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RESUMO

VALENTE, Vénia Maria Moreira, M.S., Universidade Federal de Vicosa, Setembro
de 2005. Caracterizagdo de antifingicos em o6leo essencial de noz-
moscada (Myristica fragans). Orientador: Gulab Newandram Jham.
Conselheiros: Onkar Dev Dhingra e Elson Santiago de Alvarenga.

O oleo essencial de noz-moscada (Myristica fragans), obtido por
hidrodestilagdo (rendimento de 7,1%) e avaliado através de ensaio “poison food”
(0,1; 0,3 e 0,5%) apresentou atividade antifiingica contra Aspergillus flavus, A.
ochraceus, A. niger, A. glaucus, Fusarium oxysporum, F. semitectum,
Colletotrichum musae e C. gloeosporioides. O dleo bruto foi fracionado por
Cromatografia em camada delgada preparativa (silica gel), utilizando
diclorometano:hexano (8:2, v/v) como solvente e apresentou cinco fragdes ao ser
revelado sob luz ultravioleta. Foram feitos dois ensaios com as cinco fragdes. No
Primeiro experimento, através do ensaio “TLC bioautography”, verificou-se apenas
uma fragéo com atividade antifingica contra A. flavus e A. ochraceus, com fator de
retencéo (Ry) correspondente a 0,80; sendo constituida de dois compostos.
Submeteu-se essa fragdo (1,2 g) & cromatografia liquida de alta eficiéncia
Preparativa em fase normal, coluna LC-Si e diclorometano:hexano (9:1, v/v),
sendo os compostos safrol (30 mg) e miristicina (800 mg) isolados e identificados
através de cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas e
ressonancia magnética nuclear ('H e '°C). A fragao antifungica e a miristicina
isolada foram avaliadas através do ensaio “‘poison food” a 0,1% contra os mesmos
fungos e né@o houve diferenga significativa entre os resultados dos dois ensaios.
Dessa forma, a atividade antifingica do 6leo essencial de noz-moscada contra A.
flavus e A. ochraceus foi atribuida a miristicina. N&o foram realizados ensaio
“poison food” com o safrol purificado devido & sua pequena quantidade na fracdo
ativa, comparada & da miristicina. As percentagens relativas (por cromatografia
gasosa com detector de ionizagdo em chama) no 6leo bruto foram 26,6% de
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miristicina e 3,5% de safrol, respectivamente. Em um segundo experimento, as
cinco fragdes foram avaliadas pela técnica “poison food” a 0,1% contra A. niger, A.
glaucus, Fusarium oxysporum, F. semitectum, Colletotrichum musae e C.
gloeosporioides. Todas as fragbes foram ativas. Os compostos do 6leo essencial
bruto e das cinco fragdes foram identificados por cromatografia gasosa através do
indice de retengdo de Kovats (KI), sendo identificados 28 compostos no éleo
essencial, com eugenol, acetato de diidrocarvila, metileugenol, a-terpineol, safrol,
acetato de bornila e acetato de geranila sendo identificados também através de
padrées. Estes padrées e miristicina isolados foram submetidos ao ensaio “poison
food”. Eugenol inibiu (100%) os seis fungos avaliados. Metileugenol, a-terpineol e
miristicina também exibiram bons resultados, inibindo parcialmente o
desenvolvimento dos fungos, sendo que a-terpineol inibiu 100% o crescimento de
A. glaucus, A. niger, C. musae e F. semitectum; metileugenol inibiu 100% o
crescimento de C. musae e A. glaucus e miristicina apresentou inibigdo meédia
entre 73 e 88% para todos os fungos, com excegcao de A. glaucus (27%).
Elemicina foi isolada de uma das fracoes (fracdo 2, Ry = 0,46 e W, = 0,7 cm)
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa e identificada
por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio 1 e carbono 13.
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ABSTRACT

VALENTE, Vania Maria Moreira, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
September, 2005. Characterization of antifungals in nutmeg (Myristica
fragans) essential oil. Adviser. Gulab Newandram Jham. Committee members:
Onkar Dev Dhingra and Elson Santiago de Alvarenga.

Nutmeg (Myristica fragans) essential oil obtained by hydro-distillation (yield
7.1%) was submitted to poison food assay (0.1; 0.3 and 0.5%). The crude oil
presented antifungal activity against Aspergillus flavus, A. ochraceus, A. niger, A.
glaucus, Fusarium oxysporum, F. semitectum, Colletotrichum musae and C.
gloeosporioides. The crude oil was fractionated by preparative thin layer
chromatography (silica-gel), using dicloromethane: hexane (8:2) as the solvent.
Five fractions were observed on UV exposure. In the first experiment, only one
fraction (Rf = 0.80 e Wb = 1.4 cm) presented antifungal activity against A. flavus
and A. ochraceus with TLC bioautography assay. This fraction (1.2 g) was purified
by normal phase preparative high performance liquid chromatography using
dicloromethane: hexane (9:1) as the elution solvent. Two compounds, safrole (30
mg) and miristicine (800 mg) were isolated and identified using gas
chromatography-mass spectrometry and nuclear magnetic resonance ("H and L - ]
This isolated antifungal fraction and standard miristicine were evaluated by the
poison food assay at 0.1% against the same fungi. Since no significant difference
was found between the two assays, the antifungal activity of the oil was attributed
to miristicine against A. flavus and A. ochraceus. The relative % of miristicine and
safrole (gas chromatography with flame ionization detector) in the crude oil was
26.6% and 3.5%, respectively. In the second experiment, the five fractions were
evaluated by the assay poison food against A. niger, A. glaucus, Fusarium
oxysporum, F. semitectum, Colletotichum musae and C. gloeosporioides, at a
concentration of 0.1%. All fractions were active. The compounds of the crude
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essential oil and five fractions were identified by gas chromatography using Kovats
Index (KI). Twenty-eight compounds were identified in the crude essential oil with
eugenole, dihydrocarvyl acetate, methyl-eugenole, a-terpineol, safrole, bomyl
acetate, and gerany| acetate being identified also with standards. These standards
and isolated miristicine were submitted to the poison food assay. Eugenole
inhibited (100%) the six fungi evaluated. Methyl-eugenole, a-terpineol and
miristicine also showed good results, partially inhibiting the development of the
fungi, a-terpineol inhibited 100% the growth of A. glaucus, A. niger, C. musae and
F. semitectum; methyl-eugenole inhibited 100% the growth of C. musae and A.
glaucus and miristicine presented medium inhibition between 73 and 88% for all
fungi, except for A. glaucus (27%). In addition, elemicine was isolated from one of
the fractions (fraction 2, Ry = 0.46 and W, = 0.7 cm) using high performance liquid
chromatography by reverse-phase and identified by nuclear magnetic resonance
("H and 3C),
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INTRODUGAO GERAL

A presencga de importantes micotoxinas em cereais € atribuida a fungos dos
genéros Aspergillus, Penicillium, Claviceps e Fusanum, sendo Fusanum
responsavel pela producdo de micotoxinas tricotecenos (Schrodter, 2004,
Edwards, 2004).

Em alguns casos, Fusarium sp. € o principal causador de perdas durante o
armazenamento (Morse et al., 2000). Fusarium oxysporum é o agente causal da
doenca vascular que provoca murcha em banana, conhecida como mal do
Panama, uma das mais sérias ameacas mundiais as colheitas de banana.
Contudo, ndo ha fungicidas efetivos disponiveis para o controle desta doenca
(Borges et al., 2004).

Aspergillus flavus (Arrus et al., 2005; Dorner e Cole, 2002) e A. ochraceus
(Pardo et al., 2005) sdo responsaveis pela contaminagdo de diversos géneros
alimenticios armazenados pelas micotoxinas aflatoxinas e ochratoxinas,
respectivamente.

Colletotrichum é um género de fungo patogénico de plantas importante em
todo o mundo, especialmente em regides tropicais e subtropicais. O género causa
doencas que levam a perdas econdmicas significativas em gréos, cereais,
legumes, vegetais e frutas. Os sintomas sao conhecidos como antracnose, e
geralmente envolvem a formacdo de lesdo negra com depressdo subcircular e
erupcdo cor rosea devido ao desenvolvimento de esporos de fungos (Bailey e
Jeger, 1992). Antracnose é uma doenca pos-colheita que se desenvolve durante
armazenamento e amadurecimento, sendo causada, em bananas, pelo fungo
patogénico Colletotrichum musae (Chillet et al., 2000). Em mamé&o é provocada
por C. gloeosporioides, trazendo sérios problemas quando encontra em frutos
destinados & exportagdo, mesmo recebendo tratamento térmico e quimico,

condicbes ambientais favoraveis ao seu desenvolvimento e resisténcia a



fungicidas sintéticos (Bautista-Bafios et al., 2003). C. gloeosporioides é o agente
causal de antracnose em uma diversa gama de hospedeiros, tendo sido associado
a 470 géneros de plantas. E uma das principais doengas pés-colheita, gera perdas
significativas a mercadistas e consumidores, atingindo todas as regiées produtoras
de banana em diversas partes do mundo. Seu controle envolve diversas etapas,
incluindo aplicagéo de fungicidas. Os principais fungicidas utilizados por paises
exportadores séo thiabendazole, imazalil e prochoraz (Zambolim et al., 2002).
Antracnose € o problema mais frequente na cultura da pupunha no Estado
do Parana, com ocorréncia de manchas foliares, causando danos principalmente
nas fases de desenvolvimento das mudas em viveiros e nos primeiros seis meses
apoés o transplante das mudas para o campo. Na regido noroeste do Parana
Pulverizagbes preventivas com fungicidas tém sido empregadas com frequéncia
por viveiristas e produtores em anos em que ocorre excesso de chuvas no inverno
€ primavera, acompanhada de temperaturas amenas. A antracnose ocorre tanto
em viveiros de produgcdo de mudas como em plantios definitivos e tem sido a
principal doenca do Estado do Parana. As les6es provocadas por C.
gloeosporioides servem como porta de entrada para patégenos secundarios e,
com isso, agravam o quadro sintomatolégico da doenca. As medidas profilaticas
recomendadas sé&o irrigagéo e adubacdo adequadas, remover e queimar as folhas
ou plantas doentes, e aplicagéo de fungicidas. Fusanum sp. causa a podriddo da
medula (ou coragdo do palmito). Como sintoma reflexo ocorre a clorose, o
murchamento e a seca das folhas devido a podriddo da base. Pelo lado interno da
bainha das folhas pode-se observar um mofo brancd, constituido pelo micélio de
Fusanum sp., que é disseminado pela chuva, pelo vento e por insetos. Como
medida de controle da podriddo da medula causada por Fusarium, recomenda-se
irrigacéo e adubagdo adequadas, remogao e queima das plantas doentes
(Embrapa, 2001). Fusarium sp. também ataca soja, trigo, arroz, feijdo, sorgo e
algodéo, sendo combatido ainda na semente com o fungicida Thiram (Zambolim e
Vale, 2002). A acerola (Malpighia emarginata) é atacada por fusariose (Fusarium
Oxysporum) e antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) (Aimeida et al., 2003).



A aplicagéo de pesticidas em gréos tem trazido varios problemas, incluindo
0 desenvolvimento de resisténcia e surgimento de novas pestes (Huang et al.,
1997). Apesar de haver no mercado um grande nimero de compostos para
controlar os mais diversos fungos, existe uma demanda crescente por novos
produtos, uma vez que os organismos desenvolvem resisténcia aos principios
ativos apos certo tempo de contato com eles (Barbosa, 2004).

Alguns oleos essenciais de plantas medicinais e temperos apresentam
atividade fungicida (Soliman e Badeaa, 2002; Alvarez-Castellanos et al., 2001:
Sridhar et al., 2003). Temperos s&o considerados relativamente inofensivos a
humanos. A noz-moscada é um tempero comum derivado da fruta de Myristica
fragrans Houtt (Myristicaceae), espécie arborea originaria da Indonésia. Possui
atividade inseticida (Huang et al., 1997) e bactericida (Takikawa ef al., 2002), além
de uso medicinal (Newman, 1943). A composi¢do da noz-moscada tem sido
investigada por diversos autores (Forrest e Heacock, 1972: Shenk e Lamparsky,
1981; Cumro et al., 1987; Archer, 1988; Pino e Borges, 1999; Choo et al., 1999:
Sanford e Heinz, 1971). Os hidrocarbonetos monoterpenos representam cerca de
80% dos compostos presentes no 6leo essencial de noz-moscada, alcoois
monoterpenos 29%, hidrocarbonetos sesquiterpenos 1%, ésteres aromaticos 7% e
ésteres 1% (Choo et al., 1999).



OBJETIVOU-SE NESTE TRABALHO:

. Avaliar a acdo antifingica do 6leo essencial de noz-moscada (Myristica
fragans) contra Aspergillus flavus, A. ochraceus, A. niger, A. glaucus,
Fusanium oxysporum, F. semitectum, Colletotichum musae e C.
gloeosporioides;

. Isolar os principais compostos do oOleo, por cromatografia em camada
delgada (CCD) seguida de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
identificar o(s) composto(s) isolado(s) através de indice de retencdo de
Kovats (Kl), cromatografia gasosa (CG), espectrometria de massas (EM) e
ressonancia magnética nuclear (RMN);

. Ildentificar o(s) composto(s) envolvido(s) na atividade antifingica do dleo
essencial;

. ldentificar e quantificar os compostos presentes no dleo essencial.



