes antifingicos
e fungistaticos sao exaustivamente testados,
visando o desenvolvimento de novos produtos com
caracteristicas moleculares naturais que promovam a
qualidade de vida e um ambiente mais saudavel.

Anualmente, a agricultura tanto no campo quanto
no armazenamento de graos e produtos pereciveis,
como frutas, hortalicas e legumes, é constantemente
atacada por fungos fitopatdgenos como o mofo-branco
(Sclerotinia sclerotiorum), a antracnose (Colletotrichum
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gloeosporioides) e a podridao cinzenta ocasionada pelo
Aspergillus flavus. Esses ataques representam uma
consideravel perda econémica para a area agricola,
atingindo, diretamente e indiretamente, culturas de
milho, soja, graos-de-bico, algodao, nozes, além
de fruticulturas como mamao, morango, abacate e
maracuja (AMAIKE, KELLER, 2011; MARTINAZZO,
OLIVEIRA, TEODORO, 2019). Este ultimo fitopatogeno
— A. flavus —, além de ocasionar perdas de producao
agricola, também gera, através do seu metabolismo,
a micotoxina, uma toxina perigosa que causa
intoxicagdo em humanos e em animais, podendo
ser mortal em casos especificos (JAHANIAN et al.,
2016; MARTINAZZO, OLIVEIRA, TEODORO, 2019;
MISHRA, DUBEY, 1994).

Diante desse contexto, este trabalho teve por
objetivo avaliar o perfil quimico e as atividades
antioxidante e antifingica promovidas pelo 6leo
essencial das flores de Cochlospermum regium
sobre Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum
gloeosporioides e Aspergillus flavus.

2 Referencial tedrico

De acordo Solon, Brandao e Siqueira (2009),
0 género Cochlospermum Kunth. estava integrado
na Familia Cochlospermaceae Engler (classe:
Dicotiledoneae De Candolle), possuindo cerca de
11 espécies distribuidas nas Américas e na Africa.
Entretanto, ocorreu atualizagao filogenética quanto a
integracao do género na Familia Bixaceae, e nao na
Familia Cochlospermaceae (BARROSO et al.,, 1991;
SOUZA, LORENZI, 2005).

O algodao-do-cerrado ou algodaozinho do cerrado,
como é chamado [Cochlospermum regium (Mart. ex
Schrank.) Pilger] — Bixaceae, é considerado uma planta
medicinal, ornamental e em risco de extin¢ado, cujo
rizoma apresenta estudos com importantes agoes
fitoterapéuticas (CAMILLO et al., 2009). Os povos de
diferentes classes econémicas, principalmente as mais
baixas, procuram nos vegetais meios de aliviarem e
curarem suas doengas. Com isso, a busca pelo C. regium
€ exaustivamente constante, visto que este alivia e trata
0s sintomas de infeccoes uterinas, intestinais, ovarianas,
problemas gastricos, artrite e dermatoses. No entanto,
infelizmente, o extrativismo predatoério vem diminuindo
consideravelmente as colénias de C. regium em seu
ambiente natural. Com isso, a espécie passou a fazer
parte da lista de plantas medicinais em risco de extin¢ao
(SOLON; BRANDAO:; SIQUEIRA, 2009).
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O drgao subterraneo do C. regium atualmente
€ 0 mais estudado quanto as suas caracteristicas
fitomedicinais. Pesquisas demonstraram que o
extrato das raizes dessa planta apresenta o flavonoide
caempferol (F-52), que possui atividade analgésica,
antibacteriana e um eficiente agente antioxidante e
citotoxico (LIMA et al,, 1995; OLIVEIRA et al., 1996;
SOLON et al,, 2012; TOLEDO et al., 2000). Assim
como outros compostos isolados, dihidrocaempferol
3-0-B-glucopiranosideo (5) apresenta atividade
antibactericida (RITTO; KATO, 1998), aléem de
acetofenona 1-hidroxitetradecanona-3, um éster de
acido p-hidroxicinamico e naringenina, que também
sao encontrados no vegetal. Estes, entre outros
compostos produzidos em todos os orgaos do vegetal,
sao caracterizados por compostos do metabolismo
secundario com atividades terapéuticas.

