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RESUMO

O fungo fitopatogénico, Fusarium sp, causa doengas em culturas como: milho, feijao, cana-de-
agucar, jambo-do-Pard, manga etc, comprometendo a cadeia produtiva agricola. O objetivo da
pesquisa foi verificar a atividade antifungica dos extratos das folhas e cascas das espécies
frutiferas de uso medicinal Syzygium cumini (jamboldo) e Eugenia uniflora (pitanga) frente
Fusarium oxysporum. Foram obtidos 12 extratos vegetais pelo método de maceragao utilizando
os solventes hexano, acetato de etila e metanol tanto das cascas quanto das folhas de Eugenia
uniflora e Syzygium cumini. Os extratos foram submetidos ao Screening fitoquimico, triagem
por Cromatografia em camada delgada e doseamento. O Screening das folhas de Eugenia
uniflora apresentaram terpenos, esterdides, saponinas e taninos e, para a casca, flavonoides e
taninos. O Screening das folhas de Syzygium cumini (jambolao) mostrou a presenca de terpenos,
esteroides e taninos e as cascas apresentaram taninos. Os extratos brutos das duas espécies
vegetais foram submetidos a triagem fitoquimica por cromatografia, mostram a presenca de
compostos fenodlicos (taninos e flavonoides), naftoquinonas, triterpenos e esterdides. Os
extratos foram submetidos ao doseamento para compostos fendlicos (fendis totais, taninos,
cumarinas e flavonoides). Os teores de fendis totais, do extrato metanolicos das folhas e cascas
da espécie E. unmiflora mostram valores de 602,97mg/g +£5,92 e 552.45mg/g +7.81,
respectivamente. Para os taninos, o extrato de acetato de etila das folhas apresentou 104,29mg/g
+9,96. Para flavonoides o extrato acetato de etila das folhas de E. uniflora exibiu 435,12mg/g
+7,84, ¢ os extratos hexanico das folhas e cascas mostram valores de 358,79mg/g +1,63 e
358,08mg/g +1,63, respectivamente. Para a espécie S. cumini os valores de taninos apresentado,
para o extrato de acetato de etila das folhas foi de 121,69mg/g +4,72. Na mesma espécie, para
teores de flavonoides da folha, o extrato hexanico e acetato de etila mostram valores de
405,51mg/g +8,66 ¢ 356,14mg/g +3,32, respectivamente. Para selecionar os extratos com acao
frente a F. oxysporum foi realizado o teste de difusdo em disco de papel, com os extratos na
concentragdo de 0,010ug/3mL. Dos doze extratos apenas 4 apresentaram atividade antifingica,
sendo 3 de E. uniflora: O extrato hexanico das cascas da (7,02mm), o acetato de etila das
cascas (09,11mm) e metanodlico das folhas (¥8,23mm) e o extrato hexanico das folhas do S.
cumini (910,69mm). Os 4 extratos foram submetidos ao teste de atividade de difusdo em poco,
nas seguintes concentragdes 800; 600; 400 e 200mg/mL. A concentragdo de 200mg/mL nao
apresentou inibi¢do. O extrato hexdnico das folhas do jamboldo apresentou atividade de
8,71mm na concentragdo de 800mg/mL e de 7,89mm para a concentracdo de 600mg/mL. O
extrato hexanico da casca de pitanga ndo apresentou atividades nas concentragdes testadas. O
extrato hexanico das folhas de pitanga apresentou halos de inibicao de 10,8mm, 7,44mm e
8,03mm para as concentragdes de 800, 600 e 400mg/mL, respectivamente. O extrato acetato de
etila da casca apresentou valores de halos de inibicao de 9,7; 8,3 e 7,2mm, para as concentragdes
de 800, 600 e 40mg/mL, respectivamente. Mediante o exposto nos testes de atividade foi
possivel observar a inibi¢do da formagao de conidio de F. oxysporum, nos extratos hexanico
das folhas do jamboldo e nos extratos da folha e casca da pitanga nos extratos metandlico,
hexanico e acetato de etila. Desta forma os resultados mostraram que as espécies frutiferas de
uso medicinal Syzygium cumini e Eugenia uniflora estudadas sdo fortes candidatas para a
descoberta e desenvolvimento de novas biomoléculas com agao antifungica, dando destaque ao
extrato hexanico das folhas de pitanga. Entretanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados
para avaliar essas substincias isolar e identificar individualmente os principios ativos.

Palavras-chave: Substancias bioativas;, Espécies frutiferas; Fitopatogenos; Agricultura;
Alternativas sustentaveis.



ABSTRACT

Phytopathogenic fungi cause diseases in various types of crops grown, in addition to
compromising the agricultural production chain, among them are species of Fusarium sp,
causing diseases in crops such as: corn, beans, sugar cane, Jambo-do-Para , mango, between
others. The objective of the research was to verify the antifungal activity of the extracts of the
leaves and cascades of the medicinal fruit species Syzygium cumini (jambolan) and Eugenia
uniflora (pitanga) against Fusarium oxysporum. Twelve plant extracts were obtained by the
maceration method using the solvents hexane, ethyl acetate and methanol both from the bark
and leaves of Eugenia uniflora and Syzygium cumini. The extracts were subjected to
phytochemical screening, thin layer chromatography screening and dosage. The screening of
the leaves of Eugenia uniflora showed terpenes, steroids, saponins and tannins and, for the bark,
flavonoids and tannins. Screening of Syzygium cumini (jambolan) leaves showed the presence
of terpenes, steroids and tannins and tannin-like bark The crude extracts of the two plant species
were subjected to phytochemical screening by chromatography, showing the presence of
phenolic compounds (tannins and flavonoids), naphthoquinones, triterpenes and steroids. The
extracts were submitted to assay for phenolic compounds (total phenols, tannins, coumarins and
flavonoids). The contents of total phenols, methanolic extract of leaves and bark of the species
E. uniflora present values of 602.97mg/g £5.92 and 552.45mg/g +7.81, respectively. For
tannins, the ethyl acetate extract from the leaves showed 104.29mg/g £9.96. For flavonoids, the
ethyl acetate extract from the leaves of E. uniflora showed 435.12mg/g +7.84, and the hexane
extracts from the leaves and bark showed values of 358.79mg/g £1.63 and 358.08mg/ g £1.63,
respectively. For the S. cumini species, the values of tannins presented for the ethyl acetate
extract of the leaves were 121.69mg/g +4.72. In the same species, for leaf flavonoid contents,
the hexane extract and ethyl acetate present values of 405.51mg/g £8.66 and 356.14mg/g £3.32,
respectively. To select the extracts with action against F. oxysporum, the paper disk diffusion
test was performed, with the extracts at a concentration of 0.010pg /3mL. Among the twelve
extracts, only 4 showed antifungal activity, 3 of which from E. uniflora: The hexane extract of
the bark (07.02mm), the ethyl acetate of the bark (€9.11mm) and methanolic extract of the
leaves (©¥8.23mm) and the hexanic extract of S. cumini leaves (¥10.69mm). The 4 extracts
were manifested to the well diffusion activity test, in the following concentrations 800; 600;
400 and 200mg/mL. The concentration of 200mg/mL showed no inhibition. The hexanic extract
of jambolan leaves showed an activity of 8.71mm at a concentration of 800mg/mL and 7.89mm
at a concentration of 600mg/mL. The hexanic extract of pitanga bark did not show activities in
the concentrations. The hexanic extract of pitanga leaves showed halos of extension of 10.8mm,
7.44mm and 8.03mm for concentrations of 800, 600 and 400mg/mL, respectively. The ethyl
acetate extract from the bark showed impulse halo values of 9.7; 8.3 and 7.2mm, for
concentrations of 800, 600 and 40mg/mL, respectively. Based on what was exposed in the
activity tests, it was possible to observe the inhibition of the formation of F. oxysporum conidia,
in the hexane extracts of the jambolan leaves and in the extracts of the leaf and bark of the
pitanga in the methanolic, hexane and ethyl acetate extracts. Thus, the results showed that the
medicinal fruit species Syzygium cumini and Eugenia uniflora studied are strong candidates for
the discovery and development of new biomolecules with antifungal action, highlighting the
hexanic extract of pitanga leaves. However, further studies are needed to evaluate these
substances, isolate and individually identify the active principles.

Key-words: Bioactive substances; Fruit species; Phytopathogens; Agriculture; Sustainable
alternatives.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo conhecidas por suas propriedades curativas, sendo
utilizadas como forma alternativa de tratamento de enfermidades ou ao longo dos anos,
influenciando na descoberta de espécies com potencial terapéutico (BALBINOT et al., 2013;
CEOLIN, T. et al., 2017). Entre suas aplica¢des esta a area agricola, sendo empregadas no
combate de fitopatégenos que afetam diferentes tipos de culturas (MACHADO, 2019;
SILVA, 2013).

As espécies vegetais Eugenia uniflora e Syzygium cumini estdo incluidas na familia
Myrtaceae, ambas sdo empregadas para aplicagdes medicinais pela populacdo. Emrelagdo
aoscompostos oriundos do metabolismo secundério de Eugenia uniflora (pitanga) podemos
citar a presenca de alcaloides, taninos, fenois e flavonoides, quercetina, monoterpenos,
serquiterpenos e cumarinas (AURICCHIO & BACCHI 2003; COSTA 2016; GARMUS, et
al., 2019; SILVA&LIMA, 2016).

A espécie Syzygium cumini (jamboldo) apresenta como compostos secundarios
taninos, saponinas, flavonoides, alcaloides, fendis, triterpendides, miricetina, quercetina,
isoquercetina e antraquinonas (CARTAXO-FURTADO, et al., 2015; MIGLIATO, et al.,
2007; LEAO, et al., 2014).

A espécie Syzygium cumini ¢é utilizada pela populagdo para tratamento de problemas
estomacais, intestinais, renais, controle de diabetes, acao anti-inflamatodria, tratar desinteria,
problemas bucais como infecgdes de garganta e ulceragdes aftosas, apresenta também
atividade anticarcinogénica. E empregada como terapia contra leucorreia, prevenir casos de
sangramentos na evacuacdo, atividade antioxidante, acdo antimicrobiana, tratar quadros
alérgicos, promove protecdo do sistema cardiovascular e do figado, combate de verminoses,
casos de asma e cicatrizagdo de ulceras (AHMED, et al., 2019; JULIE, et al., 2017,
LAKSHMI, 2010; VIZZOTTO E PEREIRA, 2008).

Eugenia uniflora L. possui diversas aplicagcdes pela populagdo, como recurso
terapéutico tratamento de diarreia, febre, hipertensdo, problemas estomacais, renais,
inflamacao das articulacdes como o reumatismo, auxilia no processo de digestdo, quadros
clinicos como excesso de acido urico no organismo, reduzir o colesterol no sangue, perda de
peso, acdo antifingica e antibacteriana. Além disso, frutos e cascas sdo empregados para uso
terapéutico envolvendo problemas emocionais (BAKR, et al., 2017; BEZERRA, et al 2018;
SAMY et al, 2014).
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Espécies do género Fusarium sp. pertencente ao Filo Ascomycota sao cosmopolitas e
conhecidas pode causar doencas em uma diversidade de culturas como: milho, feijao, cana-
de-agucar, jambo-do-Pard, manga, entre outros, gerando muitos prejuizos e impactos
negativos na area agricola (LEITE 2017; LIRA, ET AL., 2019; RAMOS, ET AL., 2014;
WALKER, ET AL., 2016).

Esse grupo de fungos pode atingir as folhas, ramos, frutos e as inflorescéncias da
espécie vegetal, e a forma de comprometimento com os tecidos da planta se da através dos
conidios. Se caracteriza também por ser um género com diferencas morfologicas e
fisiologicas. O solo € o habitat de espécies do género Fusarium, esses microrganismos t€m a
capacidade de sobreviver por muito tempo nesse tipo de ambiente. (GASPAROTTO, et al.;
2020; LAZAROTTO, 2013; LOMBARD, et al., 2019).

O uso de produtos quimicos acarreta a morte de uma extensa diversidade de
microrganismos que sao importantes para o equilibrio natural do solo, atingindo também os
corpos hidricos. Devido a utilizagdo em grande escala desses defensivos, alguns patdégenos
j& tém se mostrado resistentes a varios tipos de substancias quimicas (BARROS, et al., 2019;
GASPAROTTO, ET AL., 2020; MEDEIROS, et al., 2021).

Nesse contexto, vale ressaltar que a riqueza vegetal, presente na extensa
biodiversidade brasileira torna a pesquisa por produtos naturais bioativos extremamente
promissora para o desenvolvimento de estudos envolvendo espécies conhecidas porseu
carater medicinal contra fungos causadores de doengas em plantacdes, gerar respaldo
cientifico para que pesquisas futuras sejam desenvolvidas nesse campo além de trazer mais
visibilidade ao tema. A capacidade dessas espécies frutiferas de aplicacdo medicinal vem
sendo analisada, devido as propriedades confirmadas em outros artigos relacionados ao tema.

O objetivo do trabalho foi realizar a andlise fitoquimica e avaliar a atividade
antifungica dos extratos das folhas e cascas das espécies Syzygium cumini (jamboldo) e

Eugenia uniflora (pitanga) frente a Fusarium oxysporum.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar analise fitoquimica e avaliar a atividade antifingica dos extratos das folhas e
cascas das espécies Syzygium cumini (jambolao) e Eugenia uniflora (pitanga) frente a Fusarium

oxysporum.
2.2 Objetivos especificos

- Obter os extratos das folhas e cascas das espécies de Syzygium cumini (jambolao) e Eugenia
uniflora (pitanga),

- Realizar o Screening Fitoquimico das duas espécies vegetais;

- Realizar triagem fitoquimica das espécies estudadas por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD);

- Realizar o doseamento de fendis totais, taninos, flavonoides e cumarinas dos extratos;

- Avaliar a atividade dos extratos brutos frente a Fusarium oxysporum

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas medicinais e metabolismo secundario

Almeida (2011) acredita que as areas médicas, etnobotanica, quimica e farmacéutica
estdo atreladas desde meados do seéculo XIX. Além disso, ele destaca que muitos costumes
africanos tiveram grande representatividade no desenvolvimento cultural no Brasil, em
consequéncia disso, a mistura de saberes contribuiu para o conhecimento diversificado que

temos até hoje sobre os diferentes usos e aplicagdes das plantas medicinais.

As plantas medicinais séo desde longa data conhecidas pela capacidade medicinal que
apresentam, sendo utilizadas ao longo dos anos pela populacdo no geral para diversas
finalidades (OLIVEIRA, et al., 2022). Muitas pesquisas foram realizados a fim de comprovar
a efetividade de uma ampla diversidade de plantas que tinham aplicagdo como produtos naturais
por muitas comunidades e foi a partir desses estudos e a confirmagéo da agdo benéfica de muitas
especies vegetais, foi possivel realizar métodos de bioprospeccdo para buscar formulacgdes

tendo como alvo principal a matéria vegetal, devido a presenca de uma extensa gama de
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compostos bioativos conhecidos como metab6litos secundarios presentes nas plantas (BALDE
et al., 2020; MEENA, et al., 2013; URSI, et al., 2018).

Sabe-se que, as plantas produzem uma grande variedade de compostos de origem
secundaria, que sdo capazes de apresentar atividades (antioxidante, antibiéticos, antifingicos,
antiparasitario, inseticida etc.), essa caracteristica fez com que, ao longo dos anos fosse
comprovado os inimeros beneficios que tais compostos podem oferecer tanto nas areas
quimica, médica, agricola e biotecnolégica (GOMEZ-SERRANILLOS, et al., 2013; BORGES
E AMORIM, 2020; PIASECKA, et al., 2015).

A medicina popular tem grande importancia na busca por informacdes acerca da
bioatividade das plantas. Em um levantamento, Fanou et al., (2020) verificaram que 0s
individuos entrevistados (herbanarios e curandeiros) tinham mais de cinquenta anos. Esses
dados revelam que de forma geral, sdo individuos mais velhos que estdo mais comprometidos
com o uso, indicagéo e disseminacdo do conhecimento sobre as plantas medicinais e 0s seus

beneficios.

Conforme descrito por Marouyi (2017), na Africa do Sul algumas regides utilizaram as
plantas medicinais tanto para uso humano como para cuidados veterinarios. O emprego desse
método vem aumentando ao longo do tempo no pais, isso se deve a situacdo socioecondmica
caracterizada pela escassez de recursos financeiros e o limitado acesso aos servicos de saude
locais fazendo com que a busca por tratamentos de salde como a medicina alternativa seja

bastante comum.