Este trabalho esta dividido em duas partes:

Na primeira parte (capitulo 1)

O odleo essencial de noz-moscada (Myristica fragans) foi obtido por
hidrodestilagao (rendimento de 7,1%) e submetido ao ensaio “poison food” (0,1:
0,3 e 0,5%), apresentando atividade fungicida contra Aspergillus flavus e A.
ochraceus, com a utilizagdo do meio de cultura em placas de Petri. Apés o
fracionamento por cromatografia em camada delgada preparativa (silica gel),
utilizando diclorometano:hexano (8:2, v/v) como solvente e analise através do
ensaio “TLC bioautography”, verificou-se apenas uma fragéo antifiingica com fator
de retencdo (Ry) correspondente a 0,80 e largura longitudinal (W,) de 1,4 cm
constituida de dois compostos. Submeteu-se essa fragéo (1,2 g) a cromatografia
liquida de alta eficiéncia preparativa em fase normal, coluna LC-Si e
diclorometano:hexano (9:1, viv), sendo os compostos safrol (30 mg) e miristicina
(800 mg) isolados e identificados através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear ("H-RMN e "*C-RMN).
A fragdo antifingica e a miristicina isolada foram avaliadas através do ensaio
“poison food” a 0,1%, ndo havendo diferenca significativa entre os resultados dos
dois ensaios. Dessa forma, atribuiu-se a atividade antifingica do 6leo essencial de
Noz-moscada a miristicina. Nao foram realizados ensaio “poison food” com o safrol
purificado devido & sua pequena quantidade na frag&o ativa, comparada a da
miristicina. A quantidade relativa de safrol e miristicina encontrados no o6leo
essencial bruto, analisado através cromatografia gasosa com detector de
ionizagdo em chama, foi 26,6% de miristicina e 3,5% de safrol, ou seja, uma
concentragdo de 266 mg/g e 35 mg/g de oleo, respectivamente.



Na segunda parte (capitulo 2)

O o6leo essencial de noz-moscada (Mynstica fragans) obtido por
hidrodestilagédo (rendimento de 7,1%) apresentou atividade fungicida contra
Aspergillus niger, A. glaucus, Fusanum oxysporum, F. semitectum, Colletotrichum
musae e C. gloeosporioides, quando submetido ao ensaio “poison food” a
concentragdes de 0,1; 0,3 e 0,5%. O éleo foi fracionado por cromatografia em
camada delgada preparativa (silica gel 60 GF2s4, diclorometano:hexano 8:2 v/iv).
Sob luz ultravioleta, cinco fragdes foram reveladas, sendo posteriormente
recuperadas e avaliadas pela técnica “poison food” a 0,1% (v/v), também
mostrando capacidade de redugdo do crescimento micelial desses fungos.
Elemicina foi isolada de uma das fragdes (fracdo 2, Rf = 0,46 e Wb‘ = 0,7 cm)
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa e identificada
por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio 1 e carbono 13. Os compostos
do d6leo essencial bruto e das fragdes foram identificados por cromatografia
gasosa com detector de ionizagdo em chama através de indice de retengdo de
Kovats (Kl), sendo encontrados 28 compostos no dleo essencial. Os compostos
eugenol (padrdo), miristicina (isolada), acetato de diidrocarvila (padréo),
metileugenol (padrdo), a-terpineol (padrao), safrol (isolado), acetato de bomila
(padrdao) e acetato de geranila (padréo), identificados nas fragdes, foram
submetidos a técnica “poison food” a 0,1% (v/v). Eugenol inibiu 100% o
desenvolvimento dos seis fungos avaliados. Metileugenol, a-terpineol e miristicina
também exibiram bons resultados, inibindo parcialmente o desenvolvimento dos
fungos, sendo que a-terpineol inibiu 100% o crescimento de A. glaucus, A. niger,
C. musae e F. semitectum; metileugenol inibiu 100% o crescimento de C. musae e
A. glaucus e miristicina apresentou inibicdo média entre 73 e 88% para todos os
fungos, com excegéo de A. glaucus (27%).



CAPITULO 1

Estudo da atividade antifingica de compostos do 6leo essencial de noz-
moscada (Myristica fragans) contra Aspergillus flavus e A. ochraceus

1- INTRODUGAO

A aplicagdo de pesticidas em graos tem trazido varios problemaé, incluindo
0 desenvolvimento de resisténcia e surgimento de novas pestes (Huang et al.,
1997). Apesar de haver no mercado um grande nimero de compostos para
controlar os mais diversos fungos, existe uma demanda crescente por novos
produtos, uma vez que os organismos desenvolvem resisténcia aos principios
ativos apés certo tempo de contato com eles (Barbosa, 2004).

Alguns ¢leos essenciais compostos por coquetel natural de monoterpenos,
diterpenos e hidrocarbonetos com variados grupos funcionais apresentam
atividades antimicrobial e fungicida (Sridhar et al., 2003). Alguns 6leos essenciais
de plantas medicinais e temperos apresentam atividade fungicida (Soliman e
Badeaa, 2002: Alvarez-Castellanos et al., 2001; e Sridhar et al., 2003). Temperos
Sao considerados relativamente inofensivos a humanos. A noz-moscada é um
tempero comum derivado da fruta de Myristica fragrans Houtt (Myristicaceae),
espécie arboérea originaria da Indonésia. Possui atividade inseticida (Huang et al.,
1997) e bactericida (Takikawa et al, 2002), além de uso medicinal (Newman,
1943).

A composicao da noz-moscada tem sido investigada por diversos autores
(Forrest e Heacock, 1972; Shenk e Lamparsky, 1981; Curro et al., 1987; Archer,
1988; Pino e Borges, 1999; Choo et al, 1999; Sanford e Heinz, 1971). Os
hidrocarbonetos monoterpenos representam cerca de 60% dos compostos
presentes no Oleo essencial de noz-moscada, alcoois monoterpenos 29%,



hidrocarbonetos sesquiterpenos 1%, ésteres aromaticos 7% e ésteres 1% (Choo
et al., 1999). Entretanto, ndo ha na literatura um estudo sistemético da atividade
fungicida da noz-moscada e seus constituintes. Assim, este trabalho visou avaliar
a acéo antifingica do 6leo essencial de noz-moscada contra Aspergillus flavus e
A. ochraceus, produtores de micotoxinas nos produtos agricolas e alimentos
armazenados, bem como isolar e identificar o(s) composto(s) envolvido(s) na

atividade antifiingica.
2- MATERIAIS E METODOS
2.1- Equipamentos, solventes e reagentes:

Espectros de massas foram obtidos em um espectrdometro de massas
acoplado a um cromatégrafo a gas Shimadzu (Kyoto, Japan, Model QP 5000),
equipado com injetor automatico (Shimadzu, AOC-17), biblioteca Wiley 229,
sistema coletor de dados (computador Pentium 133), coluna capilar de silica
fundida (30 m x 0,25 mm di x 0,25 um filme) revestida com a fase estacionaria DB-
1 (J & W Scientific, USA) com programagéo de temperatura inicial de 60 °C
(permanéncia: 5 min), elevagdo de 8 °C/min até 280 °C (permanéncia: 9 min);
fluxo de gas de arraste (hélio) 1,2 mL/min. Injetor a 260 °C, interface a 280 °C;:
modo de ionizagdo, impacto de elétrons (70 eV); faixa de massa (m/z), 29-400.
Amostra injetada: 1 ul a 1,0 mg/mL em diclorometano, split 1:5. Andlise
Quantitativa dos compostos isolados foram feitas em um cromatografo a gas
Shimadzu (Kyoto, Japan, Model 17A) equipado com detector de ionizagdo em
chama (CG/DIC), auto-injetor (Shimadzu, AOC-17) e sistema coletor de dados
(Shimadzu, Kyoto, modelo CBM-101 e computador Pentium 133); coluna capilar
de silica fundida (30 m x 0,25 mm di x 0,25 um filme) revestida com a fase
estacionaria DB-1 (J & W Scientific, USA), temperatura inicial do fomo a 60 °C
durante 5 min, aumentada 4 °C/min até 240 °C; fluxo do gas de arraste (N2) 0,8
mL/min; temperatura do injetor 220 °C; temperatura do detector (DIC) 280 °C:
modo de injegdo Split 1:5. O isolamento de compostos da fragéo antifiingica do



oleo foi feito em um cromatoégrafo a liquido (Shimadzu, Osaka, Japao, modelo LC-
6AD), com detector de UV-VIS (Shimadzu, Osaka, Jap&o, modelo SP-10AVP) com
volumes de células de 7 e 20 uL para CLAE analitica e preparativa,
respectivamente. Sistema coletor de dados (Shimadzu, Osaka, Japao, modelo
Class 5000) equipado com um injetor de “loops” de 100 e 1000 uL para CLAE
analitica e preparativa, respectivamente, colunas Supelcosil LC-Si (250 x 4,6 mm
di, 5 pm de tamanho de particula), Supelcosil LC-Si (250 x 21 mm di, 5 ym); pré-
coluna Supelco LC-Si (20 x 4,6 mm di, 5 um).

Todos solventes foram destilados previamente.

Espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em
espectrometro Varian Inova equipado com probe de detecc¢éo indireta de 5 mm,
operado a 500 MHz para 'H-RMN e 125 MHz para C-RMN. O solvente foi
cloroférmio deuterado, a 25 °C e o deslocamento referente ao TMS.

2.2- Extragédo do 6leo essencial:

O dleo essencial foi obtido através de um sistema de destilagdo simples,
adicionando-se 60 g de noz-moscada triturada e 1,2 L de agua destilada. O
hidrolato (800 mL) foi extraido com diclorometano (duas por¢des de 150 mL), seco
com sulfato de sodio anidro e concentrado em evaporador rotatério. Todo esse
procedimento foi repetido por 16 vezes, sendo o 6leo armazenado em dois frascos
ambar em freezer.

2.3- Fracionamento do é6leo essencial por cromatografia em camada delgada
(CCD):

Aplicaram-se 200 mg do 6leo por placa de cromatografia em camada
delgada (CCD) preparativa (20 x 20 cm com fase estacionaria de um 1 mm de
silica gel 60 GF2s4), fase movel constituida de diclorometano e hexano (8:2, viv).
Utilizaram-se duas técnicas de revelagéo para identificar a fragcdo ativa: exposicéo
a luz ultravioleta e “TLC bioautography” (Sridhar et al., 2003; Scher et al., 2004).



Para “TLC bioautography” foi formada uma fina camada de meio de cultura (BDA -
batata, dextrose e agar) contendo esporos dos fungos sobre as placas de
cromatografia em camada delgada previamente processadas e mantidas a 25 °C.
Apbs 7 dias, as fragbes dessas placas onde néo ocorreu crescimento de fungos
foram denominadas fragdes ativas ou antifingicas e tiveram seus fatores de
retencdes (Ry) e larguras longitudinais (Ws) determinados. A revelacéo das placas
por exposicdo a luz ultravioleta permitiu identificar as fragdes ativas por
comparacéo dos fatores de retencdes e larguras longitudinais determinados
através das duas técnicas. As fragdes assim determinadas foram recuperadas
raspando-se a fase estacionaria da regido antifingica, que posteriormente foi
extraida com diclorometano por 8 h sob agitagdo magnética, filtrada a vacuo em
funil de vidro sinterizado, sendo o solvente eliminado em evaporador rotatério.

2.4- Purificagdo dos compostos presentes na fragao ativa do 6leo essencial
de noz-moscada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE):

A fragdo identificada como antifungica foi recuperada de 46 placas de
Cromatografia em camada delgada e submetida a purificagido por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Utilizou-se coluna Supelcosil LC-Si (250 x 4.6
mm di, 5 ym) e pré-coluna Supelcosil LC-Si. Os efluentes foram monitorados com
detector UV-VIS a 280 nm. Uma eluicdo isocratica foi conduzida usando-se
diclorometano:hexano (9:1, v/v), através de um fluxo de 1,0 mL/min para CLAE
analitca e injecdo de 20 pl de amostra em diclorometano a 1 mg/mL.
Posteriormente, aliquotas (20) de 60 mg da fragéo ativa foram injetadas na coluna
Supelcosil LC-Si (250 x 21 mm di, 5 um), a um fluxo isocratico de 6,0 mL/min. O
efluente recolhido foi concentrado em evaporador rotatério e as amostras
purificadas novamente submetidas a CLAE analitica, injetando-se 20uL em
diclorometano a 0,5 mg/mL.
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2.5- Ildentificagdo dos compostos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) e ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio 1 e carbono 13 ('"H-RMN e "*C-RMN):

Os compostos isolados da fragdo ativa foram identificados por CG/EM e
espectrometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ('H) e carbono
("°C) unidimensional e bidimensional (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity -
HMBC e Heteronuclear Multiple Quantum Connectivity — HMQC, sendo que
ambas as técnicas foram utilizadas com gradiente de campo). As estruturas foram
determinadas com base nos dados fornecidos pelo padrdo de fragmentacao de

massas, deslocamentos quimicos e acoplamentos.