Os OEs formam uma classe distinta de compostos
ricos em grupos quimicos como monoterpenos,
diterpenos, triterpenos e sesquiterpenos, oxigenados
ou hidrocarbonados, bem como fenilpropanoides
(MENEZES FILHO; CASTRO, 2020). Nos estudos de
Brum et al. (1997), os pesquisadores identificaram a
presenca de compostos volateis — 6leo essencial (OF)
—na raiz de C. regium, apresentando como composto
majoritario o B-selineno, com 34,1%, e compostos com
menores areas de retencao: elemeno, 5,4%; Trans-
cariofileno, 4,8%; a-pineno, 3,4%; a-humuleno, 2,8%;
aromadendreno, 2,1%; a-selineno, 1,2%; e §-cadieno,
com 0,8%.

Os OEs podem ser extraidos de sementes,
frutos, flores, folhas, galhos, cascas, raizes, resinas
e tubérculos (POMBO et al., 2018). Esta classe de
compostos volateis apresenta inimeras moléculas com
atividades antioxidantes, antifungicas, antibacterianas,
antitumorais e antivirais (SANTOS et al., 2010). O 6leo
pode agir individualmente ou em sinergismo in vitro
ou ex vivo, como por exemplo, aplicado com fungao
de captura de radicais livres (atividade antioxidante)
na reducao dos radicais livres DPPH, ABTS*, FRAP e
ORAC, ou como agente fungicida natural no combate de
Sclerotinia sclerotiorum (mofo-branco), Colletotrichum
gloeosporioides (antracnose) e Aspergillus flavus
(micotoxina), que todos 0s anos causam perdas
significativas na producao de graos e frutas e no
armazenamento destes (XAVIER et al., 2016).

De acordo com Hirata, Sato e Santos (2004),
os radicais livres sao constituidos por um atomo ou
pela associagao de atomos, possuindo um elétron
desemparelhado orbitando a zona mais externa da
eletrosfera. A formacao de compostos radicalares
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conduz ao estresse oxidativo, alterando a conformacao
de proteinas, aminoacidos e desencadeando problemas
geneéticos que estao intimamente ligados a doencas de
pele e a varios tipos de canceres.

Os radicais mais comuns sao 0 0xigénio e o
nitrogénio. Além destes, vale mencionar o anion
superoxido (O,e-), a hidroxila (*OH) e a lipoperoxila
(LOQ+), o peroxido de hidrogénio (H,0,), o acido
hipocloroso (HCIO), o 6xido nitrico (NOe) e o anion
peroxinitrito (ONOQe). Estes radicais, em excesso,
desencadeiam lesdes a nivel celular como a peroxidagao
dos lipideos, a inativacao enzimatica e a ativacao
excessiva dos genes pro-inflamatorios (FERRARI,
FRANCA, HONORIO-FRANCA, 2009; GUTTERIDGE,
HALLIWELL, 2010; SILVA, FERRARI, 2011).

Inimeras espécies fungicas causam, anualmente,
grandes perdas econdémicas no plantio de graos,
como soja, milho, sorgo, e de frutas, como abacate,
laranja, mamao, banana e morango. O mofo-branco
[Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary] produz
estruturas de resisténcia conhecidas por esclerodios,
que persistem no ambiente por varios anos (FREDDO
et al, 2016). No vegetal, o S. sclerotiorum produz
lesdes de coloragao branca a marrom, e 0s 6rgaos da
planta apresentam-se embebidas em agua e micélio
de cor branca, que cobre as partes do tecido vegetal
proximo ao solo (SILVA et al., 2018).