Os metabdlitos secundarios sdo compostos que, auxiliam a planta ao entrar em contato
com 0 meio ambiente, sdo considerados necessarios para que as espécies vegetais interajam
com os elementos bidticos e abidticos. Sdo esses elementos que atuam na protecdo da planta
contra alguma injdria como por exemplo, defesa contra o ataque de herbivoros, além de

impedirem a a¢do danosa de microrganismos patogénicos.

Além disso, beneficiam plantas atraindo insetos polinizadores, animais que irdo auxiliar
no processo de disseminagdo de sementes e contribuindo para a perpetuagéo da espécie vegetal.
Apresentam grande relevancia, na defesa vegetal quando ha um estresse ocorrendo, ou seja,
caso 0 ambiente onde a planta se encontra estiver passando por um processo de escassez hidrica,
oscilacBes de temperatura, solo pobres em oxigénio e caréncia de minerais necessarios para 0
seu desenvolvimento e protegdo de raios ultravioleta (UV) (FARMACOGNOSIA, 2018;
MEYER, 2013).
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Os metabolitos estdo divididos em trés principais categorias, 0s compostos nitrogenados
(alcaloides) que séo reconhecidos por exibirem atividade no sistema nervoso central, por esse
motivo sdo fontes importantes para o desenvolvimento de medicamentos. A outra categoria sdo
0s compostos fendlicos (taninos, cumarinas e flavonoides), esses que sdo responsaveis pela
defesa da espécie vegetal contra-ataques de patdgenos, além da protecdo contra a raios
ultravioleta. E, por fim, os terpenos séo reconhecidos por apresentarem acgdo antimicrobiana
(CUNHA, et al., 2016; KABERA, et al., 2014).

Conforme Akula e Ravishankar (2011), as concentracdes dos metabolitos nao ¢
considerada tdo alta (cerca de 1%) relacionado ao peso total de massa seca, apesar disso, os
beneficios oriundos desses compostos sdo muito significativos. Os autores mencionam que o
estresse abidtico pode ser considerado um fator importante, podendo fazer com que a planta
produza por exemplo, uma maior ou menor quantidade de metabolitos, visto que esses
compostos estdo diretamente relacionados com a defesa vegetal. Um solo carente em alguns
nutrientes essenciais para o desenvolvimento e fisiologia da planta como por exemplo (enxofre,
magnésio e potassio), podem desencadear uma elevacdo nos niveis de compostos fendlicos

produzidos.

Li, et al., (2020) argumentam que a via da glicdlise e do acido chiquimico estdo
envolvidas na produgdo dos metabdlitos secundarios. Existem genes que atuam na regulacao
de processos, porém, a incidéncia de mudancas nos fatores ambientais pode consequentemente
causar modificacdes na manifestacdo desses genes. Podemos perceber que a resposta fisioldgica

também estd relacionada com caracteristicas de carater genético.

Gandhi e colaboradores (2015) descrevem em uma revisdo que, hd uma demanda
consideravel na busca por metabdlitos secundarios pela industria quimica, devido a atividade
comprovada desses compostos, que ja sdo empregados como inseticidas, matéria-prima para

fabrica¢do de medicamentos e outras finalidades como na industria alimenticia.

Porém, como sdo substancias que acabam sendo produzidas em pequenas quantidades,
vé-se a biotecnologia como um poderoso recurso para poder ampliar a producao e expandir a
geracdo dessas substancias. Uma técnica citada pelos autores € a cultura de tecidos, essa forma
de cultivo ¢ vista como promissora e vantajosa por ser considerada uma inovacdo

biotecnoldgica que tende a beneficiar também o setor economico.
As pesquisas realizadas baseando-se na composicdo fitoquimica das plantas, apresentam

importancia nos estudos envolvendo as técnicas de extracdo, a caracterizacdo do perfil

fitoquimico, isolamento de compostos, bioprospeccdo de pesticidas, producdo de
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medicamentos, produtos estéticos, entre outros, além de empregar técnicas qualitativas e
quantitativas para analise de tais compostos. Vale ressaltar que essas pesquisas quando
realizadas compartilham o conhecimento com os setores de interesse, fica mais facil se conhecer
a demanda existente, isso facilita e orienta a busca por substancias oriundas de produtos naturais
com grandes chances de serem empregadas na produgdo formulagdes (QUIMICA VERDE NO
BRASIL: 2010-2030; SHITAN, 2016).

3.2 Biossintese de Metabdlitos Secundarios

Os metabolitos secundarios sao produzidos a fim de oferecer protecao frente a ameacas
de carater bidtico e abiodtico. A sintese das diferentes classes desses produtos tem seus
precursores advindos da glicolise e do ciclo de Krebs, que sdo vias conhecidas por fabricar os
metabolitos primarios, que sdo compostos essenciais para o desenvolvimento e sobrevivéncia
de espécies vegetais. H4 uma divisdo dos metabolitos em trés diferentes classes: os terpenos,
os compostos nitrogenados e fenolicos. (BORGES e AMORIM, 2020; GRANA, et al., 2021;
KABERA, et al., 2014).

Figura 1 - Rotas do Metabolismo Secundario de plantas
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3.3 Caracteristicas de cada classe de metabdlitos secundarios

Terpenos: sdao produtos que podem ter origem a partir de duas rotas (acido mevalonico
- MVA) e (metileritritolfosfato - MEP). A partir da primeira rota (MVA), ¢ formada uma
molécula conhecida como Isopentenilfosfato (IPP), na segunda rota (MEP), também ¢
produzida a molécula Isopentenilfosfato (IPP), porém, essa pode se isomerizar ¢ formar o
Dimetialildifosfato (DMAPP). Essas moléculas vao servir como unidades base para o
dessenvolvimento de diferentes estruturas de terpenos como: mono, sesqui, diterpenos e
triterpenos, através de diferentes processos que permitem a ligagdo das unidades basicas como

o (IPP) E O (DMAPP). (ALLENSPACH et al., 2020; BARROS, et al., 2023).

Figura 2 - Exemplos de Terpenos encontrados em plantas
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Fonte: Felipe e Bicas (2016)

Compostos Fendlicos: se caracterizam quimicamente pela existéncia de uma hidroxila
unida a um anel aromadtico, além de serem compostos amplamente distribuidos. Sdo usados
como um mecanismo de defesa das plantas, também sdo responsdveis pela coloragdo
caracteristica de flores e frutos, apresentam uma grande variedade de atividades biologicas
quando empregadas para fins medicinais, entre elas estdo agdo antioxidante e inflamatdria,
antimicrobiana e se destacam por serem compostos moléculas simples e de baixo peso

molecular (ARNOSO, et al., 2019; BRAGA e MURADOR, 2022).
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Figura 3- Estruturas basica de um Compostos Fenolicos e a estrutura da umbeliferona
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Compostos Nitrogenados: esses compostos sdo conhecidos por apresentarem o
nitrogénio em sua forma estrutural, entre os elementos que estdo incluidos no grupo
estdo: os alcaloides e os glicosideos. Os alcaloides se caracterizam por sua capacidade de
solubilizar em dgua, vale destacar que seus precursores sdo aminoacidos (ex:triptofano) e a rota
onde os terpenos sdo produzidos também contribui para a formacdo de tais produtos do
metabolismo secundario. Os glicosideos cianogénicos também estdo envolvidos com a defesa
contra-ataques de herbivoros. Ambos s@o compostos oriundos do acido chiquimico. (ARNOSO,

et al., 2019; BRAGA e MURADOR, 2022; FISIOLOGIA VEGETAL, 4% edi¢ao; 2009).

3.4 Importancia da agricultura para o pais

Jano final dos anos 90, pequenos agricultores conseguiram obter mais apoio do governo
federal a partir de diversos projetos que foram criados a fim de contribuir para o
desenvolvimento social dos pequenos proprietarios de terras. Entre estes esta o PRONAF
(Programa Nacional da Agricultura Familiar), que foi considerado um dos programas que
beneficiou de forma muito importante a agricultura familiar, trazendo um maior destaque para
essa parcela da populacdo (MATTEI, 2014).

Ainda em 1990, houve uma maior facilidade para que 0s pequenos agricultores
obtivessem crédito para que pudessem aplicar em suas propriedades. Isso contribuiu para que
muitos deles investissem em novas tecnologias a fim de melhorar e elevar seus lucros com a
producdo a partir dessas mudancas. Isso também permitiu que houvesse uma ampliacdo nas
atividades produtivas, contribuindo para o desenvolvimento rural. (LIMA, etal., 2019; VIEIRA
FILHO; 2017).

No Brasil, a estrutura agricola comegou a passar por modificacGes a partir de 1970, a

guantidade de produtos quimicos aplicados para melhoramento da safra também cresceu muito
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quando comparado com o0s anos anteriores. O aumento populacional nos proximos anos
também é considerado um fato relevante pela agropecuéria, sendo assim, o pais ja vem se
preocupando na melhoria de processos investindo em novas tecnologias, a fim de conseguir dar
conta da demanda prevista. Como consequéncia, pretende-se obter o retorno de todo capital

investido a partir da resposta do setor econémico.

A agricultura familiar também tem um papel de grande relevancia nesse cenario, dados
mostram que em 2017 esse setor chegou a ocupar uma extensao territorial de aproximadamente
80,9 (ha) milhdes de area. O Brasil é considerado uma grande poténcia quando o tema é
agricultura, pois possui caracteristicas climaticas que favorecem o cultivo de uma ampla
variedade de alimentos, além de se destacar também como exportador de grdos e outros
alimentos de interesse comercial (HERRERA, et al., 2018).

O relatorio de projectes do agronegodcio (Embrapa) prevé gue, nos proximos dez anos
(2020-2030) ir4 ter um aumento em termos de area plantada para a soja na maioria dos estados
do pais. Para a producdo do milho, a tendéncia serd o incremento na producdo do grao apenas
para trés estados (Tocantins, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul) no mesmo intervalo de tempo.
A soja e o milho estdo entre os graos e importancia e destaque na economia do pais para 0s
préximos dez anos. A soja por exemplo, tem destaque como o principal grdo que tem grande
relevancia para o pais visto que é exportado intensamente para a China (BARROS, et al., 2014;
NOGUEIRA, et al., 2021).

Piao, et al. (2021), revelam que, até 2050 pretende-se aumentar em 70% o0 que ja vem
sendo produzido na agricultura e em combustivel, levando em considera¢do, ao nivel mundial,
o0 tamanho populacional que teremos nesse periodo, como consequéncia, 0s impactos causados
ao meio ambiente também serdo acentuados visto que, o0 gasto de agua na agricultura ja é
considerado o mais elevado no mundo.

E um cenério preocupante, se levarmos em conta também a quantidade de reservatorios
de agua de qualidade que teremos disponiveis para usufruir nos préximos anos, outra questao é
a necessidade de mais terras direcionadas para plantio, possivelmente sera necessario o uso de
mais areas verdes para poder estabelecer esse sistema. O que nos resta de ambientes verdes ja
se encontra em processo de degradacgdo pela acdo antropica, a fragmentacdo de habitats é um
exemplo dos riscos envolvidos em ocupar e derrubar areas florestais para fins agropecuarios.

Magioli, et al., (2019) destacam também que mudangas na paisagem florestal natural
podem alterar o habito alimentar de espécies de animais que dependem desse recurso. O fato é

gue, ndo se pode apenas pensar em crescimento econdémico, é essencial pesar se vale a pena
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causar uma serie de prejuizos ao meio ambiente, além daqueles que ja realizamos todos os dias,
em prol desse desenvolvimento vislumbrado (MAGIOLI, ET AL., 2019; MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2020).

De acordo com Volli et al., (2018), tanto o cerrado quanto a Mata Atlantica se
enquadram como hotspots pois abrigam uma importante biodiversidade ecoldgica, porém, estao
ameacados pela acdo humana e a atividade agropecudria esta entre os fatores que vem gerando
perdas e causando alteracbes drasticas nesses ambientes. Os autores abordam que a
Bioeconomia, se baseia no uso de recursos naturais empregando estratégias sustentaveis
visando o uso racional de bens e servigcos ecossistémicos é vista como um caminho para 0 uso
mais consciente do que a natureza nos oferece.

Oliveira et al. (2021) traz um alerta sobre as consequéncias que o sistema agropecuario
vem causando sobre espécies de animais, 0s pesquisadores apontam que esse setor ja é
responsavel por danos a diversidade de espécies. Os resultados do estudo mostra que um total
de 519 espécies de invertebrados a mamiferos se encontram ameagadas, sendo afetadas
negativamente pelas diferentes formas de técnicas agricolas, contribuindo para a extin¢do de
uma grande quantidade de animais, isso porque a retirada da cobertura vegetal natural, de
arvores de grande porte tende a reduzir a oferta de alimento, a disponibilidade de habitats
diminui, gerando também mudancas no clima local, visto que, as florestas ajudam a amenizar
as altas temperaturas do ambiente. A situacdo fica ainda mais critica quando se inicia o processo

de aplicacdo de agrotoxicos no plantio.

3.5 Plantas medicinais na agricultura

Morais (2009) destaca que a aplicacdo de substancias oriundas de plantas que
apresentavam carater medicinal era comum em meados do século XIX, sendo os resultados
promissores, porém, quando se estabeleceu a Segunda Guerra Mundial muitas plantacdes de
especies que eram utilizadas como inseticidas naturais foram atingidas, fazendo com que 0s
produtores agricolas buscassem alternativas para combater microrganismos patdgenos de
plantas. Ainda segundo o autor, era comum o0 uso de compostos oriundos das espécies vegetais
Chrysanthemum cinerariaefolium, C. roseum e Chrysanthemum roseum e Chrysanthemum
coccineum todas pertencentes a familia Asteraceae. Também eram empregadas espécies dos
géneros Derris spp. e Lonchocarpus spp. pertencentes a familia Fabaceae e representantes do
género Nicotiana, espécie herbacea membro da familia Solanaceae utilizadas para o controle

de pragas.
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J& no comeco do seculo XX ocorreu o surgimento dos produtos quimicos produzidos
sinteticamente que acabaram se estabelecendo como principais formas no controle de patégenos
agricolas. Poréem, ao longo dos anos diversas questdes relacionadas a danos na qualidade das
culturas cultivadas, a satde humana e meio ambiente comecgaram a aparecer a partir do uso
excessivo dos agroquimicos e pesticidas (HOU, et al., 2020; ZAHOOR EMUSHTAQ, 2023).

Kotan e colaboradores (2013) e Lorenzetti, et al., (2018) confirmam que o uso de
agrotoxicos e defensivos agricolas tem causado uma série de problemas como desequilibrio
ambiental intensificado pela acdo antrdpica, contaminacdo do solo e do que esta sendo

cultivado, prejuizos para a satide humana, de forma direta os agricultores.

Segundo Corréa & Salgado (2011) ao longo dos anos, com os problemas ambientais que
estdo relacionados com o0 uso massivo dos agroquimicos, a preocupacdo com o desequilibrio
do meio ambiente e a procura por alimentos organicos e saudaveis fez com que fosse dada uma
atencdo maior para formas alternativas de combate a patégenos em plantagdes como é o caso
do uso de produtos naturais oriundos de espécies botanicas que se mostram efetivas contra
microrganismos patogénicos levando em consideracdo também as inUmeras pesquisas

envolvendo o assunto que vem sendo realizadas ao longo dos anos.

Ivase et al., (2021) mencionam que, mesmo gue pesquisas demonstrem a efetividade de
produtos oriundos de espécies vegetais, ainda existem entraves que dificultam a adeséo ao uso
de pesticidas botanicos, isso também se deve ao fato de que, sdo normalmente utilizados por
comunidades tradicionais. Além disso, outros fatores contribuem para essa desconfianga como
a variacao no perfil fitoquimico, visto que a mesma espécie apresenta diferencas em seu
metabolismo dependendo da regido em que se encontra. E por fim, a dificuldade na
padronizacdo do produto botanico final.

Oliveira et al., (2020), identificaram que 42% dos moradores entrevistados em trés
diferentes comunidades rurais no MT informaram que j& aplicaram em suas plantagdes produtos
a base de plantas medicinais a fim de inibir o desenvolvimento e propagacéo de pragas (moscas,
formigas, lagartas etc.) em suas culturas.

Segundo Deepa et al (2021), ha uma necessidade de buscar por alternativas para
controlar a toxicidade produzida por Fusarium verticilioides, entre elas esta a utilizacdo de
extratos e 6leos vegetais visando o combate do microrganismo.

Sanit (2016), em uma investigacdo com vinte e quatro extratos brutos, observaram que
0 extrato etandlico de duas espécies Sygygium aromaticum e Ocimum vulgare conseguiram

afetar o desenvolvimento do micélio de Fusarium em 100%.
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Hussain, et al (2015), constataram que, os extratos de Ocimum basilicum e Crotalaria
juncea exibiram atividade antifungica bastante consideravel, afetando também de forma direta
0 micélio de Fusarium solani.