2.6- Quantificacdo dos compostos isolados e identificados na fragdo
antifingica do 6leo essencial de noz-moscada:

Os compostos isolados e identificados foram quantificados no dleo
essencial usando-se cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama.
A curva de calibracao foi obtida injetando-se uma mistura de padrdes (isolados) a
1 mg/mL em diclorometano a diferentes razdes de split (1:1 - 1:5 - 1:10 - 1:40 -
1:80) para obtengdo das areas relacionadas as seguintes concentragdes:12,34:
24,39; 90,9: 166 e 500 ng/uL. E 1 pL da amostra de dleo essencial de noz-
moscada foi injetada a uma concentragdo de 1,8 mg/mL (split 1:5). Obtidas as
Curvas de calibracéo, as areas de safrol e miristicina presentes no 6leo essencial
foram comparadas com suas respectivas curvas de calibragio.
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2.7- Avaliacao da atividade antifungica:

Os ensaios foram montados em delineamento inteiramente casualizado
com 3 repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, usando-se o programa
SAEG - Sistema de Andlises Estatisticas em Genética (Euclydes, 1983).

A atividade antifingica foi determinada através de calculos de percentagem
de inibicdo de crescimento dos fungos em relagéo ao crescimento apresentado
pela testemunha, sendo atribuido a testemunha 100% de crescimento ou 0% de
inibicao.

2.7.1- Aquisigdo dos fungos:

Foram utilizados A. flavus e A. ochraceus, obtidos da micoteca do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa.

2.7.2- Efeito do 6leo essencial de noz-moscada sobre os fungos:

A atividade antifungica foi avaliada contra os fungos Aspermillus flavus e A.
ochraceus. A metodologia empregada no bioensaio baseou-se na “poison food”,
utilizando o meio de cultura BDA (batata dextose agar) acrescido de sulfato de
estreptomicina a 1mg/mL ((Dhingra e Sinclair, 1995; Sridhar et al., 2003).

Para a avaliagdo da atividade antifingica do dleo essencial bruto, nas
concentragdes 0,1: 0,3 e 0,5% (v/v) foram utilizadas placas de Petri estéreis e
descartaveis. O 6leo essencial foi previamente dissolvido em metanol (1:1, v/v) e
incorporado ao meio de cultura fundido, na concentracao desejada. As
testemunhas continham o meio de cultura antibiético e metanol. Os esporos dos
fungos foram inoculados no centro das placas.

Todos os testes foram realizados em triplicata para cada concentragdo e
fungo avaliado, sendo as placas vedadas com filme plastico e mantidas em
incubadora a 25 °C, por 7 dias. A inibicéo de crescimento, promovida pelo 6leo
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essencial foi avaliada medindo o didmetro da colénia do fungo nas placas
contendo o dleo essencial em comparagdo as placas testemunha. Foram
realizadas medidas diariamente.

2.7.3- Identificagdo da fragdo antifungica do 6leo essencial de noz-moscada:

A fragcdo antifingica foi determinada baseando-se na técnica “TLC
bioautography” (Sridhar et al., 2003 e Scher et al., 2004). Foram aplicados 200 mg
de dleo essencial em uma placa de silica gel 60 GFas, preparativa (20 x 20 cm,
com 1 mm de fase estacionaria) eluindo-se com diclorometano:hexano (8:2, viv).
Sob cémara de fluxo, despejou-se sobre a placa o meio de cultura BDA fundido
(50 mL), acrescido de sulfato de estreptomicina (50 mg) e esporos do fungo a ser
avaliado. A placa foi colocada em uma bandeja esterilizada e umedecida com
algodao embebido em agua autoclavada. Cobriu-se a bandeja com filme plastico,
mantendo-a em incubadora por 7 dias, a 25 °C. A metodologia foi aplicada para
cada fungo isoladamente.

A regido da placa onde o fungo ndo se desenvolveu foi identificada e
denominada fracdo ativa (antifingica). Por resultado de “TLC bioautography”,
aliado 3 revelacdo por luz ultravioleta (comprimento de onda, 254 nm),
determinou-se o fator de retencéo (Ry) e a largura longitudinal (W,) da fraco ativa.

2.7.4- Identificagdo do composto responsavel pela atividade antifangica do

6leo essencial de noz-moscada:

A fragao ativa e o composto principal dessa fragéo foram avaliados a 0,1%,
utilizando-se a mesma metodologia descrita para o 6leo essencial, se¢do 2.7.2.
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Extracdo e fracionamento do 6leo essencial por cromatografia em
camada delgada (CCD):

Foram obtidos 68,2 g de dleo essencial por extragdo de 960 g de noz-
moscada, resultando num rendimento de 7,1%. Através de cromatografia em
camada delgada e exposigéo sob luz ultravioleta identificaram-se cinco fragdes de
compostos no 6leo essencial de noz-moscada (ver capitulo 2). No entanto, apenas
a frag&o cujo fator de retengao foi 0,80 e largura longitudinal 1,4 cm apresentou
atividade antifingica no ensaio “TLC bioautography”, sendo somente esta fragéo
ativa recuperada.
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3.2- Purificacdo dos compostos presentes na fracido ativa do 6leo essencial
de noz-moscada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE):

A analise da frag&o ativa por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
em fase normal analitica registrou a presenca de apenas dois compostos nessa
frac&o antifiingica (cromatograma 1, figura 1).
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ﬁmomatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia. 1-
Fracédo ativa, 2- composto A, 3- composto B, e 4- diclorometano ou branco. Coluna
Le-Si — 25 ¢cm x 46 mm x 5 pum, detector UV-Vis 280 nm, fase movel
diclorometano:hexano (9:1, viv) a um fluxo de 1 mi/min. Amostras injetadas em
diclorometano: fragdo ativa 20 pla 1 mg/mL; A e B, 20 pl a 0,5 mg/mL.

Utilizando-se CLAE preparativa foram isolados esses dois componentes. O
efluente da coluna foi recolhido, enquanto detectaram-se as saidas dos picos (A e
B, figura 1) e concentrado em evaporador rotatério, resultando em amostras
liquidas (A = 30 mg e B = 800 mg). Essas amostras foram dissolvidas em
diclorometano e novamente analisadas por CLAE analitica, sendo os resultados
expressos nos cromatogramas 2 e 3, respectivamente, figura 1. Esses
cromatogramas confirmaram a eficiéncia da purificagdo, uma vez que houve
isolamento dos dois compostos identificados na fragao antifingica.
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3.3- Identificagdo dos compostos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e por ressonancia magnética nuclear:

Analisaram-se a fragdo antifingica e seus derivados isolados através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), obtendo-se
0s cromatogramas totais de ions 5, 6 e 7 (figura 2) e os espectros de massas 1 e 2
(figura 3) para os compostos presentes na fracdo antifingica do 6leo essencial de

noz-moscada.
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Figura 2: Cromatogramas totais de ions obtidos ao analisar 5 - (Fracao
antifungica), 6 - (composto A) e 7 - (composto B) por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (Shimadzu, QP 5000). Coluna BD-1 (30 m x
0,25 mm x 0,25 um) com programagdo de temperatura inicial de 60 G
(permanéncia: 5 min), elevagdo de 8 °C/min até 280 °C (permanéncia: 9 min);
fluxo de gas de arraste (hélio) 1,2 mL/min. Injetor a 260 °C, interface a 280 2C;
modo de ionizagdo, impacto de elétrons (70 eV); faixa de massa (m/z), 29-400.
Amostra injetada: 1 pl a 1,0 mg/mL em diclorometano, split 1:5.

16



O cromatograma 5 confirmou o resultado da analise inicial por CLAE
analitica, ratificando a presenga de apenas dois compostos na fragéo fungicida,
enquanto os cromatogramas 6 e 7 foram coerentes com a analise final por CLAE
analitica, comprovando o isolamento dos dois compostos dessa fragao.
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Figura 3: Espectros de massas obtidos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas ao analisar o composto A (1) e o composto B (2),
isolados da fragéo antifingica do 6leo essencial de noz-moscada.

Os seguintes dados referem-se ao espectro de massas 1 (figura 3) do
safrol, (composto A): m/z (intensidade relativa) 162[M*] (100), 135 (34), 131 (65),
104 (81), 91 (9), 77 (84), 65 (12), 51 (78), 39 (46). Este espectro apresentou como
pico base o do ion molecular, indicando uma massa molecular igual a 162 g/mol.
O m/z 91 (ion tropilio = C7H;") é tipico de anel aromético ramificado, sendo a
presenca de anel aromatico certificada pelos fragmentos m/z 77 (CeHs") e m/z 51
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(CeHs" - C2Hy). A existéncia de um grupo vinil foi indicada por m/z = 135 (M* -
CH2CH).

Os dados do espectro de massas 2 (figura 3) da miristicina (composto B)
foram: m/z (intensidade relativa) 192[M*] (100), 165 (21), 161 (26), 91 (74), 77
(46), 65 (69), 51 (30), 39 (66). O composto B apresentou como pico base o do ion
molecular, indicando uma massa molecular igual a 192 g/mol. Os fragmentos m/z
77 (CeHs") e m/z 51 (CeHs - CzHp) indicaram fragmentacao de anel aromatico,
sendo a ramificagdo caracterizada por m/z 91 (ion tropilio = C7H7"). Os grupos
metoxi e vinil foram evidenciados, respectivamente, por m/z 161 (M* - OCHa) e
m/z 165 (M* - CH,CH).

As formulas estruturais desses dois compostos estdo representadas na

figura 4.

Miristicina

11
Figura 4: Estruturas dos compostos safrol e miristicina, isolados através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia da fracao antifungica do dleo essencial de
noz-moscada, com a numeragao usada nas atribuicdes dos deslocamentos de

Ressonancia Magnética Nuclear.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear, figuras 9-27 anexos 1-16,
forneceram os deslocamentos de hidrogénio e carbono, acoplamentos hidrogénio-
hidrogénio e hidrogénio-carbono para os compostos isolados da frag@o antifingica

relacionados nas tabelas 1 e 2.
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Tabela 1: Deslocamentos de 'H - RMN, constantes de acoplamentos 'H - 'H e

acoplamentos 'H - "*C observados nos espectros de ressonancia magnética

nuclear de safrol e miristicina:

OH Atribuicao J (Hz) Multiplicidade HMBC
Safrol

3,30 H7 68 1.7 Duplo tripleto C2; C6; C9; C7*
5,05 HY’ O 1.E Duplo quarteto C7; C9*
5,06 H9 17,0; 1,7 Duplo quarteto C7; Co*
5,92 H10 - Simpleto c10*

5,93 H8  17,0;10,1;6,8 D“t‘r’i'glgt‘;pb c1.

6,63 H6 78,15 Duplo dupleto C2; C4; C7; Ce*
6,68 H2 1.5 Dupleto C4, C6; C7; C2*
6,74 H5 7,8 Dupleto C1; C3; C5*

Miristicina

3,32 H7 6,8, 1.6 Duplo tripleto C2;C6; C9 C
3,92 H11 - Simpleto 5 c11*
5,10 H9' 10,0; 1,6 Duplo quarteto C8; Co*
9,11 H9 17,0;1,6 Duplo quarteto C8; C9*
55’223' H8  17,0:10,0; 6,8 D“t‘?i[gi:t‘;pb C1; c8*
5,96 H10 Simpleto C3; C4; C10*
6,38 H6 1.2 Dupleto C2; C4; C7; Ce*
6,42 H2 1.2 Dupleto C4; C6; C7; C2*

*J' observados no HMBC. Apenas para o safrol esses acoplamentos foram
confirmados através de HMQC.
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Tabela 2: Deslocamentos quimicos de carbono '°C - RMN (125 CDCIs/TMS) (5),
observados nos espectros de ressonancia magnética nuclear de safrol e

miristicina:
Carbono (8) Safrol (8) Miristicina
1 134,0 134,8
2 109,3 102,8
3 147,9 1490
4 146,3 133,7
5 108,4 143,7
6 121,95 107,9
7 40,1 40,5
8 137,7 137,6
9 115,9 116,2
10 101,1 101,56
1 - 56,7

No safrol, os hidrogénios do grupo vinil foram identificados com base nos
seguintes acoplamentos: o hidrogénio de CH (H8; & 5,93) exibiu um acoplamento
de 17,0 Hz com o hidrogénio trans (H9; & 5,06) e outro de 10,1 Hz com o
hidrogénio cis (H9; & 5,05), além de dois acoplamentos de 6,8 Hz com os
hidrogénios alilicos (H7; & 3,3). Foram identificados trés sinais de hidrogénios
aromaticos, sendo que o sinal em & 6,63 apresentou acoplamento de 7,8 Hz com
hidrogénio orto (H5; 8 6,74) e de 1,5 Hz com hidrogénio meta (H2; 5 6,68).

Na miristicina, os hidrogénios do grupo vinil foram identificados pelos
seguintes acoplamentos apresentados: o hidrogénio de CH (H8; & 5,96) exibiu um
acoplamento de 17,0 Hz com o hidrogénio trans (H9; 6 5,11) e outro de 10,0 Hz
com o hidrogénio cis (H9'; 8 5,10), além de dois acoplamentos de 6,8 Hz com os
hidrogénios alilicos (H7; 8 3.32). Foram identificados dois sinais de hidrogénios
aromaticos, sendo que o sinal em & 6,38 apresentou apenas um acoplamento de
1,2 Hz com o hidrogénio meta (H2; & 6,42).
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Em ambos os casos foram observados, nos dados de HMQC, os sinais de
acoplamentos hidrogénio-carbono com acoplamentos (J) a longa distancia (3
ligagdes ou J°) e também acoplamento direto (1 ligagéo ou J'). Esse ditimo foi
confirmado apenas no safrol através de dados de HMQC. As estruturas do safrol e
da miristicina foram determinadas observando o conjunto de dados. Por exemplo,
o H7 é um hidrogénio alilico que se encontra conectado ao C7 (J'), esta a 2
ligagdes de C8 (J 6.8 Hz com H8) e 3 ligagdes de C2, C6 e C9 (S).