O Colletotrichum gloeosporioides (antracnose), em
frutas como 0 mamao, a manga, a banana, o tomate
e 0 morango, produz o apodrecimento dos frutos
onde apresentam coloragdo preto-acinzentada. Essas
perdas ocorrem ainda durante o desenvolvimento do
fruto e ao longo da cadeia produtiva e de distribuicao,
diminuindo o tempo de vida de prateleira do produto
(BAGHERABADI, ZAFARI, GHOBADI ANVAR, 2018;
PARDO-DE LA HOZ et al,, 2016). QOutros fungos, como
o0 Aspergillus flavus, produzem micotoxinas (aflatoxina)
encontradas principalmente nos graos de amendoim,
milho, algod&o e nozes que podem causar intoxicagao
em humanos e em animais que se alimentam dos graos
e/ou da ragdo (MARTINAZZO, OLIVEIRA, TEODORQO,
2019; SAMSON et al,, 2014). Conforme Jahanian et
al. (2016) e Selim, El-Hofy e Khalil (2014), a presenca
de aflatoxina na ragao para piscicultura e avicultura
causa perda de ganho de peso e pode desencadear
problemas a nivel celular, com o desenvolvimento de
tumores cancerigenos em humanos.

3 Método da pesquisa

As flores de Cochlospermum regium foram
coletadas no més entre setembro e outubro de
2018, em area de Cerrado com fitofisionomia ripario,
localizada na lIgrejinha da Capa-Branca, municipio
de Rio Verde-GO, com a seguinte coordenada
geografica: 17°5835.6”S 50°4425.2”W. O material
vegetal foi coletado nas primeiras horas do dia, entre
as 6 h e as 9h. O material floral foi armazenado em
sacos plasticos de cor preta e mantido em um cooler
resfriado com gelo. Em seguida, foi encaminhado para
o laboratério de Quimica de Produtos Naturais para o
processo de extracao do 6leo essencial. Uma excicata
foi herborizada e depositada no herbario do IF Goiano,
com o Voucher HRV: 844b.

Para extracao e rendimento do 6leo essencial,
as flores foram pesadas em triplicata, em que, para
cada aliquota, pesou-se cerca de 150 g de amostra.
Em seguida, as flores foram trituradas em processador
domeéstico com 500 mL de agua destilada. O processo
de extracao foi realizado em aparato tipo Clevenger por
3 haras em refluxo. O hidrolato foi coletado e separado
com 3 lavagens utilizando 30 mL de diclorometano
(Alphatec, P.A — ACS). Logo apos, as fragdes foram
reunidas e secas com sulfato de sédio anidro (Fmaia,
P.A — ACS). Posteriormente, a solucao foi filtrada em
papel de filtro quantitativo faixa azul (Unifil, C42). O
sistema ficou em local escuro com temperatura de
25 °C até completa evaporacao do solvente. O 6leo,
entao, foi recolhido e sua massa determinada em
balanga analitica digital (Marte, Mod. WB 220), sendo
o rendimento expresso em (%) de 6leo essencial (m/v)
conforme Equacao 1.

% Rendimento = (OE/PMfv) x 100 (1)

Em que: OE = éleo extraido; PMfv = peso matéria
fresca vegetal.

A solubilidade do OE foi avaliada em uma solucao
hidroetandlica 70% (v/v). Em tubo Eppendorf, foi acrescida
uma aliquota de 100 L da desta solu¢ao, com 2 ulL do
OE dasflores de C. regium. O tubo foi homogeneizado em
aparato tipo Vortex a 300 rpm por 5 min, e, em seguida,
foi observada a solugdo. O ensaio de indice de refracao
foi realizado utilizando equipamento refratdmetro (Hanna
Instruments, Mod. HI96800) com indice de refracao
entre 1,3330 e 1,5080, resolucao de 0,0001 a 20 °C. A
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rotagao optica foi realizada em equipamento polarimetro
(Novainstruments, Mod. WXG-4) com faixa de afericao
entre -180° e +180° na escala de Vernier. Foi preparada
uma solucao a 10% do OE em etanol (LS Chemicals, P.A
— ACS) em uma célula de 10 mL. A densidade relativa
foi realizada em picnémetro de 1 mL (RBR). A massa
do OE foi determinada em balanca analitica digital, e o
resultado expresso em g mL" a 25 °C, conforme proposto
por Alarcon Conde e Méndez (2019).