Khieya et al., (2018) avaliaram a acdo do extrato das folhas de 6 espécies medicinais e
puderam observar que, houve efeito positivo sobre o desenvolvimento micelial de Fusarium.
oxysporum. Os autores enfatizam a relevancia dos estudos nesse campo, levando em
consideracdo as inumeras descobertas acerca da funcdo de diversas espécies vegetais, usadas
como medicinais.

Diante desse contexto e toda a problemética que envolve a contaminacéo por parte dos
fitopatdgenos em plantacfes agricolas, faz-se necessario a busca por novas alternativas
sustentaveis e que causem menos danos e prejuizos tanto ao meio ambiente quanto a saude
humana, vé-se como possibilidade o uso de produtos oriundos de plantas medicinais na tentativa

de controlar infec¢des causadas por fungos causadores de doencas em plantas.

Nikolaou et al., (2021) em uma revisdo analisaram que existe uma gama bastante
expressiva de espécies botanicas que, a partir de seus metabdlitos secundarios se mostraram

capazes de combater artropodes que causam danos a producdes agricolas.

E possivel concluir que as espécies consideradas biopesticidas conseguem abrangéncia
com relacdo a sua atividade, ndo apenas microrganismos como os fungos ou as bactérias, mas
também animais invertebrados. Os autores pontuam que, a busca por conhecimento cientifico

na area vem crescendo ao longo dos anos em diversos paises do mundo.

Beg &Beg (2018) verificaram que houve atividade antifungica contra Fusarium
lycopersici a partir do extrato das folhas de Syzygium cumini com percentual de 59,21%. Entre
as espécies que exibiram resultados satisfatorios com relacdo a capacidade de inibicdo de
89,56%, esta a espécie pertencente a familia Myrtaceae, o Psidium guajava Linn., a goiabeira,

para a mesma espécie de microrganismo.

Siddique et al., (2021), observaram que, o 6leo essencial de eucalipto, uma espécie que
também pertence ao género Myrtaceae, exibiu efeito antifungico com acéo inibitoria nas
concentragdes entre 2—8 pg/ml. Os ensaios foram realizados contra quatro cepas fingicas que
afetam culturas agricolas, entre elas duas espécies de Fusarium (F. oxysporum e F. solani). Os
autores destacam também que, os membros da familia Myrtaceae ja sdo conhecidos por

demonstrarem atividade antimicrobiana comprovada.

Seep, et al., (2021) pontuam a importancia da realizagdo de ensaios in vivo, empregando
extratos vegetais que apresentam atividade contra patogenos. A fim de gerar respaldo cientifico,
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visando posteriormente, o desenvolvimento de formulagdes bioinseticidas. Os autores
enfatizam que essa seria uma estratégia muito promissora, visto que, sdo considerados menos
danosos ao meio ambiente e a salde humana quando comparado com 0s produtos quimicos
biossintéticos. Ainda, de acordo com os autores, diversos pesquisadores ja tém se mostrado
motivados a realizar andlises envolvendo matéria-prima vegetal, com o objetivo de que,

posteriormente, seja possivel obter biopesticidas, Isman (2020) compartilham da mesma ideia.

Porém, Campos et al., (2018) pontua que, outros aspectos como possiveis danos ao solo
e a microbiota existente e avaliagdo de toxicidade devem ser analisados, tais questdes devem
ser exploradas, visto que ainda requerem de mais pesquisas e um longo caminho até que mais
produtos a base de material vegetal seja disponibilizado no mercado, além dos que ja existem.

Isaac & Abu-Tahon (2014) empregaram trés diferentes tipos de solventes (n-butanol,
etanol e acetona) além de agua destilada fria e fervida como liquidos extratores. Os resultados
revelaram que, todas as aliquotas do extrato com agua destilada fria apresentaram atividade
antifungica contra Fusarium oxysporum e Fusarium lycopersici com valores variando entre
82,2 - 96,6 %. Dentre as cinco espécies analisadas, Ocimum basilicum foi a espécie vegetal que
demonstrou os melhores resultados com relacdo a atividade antifungica. As concentragdes
utilizadas para todos os solventes empregados foram de 0.,5; 1,0; 1,5 e 2%. Os solventes
extratores n-butanol e etanol foram capazes de afetar o crescimento de F. oxysporum e F.
lycopersici.

Costa et al.,, (2017) obtiveram resultados satisfatorios verificando a atividade
antimicrobiana empregando o extrato de Allium sativum (Alho) contra diferentes cepas de
fungos fitopatogénicos, entre eles Fusarium subglutinans, esse que, revelou respostas bastante
positivas nas concentragdes de 40 a 50% de extrato hidroalcoolico. Os autores refor¢gam que,
os produtos naturais sdo ricas fontes de compostos com capacidade para se tornarem base no
desenvolvimento de formulacdes com atividade frente a fitopatdgenos. A partir das plantas
medicinais € possivel obter nanoparticulas que podem servir para aplicagdes a nivel industrial,
direcionadas para diferentes areas.

Castillo-Henriquez et al., (2020) apresentam como uma alternativa promissora a

quimica verde, principalmente, pelo fato de ser considerada de carater sustentavel.
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3.6 Biopesticidas

Ja se sabe que existe uma problematica, envolvendo os danos e riscos que 0S
agroquimicos vém causando a nivel mundial, ndo apenas afetando a satde da populag¢éo, mas
também ao ecossistema. Em 1962, houve a divulgagdo da obra Primavera Silenciosa de Rachel
Carson, foi um marco na histéria da pesquisa envolvendo uso de pesticidas, isso porque foram
expostas as problematicas envolvendo principalmente o uso dos DDTSs, evidenciando os danos

que esses produtos quimicos geram no meio ambiente e & salde humana.

Nesse contexto, € importante destacar a agricultura organica, que se baseia na producéo
sem aplicacdes de produtos quimicos de origem sintética, demonstrando ser um ramo bastante
promissor e vantajoso. Porém, é importante salientar que essa forma de agricultura sofre com
pragas e os produtores tendem a buscar formas alternativas para poder enfrentar o problema
sem precisar recorrer aos pesticidas usados em larga escala na agricultura convencional
(COSTA et al., 2018; GUIMARAES, et al., 2021; SPLETOZER, et al., 2021; SILVA, et al.,
2019; SITOE, et al., 2017; TICO et al., 2022).

O Brasil se destaca como 0 pais que mais consome agrotoxicos ao nivel mundial ha
muitos anos, a situagéo traz preocupacgéo, pois, sabe-se que 0 uso excessivo pode ser capaz de
se acumular em quantidades elevadas nos alimentos cultivados e disponibilizados para a
populacdo. Estas substancias, podem desenvolver problemas de salde de ordem aguda ou
crbnica, dependendo do grau de exposicao, ndo sé na ingestdo dos alimentos, mas como nos
produtores rurais que aplicam os produtos (ANDRADE, et al., 2017; CASSAL, et al., 2014;
MORAES,et al., 2016; ROSENBERGER, et al., (2020).

Conforme relatado em uma revisdo por Silva et al., (2017), existem pequenos
agricultores que se utilizam de formas alternativas de manejo no que diz respeito ao
enfrentamento de pragas em suas plantacGes e os bioinseticidas produzidos a partir de plantas
é bastante comum. E considerado padrdo haver diferencas nas concentracdes dos metabolitos

secundarios, dependendo de qual parte da planta esta sendo utilizada.

Sabe-se que os fatores bidticos e abidticos estdo envolvidos nesse contexto, e mesmo
que sejam plantas da mesma espécie vegetal podem existir diferencgas se forem coletadas em
regides diferentes. O interessante € que no passado acreditava-se que os produtos oriundos do
metabolismo secundario ndo tinham valor, considerava-se que eram residuos de processos

fisiolégicos da planta, porém, ao longo dos anos os estudos que foram sendo realizados
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trouxeram dados relevantes, consequentemente, esclarecendo de fato a agdo e importancia de

tais compostos.

Neves, et al., (2021) propdem que existe a possibilidade da produgdo de formulacdes
quimicas a partir de matéria-prima vegetal para enfrentar microrganismos causadores de
doencgas em culturas. Os autores constataram a existéncia de cinco produtos: Agroneem, Azact
CE, Azamax, Bioexos e Fitoneem, utilizados para o controle de fungo e nematoide (Erysiphe
+polygoni e Meloidogyne incognita), todos obtidos da espécie Azadirachta indica (Nim). O
principio ativo que demonstra a atividade ¢ oriundo de um metabdlito secundario chamado

Azadirachtina, presente na planta.

Xavier et al., (2018) realizaram testes com biopesticidas produzidos em hortas
organicas de uma pequena localidade em Redencéao- CE, a producao foi realizada pelos proprios
moradores da regido a fim de combater insetos. As preparacdes foram desenvolvidas com
quatro espécies vegetais Allium sativum (alho), Allium cepa (cebola), Anacardium occidentale

(castanha de caju) e Cymbopogon nardus (citronela).

Segundo os autores, existem beneficios a saude humana e ao meio ambiente ao se aplicar
inseticidas de origem natural em cultivos organicos, visto que, ndo € comum o uso de produtos
qguimicos nesse tipo de plantio. Os agricultores responsaveis obtiveram resultados positivos
guanto ao controle de insetos em suas hortas para as quatro espécies vegetais: Allium sativum,

Allium cepa, Anacardium occidentale e Cymbopogon nardus.

Chagas et al., (2016) constataram que pequenos agricultores relataram que utilizam
métodos de controle considerados sustentaveis em suas culturas organicas. Foram elaborados
questionarios com onze agricultores a fim de saber quais séo as diferentes técnicas de manejo
empregadas. As técnicas de manejo relatadas foram: manutencdo de &rea verde, uso de
joaninhas, fitoseideos (&caros), Metarhizium anisopliae (fungo); uso de Trichoderma sp
(fungo); Beauveria bassinana (fungo); Bacillus thurigiensis (bactéria), extratos de plantas
vegetais, calda sulfocaustica e outras. Sendo a ultima forma de manejo foi a que mais se
destacou, com 23% no total de citacdes, entre elas esta a aplicacdo de substancias de origem

vegetal.

Chaudhary, et al., (2017) confirma que a espécie Azadirachta indica, conhecida
popularmente como Nim ao longo dos anos foi se mostrando promissora no combate de
microrganismos patdgenos agricolas. Essa caracteristica se deve a presenca de compostos
fitoquimicos que o Nim produz, entre eles estd a azadiractina, esse composto da a espécie

vegetal um carater inseticida.
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Céspedes & Alarcon (2011) relatam que os agroquimicos utilizados nas lavouras, contra
os fungos fitopatdgenos por exemplo, tem ac¢do na formagdo da parede celular de quitina. Os
autores defendem a busca por bioinseticidas de origem vegetal que exerca atividade similar, aos
agriquimicos, visto que, as substincias de origem vegetal tendem a ndo causar os mesmos

impactos ambientais que os produtos sintéticos.

3.7 Atividades Bioldgicas de Eugenia Uniflora_e Syzygium cumini_(Familia Myrtaceae)

De acordo com Hardstaff et al., (2022), a familia Myrtaceae ¢ um grupo que comporta
mais que 6000 espécies vegetais, sendo considerada bastante diversa. Os autores destacam que
algumas espécies ja se encontram em processo de extin¢do tanto no Brasil como em outros
paises, devido a varios fatores biodticos e abidticos. E que, em detrimento desse fato, €
importante que medidas de conservagdo sejam realizadas, como por exemplo, a

criobiotecnologia a fim de mitigar os efeitos negativos sobre esse grupo de plantas.

Figura 4 - Espécies vegetais Eugenia uniflora (A) e Syzygium cumini (B)

Fonte: (A)Yanna Dantas Rattmann (2015) e (B) Diones Joel Kniecik (2019)

Pratiwi&Nurlaeni (2021) realizaram uma triagem direcionada para descrever e catalogar
espécies da familia Myrtaceae que se mostram promissoras para se tornarem bioinseticidas
naturais. A partir dos dados obtidos, os autores fizeram um compilado de membros desse grupo

que existiam no Jardim Botanico Cibodas (Cianjur-Indonésia).

Entre os seis géneros que ja tinham sido descritos potenciais produtores de
bioinseticida, entre as espécies estdo a Syzygium cumini (jamboldo), com um total de 13
espécies, apresentando substancias com acdo bactericida, herbicida, inseticida e fungicida e

Eugenia uniflora (pitanga) com acao fungicida, bactericida e inseticida.
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Besufekad, et al., (2017), ao analisarem a espécie Myrtus communis, representante do
género Myrtaceae verificaram que, o extrato cloroférmico apresenta melhores resultados foram

obtidos com relacdo a zona de inibi¢ao do 6leo essencial com diametro médio de 15,16 mm.

Antonelo et al., (2023) destacam que, espécies da familia Myrtaceae sdo promissoras
por suas propriedades, especialmente os 6leos essenciais. Dentre elas, os autores mencionam
sobre as atividades promissoras de Eugenia uniflora. Na pesquisa, os mesmos destacam que
dados mostram a capacidade antifingica de E. uniflora frente a microrganismos que causam
prejuizos na area agricola, como ¢ o caso do fungo Thielaviopsis basicola, um fitopatégeno que

causa podridao de raizes.

Lazzarotto-Figueird, et al (2021) avaliaram que 0s extratos das sementes de Eugenia
uniflora demonstraram agdo contra Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa;
Staphylococcus aureus e Salmonella typhymurium. O extrato etanolico apresentou resultados
superiores quando comparado com o extrato de acetato de etila. No mesmo trabalho os autores
notaram que houve efeito antioxidante dos extratos da espécie vegetal.

Entre as analises realizadas por Falcdo et al (2018) foi investigada a atividade
antimicrobiana do extrato bruto de Eugenia uniflora contra Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis e Staphylocuccus aureus (espécie que
apresenta resisténcia ao antibiodtico Meticilina). Escherichia coli, Salmonella enteritidis e
Pseudomonas aeruginosa. Os resultados mostraram que, os extratos exibiram efeito
antibacteriano, com excecao das espécies S. aureus (resistente a Meticilina) a uma concentragao

de 2,5 pg/mL e ndo demonstrou acao contra a espécie gram-negativa E. coli.

Santos et al (2013) analisaram a atividade do extrato das folhas de Eugenia uniflora
contra trés espécies fungicas, Candida krusei, C. tropicalis e C. albicans. Nos testes, foram
combinados os extratos com antifiingicos sintéticos comerciais, numa mistura homogénea para
verificar o efeito sinérgico e foram analisadas as concentragdes inibitorias minimas e as
concentracdes usadas foram 1024-0,51 pg/mL. Os resultados evidenciaram que, o efeito
inibitorio foi observado apenas com a associacao de metronidazol e o extrato vegetal, contra
Candida tropicalis.

Gowri, et al (2010) verificaram a atividade antimicrobiana (extratos aquosos e
metanolicos) das folhas de Syzygium cumini contra duas bactérias Gram-negativas e seis Gram-
positivas. De acordo com os autores, ambos os extratos foram capazes de inibir os
microrganismos, porém, o extrato metanolico apresentou resultados mais satisfatorios, com

didmetros de 6 a 22mm quando foi empregada uma concentragdo de 100pul.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/thielaviopsis-basicola
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/thielaviopsis-basicola
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A partir de um estudo no qual se tinha como propdsito a obtencao de nanoparticulas de
prata (AgNPs). Para isso, o experimento consistiu na jun¢do das nanoparticulas com o extrato
de S. cumini, Mittal, et al (2019) verificaram que as nanoparticulas de prata produzidas
apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias Staphylococcus aureus € Escherichia
coli, porém, a agdo foi mais evidente em S. aureus. Ainda segundo os autores, esses resultados
podem ter relacdo com dados que a literatura ja mostra que, as AgNPs tendem a interagir com
a camada de peptideoglicano das bactérias.

Prasad & Swamy (2013) observaram que o extrato da casca de Syzygium cumini, obtidos
a partir da mistura do extrato com as AgNPs, foram capazes de inibir de forma mais significativa
Bacillus licheniformes, uma rizobactéria, dentre as espécies de bactérias analisadas. Esse
resultado pdde ser verificado utilizando desde a menor até a maior concentracdo do extrato (2
ul - 100 pl).

A atividade contra fitopatégenos empregando Eugenia uniflora foi apresentada através
da reviséo bibliogréfica realizada por Silveira et al., (2021) que em uma constataram a acao
antiflngica, antibacteriana e inseticida dos 6leos essenciais de espécies do género Eugenia. Os
mesmos autores consideram importante e sugerem gue mais pesquisas sejam feitas levando em
consideracao a composicdo fitoquimica das espécies vegetais presentes no grupo.