Foi observado, ao comparar os deslocamentos de carbonos de safrol e
miristicina, que seus respectivos valores sdo muito proximos, exibindo uma
variagao significativa (diferenga no valor do & superior a 10) apenas nos sinais dos
carbonos 4, 5 e 6, que no safrol apresenta, respectivamente, os valores de
deslocamentos & 146,3; 108,4 e 121,5. Na miristicina esses valores correspondem
aos deslocamentos & 133,7; 143,7 e 107,9. Essa variagdo ocorre em funcédo da
presenca de uma metoxila ligada ao carbono 5 da miristicina, pois essa metoxila
deixa o carbono 5 da miristicina mais desblindado e por isso com maior valor de
deslocamento que o carbono 5 do safrol. Simultaneamente, através de efeito
mesomeérico, essa metoxila deixa os carbonos 4 e 6 da miristicina mais blindados
que seus correspondentes no safrol e, portanto, com menores valores de
deslocamentos na miristicina.

3.4- Quantificagdo dos compostos isolados da fragdo ativa do 6leo essencial
de noz-moscada:

Compararam-se as areas dos picos de safrol e miristicina no 6leo (figura
28) com suas respectivas curvas de calibragao (figura 29), anexo 17. Obteve-se
que as concentragdes de miristicina e safrol na amostra de éleo essencial injetada
corresponderam, respectivamente, a 0,479 mg/mL e 0,062 mg/mL. Considerando
a concentragéo do 6leo injetado igual a 1,8 mg/mL, as concentragdes de safrol e
miristicina no mesmo sdo respectivamente 266 mg/g e 35 mg/g, indicando um
elevado teor de miristicina no 6leo (26,6%), se comparado ao safrol (3,5%).
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O teor de miristicina encontrado no 6leo essencial de noz-moscada foi
muito superior aos ja registrados na literatura: 0,2-14,6% (Sanford e Heinz, 1970),
3,8% (Forrest e Heacock, 1972); 14% (Shenk e Lamparsky, 1981); 9,73% (Archer,
1988); 0,5-13,5% (Pino e Borges, 1999). Ja o de safrol esta proximo a valores
relatados: 0,3-4,6% (Sanford e Heinz, 1971); 1,9% (Forrest e Heacock, 1972),
3,3% (Shenk e Lamparsky, 1981);, 2,46% (Curro et al., 1987), 2,16% (Archer,
1988); 0,1-3,2% (Pino e Borges, 1999). Entretanto, os valores da literatura
apresentam-se variados em fungéo do armazenamento (Sanford e Heinz, 1971) e
da origem (Pino e Borges, 1999) da noz-moscada.

3.5- Avaliagao da atividade antifingica:
3.5.1- Efeito do 6leo essencial de noz-moscada sobre os fungos:

O Odleo essencial, avaliado contra A. flavus e A. ochraceus, inibiu
parcialmente o desenvolvimento dos mesmos. Esses fungos foram sensiveis a

presenca do 6leo no meio de cultura nas trés concentragdes (0,1, 0,3 e 0,5%)
analisadas, conforme pode ser observado na figura 30.
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Figura 30: (a) e (b) - Crescimento médio dos fungos no ensaio “poison food” com
o 6leo essencial de noz-moscada a 0,0 (testemunha); 0,1; 0,3 e 0,5% (V/v). (c) -
Inibigdo ao crescimento radial dos fungos, avaliada no 6° dia para o éleo essencial
de noz-moscada a 0,1; 0,3 e 0,5%. Af = Aspergillus flavus, Ao = A. ochraceus.
Para cada fungo, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P 2= 0,05). As barras (l) indicam
desvio padrao.

Quando expostos a concentragdo de 0,1%, A. ochraceus sofreu maior
inibicdo que A. flavus. Entretanto, @ medida que se elevou a concentragdo do 6leo
para 0,3 e 0,5%, A. ochraceus foi menos sensivel (sofreu menor inibicdo) que A.
flavus. Contudo, os dados obtidos nos trés tratamentos de ambos os fungos
apresentaram diferenca significativa ao serem submetidos a andlise estatistica

pelo Teste Turkey ao nivel de 5% de probabilidade.
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3.5.2- Identificagdo da fragdo antifingica do 6leo essencial de noz-moscada:

Ao expor as placas de cromatografia em camada delgada do 6leo essencial
de noz-moscada a luz ultravioleta, foram reveladas cinco fragdes. A técnica “TLC
bioautography” apresentou uma (nica e distinta faixa onde n&o houve crescimento
dos fungos, figura 31, correspondente a fragéo antifingica do dleo essencial de
noz-moscada contra os fungos em questao.

Figura 31: Fotos do ensaio “TLC bioautography” (Af) Aspergillus flavus e (Ao) A.
ochraceus, obtidas 7 dias apés aplicagédo de meio de cultura contendo grande
numero de esporos dos respectivos fungos, sobre placas de cromatografia em
camada delgada preparativa (200 mg de 6leo essencial, 1 mm de silica gel 60
GF2s4 € diclorometano:hexano, 8:2 v/v, como solvente).

A fragdo antifingica de ambos os testes apresentou iguais valores de
fatores de retengéo (R¢= 0,80) e larguras longitudinais (Wp = 1,4 cm), indicando
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que o crescimento de ambos os fungos foi afetado pelos mesmos componentes
presentes em uma unica fragéo ativa.

Observa-se na foto do ensaio “TLC bioautography” de A. ochraceus uma
segunda fracdo com atividade antifungica. Essa fragcdo tem fator de retencdo Ry=
0,55 e largura longitudinal W, = 0,9 cm e possui atividade antifingica inferior a
primeira fracdo ativa. Nessa segunda fracdo ha crescimento do fungo, e dessa
forma sua inibicdo é parcial. Ao analisar a composigédo do dleo essencial e das
cinco fragdes obtidas por cromatografia em camada delgada no segundo capitulo
desta dissertacdo, verificou-se que essa fracdo menos ativa & composta
predominantemente de eugenol e metileugenol, que também apresentam
atividade antifingica contra os fungos avaliados naquele capitulo. Entretahto, a
concentracdo desses compostos no 6leo essencial € baixa, eugenol (0,5%) e
metileugenol (2,6%), podendo ser esse 0 motivo da inibigao parcial ao crescimento
de A. ochraceus nas condi¢des aqui avaliadas.

3.5.3- Identificacdo do composto antifingico do 6leo essencial de noz-
moscada:

Apbs purificacdo de dois compostos presentes na fragao ativa por CLAE,
novamente avaliaram-se o Oleo essencial, a fragdo antifingica e o principal
componente da fragdo, isolado e identificado como miristicina. Os resultados
(figura 32) sugeriram uma redugdo do crescimento micelial de ambos fungos,
quando expostos ao 6leo essencial de noz-moscada e seus derivados (fragéo
antifingica e miristicina).

25



Aspengillus flavus Aspergillus ochraceus
T
e —o—Te o 6 T T -, —o—Te
E E
L 5 o
° —a—0E o —=—0E
- £
@ 3 @
i g
14 % <o
=l “ = M
(a) (b)
g' 80“ e = N ot VS B e - ]
mOleo [
g 50 essencial }
E 40 |
mFragéo |
E s antifungica ||
8 20 |
|
i 10 1 Miristicina :
-] |
& U0 - {
]

Fungos

Figura 32: (a) e (b) - Crescimento médio dos fungos no ensaio “poison food”
Testemuna (Te), 6leo essencial (OE), fragdo ativa (FA) e miristicina (M) a 0,1% .
(c) - Inibigdo ao crescimento radial dos fungos, avaliada no 6° dia para o 6leo
essencial e a fragdo antifingica de noz-moscada e para a miristicina a 0,1%. Af =
Aspergillus flavus, Ao = A. ochraceus. Para cada fungo, médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P 2 0,05).
As barras (I) indicam desvio padrao.

Novamente, observou-se maior inibicdo do crescimento para Aspergillus
ochraceus do que A. flavus, o que indicou maior suscetibilidade do primeiro fungo
e conseqiientemente, maior resisténcia de A. flavus em ser combatido com 6leo
essencial de noz-moscada ou miristicina.

Os dados obtidos para A. ochraceus, quando submetido a fragdo
antifingica e a miristicina, ndo apresentaram diferenga significativa se
comparados pelo Teste Turkey ao nivel de 5% de probabilidade.

Também foi observado que a atividade antifiungica do 6leo essencial de
noz-moscada a 0,1% diminuiu, pois na figura 30 os valores de inibicdo séo 42 e

66%, enquanto na figura 32 sdo 28 e 41%, respectivamente para A. flavus e A.
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ochraceus. Entretanto, ao comparar a figura 28 deste capitulo com a figura 17 do
capitulo 2, observa-se que a intensidade dos picos de menor tempo de retengéao
da figura 17 é muito superior a dos picos correspondentes na figura 28.
Possivelmente esses compostos foram perdidos por volatilizagdo ainda no o6leo,
pois o dleo essencial extraido (em janeiro de 2004) foi armazenado em dois
frascos iguais de cor ambar em freezer. Um dos frascos foi mantido intacto, sendo
o outro utilizado para fazer os ensaios e o0 fracionamento por cromatografia. Com
isso, o segundo frasco foi aberto e deixado a temperatura ambiente inimeras
vezes em que foi retirado do freezer. O fato é que, ao analisar o dleo dos dois
frascos apds 18 meses de armazenamento, observou-se que no 6leo usado nos
ensaios “poison food” e fracionado por cromatografia (figura 28, neste capitu‘lo), a
presenca dos compostos com menores tempos de retengdes € insignificante se
comparada com os mesmos compostos no dleo essencial que nédo teve sua
embalagem violada (figura 17, capitulo 2). A redugdo da atividade antifingica pode
estar associada a essa alteracdo da composi¢cdo do 6leo essencial de noz-
moscada, e também, ao intervalo de tempo ocorrido entre os dois ensaios “poison
food”, uma vez que os dados da figura 32 foram obtidos oito meses apds os dados
da figura 30.
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Figura 33: Fotos do ensaio “Poison food” de Aspergillus ochraceus no 3° dia (A) e
no 10° dia (B), em placas de Petri 6 cm de didmetro, sendo: (Te) testemunha, (OE)
6leo essencial, (FA) fragéo ativa e (M) miristicina, em ambas as fotos.

As fotos da figura 33 mostram a inibicdo do crescimento micelial de A.
ochraceus. Observou-se uma reducgéo no crescimento do didmetro do micélio do
fungo no centro das placas contendo 6leo essencial, fragéo ativa e miristicina,
quando comparados ao controle (testemunha), sendo a redugéo mais evidente e
acentuada nas placas tratadas com miristicina.
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4- CONCLUSOES

Observou-se que o 6leo essencial de noz-moscada apresentou atividade
antifingica, com capacidade de redugédo do desenvolvimento dos fungos A.
ochraceus e A. flavus para as concentragbes avaliadas (0,1; 0,3 e 0,5%). O
isolamento dos compostos miristicina e safrol, presentes na fragdo antifungica,
mostrou a eficacia das técnicas cromatograficas utilizadas ao longo deste trabalho.
Miristicina foi identificada como responsavel por essa atividade antifingica do 6leo
essencial de noz-moscada. Essa afirmacdo € perfeitamente plausivel, tendo-se
em vista que a fragdo atifiingica € composta predominantemente por miristicina,
além de uma pequena quantidade de safrol. Além disso, nao houve diferenca
significativa entre o crescimento micelial médio dos fungos avaliados quanto a
presenca da fragdo antifingica ou da miristicina. Apesar de corresponder a 26,6%
do dleo essencial de noz-moscada avaliado e identificada como responsavel pela
atividade antifingica, ndo é seguro produzir e comercializar a miristicina como
fungicida devido aos relatos de Stein et al. 2001. Segundo esses autores, tanto a
miristicina quanto a elemicina, presentes em noz-moscada, sofrem
biotransformacdo em anfetaminas ao serem ingeridas, sendo, portanto,
alucinégenas e passiveis de tal exploragao.