A analise dos constituintes quimicos do 6leo
essencial foi realizada em sistema de cromatografo a
gas com espectrometro de massas (CG-EM), equipado
com autoinjetor (Combi PAL AOC-5000 Shimadzu),
coluna Restek Rtx-5ms (30m x 0,250 mm x 0,25 um)
fundida com silica. Foi utilizado o espectrometro
de massas (MSTQ8030 Shimadzu) com detector
por ionizagao em impacto eletrénico (IE) (70 eV). A
temperatura inicial foi mantida a 60 °C por 3 min,
seguido de um acréscimo de 3 °C min™ até atingir
200 °C e, posteriormente, foi programada para um
aumento de temperatura de 15 °C min™ até 280 °C,
permanecendo nessa temperatura por mais 1 minuto.

As temperaturas do injetor e do detector foram de
250 °C e 300 °C. As analises foram realizadas utilizando
gas He com pressao de injecdo de 57,4 KPa e fluxo de
3 mL min™. A identificacdo dos componentes do 6leo
volatil foi baseada no indice de retencao linear (indice
de Kovats) (IK), calculado em relagao aos tempos de
retencao da série homaloga de n-alcanos (C-08 a C-40)
padrao (Sigma-Aldrich), e no padrao de fragmentagao
observado nos espectros de massas a partir do
cromatograma de fons totais, por comparagao destes
com a literatura de Adams (2007), e da espectroteca
(NIST 11) do equipamento CG-EM.

O oleo essencial da flor de C. regium foi avaliado
quanto a capacidade antioxidante, pelo método de
sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).
O método por DPPH seguiu conforme descrito por
Mezza et al. (2018), adaptado para uso em microplaca
de 96 pocos em microdiluicdes. Para cada pogo, foram
adicionados 100 pL de uma solugao diclorometanica
de DPPH 0,06 mMol mL™, e 100 pL de uma solucao
diclorometanica de 6leo essencial em diferentes
concentragoes decrescentes (50 a 0,031 mg mL™").

A microplaca foi mantida em repouso em local ao
abrigo da luz e calor por 2 horas. Logo em seguida, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro de microplacas
(Polaris, Mod. EE) no comprimento de ondas em 517
nm. A capacidade porcentual de sequestro do radical
livre DPPH foi calculada conforme Equacao 2.
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% Red = ((AC—AS)/AC) x 100 (2)

Em que: AC = absorcao da solucao controle; AS =
absorcdes das solucdes de 6leos essenciais contendo
o radical DPPH.

Os isolados de Sclerotinia sclerotiorum,
Colletotrichum gloeosporioides e Aspergillus flavus
foram mantidos em meio batata, dextrose e agar
(BDA) (Kasvi). As cepas foram doadas pelo Laboratorio
de Quimica de Produtos Naturais e de Quimica
Tecnoldgica do Instituto Federal Goiano, Campus Rio
Verde-GO. Os isolados foram coletados em campos
de cultura de soja, na fruticultura de mamoeiros e
no bagaco de cana-de-aclcar, e mantidos no banco
micologico do Laboratério de Quimica Tecnologica.

A atividade antifungica do 6leo essencial da flor de C.
regium sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum,
C. gloeosporioides e A. flavus foi avaliada através de
diferentes concentracdes, partindo de 100 uL mL ™" (6leo
puro); S0 L mL™"; 25 uL mL ;12,5 uL mL™; 6,25 pL mL™,
3,13 L mL" e 1,56 pL mL" de ¢éleo essencial diluido
em dimetilsulféxido (DMSO (Vetec, P.A — ACS). Como
controle negativo, utilizou-se a testemunha (auséncia
de 6leo essencial) e DMSO, e como controle positivo, o
fungicida Frowcide® 500 SC (principio ativo Fluazinam
500 g L"), registro no Ministério da Agricultura n®. 7695,
na concentracdo de 10 uL mL™".

As concentracdes do 6leo essencial foram
adicionadas ao meio de cultura BDA apos esterilizagao
e resfriamento, bem como para os tratamentos com
fungicida comercial e DMSO. Apos solidificagao do
meio, em camara de fluxo laminar (Marconi, Mod. MA
1550), foi adicionado, no centro da placa com agar, 1
disco de micélio para cada cepa de S. sclerotiorum, C.
gloeosporioides e A. flavus com 7 mm de diametro,
separadamente. Em seguida, as placas de Petri de
10 cm foram incubadas (Nova Instruments, Mod.
NI 1523i) nas temperaturas de 20 °C, 23 °C e 25 °C
respectivamente, conforme descrito por Menezes Filho
et al. (2020b) e Garcia et al. (2012).