Mazaro, et al., (2008) confirmam que o 6leo essencial de Eugenia uniflora provocou
um processo de inducdo de metabdlitos secundarios conhecidos como fitoalexinas, esses que
por sua vez, atuam na defesa contra patégenos. De acordo com resultados encontrados por Siega
(2018), a atividade antifungica do 6leo essencial de Eugenia uniflora esta associada com o0s
compostos fitoquimicos presentes nesse éleo.

Em uma revisao bibliografica Costa et al., (2020) reforcam a capacidade antifungica e
antimicrobiana que apresentam as espécies dos géneros Eugenia e Syzygium. Diversas
pesquisas tém confirmado o efeito positivo de extrato e 6leo essencial de uma ampla gama de
plantas medicinais no combate de fitopatégenos flngicos.

O Prakash, et al (2014) observaram que, os frutos de Syzygium cumini foram capazes de
evidenciar capacidade antifingica frente a trés espécies de fungos que atingem plantaces, entre

eles Fusarium oxysporum.

Baka et al., (2016) observaram que, o extrato etanélico de Syzygium cumini (Eugenia
jambolana) evidenciaram um efeito mais positivo contra a cepa de Fusarium oxysporum f. sp.
Lycopersici, quando comparado com 0 extrato aquoso. 1sso pode ser devido a natureza dos
solventes, visto que, a composicdo quimica de ambos, sdo distintas, o que possivelmente

influenciou no arraste dos metabdlitos presentes no material vegetal de forma diferenciada.
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Monaim et al., (2011) obtiveram resultados bastante positivos com relagdo a agdo
antifungica dos extratos de Syzygium cumini sobre Fusarium oxysporum. S. cumini estava entre
as espécies vegetais analisadas no estudo, dados revelam que no extrato hidroalcodlico das
folhas e frutos da planta além de inibir do fungo, foi possivel verificar que contribuiu para
diminuir a queda das plantulas e a murcha vascular fornecendo melhores condi¢des para a

sobrevivéncia de Lupinus termis, uma leguminosa.

Os autores, também, constataram que, sementes tratadas com extrato de éter e butanol
de S. cumini exibiram atividade positiva pelo fato de diminuir o desenvolvimento de danos

causados por Fusarium oxysporum, além de favorecer o crescimento de L. termis.

3.8 Levantamento etnoboténico

A partir do levantamento etnobotanico € possivel selecionar quais a espécies vegetais
podem ser adicionadas a pesquisa, baseando-se em estudos anteriores com as mesmas plantas
que demonstrem a atividade desejada, levantamento que, de forma geral, direciona a parte
metodoldgica acerca de quais alvos com relagdo a espécie vegetal sera utilizada, dando

prioridade para os compostos fitoquimicos presentes na mesma.

Segundo Viasquez, et al., (2014) esse tipo de pesquisa permite conhecer quais sdo os
usos comuns que a populagdo faz das espécies que apresentam bioatividade medicinal. Ambas
as espécies frutiferas que foram analisadas nesta pesquisa ja tém sido referidas em pesquisas
anteriores como promissoras, com acao contra fungos causadores de doengas em culturas.
Dessa forma, deve-se considerar que, ha diferencas como regido de cultivo da espécie vegetal
analisada, bem como peculiaridades de clima e condicBes ecoldgicas da regido das coletas
podem conferir diferentes propriedades as plantas medicinais, serdo validas as analises e
agregardo dados importantes as aplicacdes frente aos agentes fitopatogénicos.

Segundo Sganzerla et al., (2022), de forma geral, o estudo etnoboténico encurta o
caminho para que pesquisas envolvendo a bioprospeccdo sejam realizadas. Além disso, esse
tipo de estudo contribui para que o uso cultural das plantas medicinais por exemplo, seja
mantido, valorizado e reconhecido como uma tradi¢do que perdura até os dias atuais, pois, 0

conhecimento foi sendo transferido ao longo das geracgdes.

Existe um longo caminho entre o conceito “Da planta ao produto acabado”, nesse
contexto, o estudo etnoboténico entra como um aporte essencial visto que, nos leva de encontro

com o alvo e proposito que determina a pesquisa cientifica. Seja essa busca voltada para analisar
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a atividade de compostos bioativos para finalidade de bioprospecgédo nas areas, farmacéutica,

quimica, ambiental, entre outras.

Em um levantamento etnobotanico que Santana et al., (2016) realizaram em uma regido
de Mata Atlantica com uma populacdo quilombola, a partir dos resultados os pesquisadores
observaram que a espéecie Eugenia uniflora (Myrtaceae) por exemplo, estava entre as trés
plantas que exibiram um RF (indice de Frequéncia Relativa) mais elevado. Sendo considerada
uma das espécies medicinais mais relevantes para fins curativos entre as mais citadas pelos

USUArios.

Silva et al., (2021) destacam que, a grande maioria dos medicamentos ou substancias a
base de matéria-prima vegetal foram descobertas e desenvolvidas a partir de pesquisas
envolvendo a etnobotanica. Esse foi um ponto extremamente importante no que se refere ao
que se conhece acerca dos produtos oriundos de espécies vegetais para diferentes finalidades.
Os autores destacam também que, o nimero de pesquisas relacionadas ao tema tem sido
bastante significativo levando o Brasil para o segundo pais a nivel mundial, que mais realiza
publicacGes sobre esse topico, isso também se deve ao fato de que o Brasil tem uma extensa

diversidade de espécies botanicas em nossa flora.

Vale ressaltar que, estudos etnobotanicos ndo focam apenas em descobrir para qual
finalidade uma espécie medicinal serve, para quais enfermidades é utilizada, envolve também
as pequenas e grandes comunidades, as populacdes de determinada localidade, e figuras
importantes que, de forma geral sdo os que detém grande parte da sabedoria acerca do uso e
aplicacdo das plantas medicinais (LANZA, et al., 2020; SGANZERLA, et al., 2021,
MAGALHAES, et al., 2022).

Calbazar et al., (2017) mencionam que, pesquisas envolvendo o contato direto entre o
pesquisador seja com comunidades tradicionais, indigenas ou aqueles que empregam as plantas
medicinais para finalidade religiosa ou curativas, dependendo da estrutura metodoldgica de
trabalho que sera realizada, devem levar em consideracdo ndo apenas os interesses dos
estudiosos que estdo em busca de informacg6es, mas precisam antes de tudo, deixar claro acerca
do que se trata a pesquisa para aqueles que serdo o objeto de estudo, os detentores do

conhecimento sobre o assunto tratado.

Lin et al., (2021), constataram que na China por exemplo, o uso de plantas medicinais é
muito considerado até os dias atuais. Cerca de 11.146 mil espécies vegetais sdo empregadas

para fins curativos. Outro aspecto que 0s autores chamam a atencdo € a ameaga um nimero
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consideravel de espécies silvestres que, devido a fatores ambientais e atividades humanas como

a colheita em demasia, tém se tornado um desafio a ser enfrentado na localidade analisada.

De acordo com Zank & Hanazaki (2017), em um estudo sobre plantas medicinais em
duas regides do Brasil, notaram que quanto maior era o desenvolvimento de uma localidade,
menos recursos de origem natural, como é o caso do uso de plantas medicinais eram utilizados
pela populacédo. Esse fato de certa forma é considerado um ponto negativo no que se refere a

manutencdo dos saberes tradicionais, conforme as caracteristicas das areas analisadas.

Mbunde et al., (2016) conseguiram obter informagdes de representantes com
conhecimento acumulado sobre espécies medicinais que demonstravam atividade antifungica,
0 que orientou os pesquisadores no objetivo da pesquisa. Um outro tdpico importante citado
pelos autores ¢ com relagao ao uso mais comum das folhas ao invés de outras partes da planta.
Esse tende a ser algo de grande relevancia, pois, de forma geral as folhas sdo recursos
renovaveis ¢ dessa forma, muitas espécies medicinais que ja se encontram ameacadas por
diversos fatores antropicos e ambientais tendem a sofrer menos danos caso sejam utilizadas de
forma racional pela populagido para fins terapéuticos ou de outra ordem. Esta pesquisa foi
desenvolvida inicialmente sendo baseada em uma abordagem etnobotanica quimiotaxondmica,
pelo fato de envolver andlises de pesquisas apenas com espécies presentes no mesmo grupo
(género ou familia).

3.9 Fitopatologia

A fitopatologia ¢ uma ciéncia que engloba o estudo da interacdo entre plantas e
patdgenos, sob diferentes aspectos levando em consideragdo a influéncia do meio ambiente. O
estudo da fitopatologia investiga quais os métodos vidveis € mais promissores para realizar o
controle de patdogenos, buscando entender como as plantas respondem fisiologicamente a acao
dos diferentes tipos de microrganismos patogénicos. E a partir dos sintomas apresentados pelas
espécies vegetais que se busca identificar quais os sinais existentes a fim de conhecer os
possiveis agentes biologicos que podem estar envolvidos na causa da doenga (CARROLLO &
SANTOS FILHO, 2016).

Desde o velho testamento que ja se tinha informagdes sobre as doengas que afetam
plantas nas proprias escrituras. Theophrastus (300 a. ¢) mencionava naquela época sobre o tema
de forma geral, sem grandes especificacdes. Houve um periodo conhecido como mistico
durante o estabelecimento da fitopatologia como ciéncia, nessa fase, produtores de cultivos que

eram acometidos com pragas agricolas acreditavam que o ocorrido era decorrente de algum
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castigo superior, na época ndo existiam informacdes sobre doencas causadas por fungos,
bactérias, virus, entre outros fatores ambientais, que eram o que normalmente causavam danos
a produgao.

A tentativa de controle das doengas causadas por patogenos ja teriam sido iniciadas por
Homero (1000 a. ¢) com aplicagdo de enxofre em culturas e por Demdcrito (470 a. c),
empregando borra que sobrava da extragdo do azeite em cultivos. O nascimento da ciéncia
conhecida como Fitopatologia ocorreu quando houve um grande desastre causado pelo
oomiceto Phytophora infestans, provocando a requeima da batata em 1845. Esse fato causou
um grande problema visto que a batata fazia parte da dieta de grande parte da populacao
europeia.

De Bary, ¢ conhecido como o Pai da Fitopatologia, pelo fato de ter decifrado e
demonstrado que Phytophora infestans seria o causador da requeima da batata. De forma geral,
as doengas que atingem as plantas podem se originar a partir de fatores bidticos (agdo de
organismos) ou abidticos (escassez hidrica, solos pobres em nutrientes etc.). Porém, aqui o
destaque vai para os fungos causadores de injarias e que interferem no funcionamento normal
de plantas de importancia agricola (MANUAL DE FITOPATOLOGIA, 1995; MICHEREFF,
2001).

Os fungos fitopatogénicos causam doencas em diversos tipos de cultivos, além de
comprometerem a cadeia produtiva agricola, se tornaram ao longo dos anos um grande desafio
para os agricultores. As doencas que afetam as producdes agricolas tendem a causar perdas
econdmicas consideraveis, dependendo do grau de infeccéo das espécies hospedeiras. A medida
gue o0s patdgenos avancam nas culturas agricolas, menor quantidade de produtos sdo
disponibilizados aos consumidores, além disso, verifica-se a qualidade inferior do produto
(MICHEREFF, 2001).

Além disso, a presenca dos fungos fitopatogénicos causam perdas econémicas e impacto
social afetando de forma negativa, principalmente, aos pequenos agricultores, que tem a

agricultura familiar como principal fonte de renda.

3.10 Género Fusarium sp.

* Dominio: Eukaryota
* Reino: Fungos

* Filo: Ascomycota
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* Classe: Ascomycetes
* Subclasse: Sordariomycetidae
* Ordem: Hypocreales
e Familia: Nectriaceae

* Género: Fusarium

E um género cosmopolita, ou seja, encontra-se amplamente distribuido em todos os
ecossistemas. Pode estar presente no solo, na agua, em certas condi¢des ambientais pode ocorrer
de algumas espécies desse género se modificarem em estruturas conhecidas como
clamidosporos, que se caracteriza por ser um estagio de dorméncia.

Espécies desse género também podem estar associados a raizes de diferentes espécies
vegetais, além disso, sdo capazes de afetar partes do vegetal, como folhas, sementes e até os
frutos de seus hospedeiros. Isso € um fato preocupante, levando em consideragdo que ¢ um
género capaz de contaminar uma grande variedade de espécies vegetais, entre elas, algumas de
interesse agricola, como o caso de alguns graos. A temperatura que esse grupo tolera fica entre
25-30 °C, porém, ha espécies que conseguem sobreviver em temperaturas mais elevadas,
girando em torno de 35-37°. (OLIVEIRA, et al., 2022; SAMIE e MASHAU, 2019).

O padrao de distribuicao, o grau de infec¢ao e o numero de espécies de Fusarium, todos
esses fatores mudam dependendo da regido na qual alguns membros desse grupo se encontram.
Fusarium tem variabilidade genética, dados revelam que, ha aproximadamente 300 espécies
descritas atualmente. Entre os diversos géneros de fitopatogenos que vem causando grandes
perdas na agricultura, Fusarium tem grande evidéncia, isso se deve também ao grau de
contaminagao associado.

Duas espécies presentes no género (Fusarium oxysporum e F. graminearum) estao entre
os fungos que tém grande destaque, pois promovem estragos severos a culturas, tendo
influéncia negativa direta na econdomia. (MARYANI, ET AL., 2019; HERKERT, ET AL., 2019;
LI MA, 2013).
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Figura 5 - Caracteristicas macro e microscopica de Fusarium oxysporum. A) Cultivo no meio
agar dextrose batata (BDA); B) Cultivo no meio agar farinha de milho (CMA); C) Cultivo no
meio Malte (extrato de malte); D e E) cl — clamidosporos, MA — macroconidios. MF-
microconidios

Fonte: TEIXEIRA et al., 2017

Segundo Walker, et al., (2014) existem cerca de 20 espécies catalogadas e inseridas em
um complexo denominado Gibberella fujikuroi. O aspecto da espécie afetada por esse fungo ¢
a murcha das folhagens da planta, além disso apresenta uma tonalidade amarelada, e
posteriormente a cor do tecido da espécie vegetal acometida se modifica para uma aparéncia

amarronzada.

De acordo com Gordon (2017), F oxysporum encontra-se presente em matéria organica
morta, raizes de plantas e solos nativos. Diferentemente do que acontece com espécies vegetais
cultivadas para as plantas nativas F. oxysporum néo é patogénico. Os autores pontuam gue com

a insercdo de técnicas ligadas a agricultura, a propagacdo do fungo se tornou mais evidente.

Ramos et al., (2014) enfatizam que os prejuizos causados pela contaminacgédo causada
por Fusarium em sementes de milho tem influéncia negativa na economia, visto que o produto

tem grande importancia comercial para o pais.

Martinez, et al., (2019), observaram que, no cultivo do trigo, quando espécies de
Fusarium, contaminam esse tipo de gréo, podem diminuir a qualidade do produto, além de
diminuir a oferta do que seguiria para o comércio, gerando prejuizo financeiro. Existe uma outra
questdo que € a producdo e liberagdo de toxinas por membros do grupo Fusarium, isso torna a
situacdo ainda mais preocupante visto que, a salde humana tende a ser afetada caso venha a

ingerir alimentos com a presenca de micotoxinas.

No estudo de Gomes et al., (2020) foi verificado a partir da metodologia utilizada, que

para diferentes especies de Fusarium, houve uma elevada taxa de desenvolvimento do micelio
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e a formacéo de conidios a uma temperatura entre 25 °C e 35 °C. Os autores destacam que, as
caracteristicas climaticas de regides mais quentes tendem a facilitar a propagagéo do fungo em

plantacdes de abacaxi, a contaminacao dos cultivos tem gerado prejuizos a satde humana.

De acordo com Hassan et al., (2016), as espécies do género Fusarium podem provocar
infeccdo ocular em humanos como a ceratite, uma inflamacédo que atinge a cornea e 0s mais
afetados sdo os agricultores rurais que lidam de forma direta e rotineira com plantacdes

agricolas.

Ledn Duran & Cardenas (2020) analisaram a atividade antifungica de Caesalpinia
spinosa contra Fusarium graminearum e os resultados mostraram que, 0 extrato aquoso por
aquecimento a 60 °C foi o que se mostrou mais ativo contra o fungo, além de ter sido encontrado
uma concentracdo de compostos fendlicos mais elevado quando comparado com 0s outros
extratos da mesma espécie vegetal. Kavitha e Satish (2016) utilizaram o ensaio de difusdo em
poco de agar, com uma concentracao de extrato de 100 pg/mL de uma espécie vegetal Vitex
negro (familia Verbenaceae), entre as que foram investigadas.Os autores observaram que
houve atividade antifungica bastante consideravel contra F. verticillioides (42,33+0,57),

guando empregado o solvente metanol.