O isolamento e identificagdo de miristicina e safrol, bem como a
quantificacdo dos mesmos, mostraram a eficiéncia dos métodos cromatograficos
utilizados.
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ANEXO 1
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Figura 9: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
com integrais de intensidade dos sinais e constantes de acoplamentos
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ANEXO 2
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Figura 10: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio para safrol,
com as constantes de acoplamentos entre hidrogénios e atribuicéo dos sinais.
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ANEXO 3
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Figura 11: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, parcial,
ampliagdo do sinal do hidrogénio H7 & 3,30 do safrol, com as constantes de

acoplamentos entre hidrogénios.
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Figura 12: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, parcial,
ampliagéo dos sinais dos hidrogénios H9 - 6 5,05 e H9' - 5 5,06 do safrol , com as

constantes de acoplamentos entre hidrogénios.
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ANEXO 4
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Figura 13: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, parcial,
ampliacéo dos sinais dos hidrogénios H10 - d 5,92 e H8 - d 5,93 do safrol, com as
constantes de acoplamentos entre hidrogénios.
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Figura 14: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, parcial,
ampliagdo dos sinais dos hidrogénios H6 - 8 6,63; H2 - 5 6,68 e H5 - 6,74 do
safrol, com as constantes de acoplamentos entre hidrogénios.
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ANEXO 5
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Figura 15: Mapa de contorno de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, HMBC, de safrol, com os deslocamentos e acoplamentos entre
hidrogénios e carbonos.
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ANEXO 6
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Figura 16: Mapa de contorno de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, HMBC, parcial de safrol, com os deslocamentos e acoplamentos entre
hidrogénios e carbonos.

35



ANEXO 7
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Figura 17: Mapa de contorno de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, HMBC, parcial de safrol, com os deslocamentos e acoplamentos entre
hidrogénios e carbonos.
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ANEXO 8
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Figura 18: Mapa de contorno de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, HMQC, de safrol, com os deslocamentos e acoplamentos entre
hidrogénios e carbonos.
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ANEXO 9
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Figura 19: Mapa de contorno de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, HMQC, parcial de safrol, com os deslocamentos e acoplamentos entre
hidrogénios e carbonos.
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Figura 20: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da
gnirlsticina, com integrais de intensidade dos sinais e constantes de acoplamentos
H-"H.
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ANEXO 11
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Figura 21: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, da
miristicina, com as constantes de acoplamentos entre hidrogénios e atribuigdo dos
sinais.
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ANEXO 12
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Figura 22: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, parcial,

ampliagdo dos sinais dos hidrogénios H7 & 3,32 e H11 & 3,92 da miristicina, com
as constantes de acoplamentos entre hidrogénios
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Figura 23: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, parcial,
ampliagdo dos sinais dos hidrogénios H9' 6 5,10 e H9 & 5,11 da miristicina, com as
constantes de acoplamentos entre hidrogénios
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ANEXO 13
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Figura 24: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, parcial,
ampliagéo dos sinais dos hidrogénios H8 & 5,96; H10 & 5,96; H6 & 6,38 e H2 &
6,42 da miristicina, com as constantes de acoplamentos entre hidrogénios.
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ANEXO 14
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Figura 25: Mapa de contorno de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, HMBC, da miristicina, com os deslocamentos e acoplamentos entre
hidrogénios e carbonos.
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Figura 26: Mapa de contorno de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, HMBC, parcial da miristicina, com os deslocamentos e acoplamentos
entre hidrogénios e carbonos.



ANEXO 16
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Figura 27: Mapa de contorno de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, HMBC, parcial da miristicina, com os deslocamentos e acoplamentos
entre hidrogénios e carbonos.
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ANEXO 17
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Figura 28: Cromatograma obtido ao analisar o 6leo essencial de noz-moscada por
cromatografia gasosa com detector de ionizagao em chama. Coluna BD-1 (30 m x
0,25 mm x 0,25 um) com programacado de temperatura inicial de 60 °C
(permanéncia: 5 min), elevacao de 4 °C/min até 240 °C (permanéncia: 9 min);
fluxo de gas de arraste (nitrogénio) 0,8 mL/min. Injetor a 220 °C, detector a 280
°C. Amostra injetada: 1 ul a 1,8 mg/mL em diclorometano, split 5.
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Figura 29: Curvas de calibragdo para safrol (tr 19.181) e miristicina (tr 27.069),
respectivamente. Obtidas com dados de uma mistura de padrdes (isolados) em
diclorometano analisadas por cromatografia gasosa nas mesmas condigdes que a
amostra de 6leo essencial, figura 28. Concentragdes injetadas: 0,00; 12,34; 24,39;
90,90; 166,00 e 500,00 ng/uL.

Considerando-se a area referente ao pico do safrol (t, 19.181, figura 28) no
6leo igual a 23849, substituiu-se esse valor na equagao da curva de calibragao:
Y =0,0025 X + 2,8232
Y = 0,0025 (23849) + 2,8232
Y = 62,44 ng/uL
Y = 0,0624 ug/uL
Y = 0,0624 mg/mL
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Considerando-se a concentragéo do 6leo analisado igual a 1,8 mg/mL, a
concentragéo de safrol no 6leo foi de 0,0624 mg de safrol + 1,8 mg de dleo. A
concentragéo de safrol no éleo foi 0,0347 mg/mg, correspondendo a 3,5% de
safrol no 6leo essencial de noz-moscada avaliado.

O mesmo para miristicina (t, 27.069, figura 28), area igual a 189765.

Y = 0,0025 X+ 4,8335

Y = 0,0025 (189765) + 4,8335
Y = 479,25 ng/uL

Y = 0,479 pg/uL

Y = 0,479 mg/mL

A concentragdo de miristicina no dleo foi de 0,479 mg + 1,8 mg de dleo.
Dessa forma, a concentragdo de miristicina no 6leo foi 0,266 mg/mg, ou 26,6% de
miristicina no éleo essencial de noz-moscada avaliado.
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CAPITULO 2

Composicao e atividade antifingica do 6leo essencial de Myristica fragans
contra fungos dos géneros Aspergillus, Colletotrichum e Fusarium

1-INTRODUGAO

A contaminagdo de géneros alimenticios por micotoxinas prejudiciais a
saude humana tem sido objeto de estudo de varios autores. A presenca de
importantes micotoxinas em cereais € atribuida a fungos dos genéros Aspergillus,
Penicillium, Claviceps e Fusarium, sendo Fusarium responsavel pela produgéo de
micotoxinas tricotecenos (Schrédter, 2004 e Edwards, 2004). Em alguns casos,
Fusarium sp. é a principal causa de perdas de armazenamento (Morse et al.,
2000). F. oxysporum é o agente causal da doencga vascular que causa murcha em
banana, conhecida como mal do Panama, uma das mais sérias ameacas mundiais
as colheitas de banana. Contudo, ndo ha fungicidas efetivos disponiveis para o
controle desta doenga (Borges et al., 2004).

Colletotrichum é um género de fungo patogénico de plantas importante em
todo o mundo, especialmente em regiées tropicais e subtropicais, causando
doencas que levam a perdas econdmicas significativas em graos, cereais,
legumes, vegetais e frutas. Os sintomas sdo conhecidos como antracnose e
geralmente envolvem a formagédo de lesé@o negra com depressdo subcircular e
erupcdo cor résea devido ao desenvolvimento de esporos de fungos (Bailey e
Jeger, 1992). Antracnose é uma doenga que se desenvolve durante
armazenamento e amadurecimento, sendo que em bananas é causada pelo fungo
patogénico C. musae (Chillet et al, 2000). Em maméao é provocada por C.

gloeosporioides, tendo causado sérios problemas onde encontra condigées
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ambientais favoraveis ao seu desenvolvimento e resisténcia a fungicidas sintéticos
(Bautista-Banos et al., 2003).

A aplicagdo de pesticidas em graos tem trazido varios problemas
ambientais, além do desenvolvimento de resisténcia e surgimento de novas pestes
(Huang et al, 1997). Apesar de haver no mercado um grande numero de
compostos para controlar os mais diversos fungos, existe uma demanda crescente
por novos produtos, uma vez que 0s organismos desenvolvem resisténcia a tais
compostos apoés certo tempo de contato com eles. Residuos de pesticidas podem
ser encontrados ndo s6 no produto agricola em estado natural, mas também em
alimentos processados (Barbosa, 2004). Alguns oleos essenciais compostos por
um coquetel natural de monoterpenos, diterpenos e hidrocarbonetos com variados
grupos funcionais apresentam atividades antimicrobial e fungicida (Sridhar et al.,
2003). Alguns oleos essenciais de plantas medicinais e temperos apresentam
atividade fungicida (Soliman e Badeaa, 2002; Alvarez-Castellanos et al., 2001; e
Sridhar et al., 2003).

A noz-moscada € um tempero comum derivado da fruta de Myristica
fragrans Houtt (Myristicaceae). Possui atividade inseticida (Huang et al.,, 1997) e
bactericida (Takikawa et al., 2002), além de seu uso medicinal (Newman, 1943). A
composigdo da noz-moscada tem sido investigada por diversos autores (Sanford e
Heinz, 1971; Forrest e Heacock, 1972; Shenk e Lamparsky, 1981; Curro et al.,
1987:; Archer, 1988: Pino e Borges, 1999; Choo et al., 1999). Entretanto, ndo
encontramos na literatura um estudo sistematico completo sobre a atividade
fungicida da noz-moscada. Assim, este trabalho visou avaliar a agéo fungicida do
6leo essencial de noz-moscada contra A. niger, A. gfauc'us, F. oxysporum, F.
semitectum, C. musae e C. gloeosporioides, bem como isolar e identificar o(s)
composto(s) envolvido(s) na atividade antifingica.
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2- MATERIAIS E METODOS

2.1- Equipamentos, solventes e reagentes:

A analise da composigcédo do éleo essencial foi feita em um cromatégrafo a
gas acoplado a um espectrometro de massas Shimadzu (Kyoto, Japan, Model QP
5000), equipado com injetor automatico (Shimadzu, AOC-17), biblioteca Wiley
229, sistema coletor de dados (computador Pentium 133), coluna capilar de silica
fundida (30 m x 0,25 mm di x 0,25 um filme) revestida com a fase estacionaria DB-
5 (J & W Scientific, USA); temperatura inicial de 60 °C mantida por 1 min,
aumentada a 3 °C/min até atingir 240 °C, onde foi mantida por 9 min; fluxo do gas
de arraste (hélio) 1,33 mL/min; temperatura do injetor 220 °C; temperatura da
interface 240 °C; Split 1:5; modo de ionizagao: Impacto de elétrons (70 eV); faixa
de massa varrida (m/z): 29 — 400. Foram determinados os indices de retencéo de
Kovats dos compostos do Oleo essencial através de um cromatégrafo a gas
Shimadzu (Kyoto, Japan, Model 17A) equipado com detector de ionizagdo em
chama (CG/DIC), auto-injetor (Shimadzu, AOC-17) e sistema coletor de dados
(Shimadzu, Kyoto, modelo CBM-101 e computador Pentium 133); coluna capilar
de silica fundida (30 m x 0,25 mm di x 0,25 um filme) revestida com a fase
estacionaria DB-5 (J & W Scientific, USA), temperatura inicial de 60 °C mantida
por 1 min, aumentada a 3 °C/min até atingir 240 °C, onde foi mantida por 9 min;
fluxo do gas de arraste (Nitrogénio) 1,33 mL / min; temperatura do injetor 220 °C;
temperatura do detector (FID) 240 °C; modo de injecao Split 1:1.

O isolamento foi feito em um cromatégrafo a liquido (Shimadzu, Osaka,
Japao, modelo LC-6AD), com detector UV-VIS (Shimadzu, Osaka, Japdo, modelo
SP-10AVP) com volumes de células de 7 e 20 plL para CLAE analitica e
preparativa, respectivamente, sistema coletor de dados (Shimadzu, Osaka, Japao,
modelo Class 5000) equipado com um injetor de “loops” de 100 e 1000 pL para
CLAE analitica e preparativa, respectivamente. Colunas: Supelco LC-18 (250 x 4,6
mm di, 5 pm), LC-8 (20 x 21 mm di, 5 pm). Pré-coluna: LC-18 (20 x 4,6 mm di, 5

um).
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Espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em
espectrometro Varian Inova equipado com probe de detecgdo indireta de 5 mm,
operado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para "*C. O solvente foi cloroférmio
deuterado, sendo o deslocamento baseado no TMS a 25 °C.

Todos solventes foram destilados previamente. A dagua utilizada para
analise cromatografica foi purificada por um sistema MilliQ (Waters, USA).

2.2- Extracdo do 6leo essencial:

O dleo essencial foi obtido através de um sistema de destilagdo simples,
adicionando-se 60 g de noz-moscada triturada e 1,2 L de agua destilada. O
hidrolato (800 mL) foi extraido com diclorometano (duas porgdes de 150 mL), seco
com sulfato de sddio anidro, concentrado em evaporador rotatério e pesado. Todo
esse procedimento foi repetido por 16 vezes, sendo o dleo armazenado em dois
frascos ambar em freezer.