A avaliacdo da inibicdo de crescimento consistiu
em medicdes diarias do diametro das coldnias, com
auxilio de um paquimetro digital (Digimess, Mod. 100-
174Bl), 150 mm com resolucao de 0,01 mm. A afericao
iniciou-se ap6s 24 horas do inicio da incubacao e foi
encerrada quando as coldnias fungicas do tratamento
testemunha atingiram completamente a area interna
da placa de Petri. A determinacdo do percentual de
inibicao de crescimento micelial foi realizada conforme
Equacdo 3 (na proxima pagina), proposta por Garcia
etal. (2012).
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PCl=(DTT-DTQ)/DTT X 100 (3)

Em que: PCl = percentual de inibicdo de
crescimento; DTT = diametro no tratamento
testemunha; DTQ = diametro no tratamento quimico.

A determinacao do rendimento de extracao do 6leo
essencial, dos ensaios fisico-quimicos e das atividades
antioxidante e antifungica foi realizada em triplicata, exceto
para atividade antifingica, que foi feita em quadruplicata
seguidas de = desvio padrao. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA), e, para determinacao da
diferencga significativa entre os tratamentos, foi utilizado
teste de Tukey (p < 0,05). O software estatistico utilizado
foi 0 Past 3 (versao livre, 3.22, 2018).

4 Resultados da pesquisa

A Figura 1 retrata a flor de C. regium e seu
respectivo OE extraido por hidrodestilagao

Figura 1 — Flor de Cochlospermum
regium em Cerrado ripario e seu
respectivo 0leo essencial extraido

Fonte: autores

O periodo de floragdo observado para C. regium
neste estudo foi entre setembro e outubro de 2018.
Menezes Filho et al. (2020a) encontraram flores de C.
regium no més de maio de 2020 em area de Cerrado
sentido restrito, no municipio de Rio Verde-GO.

Na Tabela 1, estao apresentados os resultados
organolépticos e fisico-quimicos do OE das flores de
C. regium.

As caracteristicas organolépticas sao consideradas
comuns para os varios tipos de OEs de plantas distintas
da Familia Bixaceae. O rendimento do 6leo essencial
das flores de C. regium é considerado bom quando

comparado ao de outros estudos avaliando o teor de
6leo essencial de Cochlospermum. Menezes Filho et
al. (2020c¢), encontraram rendimento de 0,10% para o
OE das flores de C. regium em uma area de Cerrado
sentido restrito. A solubilidade positiva é observada
também em varios outros estudos avaliando OEs.
A rotacao optica, indice de refracdo e densidade
relativa também apresentam resultados proximos aos
observados em distintos OEs de vegetais (Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros organolépticos
e fisico-quimicos do 6leo essencial da
flor de Cochlospermum regium

Parametros OEg
Liquido oleoso limpido e cristalino,
homogéneo, visual amarelo
claro e fortemente aromatico
0,096% + 0,02
Positiva

Organolépticos

Rendimento (%)
Solubilidade (v/v)
Rotagao optica o +36,1

Indice de refracao 20 °C 1,3297 £ 0,09

Densidade relativa
25°C(gmlL")

*Parametros fisico-quimicos do 6leo essencial da flor de C. regium.

0,933 0,04

Fonte: autores

Na analise do perfil quimico por CG-EM, foram
observados cinco compostos majoritarios: ocimeno
<(E)-B->, com 15,87%, cariofileno E, com 11,53%;
y-muuroleno, com 20,07%; biciclogermacreno, com
16,11%; e rosifoliol, com 31,09%. Ja nos estudos
de Menezes Filho et al. (2020c), os pesquisadores
encontraram apenas trés compostos majoritarios:
cariofileno E, com 9,76%; y-muuroleno, com 16,68%;
e biciclogermacreno, com 39,82%.

Os estudos com 0leo essencial em C. regium
530 escassos e apresentam um ténue periodo de
publicacao; quanto ao érgéo floral, ainda pouco se
conhece sobre sua fitoquimica.