Gakuubi et al., (2017) pontuam que, espécies do género Myrtaceae tendem a apresentar
em sua composicao, metabdlitos que resultam em diferentes tipos de atividades benéficas no
que se refere ao emprego de espécies desse grupo, essa caracteristica se deve a presenca de
compostos oriundos do seu metabolismo secundario. Os autores realizaram ensaio com o 6leo

de Eucalyptus camaldulensis Dehn., que faz parte da mesma familia citada.

Beg & Beg (2018) observaram que o extrato bruto de uma espécie presente na familia
Myrtaceae (Psidium gujava), exibiu ac¢édo inibitoria do fungo Fusarium licopersicia, impedindo
0 seu crescimento, chegando a valores de 89,56%. Ao passo que Syzygium cumini mostrou uma

inibicdo de 59,21% nas mesmas condi¢des experimentais.

Sampaio et al. (2016), confirmam os resultados favoraveis, dessa vez com a aplicagdo
do 6leo da espécie medicinal Myrcia ovata, que faz parte da familia Myrtaceae. De acordo com
0s autores, verificou-se que, ocorreu uma atividade consideravel no combate de Fusarium
solani nas fracdes de 0,5, 10,0 e 30,0 -L mL ! Os autores destacam também que, espécies da
familia Myrtaceae ja vem sendo estudadas ao longo dos anos devido as suas caracteristicas

benéficas como antibacterianas e antiflngicas.

Esses resultados evidenciam que, estudos com espécies desse grupo podem ser

promissores nesse contexto, além disso, esses dados revelam que, pesquisas voltadas para
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bioprospeccéo de produtos a base de espécies vegetais podem contribuir para a confirmacao da
acdo e desenvolvimento de produtos a base de matéria prima natural, com possibilidade de

serem lancados no mercado de compostos capazes de controlar patdgenos agricolas.

Dhaouadi et al., (2018) observaram que, o0 6leo essencial de duas espécies da familia
Lamiaceae (lavanda e manjerona), tiveram uma atividade inibitéria muito expressiva no
desenvolvimento do micélio de Fusarium oxysporum e Fusarium solani. Além disso, os autores
detectaram que, os 0Oleos essenciais na concentracdo de 2,5 pl para cada planta, foi suficiente
para afetar e impedir que ocorresse a germinacao dos esporos fangicos.

Khandare e Vasait (2017) analisaram diferentes espécies vegetais, eles destacam a
importancia de se buscar por formas menos danosas de produtos com finalidade inseticidas e
pesticidas, visando diminuir os efeitos negativos ao meio ambiente e a saude humana. Os
autores conseguiram verificar que, o extrato etandlico e aquoso das sementes de Syzygium
cumini exibiram acdo antifungica contra Fusarium oxysporum. As concentragdes dos dois tipos

de extratos variam de 10 a 100%.

Zaker (2014) obteve os resultados bastante promissores com relagéo a atividade dos
extratos vegetais frente a Fusarium solani, com o uso do solvente metanol, foi possivel obter

melhores resultados do que com o uso do extrato aquoso.

Em um trabalho de revisdo, Bertero et al., (2018) destacam a importancia de se avaliar
os danos que as micotoxinas produzidas por espécies do género Fusarium podem causar aos
alimentos cultivados, causando contaminagdo. Outro aspecto destacado € a sugestdo para que
pesquisas envolvendo a exposi¢do prolongada as micotoxinas sejam desenvolvidas a fim de

conhecer os riscos a saude humana e animal envolvidos.

Rampersad (2021) destaca que existem dificuldades com relacdo a realizagdo de um
método de manejo adequado visando o controle de Fusarium, ressalta também que esse fato se
agrava ainda mais quando j4 esta estabelecido um estado de contaminagao por micotoxinas. O
transporte de graos por exemplo, ja € considerada uma causa da inser¢ao de espécies de fungos

patogénicos de um local para outro.

De acordo com Aparecido e Rosa (2019), as micotoxinas produzidas por espécies de
Fusarium podem ser consumidas por humanos e animais, a medida hd a contaminagao de graos

por essas substancias.
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3.11 Fusarium oxysporum

A espécie Fusarium oxysporum se caracteriza por penetrar nas raizes de suas
hospedeiras, se disseminando pelo xilema. Dentre as manifestacfes da infeccdo, pode-se
observar a existéncia de descoloragcdo das folhas e estrutura da planta, atraso no
desenvolvimento, podendo causar até a morte. F. oxysporum pode permanecer por um longo
periodo no solo, formando clamidosporos, que sdo estruturas que conseguem se manter por
longos periodos em dorméncia, até que as condic¢des ideais do ambiente sejam estabelecidas
(HENRIQUE et al., 2015).

Fusarium oxysporum esté inserido em um complexo de espécies conhecido como FOC,
se caracterizam por serem fungos tanto patogénicos quanto ndo patogénicos. Quando
contaminam as plantas a espécie tende a causar inicialmente a penetracao através das raizes,
atingindo especificamente a zona epidérmica. Em seguida, o microrganismo alcanga o xilema
e vai causando uma degradagdo na planta a nivel fisioldgico, assim, o sistema vascular da
espécie vegetal ¢ afetado, a medida que ocorre o desenvolvimento da doenca a planta vai
apresentando vdarios sinais que caracterizam a infeccdo por F oxysporum (LOPES E

MICHEREFF, 2018).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta de material vegetal

A coleta das espécies vegetais foi realizada em um pequeno fragmento vegetal
localizado em Moreno-PE (Latitude: 8° 7° 4 Sul, Longitude: 35° 5° 35 Oeste), regido
metropolitana do Recife em novembro de 2021, estacdo da primavera e horario da manha. O
material foi levado para o laboratério de produtos naturais (LAPRONAT — UFPE) para a etapa
de secagem a temperatura ambiente entre 15 ¢ 20 dias. Posteriormente, foi realizada uma
selecdo para retirada dos fragmentos e folhas danificadas e procedeu-se a trituracdo do material

vegetal (folhas e cascas) das duas plantas frutiferas.
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Figura 6 — Material vegetal de Eugenia uniflora (A) e Syzygium cumini (B) em
processo de desidratagao

Fonte: autor.

Trés exemplares de cada espécie foram selecionados e realizado o depdsito dos mesmos
no Herbario Geraldo Mariz, localizado no Departamento de Botanica, Centro de Biociéncias
(CB), da Universidade Federal de Pernambuco/UFPE sob o numero de deposito 88.485
(pitanga) e 88.819 (jambolao), figura 4. A pesquisa sera cadastrada no (SisGen) Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado pois

serdo utilizadas da biodiversidade brasileira duas espécies vegetais frutiferas de uso medicinal.

Figura 7 - Exsicatas Eugenia uniflora (A) e Syzygium cumini (B) depositadas no

Herbario Geraldo Mariz UFPE

Fonte: Jodo Amazonas
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4.2 Preparacao dos extratos e fragoes

O material passou por processo de trituragdo em moinho de facas tipo Willey (Adamo
340) a padronizacdo do didmetro do material triturado foi obtida com o auxilio de tamises,
alcancando granulometria de 20 Mesh (1,2 mm). O material vegetal em p6 foi armazenado em
sacos de papel separadamente e rotulado com etiqueta de identificagdo. Para a maceragao foram
empregados trés diferentes solventes sucessivamente: hexano, acetato de etila e metanol,
levando em consideragdo a polaridade para retirada dos metabolitos secundarios de cada parte
das plantas, sendo esse processo feito de forma fracionada.

Foram feitas trés maceragdes sendo cada uma realizada por um periodo de 48 horas para
as cascas e folhas tanto para Eugenia uniflora quanto para Syzygium cumini, com cada um dos
solventes citados.

A filtragem foi realizada utilizando papel filtro (Espessura: 0,16mm) e as fragdes foram
separadas, armazenados em recipientes com rotulagem de identificacdo e acondicionados. As
respectivas fragdes foram recolhidas individualmente e evaporadas em rota-evaporador rotativo
a vacuo (modelo LUCADEMA - Evaporador Rotativo Modelo LUCA-EV01), para proceder

com os testes de doseamentos e os testes de atividade posteriormente.

Figura 8 — Processo de obtencao dos extratos vegetais de diferentes polaridades

Materiais e Métodos

® Obtenc¢do dos Extratos Materagio @

Secagem Trituragdo HERAKG

48 hrs
[::> 3 TROCAS

ACETATO DE ETILA
METANOL
T Moiuho Willey (damo 340)
granulometria de 20 Mesh (1,2 mm)
) Filtragdo
Obtencdo do extrato seco Evaporagdo sob ¢

press3o reduzida . . Jf’zz

Cﬂ--@ Fadl- sas

Teremos 3 extratos de: rJ & C )
C o

Baixa & K RN b

Média

E Alta POLARIDADES Rotaevaporador rotativo

Fonte: autor.
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4.3 Screening fitoquimico

O teste de Screening fitoquimico € um metodo qualitativo, utilizado para identificar
a presenca de metabolitos secundarios no material vegetal. A metodologia foi realizada com
a matéria vegetal bruta (pd) das cascas e folhas de Eugenia uniflora e Syzygium cumini,
baseando-se em Costa (1982)e na FarmacopeiaBrasileira 62 edicdo (2019), como detalhado

na tabela 1:

Tabela 1 - Testes fitogquimicos para a identificacdo das principais classes de metabdlitos

secundarios presentes nas cascas e folhas de Eugenia uniflora e Syzygium cumini.

Classe dos metabdlitos secundarios Testes
Alcaloides Teste de Dragendorff
Terpenos e esteroides Teste de Lierbermann-Burchard
Flavonoides Teste de Shinoda/Teste oxalo-bérico
Saponinas Teste de espuma
Taninos Teste do cloreto férrico

Fonte: Costa, 1982.

4.3.1 Determinacao de alcaloides (Teste de Dragendorff)

Foi utilizado 1g do material bruto triturado (pd) da planta, ap6s a pesagem foi feita ja
no tubo de ensaio. Foi colocado 10mL de H2SO4 a 1% dentro do tubo e posteriormente, 0
mesmo foi levado para aquecer em banho-maria (100°C). Em seguida, foi feita a filtracdo do
conteudo, foi retirada uma aliquota e passada para um novo tubo de ensaio e a este foi aplicado
3 gotas do reagente Dragendorff. Para comprovar a existéncia de alcaloides na matéria vegetal,
apos a reacdo, verifica-se a formagdo de um precipitado com uma coloracdo laranja-

avermelhado visivel, indicando que ha o metabdlito de interesse.

4.3.2 Determinacao de esteroides e terpenos (Teste de Lierbermann-Buchard)

Foi utilizado 1g do material bruto triturado (pd) da planta, apos a pesagem foi feita ja
no tubo de ensaio. Foi acrescentado 3mL do solvente diclorometano ao tubo de ensaio. Foi
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realizada uma filtracdo do contetdo e em seguida, ao liquido filtrado foi acrescentado 2mL do
reagente anidrido acético. Foi feita uma agitacdo intensa do tubo de ensaio durante 2 minutos,
foi aplicado no tubo 5 gotas de H2SO4 concentrado. Os resultados evidenciam as coloragdes

rosa, azul e verde, quando ha terpenos e esteroides no material analisado.

4.3.3 Determinacao de flavonoides (Teste de Shinoda)

Foi utilizado 1g do material bruto, foi pesado no proprio tubo de ensaio e aplicado 5
mL de metanol. Em seguida, foi realizada uma filtracdo e o liquido filtrado foi reservado, a
este foi acrescentado 1 mL de HCL concentrado. Posteriormente, foi utilizada um pequeno
pedaco de fita (1 cm) de magnésio. Apés adicionar a fita de magnésio ocorre uma reacao,
fazendo com que seja visivel no tubo de ensaio uma coloragéo rosa, caso seja detectada a

presenca de flavonoides.

4.3.4 Determinacdo de flavonoides (Teste oxalo-bdrico)

Foi utilizado 1g do material bruto, foi pesado no préprio tubo de ensaio, em seguida foi
depositado 10 mL de acetona a este tubo. A solucdo foi filtrada e depois levada para ser
concentrada até 0,5 mL em banho-maria. Posteriormente, foi acrescentado a este tubo de ensaio
0,5 mg de acido oxalico e acido bdrico. O contetdo foi levado para passar um processo de
aquecimento durante 5 minuto, também em banho-maria, em seguida, foi acrescentado 10 mL
de éter etilico ao tubo. Caso dé positivo para flavonoides é verificada a presenca de
fluorescéncia no contetido do tubo de ensaio, quando é exposto a luz UV.

4.3.5 Determinacao de saponinas (Teste de espuma)

Foi utilizado 1g do material bruto, foi pesado no tubo de ensaio, foi acrescentado 5 mL de dgua
destilada e posteriormente realizada uma agitacdo intensa no tubo de ensaio durante 5 minutos.
Apds esse tempo, o tubo permaneceu em repouso 30 minutos para que fosse verificado se a

espuma era persistente, essa caracteristica € indica a presenca de saponinas no material vegetal.

4.3.6 Determinacao de taninos (Teste de cloreto férrico)

Foi utilizado 1g do material bruto, pesado em tubo de ensaio, no qual foi acrescentado 10 mL
de agua destilada, em seguida, foi realizada uma filtracdo e na solucdo obtida foram

acrescentadas 3 gotas de cloreto férrico a 1%. O objetivo é a deteccdo de taninos condensado,
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ha formac&o visivel de uma coloracdo verde, ja para taninos hidrolisaveis é identificada uma

cor azul no tubo de ensaio.

4.4 Doseamento dos metabolitos secundarios

4.4.1 Determinacao do Conteudo Fenolico Total

Para determinacéo do conteudo fendlico total foi utilizada a metodologia descrita por Amorim
et al. (2008). O extrato seco de cada planta foi diluido em metanol P.A. numa concentracdo de
1mg/mL em baldo volumétrico de 25mL, todo o experimento foi realizado em triplicata. Foi
adicionada uma aliquota de 0,2mL (200 pL) do extrato diluido a um tubo de ensaio.
Posteriormente, foram adicionados 500 pL do reagente Folin-Ciocalteu (solugéo aquosa 10%),
1mL de solucdo de carbonato de sédio (7,5%) e completado o volume com agua destilada para
10mL. Apos a preparacdo desta solucdo, a mistura foi agitada, permanecendo em repouso
durante 30 minutos, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a absorbancia
da mistura foi medida a 760 nm contra um branco preparado com agua destilada. Como padréo
foi utilizado o acido tanico, preparando-se uma curva de calibracdo em tubos de ensaio com
aliquotas de 0,050, 0,100, 0,150, 0,200, 0,250, 0,500, 0,750 e 1 mL da solucéo padrédo de acido
tanico a 1 mg/mL, em agua destilada. Posteriormente, foram adicionados 500 pL da solucao de
Folin-Ciocalteu e 1 mL da solucdo de carbonato de sddio em cada tubo de ensaio. O volume
final foi completado para 10 mL com agua destilada. As concentracdes finais obtidas do acido
tanico ficaram 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 ug/mL, respectivamente. A cor azul
produzida pela reacdo apresenta absorcdo maxima a 760 nm e é proporcional a taxa de
compostos fendlicos. O teor de fendis totais foi expresso como miligramas equivalentes de
acido tanico por grama de amostra (mg EAT/g) (AMORIM et al., 2008).

4.4.2 Determinacdo do Contelddo de Taninos

A determinacdo do teor de taninos foi realizada segundo protocolo desenvolvido por Amorim
et al. (2008) e adaptado para ambas as especies. Os extratos secos passaram por diluicdo em
metanol P.A. numa concentracdo de 1 mg/mL em baldo volumétrico de 25 mL, em triplicata.
Posteriormente, foram pesados 1 g de caseina e transferidos para erlenmeyer de 25 mL,
acrescentando 6 mL da amostra diluida em metanol e 12 mL de agua destilada, em triplicata.
Apbs 3 (trés) horas de reacdo sob agitacdo, o conteudo foi filtrado em baldo volumétrico e

completado o volume para 25 mL com agua destilada. Foi retirada uma aliquota de 1 mL e
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quantificados os fendis residuais pelo método Folin-Ciocalteu. O teor de taninos foi calculado
pela diferenca entre o conteido de fenois totais e fenois residuais. Como padréo foi utilizado o

acido tanico, a curva de calibracéo foi preparada conforme descrito no item anterior.