2.3- Fracionamento do 6leo essencial por cromatografia em camada delgada
(CCD):

Aplicaram-se 200 mg de Oleo por placa de cromatografia em camada
delgada (CCD) preparativa (20 x 20 cm, 1 mm de silica gel 60 GFs4 MERK), fase
movel constituida de diclorometano e hexano (8:2, v/v). Utilizou-se luz ultravioleta
para revelar fragbes de compostos presentes no 6Ieo‘. Todas as fraghes
observadas sob luz ultravioleta foram recuperadas através da raspagem da fase
estacionaria e posterior extragdo com diclorometano por 8 h, sob agitacdo
magnética, seguida de filtragdo a vacuo, sendo o solvente eliminado em
evaporador rotatorio.
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2.4- Purificagdao dos compostos presentes nas fracoes do éleo essencial de
noz-moscada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(CLAE-FR):

As fragcOes do 6leo essencial de noz-moscada, obtidas por cromatografia
em camada delgada (CCD), foram submetidas a cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) para o isolamento de seus componentes.
Para a CLAE analitica utilizou-se a coluna Supelco LC-18 (250 x 4.6 mm di, 5 um)
com pré-coluna Supelco LC-18 (20 x 4.6 mm di, 5 ym), fase mével composta de
acetonitrila:agua (1:1, v/v) a um fluxo de 1.0 mL/min. O efluente foi monitorado
pelo detector UV-VIS a 230 nm, em eluigdo isocratica. A coluna Supelco LC-8 (250
x 21 mm di, 5 ym) com pré-coluna Supelco LC-18 (20 x 4.6 mm di, 5 um) foi
utilizada para injegdes de 40 mg de amostra, com a mesma fase movel a fluxo de
4.0 mL/min, sendo as injegOes feitas através de “loops” de 100 e 1000 pL para
CLAE-FR analitica e preparativa, respectivamente. O efluente recolhido foi
liofiizado e a amostra purificada novamente submetida a CLAE-FR analitica,
injetando-se 20 pl a 0,5 mg/mL.

2.5- Identificagdo dos compostos por indice de Retengdo de Kovats através
de cromatografia gasosa, analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) e/ou ressondncia magnética nuclear
(RMN):

Todos os compostos do 6leo essencial foram ident'rﬁcédos através de indice
de retencdo de Kovats, sendo injetadas amostras de dleo essencial, fragdes do
oleo essencial obtidas por cromatografia em camada delgada e padroes de
hidrocarbonetos saturados (com cadeias de 5 a 26 atomos de carbono), a uma
concentragdo de 1mg/mL e razéo split de injecdo de 1:1. O indice de retengdo de
Kovats calculado pela equagéo 1 foi comparado com a literatura (Adams, 1995).

O indice de Kovats é um indice de retencao que descreve o comportamento
de retencdo do composto de interesse comparativamente ao de uma mistura de
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hidrocarbonetos saturados de diferentes niumeros de atomos de carbono. Este
indice de retencdo fomece informagéo sobre a sequéncia de eluicdo do composto
e varia em funcé@o da fase estacionaria e da temperatura, sendo independente das
condi¢cdes experimentais.

Equagdo 1:
100 [(log t'rX) - (log t'rRZ)]
(log trz + 1) - (log t'rZ)

Kl = 100 Z +

Onde:
X & o composto de interesse,;
t'rx € 0 tempo de retengéo ajustado de X;
Z é o numero de carbonos do alcano com tempo de retencdo imediatamente
inferior ao de X;
t'rz € o tempo de retencao ajustado de Z;
trz + 1 é o tempo de reteng@o ajustado do alcano com tempo de retencéo
imediatamente superior ao de X.

Os dados obtidos por espectrometria de massas foram comparados com a
biblioteca Wiley 229 e a presengca de alguns compostos identificados foi
confirmada com o uso de padroes.

Um composto isolado de uma das fragdes foi analisado e identificado por
RMN de hidrogénio ('H) e carbono (™C) unidimensional e bidimensional
(Heteronuclear Multiple Bond Connectivity, com gradiente de campo HMBC).

2.6- Quantificacdo dos compostos isolados e/ou identificados no oéleo

essencial de noz-moscada:
Os compostos isolados e/ou identificados foram quantificados no oleo

essencial usando-se cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama,
sendo os valores referentes a area relativa dos picos.
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2.7- Avaliacao da atividade antifungica:

Os ensaios foram montados em delineamento inteiramente casualizado
com 3 repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, usando-se o programa
SAEG - Sistema de Andlises Estatisticas em Genética (Euclydes, 1983).

A atividade antifingica foi determinada através de calculos de percentagem
de inibicdo de crescimento dos fungos em relagdo ao crescimento apresentado
pela testemunha, sendo atribuido a testemunha 100% de crescimento ou 0% de
inibicao.

2.7.1- Aquisigado dos fungos:

Os fungos A. niger, A. glaucus, F. oxysporum, F. semitectum, C. musae e
C. gloeosporioides foram obtidos da micoteca do Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Vigosa.

2.7.2- Efeito do 6leo essencial de noz-moscada sobre os fungos:

A atividade antifungica foi avaliada contra os fungos Aspergillus glaucus, A.
niger, Colletotrichum gloeosporioides, C. musae, Fusarium oxysporum e F.
semitectum. A metodologia empregada no bioensaio baseou-se na “poison food”,
utilizando o meio de cultura BDA (batata dextose agar) acrescido de sulfato de
estreptomicina a 1mg/mL (Dhingra e Sinclair, 1995; Sridhar et al., 2003).

Para a avaliagdo da atividade antifingica do dleo essencial bruto, nas
concentragées 0,1; 0,3 e 0,5% foram utilizadas placas de Petri estéreis e
descartaveis. O 6leo essencial foi previamente dissolvido em metanol (1:1, v/v) e
incorporado ao meio de cultura fundido, na concentragdo desejada. As
testemunhas continham o meio de cultura antibiético e metanol. Os esporos dos
fungos foram inoculados no centro das placas.
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Todos os testes foram realizados em triplicata para cada concentragao e
fungo avaliado, sendo as placas vedadas com filme plastico e mantidas em
incubadora a 25 °C, por 7 dias. A inibicdo de crescimento, promovida pelo dleo
essencial foi avaliada medindo o diametro da colénia do fungo nas placas
contendo o Oleo essencial em comparagdo as placas testemunha. Foram
realizadas medidas diariamente.

2.7.3- ldentificacdo da fragdo antifungica do 6leo essencial de noz-moscada:

Cada fracdo do dleo essencial, obtida por cromatografia em camada
delgada, foi submetida ao ensaio biolégico “poison food” a 0,1% utilizando-se a
metodologia descrita na seg¢éo 2.7.2.

2.7.4- Identificacdo de compostos antifingicos do 6leo essencial de noz-

moscada:

Os compostos a-terpineol, eugenol, metileugenol, acetato de geranila,
acetato de diidrocarvila, acetato de bornila, miristicina e safrol, identificados nas
fracbes do dleo essencial, foram submetidos ao ensaio biologico “poison food” a
0,1% (v/v) utilizando-se a metodologia descrita na secdo 2.7.2.
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Extracdo e fracionamento do 6leo essencial por cromatografia em
camada delgada (CCD):

A extracdo de 960 g de noz-moscada produziu 68,2 g de 6leo essencial, o
que representa um rendimento de 7,1%.

Foram reveladas cinco fragbes sob luz ultravioleta (F2, F4, F5, F7 e F8),
sendo observado através de cromatografia gasosa que o nimero de compostos
no 6leo essencial era superior ao encontrado nas cinco fragées recuperadas das
placas de cromatografia em camada delgada. Devido a isso, também foram
recolhidas as regides da cromatoplaca que n&o eram reveladas sob Iluz
ultravioleta. Assim foram obtidas oito fragées, enumeradas de um a oito, conforme

representado na figura 1.

LC

| ]
)

B o

—_—
&

LP

Figura 1: Esquema representativo do fracionamento do 6leo essencial de noz-
moscada, utilizando cromatografia em camada delgada (200 mg de 6leo, 1 mm de
silica gel 60 GFs4, solvente diclorometano:hexano 8:2, viv). F1 - fragdo 1; F2 -
fragéo 2; F3 - fragéo 3; F4 - fragdo 4; F5 - frag&o 5; F6 - fragao; F7 - fragdo 7 e F8 -
fracdo 8. LP - linha de partida, correspondente ao ponto de aplicagdo do 6leo
essencial, LC - linha de chegada da frente de solvente.

Apenas as cinco fragdes reveladas sob luz ultravioleta tiveram seus fatores
de retengdes (Ry) e larguras longitudinais (W) determinados, sendo representadas

56



na figura 1 por F2 (fragédo 2 Ry = 0,46; W, = 0,7 cm), F4 (frac@o 4 R; = 0,55, W, =
0,9 cm), F5 (fracdo 5 Ry = 0,62; W, = 1,2 cm), F7 (fragéo 7 Ry = 0,80; W, = 1,4 cm)
e F8 (fracéo 8 Ry = 0,93, W, = 0,8 cm).

3.2- Purificacdo dos compostos presentes nas fragoes do 6leo essencial de
noz-moscada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(CLAE-FR):

Apenas a fragdo 2 foi processada por CLAE-FR preparativa, sendo isolado
um composto que posteriormente foi identificado como elemicina (dados
registrados nos cromatogramas 1 e 2, figura 2).
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Figura 2: Cromatogramas, obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa, Coluna LC-18, detector UV-VIS 230 nm, eluicéo isocratica de
acetonitrila:agua (1:1, viv); (1) - 20pL da frac@o 2 a 1mg/mL e fluxo 0,8 mL/min. (2)
- 20 pL do composto isolado (elemicina) da fragéo 2 a 0,5 mg/mL e fluxo de 1,0
mL/min.

O composto recuperado corresponde ao pico principal (mais intenso) do
cromatograma 1. No entanto, ao observar o cromatograma F2 da figura 9, verifica-
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se que o composto isolado por CLAE-FR esta presente nesta fragao em menor
quantidade do que o composto que nao foi isolado. O composto principal desta
fracao foi identificado como terpin-4-ol e néo foi isolado, porque ao trocar a coluna
analitica LC-18 pela preparativa LC-8, usando-se a mesma fase modvel, houve
uma aproximagdo dos picos (elemicina e terpin-4-o0l) causando parcial
sobreposi¢cdo dos mesmos. Devido a isso foi recolhido devidamente puro apenas o
primeiro composto detectado (elemicina). Elemicina € o composto que exibe maior
area no cromatograma CLAE-FR porque foi utilizado o detector UV - Visivel. Este
detector é seletivo a compostos dotados de grupo croméforo, e por isso, capazes
de absorver energia nessa regido de comprimento de onda. Elemicina apresenta
anel aromatico em sua estrutura, o que Ihe confere elevada absorgao de energia
nessa regido, mesmo em baixa concentragdo, enquanto terpin-4-ol, desprovido de
grupo croméforo, mesmo em concentragcao elevada apresenta baixa intensidade
de absorgao.

Todas as cinco fragées observadas sob luz ultravioleta foram submetidas a
cromatografia liquida analitca em fase reversa e em fase normal, sendo
observadas a separagao dos compostos em ambos os casos. Entretanto, a baixa
solubilidade das fragées do 6leo essencial na fase mével reversa e a pequena
diferenga entre os tempos de retencéo dos picos em fase normal, juntamente com
a aproximagéo e sobreposi¢cdo desses picos ao trocar da coluna analitica para a
preparativa, impossibilitaram a purificagdo dos compostos identificados nas
fracOes 4, 5 e 8. Os compostos presentes na fragdo 7 foram isolados por CLAE

em fase normal, ver capitulo 1.

3.3- Identificagdo do composto isolado através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) por ressondancia magnética nuclear
(RMN):

Elemicina foi isolada por CLAE-FR e identificada por ressonancia magnética

nuclear, com base nos dados fornecidos pelos espectros das figuras 3 a 11,
anexos 1 a 8, cujos dados de hidrogénio encontram-se na tabela 1.
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Tabela’ 1: Deslocamentos de 'H, constante de acoplamento 'H -'H e
acoplamentos 'H -"*C observados nos espectros de ressonancia magnética

nuclear:
5(H) Atrbuicao  J(Hz) Multiplicidade ~ HMBC HMQC
3,27 H7 68 Dupleto  C4 C6.C9  C7
3,76 H11 - Simpleto Cc2 C11
378  H10MH12 . Simpleto C1:C3  C10:C12
5,02 H9 99 Dupleto C7 C9
5,05 HY’ 16,6 Dupleto c7 co

16,6; Duplo duplo

9,89 Ho 99:68 trpleto - ;
634  H6/M4 ’ Simpleto ~ ©% gif C6  ca.cs

Foram observados os seguintes deslocamentos de carbonos no espectro
de C-RMN: & = 39,6 (C7); 55,1 (10/12); 59,9 (C11); 104,5 (C4/6); 115,1 (C9);
134,9 (C5); 135,3 (C2); 136,3 (C8); 152,1 (C1/3).

Com base nos dados obtidos, o composto isolado é 5-alil-1,2,3-

trimetoxibenzeno ou elemicina, cuja formula estrutural com a numeragdo usada
nas atribuigcées dos sinais de RMN encontra-se na figura 12.

Figura 12: Estrutura da elemicina, identificada por ressonancia magnética nuclear
de carbono13 e hidrogénio 1; isolada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
em fase reversa da fragdo 2 obtida do Oleo essencial de noz-moscada por

cromatografia em camada delgada.
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Os hidrogénios do grupo vinila foram identificados com base nos seguintes
acoplamentos: o sinal em & 5,89 (H8) apresentou acoplamentos de 17 Hz com o
sinal em & 5,05 (H9', trans), de 10,1 Hz com o sinal em & 5,02 (H9, cis) e de 6,8
Hz vicinal com os hidrogénios alilicos H5, em & 3,27. Apenas um sinal de
hidrogénio aromatico (& em 6,34) foi observado. No entanto, a integral desse sinal
indica a presenca de dois hidrogénios equivalentes (5 6,34; H4 e H6), sugerindo
uma simetria na formula estrutural do composto. Essa simetria é confirmada por
um sinal de metoxila aromatica com integral de seis hidrogénios (3 3,78; H10 e
H12); foi observado o sinal de uma segunda metoxila aromatica (5 3,76; H11).