Vale ressaltar o estudo realizado por Brum et al.
(1997), no qual os pesquisadores avaliaram os constituintes
quimicos do OF do rizoma (xilopddio) de C. regium por
CG-EM e encontraram os seguintes compostos: B-selineno
34,1%, elemeno 5,4%, Trans-cariofileno 4,8%, a-pineno
3,4%, a-humuleno 2,8%, aromadendrina 2,1%, a-selineno
1,2% e &-cadineno 0,8%.

Observa-se variacao da porcentagem de area
de cada composto volatil neste estudo, e, quando
comparada a da pesquisa de Menezes Filho et al.
(2020c), esta variacao pode ser explicada devido a
fatores intrinsecos e extrinsecos como solo, pluviosidade,
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genética populacional, quimiotipos, irradiagao solar,
queimadas, ataque por fitopatdgenos, entre outros.

Na Tabela 2, estao apresentados os resultados da
atividade antioxidante expressos em (%) de reducdo
do radical livre DPPH.

Tabela 2 — Avaliagdo da porcentagem de
atividade antioxidante do 6leo essencial da
flor de Cochlospermum regium sobre o radical
livre DPPH em diferentes concentragoes
em mg mL-1 de 6leo essencial diluido

Concentragao Atividade Antioxidante
(uL mL-1) (%)*

50 95,21 +0,11°

30 90,07 + 0,09°

20 88,74 +0,10°

7 83,55+0,21°
79,11 +0,19°

2 75,12 +0,26°

0,5 57,18 +0,31¢
0,125 48,88 + 0,56°
0,031 40,09 +0,16°

*Oleo essencial das flores C. regium. Resultados referem-se a média de
trés repeticdes seguidas por (+) desvio padrdo. Os resultados na coluna
acrescida de letras diferentes apresentam diferenca significativa (p <
0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: autores

A atividade antioxidante foi satisfatoria em todas
as concentracdes avaliadas, em especial naquelas
entre 50 mg mL" e 0,5 mg mL", que apresentaram
porcentagem acima de 50% de reduc¢do do radical
livre DPPH. Os resultados, no entanto, apresentaram
diferenca significativa (p < 0,05), formando trés grupos
estatisticamente diferentes conforme avaliado pelo
teste de Tukey (p <0,05).

Menezes Filho et al. (2020c) encontraram resultados
superiores aos deste estudo avaliando o OFE das flores
de C. regium coletadas em Cerrado sentido restrito, uma
vez que obtiveram entre as concentragdes 50 mg mL"
e 2mgmL", resultado de 100% de reducdo do DPPH.

Sugere-se que os fatores ambientais como tipo de
fisionomia do Cerrado (sentido restrito e ripario), fatores
climaticos, tipos de solos e grupos de individuos de C.
regium, mesmo que coletados em dreas relativamente
pequenas, apresentam rendimento, teores e atividade
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antioxidantes diferentes, como observado neste estudo
e no de Menezes Filho et al. (2020c).

O Grafico 1 (na proxima pagina) ilustra a atividade
antifungica do 6leo essencial das flores de C. regium
sobre as cepas de S. sclerotiorum, C. gloeosporioides
e A. flavus.

Em relacao as percentagens de inibicdo do
crescimento micelial (PIC) apresentados na Figura 2, ao
Se compararem as cepas e as concentragoes utilizadas
do dleo essencial em estudo, verifica-se que as melhores
concentragoes de inibicao foram entre as diluicdes 100 a
6,25 uL (ML) para as trés cepas fungicas. Os resultados
do teste (PIC) foram comparados ao controle positivo o
fungicida Frowncide SC 500 na concentragao de 10 pL
mL" com 100% de inibicao.

A atividade antifungica promovida pelo OE
sobre S. sclerotiorum apresenta diferenca estatistica,
com a formacgao de quatro grupos estatisticos. Nas
concentragdes 100 yL mL" e 50 uL mL™" foi obtido
100% de inibicao de crescimento, seguida das
concentragoes intermediarias entre 25 uL mL' e 6,25
uL mL", com inibicdo entre 83% uL mL " e 50%, e nas
menores concentragdes de 3,13 uyLmL"e 1,56 uL mL",
porcentagem inibitdria de 33% e 26%. A concentragao
de 6,25 uL mL" ndo apresentou diferenga significativa
pelo teste de Tukey.