4.4.3 Determinacdo do Contetido de Flavonoides

O doseamento para flavonoides foi realizado baseado em Silva (2017) com adaptagdes. O
extrato seco foi solubilizado em metanol P.A numa concentracdo de 1mg/mL em bal&o
volumétrico de 25 mL, em triplicata. Para quantificar os flavonoides, uma aliquota de 0,2mL
(200 pL) do extrato diluido foi transferida para tubos de ensaio. Posteriormente, Se adicionou
0,120 mL (120 pL) de acido acético glacial, 0,5 mL (500 pL) do reagente cloreto de aluminio
(5%, p/v em agua destilada), em seguida o volume foi ajustado para 10 mL com agua destilada
em cada tubo. Apds a preparacdo desta solucdo, agitou-se e permaneceu em repouso por 30
minutos, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente. Apés esse periodo, a absorbancia da mistura
foi medida a 420 nm contra um branco preparado com agua destilada.

Preparou-se a curva de calibragdo com aliquotas de 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00;
1,50; 2,00 mL da solucdo de rutina (0,1 mg/mL em metanol), em tubos de ensaio.
Posteriormente, foram adicionados 120 pL da solucdo de 4cido acético, 0,5 mL do reagente
cloreto de aluminio. O volume final foi completado para 10 mL com &gua destilada. As
concentracdes finais de rutina foram de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0 ug/mL,
respectivamente. O teor de flavonoides totais foi expresso como miligramas equivalente de

rutina por grama de extrato (mg ER/g).

4.4.4 Determinacao do contetdo de cumarinas

O ensaio colorimétrico descrito por Osério e Martins (2004) com adaptac6es foi utilizado para
quantificar o contetido de cumarinas. Foram transferidos 0,5 mL do extrato diluido (1,0 mg/mL)
para tubos de ensaio. Posteriormente, adicionados 2 mL de &gua destilada e 500 pL da solugéo
de acetato de chumbo. As amostras passaram por agitacéo e, em seguida, adicionou-se 7 mL de
agua destilada. Posteriormente foi feita a filtragem, desta solucéo, 2 mL foram transferidos para
novos tubos de ensaio e adicionados 8 mL da solucdo de acido cloridrico. As amostras
permaneceram por 30 minutos ao abrigo da luz a temperatura ambiente. A absorbancia da
mistura foi medida a 320 nm contra um branco preparado com agua destilada. A curva de
calibracédo (aliquotas de 10, 25, 100, 200, 300, 400, 500 uL) foi preparada com uma solugio
padréo de 1,2-benzopirona e todos os demais reagentes citados anteriormente para os extratos,
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aferindo-se o volume final para 10 mL com &gua destilada. O ensaio foi realizado em triplicata
e as concentracdes finais de cumarina ficaram entre 0,4-20,0 pg/mL. O teor de cumarinas totais

foi expresso como miligramas equivalente de cumarina por grama de extrato (mg EC/g).

4.5 Triagem fitoquimica por cromatografia em camada delgada (CCD)

Os extratos brutos e fragcdes foram avaliados por CCD, para identifica¢do da presenga
de varias classes de metabolitos (Tabela 2). Para realiza¢do do processo, utilizamos uma cuba
cromatografica de vidro com tampa, na qual foi adicionado o sistema eluente especifico para
cada classe de metabolito. Para a preparagdo dos extratos, foi inicialmente feita a solubilizacao
de 0,10 mg dos extratos em 1,5 mL de metanol, para que as amostras ficassem o mais
homogéneas possiveis, o material foi colocado em ultrassom (Marca UNIQUE - Modelo Ultra

Cleaner 1400A).

As placas de silica em papel foram recortadas, as medidas dos pontos de aplicagao foram
feitas de forma que ficassem em uma distancia adequada entre um ponto e outro. As aplicagdes
dos extratos sobre a placa foram feitas com o auxilio de capilares, apos cada aplicagao
aguardamos o tempo de secagem total dos extratos. Posteriormente, as placas de silica foram
colocadas dentro da cubeta cromatografica para o contato com o eluente, aguardamos o eluente
realizar o arraste dos compostos presentes nos extratos, em seguida as placas foram retiradas
da cubeta antes do eluente subir no topo, foi feita a secagem com ar quente e levamos para

visualizacdo na luz UV (365 nm) e na luz verde (254 nm).

Ap0s verificar a qualidade das placas, realizamos a aplica¢do do revelador, com jato em
spray sobre ela, foi feita a secagem com ar quente novamente e levadas para visualizagdo na

luz UV (365 nm) e na luz verde (254 nm) (Quimica - Métodos Cromatograficos, 2019).

Tabela 2. Sistema eluente, padrdo e revelador para identificagdo de compostos fendlicos
presentes nos extratos

Metabdlitos
secundarios Sistema eluente Padrao Revelador Coloracao
Acetato de Etila: Acido
Compostos Fenolicos Formico: Agua (27:1,5: Laranja e
1,5) Rutina NEU amarelo
Tolueno: acido formico KOH etanolico Violeta a

Naftoquinonas (20:10) Lapachol 10% marrom




o1

Acetato de Etila: acido
formico: acido acético
glacial: d4gua
(20,30: 2,2: 2,2: 5,3)
Taninos Acido gélico FeCl3 Azul

Acetato de Etila: acido
formico: acido acético

Flavonoides glacial: d4gua Rutina NEU Laranja e
(20,30: 2,2: 2,2: 5,3) amarelo
Lieberman-
Triterpenos e Tolueno: Burchard Azul,
esteroides cloroférmio:etanol Sistosterol  5-10mina 110°  Azul-
(12,5:12,5:5) C violeta

Fonte: DA SILVA FILHO, 2010.

4.6 Cultivo do fungo

O fungo Fusarium oxysporum (amostra 0080; 0086 e B901A) foi cedido Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA) e mantido em meio Agar Batata Dextrose (BDA) a 30°C.

4.7 Selecdo de cepas

Inicialmente, foi realizada uma triagem a fim de selecionar entre as trés cepas de
Fusarium oxysporum, a mais sensivel aos extratos das duas plantas.

As cepas foram semeadas em placas de Petri contendo o meio Batata Dextrose Agar
(BDA), mantidas por 7 dias em estufa a 30°C. Para cada amostra, foi preparada uma suspensao
de conidios e transferida para placas de Petri contendo o meio BDA. Todos os extratos
(solubilizados com o sistema de solvente DMSO (a 10%); Tween 80 e Etanol P. A/ 1:1:1 ml)
foram utilizados na concentracdo 200 mg/mL e o antifingico Tecto (comercial) usado na
concentracdo 485g/L indicada pelo fabricante. Cada disco (6mm) de papel foi embebido com
10 puL da concentracdo final e transferidos para as placas de Petri colocados sobre a preparadas
anteriormente, além do controle negativo do sistema de solvente (DMSO (a 10%); Tween e

Etanol P. A/ 5:5:5 ml).
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A metodologia foi baseada em More, et al., (2017) com adaptacdes. As placas foram
incubadas em estufa a 30°C por 48 horas para posterior leitura e interpretacdo. Ap6s 48 horas,
foi realizado a leitura dos halos de inibi¢do (mm). Os extratos selecionados foram submetidos

ao teste de difusdo em poco.
4.8 Meétodo de difusdo em agar por pogo

Para o método de difusdo por poco foram utilizadas quatro diferentes concentragdes
dos extratos vegetais, de 200; 400; 600 e 800 mg/ml, todos os extratos solubilizados apenas
com DMSO (a 10%).

O Fusarium oxysporum foi crescido em meio Agar Batata Dextrose (BDA) por sete
dias antes do teste. Nas placas de Petri, contendo o F. oxysporum crescido, foram vertidos 10
ml de dgua destilada esterilizada (ADE), parte facilitar a coleta dos conidios. Com o auxilio de
um bisturi, foi feita a raspagem do fungo, posteriormente, o liquido foi transferido para um funil
(gaze) acoplado a um tubo Falcon estéril de 10 ml, para separar os conidios do micélio.

O filtrado contendo os conidios foram homogeneizados (agitagdo) e uma aliquota
transferida para cubeta de quartzo, para ser realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotometro. A leitura foi realizada a 530nm, para atingir uma densidade optica (DO) em
torno de 0,15 e 0,17, para obter uma concentragio final de 1,0 x10® UFC/mL, de acordo com
Georgacopoulos, et al., (2021).

Com o auxilio de um swab, os conidios foram espalhados na superficie da placa de Petri
contendo o meio BDA. Apds a inoculagdo foram feitos 4 pogos por placa com o auxilio de um
perfurador esterilizado e retirados os blocos de gelose. (De Bona, et al., 2014 com adaptagdes).
Em seguida, foi depositado em cada poco 10 microlitros do meio BDA, para fechar o fundo do
orificio feito, apds aguardar alguns minutos para solidificar, foram transferidos para cada poco
20uL dos extratos.

Como controle positivo foi empregado 20uL. do antifungico comercial 2-(thiazol-4-
yl)benzimidazole (TTABENDAZOL), com o nome comercial Tecto, diluido com 4gua destilada
esterilizada na proporg¢do 1:10, também, em quadruplicada. Para o controle do solvente, foram
pipetados 20puL. do DMSO (a 10%) nos pocos, em quadruplicada. O tempo de incubagao foi de

48 horas a 30°C, para posterior avaliacdo e medi¢ao do halo.



53

4.9 Analise Estatistica

Acerca das andlises estatisticas, serdo empregados como testes a Analise de Variancia
ANOVA One-way e para a técnica de Difusdo em pogo seré aplicado o teste ANOVA Two-
way. Também sera utilizado o Teste de Tukey para poder interpretar os resultados obtidos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento do extrato vegetal

O rendimento dos extratos vegetais diferiu, dependo do solvente extrator e da parte da
planta utilizada, foi empregada o0 método de maceracdo. Os extratos de hexano (baixa
polaridade), foram os que apresentaram um menor rendimento. Os extratos metandlicos (alta
polaridade), foram os que exibiram um melhor rendimento (Tabela 3).

Haminiuk, et al., (2014) observaram que, quando empregaram metanol e a combinacao
de metanol/agua (MA), a obten¢ao dos metabolitos flavonoides e acidos fendlicos foi mais
elevada, quando comparado com a quantidade obtida dos mesmos compostos ao aplicar
etanol/agua (EA). Ferreiraet al., (2021) destacam que, de forma geral, € mais comum a presenca
de uma maior quantidade de metabolitos secundarios nas folhas das espécies vegetais.

More et al., (2017) também obtiveram maiores valores com relagdo ao rendimento do
extrato vegetal quando empregado o solvente metanol, visto que, esse liquido extrator é capaz
de fazer o arraste de uma ampla gama de metabolitos secundarios existente ha composicédo
fitoquimica de espécies vegetais, isso se deve também ao fato de ser um solvente de alta

polaridade.

Tabela 3 - Rendimento dos extratos vegetais de Syzygium cumini e Eugenia uniflora apos

extracdo com os solventes hexano, Acetato de etila e metanol

Syzygium cumini (g) Eugenia uniflora (g)
Solvente
Folhas % Cascas % Folhas % Cascas %
Hex 2,4864 1,20 | 0,0950 | 0,50 | 0,9716 2,00 0,9716 0,05
AcOEt 5,7744 2,90 | 0,4106 | 0,20 | 2,9335 1,50 1,6612 0,80
MeOH | 15,0925 7,50 |23,3706 | 11,70 | 27,0875 13,5 10,3144 5,10

Hexano: Hex; Acetato de Etila: AcOEt; Metanol: MeOH; Porcentagem:

%: Fonte: autor.


https://link.springer.com/article/10.1007/s13197-012-0759-z#auth-Charles_Windson_Isidoro-Haminiuk
https://link.springer.com/article/10.1007/s13197-012-0759-z#auth-Charles_Windson_Isidoro-Haminiuk
https://link.springer.com/article/10.1007/s13197-012-0759-z#auth-Charles_Windson_Isidoro-Haminiuk
https://link.springer.com/article/10.1007/s13197-012-0759-z#auth-Charles_Windson_Isidoro-Haminiuk
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5.2 Perfil Fitoquimico de Eugenia uniflora e Syzygium cumini

Os resultados do perfil fitoquimico estao descritos nas tabelas 4 ¢ 5, e, nas figuras 9 e
10. Screening fitoquimico das das folhas de Eugenia uniflora apresentaram uma maior
quantidade de terpenos, esteroides, saponinas e taninos. As cascas uma maior intensidade para
os metabdlitos flavonoides e taninos. O Screening das folhas de Syzygium cumini demonstrou
uma maior quantidade de tepenos, esteroides e taninos € as cascas apresentaram mais taninos,

pela intensidade na coloracao.

Syama et al., (2019), realizaram o screening porém, utilizaram os extratos € ndo o
material vegetal em pd. Os testes foram feitos apenas com as folhas de E. uniflora e o teor de
flavonoides foi considerado intenso para os solventes metandlico, acetato de etila e etanodlico.
Saponinas foram detectadas em grande quantidade nos extratos etandlico e metanolico. Para

taninos, os autores verificaram alta intensidade do metabodlito no extrato etanolico.

Tabela 4 - Resultados do Screening fitoquimico de Eugenia uniflora

Metabélito secundario |Cascas de Eugenia uniflora* |Folhas de Eugenia uniflora*
Alcaloides - +
Terpenos e esteroides ++ +++
Flavonoides +++ +
Saponinas ++ +++
Taninos -+ -t

Fonte: autor. (+++) Forte intensidade; (++) Média intensidade;(+) Fraca intensidade;(-) Ndo
reativo.

Figura 9 - Tubos de ensaios com os testes fitoquimicos de Eugenia uniflora.

0T\ S
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Fonte: Carlos Moura/ Fernanda Nascimento
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Legenda: PF1: Pitanga/Folha (Alcaloides); PF2: Pitanga/Folha (Terpenos e esteroides); PF3:
Pitanga/Folha (Flavonoides); PF4: Pitanga/Folha (Saponinas); PF5: Pitanga/Folha (Taninos);
PC1: Pitanga/Casca (Alcaloide); PC2: Pitanga/Casca (Terpenos e esteroides); PC3:
Pitanga/Casca (Flavonoides); PC4: Pitanga/Casca (Saponinas); PC5: Pitanga/Casca
(Taninos).

Barros, et al., (2023), a partir de uma revisdo descreve que, a presenca de diferentes tipos de
terpenos contribui para a acdo antifungica promovida por Eugenia uniflora no combate de
microrganismos. Bittencourt et al., (2021) descrevem a presenca de saponinas, taninos,
flavonoides e alcalGides a partir do screening das folhas de Eugenia uniflora e nas cascas apenas
saponinas e alcaloides. Os autores, também,1 analisaram pelo mesmo método se havia
cumarinas no material vegetal, e ndo identificaram a presenca do metabdlito, indo de acordo

com o que foi achado nesta pesquisa com o teste de quantificagdo fitoquimica.

Tabela 5 - Resultados dos screenings fitoquimicos de Syzygium cumini

Metabdlito secundario |Cascas de Syzygium cumini * Folhas de Syzygium cumini *
Alcaloides + -
Terpenos e esteroides + +++
Flavonoides ++ -
Saponinas + -
Taninos +++ +++

Fonte: autor. (+++) Forte intensidade; (++) Média intensidade; (+) Fraca intensidade;
(-) Néoreativo.

Figura 10- Tubos de ensaios com os testes fitoquimicos de Syzygium cumini.

Fonte: Carlos Moura / Fernanda Nascimento
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Legenda: JF1: Jamboldo/Folha (Alcaloides); JF2: Jambol&o/Folha (Terpenos e esteroides);
JF3: Jambol&o/Folha (Flavonoides); JF4: Jambol&o/Folha (Saponinas); JF5: Jambolao/Folha
(Taninos); JC1: Jambol&o/Casca (Alcaloides); JC2: Jambol&o/Casca (Terpenos e esteroides);
JC3: Jamboldo/Casca (Flavonoides); JC4: Jamboldo/Casca (Saponinas); JC5:
Jambolao/Casca (Taninos).

Thite. et al., (2013) também ndo identificaram a presenga de saponinas na matriz
vegetal de Syzygium cumini. Tambe et al., (2021) realizaram o teste empregando extratos
aquoso e metandlico das folhas de Syzygium cumini e encontraram uma grande quantidade
de flavonoides em ambos 0s extratos vegetais. A presenca de terpenos foi considerada
moderada no solvente aquoso e para taninos nao foi identificado grandes quantidades, sendo
verificado um resultado semelhante para esse metabo6lito nos dois solventes (metanol e
aquoso). Os resultados para saponinas foram negativos, assim como os dados obtidos nesta

pesquisa.

Aziz e Banerjee (2018) identificaram alcal6ides, taninos, saponinas, flavonoides,
fenois e esterdides, a partir dos extratos das sementes de S. cumini. Os solventes extratores

selecionados para o teste foram: metanol, éter de petroleo e etanol.