Os acoplamentos diretos entre carbono e hidrogénio (J') foram registrados
por HMQC, enquanto os acoplamentos entre carbono e hidrogénio a longa
distancia (J°) foram registrados por HMBC, sendo com esses dados possivel
determinar a estrutura da elemicina. Analisando os sinais, observou-se a presenca
de um anel aromatico, trés metoxilas e um grupo vinila, apenas dois hidrogénios
aromaticos e simetria na estrutura. A atribuicdo dos sinais dos carbonos e
hidrogénios foram obtidas relacionando seus sinais de acoplamentos. Por
exemplo, o H7 esta ligado no C7, tem como vizinho apenas o H8 e esta a trés
ligagcbes dos carbonos C4, C6 e C9, pois apresentou acoplamento J = 6.8 Hz
(vicinal) com H8, J' com C7 (HMQC) e J° com C4, C6 e C9 (HMBC).

3.4- Identificagcdo dos compostos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e indice de Retengio de Kovits por cromatografia
gasosa com detector de ionizagao em chama:

Foram avaliados, por cromatografia, tanto o dleo essencial quanto todas
fragbes obtidas por CCD. Dessa forma, obtiveram-se os cromatogramas
mostrados nas figuras 15 a 17, sendo os compostos listados nas figuras 13 e 14
identificados nas amostras do éleo essencial e das fragbes do dleo essencial.
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Figura 13: Foérmulas estruturais dos 28 compostos identificados no 6leo essencial
de noz-moscada.

29 30 31 32
\
i Qe AcO
o
/

x
AcO
CIS-METILEUGENOL ACETATO DE BORNILA ACETATO DE Trans - . ACETATO DE
SABINENO HIDRATO DIIDROCARVILA
33 34 35

|
/\z/wv\/\/om

HO

ACETATO DE (112) -TETRADECENILA Trans -SABINENO a-COPAENO
HIDRATO

Figura 14: Férmulas estruturais dos compostos identificados nas fragées do éleo
essencial de noz-moscada, mas nao detectados no dleo.
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Tabela 2: Relacdo de compostos (figuras 13 e 14) identificados através do indice
de retencdo de Kovats e comparagao com a biblioteca Willey 229, por amostra do
6leo essencial de noz-moscada:

Amostra Compostos identificados (figuras 13 e 14)

F1 17,18 e 28
F2 17 e 28
F3 17,22,25e 28
F4 22e25
FS 23, 25, 29*
F6 0T 318, 327, 21, 23, 33*, 26"
F7 26

' F8 12, 1, 34*, 19***,35°. 26

Oleo essencial 1a28***

*Compostos identificados apenas através de comparag@o com a biblioteca Willey
229.

**Compostos identificados também através de comparagéo com padroes.
***Compostos identificados também por ressonancia magnética nuclear.
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Figura 15: Cromatogramas totais de ions das fragdes (1 a 4) obtidos por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Coluna DB-5,
temperatura inicial 60 °C por 1 min, aumentada a 3 °C/min até 240 °C onde foi
mantida por 9 min; fluxo do gas de arraste (hélio) 1,33 mL/min; temperatura do
injetor 220 °C; interface 240 °C; modo de injegdo Split 1:5. Concentragdo das
amostras 1 mg/mL. Os numeros sobre os picos referem-se aos compostos listados
na figura 13.
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Figura 16: Cromatogramas totais de ions das fragdes (5 a 8) obtidos por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Coluna DB-5,
temperatura inicial 60 °C por 1 min, aumentada a 3 °C/min até 240 °C onde foi
mantida por 9 min; fluxo do gas de arraste (hélio) 1,33 mL/min; temperatura do
injetor 220 °C; interface 240 °C; modo de inje¢cdo Split 1:5. Concentracdo das
amostras 1mg/mL. Os numeros sobre os picos referem-se aos compostos listados
nas figuras 13 e 14.
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Figura 17: Cromatogramas obtidos por cromatografia gasosa com detector de
ionizagdo em chama. Coluna DB-5, temperatura inicial 60°C por 1 min, aumentada
a 3 °C/min até 240 °C por 9 min; fluxo do gas de arraste (N2) 1,33 mL/min;
temperatura do injetor 220 °C; temperatura do detector 240 °C; modo de inje¢éo
Split 1:1. Amostras a 1 mg/mL em diclorometano. (1) 6leo essencial de noz-
moscada; (2) padroes de hidrocarbonetos saturados com cadeia carbdnica
contendo de 5 a 26 atomos de carbonos.
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3.5- Quantificacdo dos compostos isolados e/ou identificados no o6leo
essencial de noz-moscada por cromatografia gasosa com detector de
ionizagcao em chama:

Os valores referentes a area relativa dos picos equivalentes aos respectivos
compostos encontrados no 6leo essencial de noz-moscada foram comparados aos
valores encontrados na literatura (Tabela 3), sendo que os dados obtidos por Pino
e Borges, 1999 apresentam variagdo em funcéo da regido geografica onde a noz-
moscada foi produzida, e os dados de Sanford e Heinz, 1971 variam em fungéao
das condicbées de armazenamento que a noz-moscada foi submetida.

A composicdo qualitativa e quantitativa do oleo essencial, obtida no
presente trabalho, foi coerente com dados registrados na literatura.
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Tabela 3: Compostos detectados no Oleo essencial de noz-moscada
(cromatograma 1, figura 17).

indice de .
Kovéts Méto Porcentagem Relativa

Teél;po Ejo d‘:j' ' Schenk
retengdo Calcu Adams, Composto IC;ECI’:I Oleg Pino e Sanf_ord e
(min) P 1995 l_ estuda Borges, e Heinz, Lampa
¢ao do 1999 1971 rsky,

1981
6,363 931 931 a-Tujeno ab 1,9 ng 0,9
6575 939 939  a-Pineno ab 14,1 12‘}62' 1235 475
7011 954 953  Canfeno ab 024 0204 04-nd 04
. 15 4-
7,762 977 976 Sabineno ab 25,0 507 28.3- 21,0
7899 981 980  B-Pineno ab 124 ;”78; 110 448
8277 991 991 Mirceno ab 25 0729 4304 16
8776 1005 1005 Felandreno ab 05 0438 ... . 16
9,001 1012 1012  A’Careno ab 0,8 nq o 1,4

9,216 1019 1018 o-Terpineno ab i 0825 1812 1,4
9,486 1027 1026 p-Cymeno  ab 12 0,3-32 1,203 0,5

9677 1032 1031 Limoneno ab 63 2741 5011 41
10819 1062 1062 VY-Terpineno a,b 3,4 ng nd 2.1
12025 1090 1088 Terpinoleno ab 13  nd 2012 10
12445 1098 1098  Linalool ab 06 0209 0303 10
13,402 1125 1121 C‘sz'f: n’“;"" ab 05 ‘nd nd nd
14173 1145 1144 B-Terpineol ab 0,3 nq 0,1-nd nq
15880 1185 1177 Tempindol ab 7.6  Zpo 2736 63

16448 1198 1189 a-Terpineol abc 0,8 ng 0,2-04 1,4

20,846 1289 1285 Safrol a,b,d 2,8 0,1-3,2 2,133 3,3

23645 1355 1351 a-Cubebeno ab 0,2 nq nd ng
Acetato de

23,727 1357 1354 Slaneiita ab 0,2 nq nd nq

23,921 1362 1356 Eugenol ab.c 0,5 0,2-0,7 nd 03
Acetato de

24904 1385 1383 geranila ab,.c 06 nq 0,6-0,8 nd

25132 1390 1390 B-Cubebeno ab 0,3 nd nd nq

26,025 1410 1401 Metileugenol abc 26 0,1-1,2 69150 0,3

AT AL 0,5- 12,1-

31,092 1522 1520 Miristicina abd 10,9 13.5 271 14,0
Acetato de

31,250 1525 1524 vaniine ab 0,2 nd nd nd

32,481 1556 1554 Elemicina a,b,d 1,0 0,346 7,2-155 ng
a - Indice de retencéo de Kovats. b - Comparagao com biblioteca Willey 229. ¢ -
Comparagao com padroes adquiridos da Aldrich. d - Ressonancia magnética
nuclear. nd - ndo detectado. nq - ndo quantificado.
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Apesar dos elevados teores, os compostos sabineno, a-pineno, B-pineno e
limoneno n&o foram detectados nas fragées obtidas por cromatografia em camada
delgada, tendo sido possivelmente perdidos por volatilizag&o ainda no 6leo, pois 0
6leo essencial extraido (em janeiro de 2004) foi armazenado em dois frascos
iguais de cor ambar em freezer. Um dos frascos foi mantido intacto, sendo o outro
utilizado para fazer os ensaios e o fracionamento por cromatografia. Com isso, o
segundo frasco foi aberto e permaneceu a temperatura ambiente inimeras vezes
em que foi retirado do freezer. O fato € que, ao analisar o 6leo dos dois frascos
apos 18 meses de armazenamento (em agosto de 2005), observou-se que no dleo
usado nos ensaios “poison food” e fracionamento por cromatografia (representado
no cromatograma da figura 28 capitulo 1), a presenca dos compostos com
menores tempos de retengdes é insignificante se comparada com os mesmos
compostos no 6leo essencial que néo teve sua embalagem violada (representado
no cromatograma 1 da figura 17, capitulo 2). A hipétese de volatilizacédo esta de
acordo com os dados de Sanford e Heinz, 1971 (tabela 3), que também
registraram decomposicao desses compostos na noz-moscada em fungdo do
armazenamento da mesma, sendo que o primeiro teor foi obtido no inicio do
armazenamento da noz-moscada e o segundo teor ao final do periodo de
avaliagdo. Sanford e Heinz também observaram que os teores dos compostos 1 a
16 na noz-moscada diminuem com o tempo de armazenagem, enquanto os
compostos 17 a 28 aumentam.
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3.6- Avaliagao da atividade antifungica:
3.6.1- Efeito do 6leo essencial de noz-moscada sobre os fungos:

O dleo essencial avaliado pela técnica “poison food” inibiu parcialmente o
desenvolvimento de todos os seis fungos, ou seja, todos os fungos foram
sensiveis a presencga do 6leo no meio de cultura, em todas as concentragoes (0,1;
0,3 e 0,5%) avaliadas. Observou-se um comportamento caracteristico por genéro,
sendo a ordem crescente de tolerancia: Colletotrichum, Fusarnium e Aspergillus. No
sexto dia de avaliacdo os fungos apresentaram a seguinte ordem crescente de
resisténcia, considerando a média de inibicdo das trés concentracbes: C.
gloeosporioides, C. musae, F. semitectum, F. oxysporum, A. glaucus e A. niger,
conforme mostrado na figura 18.
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Figura 18: (a), (b), (c), (d), (e) e (f) - Crescimento médio dos fungos no ensaio
“poison food” com o 6leo essencial a 0,0 (testemunha); 0,1; 0,3 e 0,5% (v/v). (g) -
Inibigdo ao crescimento radial dos fungos, avaliada no 6° dia para o 6leo essencial
de noz-moscada a 0,1; 0,3 e 0,5%. Cg = Colletotrichum gloeosporioides, Cm = C.
musae, Fs = Fusarium semitectum, Fo = F. oxysporum, Ag = Aspergillus glaucus e
An = A. niger. As médias seguidas pela mesma
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P 2 0,05). As barras (l) indicam

desvio padrdo.
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Observou-se que A. glaucus apresentou maior sensibilidade quando se
elevou a concentragao de oleo essencial no meio de cultura de 0,1 para 0,3%.
Todos os fungos foram pouco afetados pela elevagéo da concentragéo de 0,3 para
0,5%, sendo que C. gloeosporioides, C. musae e A. glaucus nao apresentaram
diferenca significativa (através do teste de Tukey ao nivel de 5%) de inibicdo para
tais concentracoes.

3.6.2- Identificagdo da fracdo antifungica do 6leo essencial de noz-moscada:

Todos os seis fungos avaliados mostraram-se sensiveis a presenca das
fragdes no meio de cultura, sendo que a inibicdo ao crescimento dos mesmos
pode ser verificada na figura 19. Foi observado, no sexto dia de avaliagéo, que a
ordem decrescente de inibicdo ao crescimento micelial dos fungos F. semitectum,
F. oxysporum e C. musae pelas fragbes do dleo essencial foi: fracdo 4, fragdo 2,
fragdo 7, frag@o 5 e fracdo 8; para C. gloeosporioides: fragao 4, fragéo 2, fragéo 5,
fracdo 7 e frac@o 8; para A. niger. frag@o 7, fracdo 4, fracdo 5, fragéo 2 e fragéo 8;
para A. glaucus: fragédo 2, fragéo 5, fragéo 4, fragao 7 e fragéo 8.
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Figura 19: (a), (b), (c), (d), (e) e (f) - Crescimento médio dos fungos no ensaio
“poison food” com as frages 2, 4, 5, 7 e 8 do 6leo essencial, a 0,1% (v/v) e pela
testemunha (Te). (g) - Inibi¢cdo ao crescimento radial dos fungos, avaliada no 6°
dia para as fragées 2, 4, 5, 7 e 8 do 6leo essencial de noz-moscada a 0,1%. Cg =
Colletotrichum gloeosporioides, Cm = C. musae, Fs = Fusarium semitectum, Fo =
F. oxysporum, Ag = Aspergillus glaucus e An = A. niger. As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P 2 0,05).
As barras (l) indicam desvio padrao.
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A fragado 8 foi a menos ativa dentre as cinco fracdes testadas contra os seis
fungos dos trés géneros avaliados, apresentando acdo mais efetiva sobre C.
musae e menos sobre A. niger, onde nao apresentou diferenga significativa para a
testemunha no Ultimo tempo avaliado. A fragdo 4 revelou-se a mais ativa dentre
todas, sendo mais efetiva sobre os géneros Colletotrichum e Fusanum,,
especialmente contra a espécie F. semitectum.