Nos estudos de Menezes Filho et al. (2020c), os
pesquisadores encontraram resultados de inibigao
entre 79,98% e 0,45% ao avaliarem o OE das flores de
C. regium sobre o desenvolvimento de S. sclerotiorum.
Silva et al. (2018) avaliaram o OE das folhas de Psidium
guajava em dois periodos de coleta e obtiveram alta
eficiéncia de inibicao micelial sobre S. sclerotiorum
nas maiores concentracdes de 300 yL mL"e 200 pL
mL", com porcentagens de inibicdo entre 94,9% e
90,0%, e na menor concentragao de 100 uL mL"', com
80% a 77,5%. Ja na pesquisa de Xavier et al. (2016),
na qual avaliaram o 6leo essencial das folhas de C.
calophyllum sobre S. sclerotiorum, os pesquisadores
obtiveram inibicao micelial de 87,63% na maior
concentragao de OF, de 300 uL mL", e de 28,27% na
menor concentragao, de 50 yL mL™".
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Grafico 1 — Porcentagem de Inibicao de Crescimento (PIC) em diferentes
concentracdes de 0leo essencial das flores de Cochlospermum regium sobre
Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides e Aspergillus flavus
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Letras iguais para cada fungo versus concentragao nao diferenciam entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: autores

A porcentagem de inibicao sobre a cepa de C.
gloeosporioides nas maiores concentracoes entre
100 uL mL " e 25 uL mL" apresentou 100% de inibigao,
seguida pela concentragao de 12,5 yL mL"', com 90%,
e nas menores concentragdes de 6,25 uyL mL' e
3,13 uL mL", com taxas inibitorias de 44% e 10%. Para
a concentracao de 1,56 yL mL" nao foi observada
inibicao micelial; possivelmente devido a sucessivas
diluicoes, esta concentracao nao influenciou a inibicao
do fungo. Para este tratamento, foram observados
cinco grupos com diferenca significativa entre eles pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Dias-Arieira et al. (2010), no estudo em que
avaliaram a atividade antifingica dos OEs de nim
(Azadirachta indica) e de eucalipto (Eucaliptus citriodora),
obtiveram inibicao entre 74,4% e 84,4% e de 35,6% e
9,1%, respectivamente, sobre C. acutatum. Ja Souza
JUnior, Sales e Martins (2009) encontraram satisfatoria
eficiéncia de inibicdo micelial avaliando OEs de alecrim-
pimenta, alfavaca-cravo, capim-santo, cidrao e goiaba,
obtendo atividade de 100% em diferentes concentracoes
entre 1 e 10 yL mL", exceto para o 6leo essencial de
goiaba, que apresentou porcentagem de inibigao baixa
e significativa entre 44% e 69%, respectivamente.

Varios estudos avaliam a agao antifingica de
OEs em cepas de Colletotrichum sp., que podem,

individualmente ou em sinergismo, produzir agao
antifingica ou fungistatica. InUmeros compostos
como geranil, isopulegol, 1,8-cineal, estragol, a-pineno
e B-pineno, B-cimeno, entre outros, apresentam
acao antifungica comprovada em inUmeros ensaios
antifingicos in vitro (DIAS-ARIEIRA et al,, 2010; LEE et
al, 2007; SOUZA JUNIOR, SALES, MARTINS, 2009).

Ainda neste estudo, foi avaliada a acao de inibicao
micelial para A. flavus pelo OE da flor de C. regium
(Figura 1). Observa-se também alta e positiva eficiéncia
de inibicdo micelial produzida pelo OF das flores de C.
regium. Para esta cepa, foram formados seis grupos
com significativa diferenca, exceto para a concentragao
50 pL mL™. Em todas as concentracoes, foi observada
acao antifingica inibindo 100% na maior concentracao
de 100 yL mL™".