Palakurthi et al., (2022) informaram a presenca apenas da presenca dos metabdlitos,
ndo especificando se estavam em pequena ou grande intensidade. Os autores avaliaram o p6
da semente de Syzygium cumini e encontraram através do screening a existéncia de

flavonoides, fendis, alcaldides, taninos, esteroides e triterpenos.

5.3 Perfil Fitoquimico por Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

O método cromatografico CCD ¢ considerado um método analitico qualitativo de custo
baixo, apresenta exatiddo nos resultados e de facil dominio com relacdo a preparagdo
laboratorial, sendo possivel realizar a separagdo do conjunto de metabodlitos que estdo
presentes na amostra, além de identificar quimicamente cada um deles (ALMEIDA, et al.,
2015; BATISTA, et al., 2020). As figuras de 10 a 19 mostram as placas cromatograficas dos

extratos vegetais e a tabela 6 a intensidades das bandas.

Para a identificacdo de compostos fendlicos foram utilizados como revelador a rutina
e o NEU como revelador nas fracoes dos extratos hexano, acetato de ectila e metanol. O

resultado do perfil fitoquimico por cromatografia para o extrato hexanico das cascas de
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Eugenia uniflora (pitanga) revelou a presenga de derivados cindmicos e flavonoides, para as
folhas da mesma espécie também com o solvente hexano, existe a presenga de flavonoides e
taninos condensados. Quando empregado o solvente acetato de etila, as cascas evidenciaram

os compostos taninos condensados e flavonoides e as folhas apresentaram flavonoides.

Tanto as folhas quanto as cascas da espécie, em solvente metanolico mostraram a
presenca de taninos condensados, fenilpropanoglicosideos, flavonoides e derivados
cinamicos. Para todos os extratos (hexano, acetato de etila e metanol) das cascas e folhas da
pitanga foram identificados compostos fendlicos. Kauffmann, et al., (2017) observaram a
partir da cromatografia de camada delgada (CCD), tanto do extrato bruto quanto na fragdo
etanodlica a existéncia de flavonoides, saponinas, terpenos e taninos. E a auséncia de alcaloides,
antraquinonas € cumarinas no extrato bruto e nas seguintes fragdes (etanol, acetato de etila,
cloroféormio e hexano).

Figura 11 - Placas cromatograficas (cromatografia em camada delgada -CCD), mostrando os

compostos fendlicos da espécie Eugenia uniflora (pitanga) com leitura nos comprimentos de
onda de 365(A) e 254 (B).

il
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Legenda: 1C: Extrato hexano/casca; 2C: Extrato acetato de etila/casca; 3C: Extrato
metanol/casca. 1F: Extrato hexano/ folha; 2F: Extrato acetato de etila/folha; 3F: Extrato
metanol/folha; P: Padrdo 4cido gélico.

Com relagdo ao perfil cromatografico de Syzygium cumini (jamboldo), no extrato
hexanico das cascas foi identificada a existéncia de derivados cindmicos, pela coloragdo azul
intenso no UV-365nm. Para as folhas encontramos a presenca de flavonoides, resultados
semelhantes ao que foi encontrado em Eugenia uniflora, para a mesma parte da planta e
mesmo solvente. Para o solvente acetato de etila, nas cascas identificamos taninos
condensados e nas folhas flavonoides. Por fim, os extratos metandlicos das cascas exibiram a
existéncia de taninos condensados e fenilpropanoglicosideos o que também foi encontrado

para a pitanga.
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Nas folhas de Syzygium cumini houve o aparecimento de flavonoides e taninos
condensados. Da mesma forma que a pitanga, os extratos de jambolao demonstram a partir de

seu perfil fitoquimico por cromatografia, ter compostos fenolicos em sua composi¢ao.

Itankar et al., (2015), observaram por métodos de quantificacio a presenga de
saponinas, taninos, flavonoides, alcaloides e esteroides. O jamboldo esta entre as espécies
analisadas, sendo os extratos e droga bruta obtidos de mercado e lojas especificas de produtos
naturais. O teor de polifendis da espécie foi mais alta a partir dos testes feitos com material
vegetal comprado em lojas de produtos naturais, com (15,54%) de teor, quando comparado

com material vegetal comprado em mercado, que exibiu valores de (7,92%) para o metabdlito.

Ao realizarem a caracterizacdo do 6leo essencial das folhas de Syzygium cumini por
cromatografia gasosa-acoplada a espectrometria de massa (CG-MS), foram identificados por
Everton et al., (2020) mono e sesquiterpenos. Também foi feita a quantificacao pelo método
de Folin-Ciocalteu para fendis e o teor foi de (578,453 mg EAT™), superior ao que foi

encontrado nesta pesquisa, empregando o mesmo método.

Jagapriya e Saranya (2020) ao realizar a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas com extratos as sementes de S. cumini encontraram cardinol
(sesquiterpenoide), que possui acdo antiflingica e antimicrobiana. Fernandes et al., (2022)
detectaram alfa-pinene (monoterpeno), como o componente em maior concentragao (53,21%)
no 6leo essencial das folhas do jambolao. O Nerol (monoterpeno) foi o segundo composto em

maior quantidade, com (9,38%).

Bratt et al., (2019) observaram uma quantidade elevada de compostos fenolicos totais
(36,47 = 0,09), quando comparado com os dados obtidos dos extratos aquoso (16,59+ 0,24) e
de cloroformio (2,02+ 0,13), a partir do extrato metanolico das folhas de Syzygium cumini.
Além de teste de quantifica¢do os autores fizeram cromatografia em camada delgada (CCD),

sendo o teste positivo para saponinas, alcaloides, compostos fenolicos e taninos.

Perera et al., (2017) observaram através da cromatografia de alta eficiéncia (HPLC),
das cascas de S. cumini e os dados mostraram a presenc¢a de compostos fenolicos como: acido

elagico (polifenol) e a umbeliferona (membro da familia de cumarinas).

Daniel e Krishnakumari (2015) ao realizarem testes de quantificacdo para fendis,
taninos, alcaloides e flavonoides, verificaram que a ultima classe foi a que exibiu maior teor
(flavonoides= 2,11 + 0,07). Os autores também destacam a importancia da gama de atividades

biologicas promovidas pelos flavonoides, entre elas a acdo antimicrobiana.
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Figura 12 - Placas cromatograficas (cromatografia em camada delgada -CCD), mostrando os
compostos fendlicos da espécie Syzygium cumini (jambolao) com leitura nos comprimentos
de onda de 365(A) e 254 (B).

Legenda: 1C: Extrato hexano/casca; 2C: Extrato acetato de etila/casca; 3C: Extrato
metanol/casca. 1F: Extrato hexano/ folha; 2F: Extrato acetato de etila/folha; 3F: Extrato
metanol/folha; P: Padrdo 4cido galico

Foi observado a presenga de naftoquinonas no extrato de acetato de etila do jambolao
e no extrato metanolico das folhas. Nas cascas, foi identificado a presenga do metabolito
apenas no extrato metandlico. Gifta, et al., (2019) detectaram a presenga de quinonas e
antraquinonas no extrato da semente de Syzygium cumini, sendo o metanol o solvente de
extracdo. Gonzales-Blas, et al., (2022), confirmam a presenga de quinonas tanto nas folhas

quanto nas sementes do jambolao.

Figura 13 - Placas cromatograficas (cromatografia em camada delgada) mostrando as
Naftoquinonas, da espécie Syzygium cumini (Jambolao), com leitura nos comprimentos de
onda de 365(A) e 254 (B).

ICR2CRoCRIE R EEt 1C 2C 3C 1F 2F 3F P

Legenda: 1C: Extrato hexano/casca; 2C: Extrato acetato de etila/casca; 3C: Extrato
metanol/casca. 1F: Extrato hexano/ folha; 2F: Extrato acetato de etila/folha; 3F: Extrato
metanol/folha; P: Padrdo Lapachol
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No teste para a espécie Eugenia uniflora foi identificado a presencga de naftoquinonas
no extrato metanolico das folhas e das cascas. Santoso et al., (2020), realizaram um teste
fitoquimico especifico para o metabolito e a coloragdo vermelha indicou a existéncia de
quinonas nos extratos das folhas da espécie vegetal E. uniflora. Entre os solventes empregados
estdio o metanol e o acetato de etila. As naftoquinonas tém acdo anticancerigena e

antiparasitaria comprovadas (AGUIAR, et al., 2020).

Figura 14 - Placas cromatograficas (cromatografia em camada delgada) mostrando as
Naftoquinonas, da espécie Eugenia uniflora (pitanga), com leitura nos comprimentos de onda
de 365(A) e 254 (B).

1F 2F3F 1C 2C 3C P R OR IR0 30 A P

Legenda: 1C: Extrato hexano/folhas; 2C: Extrato acetato de etila/folhas; 3C: Extrato
metanol/folhas. 1F: Extrato hexano/ cascas; 2F: Extrato acetato de etila/cascas; 3F: Extrato
metanol/cascas; P: Padrdo Lapachol

Figura 15 - Placas cromatograficas (cromatografia em camada delgada) mostrando os
flavonoides, da espécie Sygygium cumini (jamboldo), com leitura nos comprimentos de onda

de 365(A) e 254 (B).
T
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Legenda: 1C: Extrato hexano/cascas; 2C: Extrato acetato de etila/cascas; 3C: Extrato
metanol/cascas 1F: Extrato hexano/ folhas. 2F: Extrato acetato de etila/folhas; 3F: Extrato
metanol/folhas; P: Padrao Rutina
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Figura 16 - Placas cromatograficas (cromatografia em camada delgada) mostrando os
flavonoides, da espécie Eugenia uniflora (pitanga), com leitura nos comprimentos de onda de
365(A) e 254 (B).

1C.2C3C 1k 2F 3P 1C"2C'3CH FAZI3 g

Legenda: 1F: Extrato hexano/folhas; 2F: Extrato acetato de etila/folhas 3F: Extrato
metanol/folhas 1C: Extrato hexano/cascas 2C: Extrato acetato de etila/cascas; 3F: Extrato
metanol/cascas; P: Padrdo Rutina

Figura 17 — Placas cromatograficas (cromatografia em camada delgada) mostrando as Taninos,
da espécie Eugenia uniflora (pitanga), com leitura nos comprimentos de onda de 365(A) e 254

(B).
d

1C 2C3C1F2F 3F P

1C 2C3C1F2F 3F P

Legenda: 1F: Extrato hexano/folhas; 2F: Extrato acetato de etila/folhas 3F: Extrato
metanol/folhas 1C: Extrato hexano/cascas 2C: Extrato acetato de etila/cascas; 3F: Extrato
metanol/cascas; P: Cloreto Férrico

Figura 18 - Placas cromatograficas (cromatografia em camada delgada) mostrando as Taninos,
da espécie Sygygium cumini (jamboldo), com leitura nos comprimentos de onda de 365(A) e

254 (B).
“ ! ; v

1TF 2F3F1C2C3CP

1F 2F3F1C2C3CP




62

Legenda: 1C: Extrato hexano/cascas; 2C: Extrato acetato de etila/cascas 3C: Extrato
metanol/cascas 1F: Extrato hexano/folhas 2F: Extrato acetato de etila/folhas; 3F: Extrato
metanol/folhas; P: Cloreto Férrico

Entre os compostos selecionados por Dolabela et al., (2018), obtidos da espécie vegetal
Himatanthus articulatus, estdo os terpenos, esses que apresentam atividade antifungica e
antimicrobiana comprovada. Ainda segundo os autores, a a¢do antifungica promovida pelos
terpenos e dos iridroides pode estar relacionada com o cromossomo CYP, podendo estar
causando inibigdo enzimadtica nesse citocromo, que estd envolvido com a membrana do

microrganismo.

Nascimento e Santos et al., (2015), identificaram a presenca de terpenos quando
realizada a cromatografia de camada delgada (CCD), e os compostos Germacrone € y-elemeno
(ambos sdo sesquiterpenos) em quantidade consideravel ao utilizar o CG-MS (Gas
Chromatography Mass spectrometry), a partir de extratos obtidos das sementes de Eugenia

uniflora.

Figura 19 - Placas cromatograficas (cromatografia em camada delgada) mostrando as
Triterpenos e esteroides, da espécie Eugenia uniflora (pitanga), com leitura nos comprimentos
de onda de 365(A) e 254 (B).

1F 2E-3F1C 2€ 3C P 1F 2F 3F 1C2C3C P

Legenda: 1F: Extrato hexano/folhas; 2F: Extrato acetato de etila/folhas 3F: Extrato
metanol/folhas 1C: Extrato hexano/cascas 2C: Extrato acetato de etila/cascas; 3F: Extrato
metanol/cascas; P: Sistosterol
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Figura 20 - Placas cromatograficas (cromatografia em camada delgada) mostrando as
triterpenos e esteroides, da espécie Sygygium cumini (jambolao), com leitura nos
comprimentos de onda de 365(A) e 254 (B).

2F 3F 1C 2C 3C P

1F 2F 3F 1C

2EYSCP

Legenda: 1F: Extrato hexano/folhas; 2F: Extrato acetato de etila/folhas 3F: Extrato
metanol/folhas 1C: Extrato hexano/cascas 2C: Extrato acetato de etila/cascas; 3F: Extrato
metanol/cascas; P: Sistosterol

Tabela 6 - Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para compostos fenolicos das espécies
vegetais Eugenia uniflora e Syzygium cumini.

o Eugenia uniflora Syzygium cumini
é Acetato de Acetato de
S Hexano _ Metanol Hexano _ Metanol
2 etila etila
E Folh | Casc | Folh | Casc | Folh | Casc | Folh | Casc | Folh | Casc | Folh | Casc
(@)
2 a a a a a a a a a a a a
C + +

+ + + + + + + - + +
F
T + - + + + + - - - + + +
N + - + + + + + - + - + +
T + - +

+ + + + + + + +
E -

Legenda: presenca (+); auséncia (-) CF — compostos fendlicos; T- Taninos; N- Naftoquinonas;

TE- Terpenos e Esteroides.
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5.4 Perfil Fitoquimico de Compostos pelo método de Doseamentos

Para os teores de fenois, taninos e flavonoides, os valores dispostos na tabela 7 ¢
referente a média obtida da triplicata e os valores do desvio padrdo para cada amostra
apresentados em mg/g, proporcional a 1,2 - benzopirona para as analises de cumarinas e para
fendis totais e taninos foi utilizado o 4cido tanico em mg/g. Pelo método utilizado ndo foram

detectados teores de cumarinas.

Com relagdo aos teores de fendis totais, a espécie Eugenia uniflora exibiu maiores
quantidades para o extrato metandlico das folhas 602,97mg/g + 5,92, seguido do extrato
metanolico das cascas com 552,45mg/g+ 7,81. Para os taninos, o extrato de Eugenia uniflora
que mais se destacou entre todos com relacdo a quantidade foi o extrato acetato de etila das

folhas, apresentando 104,29mg/g + 9,96.

Zanusso et al., (2023) realizaram testes fitoquimicos com as folhas de Eugenia
uniflora, os autores verificaram através do teste para fenois, também baseado no método de
Folin-Ciocalteau que, ao empregarem trés diferentes formas de extracdo: infusdo; decocg¢do
aquosa e maceragao hidroalcéolica, pode-se observar que, o teor de fendis foi mais expressivo

nos dois ultimos métodos de extracdo fitoquimica.

As médias dos doseamentos de fenois, para fins de comparagao foram: infusdo (média=
5,910444); decocgao (média= 10,698) e macerado (média= 10,02956). Para a quantificacao
de flavonoides, o método aplicado foi similar ao utilizado em nossa pesquisa, com algumas
modificagdes. O solvente utilizado foi o alcool a 93%, a técnica de maceragdo também foi a
que exibiu um maior teor do metabdlito, com média de (2,590667). Enquanto, a extragdo por

infusdo apresentou média de (0,470889) e a decoccdo média de (1,195778).

Existem inimeros fatores que também influenciam no teor de metabolitos
secundarios, entre eles estdo: os diferentes métodos de extragcdo fitoquimica; o solvente
empregado; as caracteristicas climaticas e ambientais do local onde a planta foi coletada; a
forma de coleta, armazenamento e trituragdo (granulometria), at€ mesmo a polui¢cdo ambiental

tém influéncia na fisiologia da planta.

Soni et al., (2015), pontua essa questdo em uma revisao, dados obtidos pelos autores
mostram que ha alteracdo no teor de compostos devido a mudangas na sazonalidade, a pesquisa

também concluiu que em estagdes mais quentes do ano, por exemplo, foi possivel observar
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um aumento nos teores de sesquiterpenoides do 6leo essencial das folhas de Eugenia uniflora,

quando comparado com outros meses do ano.