Apo6s 7 dias foi impossivel mensurar o crescimento micelial devido ao fato
de as testemunhas terem alcangado o didametro maximo de crescimento (o
didmetro da placa de Petri). Entretanto, observou-se que ap6s 8 dias F.
semitectum submetido a frag@o 4 comegou a se desenvolver. As fotos na figura 20
mostram que apods 10 dias as fracdes do dleo essencial mais ativas eram as
frag0es 4 e 7, com excegédo de A. glaucus onde se observou maior inibigéo abenas
pela fragao 2.
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Figura 20: Fotos dos fungos obtidas no 10° dia de acompanhamento do ensaio
“poison food” para as cinco fragdes do Oleo essencial reveladas sob luz
ultravioleta, obtidas por cromatografia em camada delgada. Relagéo entre
desenvolvimento dos fungos e fragBes do 6leo essencial no meio de cultura a
0,1%: A. glaucus (Ag), A. niger (An), C. musae (Cm), C. gloeosporioides (Cg), F.
oxysporum (Fo) e F. semitectum (Fs). Todas as fotos seguem a seguinte
seqiiéncia de tratamento: Testemunha (Te); fragéo 8 (F8); fragédo 7 (F7); fragéo 5
(F5); fragéo 4 (F4) e fragéo 2 (F2). Sendo as placas grandes de 9 cm de didmetro
e as pequenas 6 cm.
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3.6.3- Identificacdo dos compostos antifungicos do 6leo essencial de noz-
moscada:

Apenas os componentes das fragbes do Oleo essencial de noz-moscada
acetato de bornila, acetato de diidrocarvila, safrol, miristicina, eugenol, a-terpineol,
metileugenol e acetato de geranila foram avaliados quanto ao potencial antifingico
a 0,1% de concentragdo. Os resultados obtidos encontram-se nas figuras 21 a 23.

Todos compostos avaliados inibiram o crescimento dos seis fungos.
Contudo, eugenol foi o que apresentou maior potencial fungicida inibindo 100% o
crescimento de todos os fungos avaliados, sendo por isso considerado o melhor
antifungico, seguido por a-terpineol que inibiu 100% A. glaucus, A. niger, C. musae
e F. semitectum. Além desses, metileugenol e miristicina apresentam-se bons
fungicidas, sendo que o primeiro inibiu 100% o crescimento de C. musae e A.
glaucus, e a miristicina apresentou inibicdo média entre 73 e 88% para todos os
fungos, com excecao de A. glaucus (27%). Safrol foi o composto menos eficiente
no combate aos seis fungos, apresentando crescimento médio na Ultima avaliagéo
para A. glaucus e A. niger superior ao da testemunha. Acetato de bomnila
apresentou a menor inibicao para A. glaucus (3%) e A. niger (4%), entretanto para
C. gloeosporioides suprimiu em 76% seu crescimento. Os acetatos de geranila e
diidrocarvila ndo seguiram um padrdo de potencial de inibicdo, sendo que seus
valores variaram muito para os diversos fungos. O menor potencial de acetato de
geranila foi contra A. niger (7%) e o maior contra C. gloeosporioides (87%). No
caso do acetato de diidrocarvila, o0 menor potencial foi contra A. niger (7%) e o
maior contra C. gloeospornoides (85%).
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Figura 21: (a), (b), (c), (d), (e) e (f) - Crescimento médio dos fungos no ensaio
“poison food” com os compostos a 0,1% e pela testemunha (Te). (g) - Inibigdo ao
crescimento radial dos fungos, avaliada no 5° dia para os compostos: acetato de
bornila (AB), acetato de diidrocarvila (AD), eugenol (E), acetato de geranila (AG),
metileugenol (ME), miristicina (M), safrol (S) e a-terpineol (T), a 0,1%. Cg =
Colletotrichum gloeosporioides, Cm = C. musae, Fs = Fusarium semitectum, Fo = F.
oxysporum, Ag = Aspergillus glaucus e An = A. niger. As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P 2 0,05). As
barras (I) indicam desvio padrao.
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Figura 22: Fotos obtidas no 5° (esquerda) e no 11° dia (direita) de
acompanhamento do ensaio “poison food” de cada fungo. Relagdo entre
desenvolvimento dos fungos: (Ag) Aspergillus glaucus, (An) Aspergillus niger,
(Cm) Colletotrichum musae, e compostos identificados nas fragdes de dleo
essencial a 0,1%. Sendo as placas grandes de 9 cm de didmetro e as pequenas 6
cm. A placa central é a testemunha, E = eugenol, M = miristicina, AD = acetato de
diidrocarvila, ME = metileugenol, T = a-terpineol, S = safrol, AB = acetato de
bornila e AG = acetato de geranila.




Figura 23: Fotos obtidas no 5° (esquerda) e no 11° dia (direita) de
acompanhamento do ensaio “poison food” de cada fungo. Relagdo entre
desenvolvimento dos fungos: (Cg) Colletotrichum gloeosporioides, (Fo) Fusarium
oxysporum e (Fs) F. semitectum, e compostos identificados nas fragbes de 6leo
essencial a 0,1%. Sendo as placas grandes de 9 cm de didmetro e as pequenas 6
cm. A placa central é a testemunha, E = eugenol, M = miristicina, AD = acetato de
diidrocarvila, ME = metileugenol, T = a-terpineol, S = safrol, AB = acetato de
bornila e AG = acetato de geranila.
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4- CONCLUSOES

Observou-se que o 6leo essencial de noz-moscada apresentou atividade
antifingica, com capacidade de redugdo do desenvolvimento dos fungos para as
concentragbes avaliadas (0,1; 0,3 e 0,5%). Dentre os compostos testados, o
eugenol foi aquele que apresentou maior potencial fungicida, seguido por a-
terpineol, metileugenol e miristicina, que apresentaram bons resultados. Safrol e
acetato de bomila foram os compostos menos eficientes no controle aos seis
fungos. Os acetatos de geranila e diidrocarvila ndo seguiram um padrao de
potencial de inibigdo, sendo que seus valores variaram muito para os diversos
fungos. Assim, a atividade antifungica do dleo essencial de noz-moscada foi
atribuida, principalmente, a presenga de eugenol, a-terpineol, 4-alil-1,2-dimetoxi-
benzeno (metileugenol) e miristicina. Segundo Stein et al., 2001, a miristicina e a
elemicina presentes em noz-moscada sofrem biotransformacéo em anfetaminas
ao serem ingeridas, sendo, portanto alucinégenas. Logo, apenas eugenol, a-
terpineol e metileugenol poderiam ser eficientemente explorados como fungicidas
contra os seis fungos aqui avaliados.

O isolamento de apenas um composto, a elemicina, mostrou que a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia néo foi adequada para isolamento de
compostos desse oleo essencial.

A identificacdo e quantificacdo dos compostos no oleo essencial foi
coerente com dados ja registrados em literatura, sendo satisfatérios os métodos
utilizados neste trabalho.
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Figura 3: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, com as
integrais de intensidade dos sinais e constantes de acoplamento (J), da elemicina
isolada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa da fragdo 2
obtida do 6leo essencial de noz-moscada por cromatografia em camada delgada.
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ANEXO 2
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Figura 4: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da elemicina
com a atribuigao dos sinais.
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Figura 5: Ampliagdo dos sinais dos hidrogénios H7 (5 3,27), H11 (5 3,76), H10 e
H12 (5 3,78), H9 (8 5,02) e HY' (5 5,05) registrados no espectro de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio da elemicina.
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ANEXO 3
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Figura 6: Ampliagdo dos sinais dos hidrogénios H8 (5 5,89), H4 e H6 (5 6,34)
registrados no espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da
elemicina.
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ANEXO 4
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Figura 7: Mapa de contorno de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, HMBC, da elemicina, com os deslocamentos e acoplamentos entre
hidrogénios e carbonos.
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ANEXO 5
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Figura 8: Ampliagao do mapa de contorno de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono, HMBC, da elemicina, com os deslocamentos e
acoplamentos entre hidrogénios e carbonos.
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ANEXO 6

]
J

o2

.78
568
5,89
6.3

O,

133.0

133.5

134.0

. L KO T T 7

134.5

|'|11]1

6" PET

]
135.0

F1 (pp)

€E"SET

U ] L] I T T ¥
136.5

136.0

E"9ET

136.5

137.0

137.5

Il]l]ll[lTTl![l]‘l][‘

(¥ ]

A g
a & = N (. -

w0

3

Figura 9: Ampliacdo parcial de sinais do mapa de contorno de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono, HMBC, da elemicina, com os
deslocamentos e acoplamentos entre hidrogénios e carbonos.
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ANEXO 7
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Figura 10: Mapa de contorno de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, HMQC, da elemicina, com os deslocamentos e acoplamentos entre

hidrogénios e carbonos.

86



ANEXO 8
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Figura 11: Ampliagdo parcial do mapa de contorno de ressonancia magnética

nuclear de hidrogénio e carbono, HMQC, da elemicina, com os deslocamentos e
acoplamentos entre hidrogénios e carbonos.
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CONCLUSOES GERAIS

Foram detectados atividade antifingica e redug@o do crescimento contra A.
flavus, A. glaucus, A. niger, A. ochraceus, C. musae, C. gloeosporoides, F.
semitectum e F. oxysporum em Oleo essencial de noz-moscada a concentragoes
de 0.1, 0,3 e 0,5%. O isolamento dos compostos com tal atividade foi feito por
processos diferentes para dois grupos de fungos, sendo utilizada a técnica “TLC
bioautography” apenas para A. ochraceus e A. flavus, onde foi identificada uma
fracdo do 6leo essencial de noz-moscada com atividade antifingica e dela foi
isolada miristicina com tal atividade. Miristicina correspondeu a 26,6% do odleo
avaliado.

Varias tentativas de aplicar a técnica “TLC bioautography” aos demais
fungos foram feitas, contudo n&o se observou crescimento desses fungos em
nenhuma regido das placas submetidas a esse método. Esses fungos foram
avaliados pela técnica “poison food” contra cinco fragdes de compostos, obtidas
através cromatografia em camada delgada, sendo que todas cinco fracdes
apresentaram atividade antifangica. Isso justifica as tentativas frustradas de
utilizacdo da técnica “TLC bioautografia’, pois esses fungos nao se desenvolviam
em nenhuma regido da placa devido a esse potencial antifingico apresentado
pelas fragoes.

Os componentes principais das fragdes foram avaliados, resultando num
maior potencial antifingico de eugenol, pois esse inibiu 100% o desenvolvimento
dos seis fungos. Também apresentaram bons resultados a-terpineol, metileugenol
e miristicina. Safrol e acetato de bornila foram os compostos menos eficientes. Os
acetatos de geranila e diidrocarvila ndo seguiram um padrdo de potencial de
inibigdo, sendo que seus valores de inibicao ao crescimento dos fungos variaram
muito de um fungo para outro. Assim a atividade antifingica do 6leo essencial de
noz-moscada contra A. glaucus, A. niger, C. musae, C. gloeosporoides, F.
semitectum e F. oxysporum foi atribuida, principalmente, a presenca de eugenol,
a-terpineol, metileugenol e miristicina no 6leo. Apenas miristicina apresenta uma
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quantidade relativamente elevada no 6leo, entretanto ndo € ela o maior fungitoxico
da noz-moscada.

Foram identificados 28 compostos no 6leo essencial de noz-moscada.
Contudo, apenas trés compostos, sendo eles miristicina, safrol e elemicina, foram
isolados desse odleo por cromatografia em camada delgada seguida de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase normal e reversa. Essa dificuldade
de isolamento dos componentes de 6leo essencial por métodos cromatograficos
se deve ao fato desses compostos serem quimicamente semelhantes. A exemplo,
os compostos isolados neste trabalho s&0 constituidos, basicamente, por um anel
aromatico e uma ramificagdo insaturada com trés carbonos. Com isso, pode-se
dizer que a metodologia utilizada para isolar os componentes do oleo essencial de
noz-moscada ndo foi adequada. Entretanto, a metodologia utilizada na
identificacdo e quantificagdo dos compostos foi eficiente, uma vez que 0s
resultados obtidos apresentaram-se proximos aqueles ja registrados em literatura.

Também foi observado que o dleo essencial de noz-moscada armazenado
perde parte de seus componentes, possivelmente por volatilizagéo, sendo que
isso pode resultar numa pequena redug@o da atividade antifiingica do mesmo.
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