Todas as cepas avaliadas pela PIC do OE das
flores de C. regium foram comparadas com o
fungicida comercial de referéncia com 100% de PIC
na concentracdo de 10 ug mL". Observa-se que o
OE apresentou excelentes resultados como agente
antifingico em todas as concentracdes acima de
6,25 pL mL", podendo ser utilizado como promotor
fungicida natural.

Martinazzo, Oliveira e Teodoro (2019) avaliaram o
OE de Cymbopogon citratus no controle de A. flavus,
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obtendo porcentagem de inibicdo com maior eficiéncia
na maior concentracao de 1,0 yL mL"', com 100%
entre os dias 1 e 8, e com 86% e 80% nos dias 9 e 10.
Entretanto, na menor concentragdo de 0,2 uL mL", a
maior eficiéncia foi observada no 1° dia, com 100%
de inibicao; ja para os dias 2 a 10, taxas decrescentes
variando entre 47% e 11% foram observadas. Mishra e
Dubey (1994), por sua vez, obtiveram percentagem de
inibicdo de 52% em uma concentracao de 0,5 uL mL" e
maxima de 59% na concentracao de 0,6 uL mL" para o
OE de C. citratus. Os pesquisadores ainda apresentam
atividade antifungica de outros OEs com inibigao
micelial positiva sobre A. flavus: Ageratum conyzoide
90%; Acianthera carinata 80%; Boswellia serrata
50%; Citrus aurantifolia 80%; Citrus reticulata 40%;
Citrus sinensis 60%; Curcuma longa 72%; Eupatorium
cannabinum 42%; Hyptis suaveolens 85%; Juniperus
communis 45%; Mentha viridis 85%; Pinus sp. 84% e
Vetiveria zizanioides 56%.

Os OEs nem sempre inibem o crescimento
micelial; eles também podem promover a indugao
do seu crescimento. Isso foi observado por Valente
et al. (2018) na pesquisa em que avaliaram o OE de
Callistemon viminalis extraido das folhas, identificando
que este promoveu o desenvolvimento de A. niger apos
7 dias de incubacao. Possivelmente as concentracoes
utilizadas nao foram efetivas para promover a
inibicao ou algum composto do OE apresenta
meios de desenvolvimento para o fungo analisado.
Entretanto, obtiveram eficiente taxa de inibicao
de desenvolvimento das cepas de Cladosporium
herbarium e Penicillium expansum com inibicoes de
43,1% a 49,4% e de 13,5% a 36,4%, respectivamente.

Além disso, alguns estudos para OEs os
apresentam como bons agentes antivirais. Tariq et al.
(2019) e Allahverdiyev et al. (2004) atribuem importante
atividade antiviral para alguns virus com material
em RNA e DNA. Estudos demonstraram importante
atividade no controle do virus Herpes simplex (HSV 1 e
2), virus da dengue tipo (DEN-2), virus influenza adeno
tipo (3), polivirus e para os virus Junin e Coxsackievirus
tipo (B1) utilizando 6leo essencial.

5 Conclusao

O oleo essencial da flor de Cochlospermum regium
apresentou bom rendimento de extragao. Foram
observados 5 compostos majoritarios a partir do perfil
quimico. As atividades como agente antioxidante na
reducao do DPPH e como agente antifungico natural
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in vitro demonstraram excepcional resultado de
atividades biologicas.

Sugere-se que 0 dleo essencial das flores de C.
regium demonstra ser um candidato com alto potencial
para novas pesquisas na producao de bhiofarmacos
com atividade antioxidante e como agente antifungico
no desenvolvimento de fungicidas naturais de largo
espectro.

Trabalhos futuros deverao ser realizados
analisando a atividade antifingica em casas-
de-vegetagao ou mesmo em campo, avaliando,
assim, sua resposta-eficiéncia como antifingico ao
empregar o 6leo essencial em variados ambientes,
com diversidades intrinsecas e extrinsecas. Outros
estudos poderdo ser realizados avaliando o 6leo
essencial da flor de C. regium encapsulado em nano
ou micro esferas. Finalmente, por se tratar de uma
espécie vegetal e fitoterapica ameagada de extingao,
deve-se produzir conhecimento sobre a domesticagao
e a preservacao do material genético de C. regium em
diferentes fitofisionomias de Cerrado.
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