Uma investiga¢ao feita por Bezerra et al., (2020) por exemplo, mostrou que a poluigao
do ar ¢é responsavel tanto pelo que ¢ absorvido pela planta quanto pelo que por ela € produzido.
Os autores compararam caracteristicas de Eugenia uniflora de uma area florestal e outra
urbana do Rio de Janeiro. O material vegetal analisado foram as folhas e os resultados
mostraram que ocorreu uma maior producao de metabolitos secundarios pela espécie coletada
na zona urbana. Esse comportamento condiz com o esperado, levando em consideragdo que
os compostos secundarios sdo fabricados justamente para proteger a planta de estresses

abiodticos, levando em consideragdo que ¢ um sistema de defesa das plantas.

A espécie Syzygium cumini, os maiores valores de fendis foram obtidos a partir do
extrato metanolico das cascas, com os valores de 416,38 mg/g + 9,91, seguido do extrato
metanolico das folhas com 395,52mg/g + 4,08. Para S. cumini, o extrato metandlico das folhas

foi o que demonstrou um maior percentual de taninos, com um total de 121,69 mg/g + 4,72.

Silva et al., (2015), observaram que os extratos etanolicos das folhas de Schinus
terebinthifolius ndo exibiram quantidades significativas de metabdlitos secundarios como
alcaloides, taninos, flavonoides e outros. Os autores destacam que esse resultado pode estar
relacionado com as condi¢des climéaticas da regido de coleta da espécie, visto que podem ter
expressiva influéncia sobre a composicdo fitoquimica das plantas. Através de uma analise

fitoquimica.

Barbosa et al., (2017) avaliaram trés diferentes estruturas (frutos, folhas e talos) de
Solanum acanthodes, empregando o solvente etanol. Entre os trés extratos, os autores
detectaram que nos frutos € que existiam uma maior quantidade de metabolitos de diferentes
classes. Para os resultados de cumarinas, todos os testes foram negativos, dessa forma foi

possivel verificar que nenhum dos extratos analisados demonstraram a presenga do metabodlito.

Para flavonoides, o extrato das folhas de Eugenia uniflora com o solvente acetato de
etila foi o que mais se destacou com um teor total de 435,12mg/g + 7,84, seguido do extrato
hexanico das folhas com 358,79 mg/g + 1,63 e o extrato hexanico das cascas, com teores de
358,08 £ 1,63. Para a espécie Syzygium cumini, os maiores teores encontrados foram
referentes ao extrato hexanico das folhas, apresentando 405,51 mg/g + 8,66, seguido do extrato

de acetato de etila das folhas, exibindo teores de 356,14 mg/g + 3,32.
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Marino et al., (2019) verificaram através de teste quantitativo que a amostra de
espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart.) adquirida de um erveiro apresentou maiores teores
de flavonodides (x=395,878) e desvio padrao de (DP= 1,805), quando comparado com a
amostra da mesma espécie, porém, tendo sido adquirida em farmécia de manipulacao,
apresentando teores de (x=53,472) e desvio padrao de (DP= 2,205), valores bastante distintos

para o mesmo metabdlito secundario.

Esse resultado pode ter tido relagdo com a procedéncia do local onde o material vegetal
foi obtido, visto que, normalmente os erveiros vendem as plantas medicinais que eles proprios
cultivam. Ja no segundo cendrio, o material por ter sido comprado em uma farmaécia,
possivelmente passou por diferentes processos em sua producdo, embalagem e

acondicionamento, ocorrendo assim, alteragdes fisico-quimicas no produto final.

Tabela 7- Doseamentos de fendis totais e taninos das espécies vegetais Eugenia uniflora e

Syzygium cumini

Solvente/ estrutura

Eugenia uniflora CFT CTT CCT CFLT
Hex/folhas 40,18 + 5,22 ND ND 358,79+ 1,63
Hex/cascas ND ND ND 358,08+ 1,63
AcOEt/folhas 120,52 +5,90 104,29 + 9,96 ND 435,12+ 7,84
ACcOE{/ cascas 81,77 + 6,89 42,71+ 6,76 ND 241,58+ 8,02
MeOH/folhas 602,97 +£5,92 ND ND 155, 15+ 4,49
MeOH/ cascas 552,45 + 7,81 29,09 + 8,65 ND ND
Solvente/ estrutura

Syzygium cumini CFT CTT CCT CFLT
Hex/folhas 15, 06 + 2,63 10,16 +2,96 ND 405,51+ 8,66
Hex/cascas ND ND ND 25,11+ 1,94
AcOEt/folhas 156, 16 + 4,95 121,69 + 4,72 ND 356, 14+ 3,32
AcOEt/cascas 75,74 + 8,63 ND ND ND
MeOH/folhas 395,52 + 4,08 ND ND 17,04 £ 3,16
MeOH/ cascas 416,38 + 9,91 6,53 + 6,04 ND ND

Legenda: CFT = contetdo de fenois totais; CTT= contetdo de taninos totais; CFLT:

contetudo de flavondides totais; (ND) ndo detectado pelo método.
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5.5 Teste de atividade em disco de papel

A partir da concentracdo de 200pg/mL, pode ser verificado que a figura 21 mostra os

halos de inibi¢do com discreta, atividade antifingica frente a cepa de Fusarium oxysporum.

Figura 21 — Halos de inibi¢do dos extratos das plantas Eugenia uniflora
e Syzygium cumini frente a Fusarium oxysporum

Fonte: autor.

Os dados mostram que quando empregada a concentragdo de 200 mg/3mL dos extratos
verifica-se que houve inibi¢do de conidios por parte de quatro extratos vegetais de Eugenia
uniflora (pitanga): metanol folha e os hexano e acetato de etila da casca, enquanto o extrato
hexano das folhas de Syzygium cumini, como mostra a tabela 9 e na figura 23. Em contrapartida,
os extratos metandlicos das folhas e da casca do jambolao estimularam o crescimento do fungo
na mesma concentragao.

Rosenberger, et al., (2020) também observaram um estimulo do desenvolvimento de
Fusarium graminearum quando empregadas as concentracdes de (0,2 e 0,5 mg/mL), as menores
concentragdes dos extratos das folhas e sementes de Coix lacrymajobi (Familia Poaceae), uma
espécie herbacea. Os autores também abordam que o estimulo pode estar relacionado com
compostos produzidos pela planta, como por exemplo, proteinas e carboidratos. Os quatro
extratos que apresentaram melhores resultados seguiram para o teste de difusdo em agar por

pogo.
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Tabela 8 — Efeito dos extratos frente ao cultivo de Fusarium oxysporum na formacao

ou ndo de conidios*

Eugenia uniflora* Syzygium cumini’*
Partes da
Acetato de Acetato de
Planta Hexano ‘ metanol Hexano _ Metanol
Etila Etila
Folha - - Inibi¢do Inibigao - Aumento
Casca Inibi¢ao Inibicao - - - Aumento

(-) Sem alteragdo; Inibi¢ao da formagao do conidio; Aumento do nimero de conidios

*Comparadas com as Placas de Petri sem a adicdo de substincias (extrato ou antifungico
comercial) Fonte: autor.

Domingos et al., (2021) constataram que, tanto os extratos aquosos do alho quanto da
horteld exibiram atividade antifungica, reduzindo especificamente o desenvolvimento do
micélio de Fusarium oxysporum, com inibicdo de 76,9% e 54,7%, respectivamente.
empregando a maior concentracdo de extrato 10,0%. Boseggio et al., (2019) destacam que
pesquisas tem confirmado a ac¢do antifungica e antibacteriano do 6leo essencial do alho Allium
sativum L. De acordo com os autores, essa caracteristica se deve a composi¢do fitoquimica
presente na espécie vegetal. Entre os metabolitos de importancia, esté a alicina.

Mendonga et al., (2016), descrevem que existe um padrao de extensdo em milimetros
(mm) de halo de inibicdo que geralmente serve de base para comprovar que houve atividade
positiva do material vegetal contra os microrganismos avaliados. A média das triplicatas deve
atingir 8mm ou acima desse valor. Ferreira et al., (2015) discordam, os autores consideram o
ideal ¢ que o halo de inibicao com teste feito em placa de Petri apresente extensao maior que
10mm.

Os dados obtidos a partir da média das quadruplicadas mostraram que o extrato hexanico
das folhas do jambolao com 10,69mm de didmetro, o segundo extrato que exibiu média dos

halos acima de nove foi o extrato metandlico das folhas da pitanga com 9,1 1mm de diametro.
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Tabela 9 — Halos de inibicdo dos extratos de Eugenia uniflora e Syzygium cumini frente a
Fusarium oxyporium

Halos de Inibigao (mm)
Eugenia uniflora Syzygium
Partes da
cumini
planta
Hexano Acetato de | Metanol Hexano
Etila
Folha - - 8.23 10.69
Casca 7.02 9.11 - -

(-) Nao apresentou halo de inibigdo. Antifingico tecto 32,82mm e antifiingico tenax 31,05mm.
Fonte: autor.

5.6 Método de difusdo em agar pelo método do poco

O extrato hexanico das cascas da pitanga nao exibiu atividade antifingica em nenhuma
das concentragdes (200; 400; 600 e 800mg/mL.).

O extrato metandlico das folhas da Eugenia uniflora (pitanga) demonstrou atividade
frente a Fusarium oxysporum, em trés concentracdes (800mg/mL; 600mg/mL e 400mg/mL).
Foi observada atividade antifingica crescente com o extrato de acetato de etila das cascas da
pitanga, ou seja, a medida que a concentracao do extrato aumentou, os halos consequentemente
foram seguindo o mesmo padrdo (tabela 10). Pela caracterizacao fitoquimica (doseamentos de
compostos), foi possivel identificar uma quantidade consideravel de fenois nesse material, tanto
no screening quanto no CCD pdde ser identificado também a presenga de triterpenos e
esteroides para 0 mesmo extrato.

O extrato hexanico das folhas de Syzygium cumini (jambolao) ndo demonstrou atividade
antifingica nas concentragdes de 600mg/mL e 800mg/mL, na caracterizagdo fitoquimica esse
extrato também exibiu alta intensidade para terpenos, esteroides e compostos fenolicos. O
extrato hexanico das cascas da pitanga ndo apresentou acdo contra 0 microrganismo em
nenhuma das concentragdes dos extratos testadas. O controle do solvente DMSO (a 10%) nao
apresentou atividade apds 48 horas, os halos formados a partir do controle do antifingico
comercial Tenaz na propor¢ao de (1:10), atingiram 30,42mm (tabela 10).

Silva et al., (2017) identificaram a formacao de halos de inibi¢ao atingindo 25,0£1,0 de

diametro pela técnica de difusdo em pogo no agar, com o extrato metandlico da espécie
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Sideroxylon obtusifolium (Quixabeira), quando testada a maior concentragdo (350 pg/mL). Os
microrganismos avaliados foram trés espécies de Candida.

Olakunle, et al., (2019) empregaram o mesmo método, de difusdo em pogo de agar para
avaliar extratos obtidos a partir de cascas de frutas, sendo a concentracdo utilizada de
100mg/mL. Os resultados encontrados exibiram que o extrato das cascas de banana foi mais
efetivo no combate de fungos que contaminam plantas e alimentos (Aspergillus niger e
Alternaria alternata). A zona de inibig¢ao exibiu 6,83 + 033 cm de atividade antifingica contra

A. niger e 1,37 £0,67 cm contra 4. alternata.

Tabela 10 — Halos de inibi¢do dos extratos das plantas de Eugenia uniflora e Syzygium cumini
frente a Fusarium oxysporum

Halos de Inibicao (mm)/concentracio

Parte
Vegetal da Solvente mg/mL

planta 800 600 400
Syzygium

Folhas Hexano 8,71 7,89 -
cumini
Eugenia o Metanol 10,8 7,44 8,03
uniflora
Eugenia AcOEt 9,7 8,3 71,2
uniflora

Antifingico Tenaz 30,42

Fonte: autor.

De acordo com Perreira et al., (2022), o método de difusdo em agar estd entre os
métodos de atividade utilizados com frequéncia em laboratorios. Porém, segundo os autores,
existem fatores que podem influenciar no resultado final, dentre os motivos esta a falta de
padronizagdo das metodologias empregadas entre os laboratorios, isso tende a causar
interferéncia nos testes. Por isso ¢ interessante o desenvolvimento de protocolos especificos
que pudessem ser empregados de forma ampla quando envolver pesquisa com extratos vegetais
e Oleos essenciais.

Amparo, et al., (2018), concordam com esse ponto, além disso, os autores pontuam
que ¢ necessario seguir um padrdo metodoldgico quando a pesquisa envolver material de
origem vegetal, visto que isso pode evitar que variaveis possam interferir nos dados obtidos a

parir dos testes de atividade. Entre as dificuldades visualizadas pelos autores estdo: a espessura
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do meio de cultura; quantidade de material (6leo/extrato) depositado; caracteristicas quimicas
da amostra a ser testada; tipo de meio de cultura utilizado, entre outros.

Shivanna e Garampalli (2014), realizaram o teste de difusdo em poco, avaliando
extratos de liquens contra Fusarium oxysporum, os solventes extratores foram metanol acetato
de etila e acetona. Dentre esses, o extrato metandlico foi o que exibiu a formagao de maiores
halos de inibi¢do (21,3 + 1,5mm). Por ser um solvente de alta polaridade, alguns compostos
tendem a ter uma maior afinidade fazendo com que o resultado da extragdo apresente uma maior
variedade de metabdlitos.

Milani et al., (2016), ao empregar a técnica de disco e de pogo em agar, observaram
que os resultados foram bastante diferentes, comparando as duas metodologias. Os resultados
ap6s o periodo de incubagdo foram melhores utilizando o teste de difusao em pogo, foram

avaliados extratos de A/lium sativum, no combate a bactérias e leveduras.

6 CONCLUSOES

A obtencdo dos extratos vegetais de diferentes polaridades foi um dos objetivos
especificos propostos na pesquisa, € os resultados mostraram que, com relagdo ao rendimento
do material vegetal apos extragdo, para a espécie Syzygium cumini o maior rendimento foi para
o extrato metandlico das folhas com (7,5%) e das cascas com (11,7%). Para Eugenia uniflora,
o maior rendimento foi observado também foi para o solvente metanol, das folhas com (13,5%)
de rendimento, seguido das cascas, com (5,1%) em termos de quantidade.

Relacionando os resultados da caracterizacdo fitoquimica das duas espécies vegetais
analisadas com os testes de atividade antifingica pode ser verificado que, através dos testes de
escreening fitoquimico e CCD (Cromatografia em Cadada Delgada), o extrato das folhas da
espécie Eugenia uniflora exibiram compostos fendélicos, saponinas, taninos hidrolisaveis,
terpenos e esteroides. Nas cascas podemos observar a existéncia de taninos hidrolisaveis,
compostos fendlicos, triterpenos e esteroides. Para o jambolado, o extrato hexanico das folhas,
0 que apresentou acdo antiflngica, exibiu taninos hidrolisaveis, flavonoides, triterpenos e
esteroides.

Os objetivos relacionados a proposta de realizagdo de metodos qualitativos de
caracterizagdo fitoquimica por Screennig (ensaio colorimétrico) e CCD foram realizados, e 0s
dados evidenciaram que, os metabolitos secundarios encontrados ja sdo relatados na literatura

como substéncias bioativas capazes de apresentar agdo antifingica e antimicrobiana.
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Acerca dos resultados dos doseamentos de compostos (teste quantitativo), o extrato
hexanico das folhas do jambol&o exibiram alto teor de flavonoides. Os extratos hexanico e
acetato de etila das cascas da pitanga revelaram elevado teor de flavonoides e o extrato
metanolico das folhas exibiram um alto teor de fendis. Vale ressaltar novamente que, 0s
metabolitos secundarios que foram detectados tanto nos testes fitoquimicos qualitativos quanto
pelo método quantitativo revelam que, a acdo antifungica exercida sobre o microrganismo
avaliado teve relacdo direta com a composicdo quimica do material vegetal das duas espécies
frutiferas.

Dessa forma, conclui-se que os quatro extratos vegetais que demonstraram ter um maior
potencial de atividade antifingica, sdo promissores para a realizacéo de testes mais robustos in
vitro no combate de Fusarium oxysporum, levando em consideracéo o perfil fitoquimico dos
extratos analisados. Ensaios de sinergismo com antifungicos de uso comercial, também podem
ser empregadas como estratégia para o desenvolvimento de um produto a base de produtos
naturais, levando em consideragcdo todas as problematicas ambientais envolvendo o uso

massivo de produtos quimicos de forma extensiva.
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