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LISTA DE ABREVIATURAS

DCM diclorometano

OE 6leo essencial

EM espectrometro de massas

DIC detector por ionizagdo em chama

CG-EM cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
CG-DIC cromatografia gasosa com detector por ionizacdo em chama
MSI monitoramento seletivo de ions

CCD cromatografia em camada delgada

FA fracdo ativa

Ry fator de retengio

Ws largura da banda

IK indice de retengao de Kovats

AF Aspergillus flavus

AG Aspergillus glaucus

AN Aspergillus niger

AO Aspergillus ochraceous

CG Colletotrichum gloeosporioides

CM Colletotrichum musae

FO Fusarium oxysporum

FS Fusarium semitectum

BDA batata, dextrose, agar
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RESUMO

FREIRE, Marcelo Moreira, MS., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de 2006.
Composicio e atividade antiftingica do 6leo essencial de horteld-pimenta (Mentha
piperita L.). Orientador: Gulab Newandram Jham. Conselheiros: Onkar Dev Dhingra ¢

Elson Santiago de Alvarenga.

O oleo essencial (OE) de hortela-pimenta (Mentha piperita L.), obtido por
hidrodestilagdo de folhas secas, foi avaliado, in vitro, através do ensaio “poison food” (0,1;
0,2 ¢ 0,3%) e apresentou atividade antifungica contra Aspergillus flavus, A. ochraceous, A.
niger, A. glaucus, Fusarium oxysporum, F. semitectum, Colletotrichum musae e C.
gloeosporioides. O OE, fracionado por cromatografia em camada delgada (CCD)
preparativa (silica-gel), utilizando como eluente diclorometano:hexano (2:1, v/v),
apresentou 7 fragdes (cinco visiveis sob luz ultravioleta e duas outras quando reveladas
com vanilina sulfurica). Sua fra¢do antifungica (FA) foi identificada por CCD-
bioautografia. A FA, com fator de retengao (Ry) igual a 0,47 e largura da banda (Wy,) de 8,0
cm, foi fracionada em trés subfragdes ativas e avaliadas através do ensaio “poison food” a
0,1% e 0,2%. Os componentes do oleo essencial bruto e das subfragdes ativas foram
identificados por cromatografia gasosa, usando o indice de Kovats (IK) em conjunto com a
espectrometria de massas, sendo identificados um total de 57 compostos. A subfracdo ativa
1, cujo composto principal ¢ o mentol, se mostrou como a mais eficaz para a maioria dos
fungos avaliados, seguida da subfragdo ativa 3, cujo composto principal € a carvona. Diante
da atividade antifungica obtida pelo OE in vitro, avaliou-se seu potencial antifingico, in
Vivo, em ragdo para suinos a base de milho. Ragdes, em trés umidades diferentes (13, 15 e
18%), foram tratadas com oleo essencial a 0,2% e armazenadas por 30, 60 e 90 dias. O
nivel de contaminagdo fingica foi avaliado através da quantificacdo de ergosterol por CG-
EM através do Monitoramento Seletivo de fons (MSI) As concentragdes de ergosterol, nas
amostras quantificadas, ficaram entre 0,01 a 11,44 pg/g de ragdo. O melhor controle

fungico (95,8%, a umidade de 13%) foi obtido no primeiro més de armazenamento seguido
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de 91,0%, a umidade 15%, no segundo més. O OE, armazenado a 4°C e a 25°C, teve sua
estabilidade avaliada através de cromatografia gasosa, por comparagdo entre as razdes de
areas dos picos dos seus principais componentes (1,8-cineol, mentona, neomentol, mentol,
carvona, acetato de mentila, trans-cariofileno e viridiflorol) ¢ de um padrdo interno
(nonano). "A temperatura ambiente, 0 componente que apresentou maior variagdo entre a
sua quantidade inicial e apds o tempo de armazenamento foi o trans-cariofileno. Mentona e
1,8-cineol foram os que mais degradaram quando estocados a 4°C. Como esperado, os
principais componentes do 6leo essencial, como um todo, mostraram-se bem mais estaveis

a temperatura mais baixa (4°C).

Palavras-chave: Oleo essencial, Mentha piperita L., composi¢do quimica, atividade

antifingica
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ABSTRACT

FREIRE, Marcelo Moreira, MS., Universidade Federal de Vicosa, February 2006.
Composition and antifungal activity of pepper mint (Mentha piperita L.) essential
oil. Adviser: Gulab Newandram Jham. Committee Members: Onkar Dev Dhingra and

Elson Santiago de Alvarenga.

Pepper mint (Mentha piperita L.) essential oil (EO), obtained by hydro distillation
of dry leaves, was evaluated in vitro through a poison food assay (0.1; 0.2 and 0.3%)
presented antifungal activity against Aspergillus flavus, A. ochraceous, A. niger, A.
glaucus, Fusarium oxysporum, F. semitectum, Colletotrichum musae and C.
gloeosporioides. The EO was fractioned by preparative silica gel thin layer chromatography
(TLC), using hexane dichloromethane (2:1, v/v) as solvent, presenting 7 fractions (five
being visible under ultraviolet light and two when revealed with vanillin-sulfuric acid). Its
antifungal fraction (AF) was identified by TLC —bioautography. AF activity, with R¢ value
of 0.47 and band width (W) of 8.0 cm, was fractioned into active three sub-fractions,
evaluated through poison food assay at 0.1% and 0.2%. The components of the crude OE
and of the active sub-fractions were identified by gas chromatography using the Kovats
index (KI), along with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), with a total of 57
compounds being identified. Active sub-fraction 1, whose main compound was menthol,
was found to be more efficient for most of the fungi evaluated, followed by active sub-
fraction 3, whose main compound was carvone. In view of the antifungal activity obtained
by the EO in vitro, its antifungal potential, in vivo was evaluated in corn-based swine
ration. Rations were treated with essential oil at 0.2% under three humidity conditions (13,
15 and 18%) and stored for 30, 60 and 90 days. The level of fungal contamination was
evaluated through ergosterol quantified by GC-MS and selective ion monitoring (SIM).
The concentrations of ergosterol in the samples quantified ranged from 0.01 to 11.44 pg/g
of ration. The best fungal control (95.8%, at 13% humidity) was obtained in the first month

of storage followed by 91.0%, at 15% humidity in the second month. EO stability was
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assessed through gas chromatography, stored at 4°C and 25°C, by comparing the ratios of
the peak areas of its main components (1.8-cineole, menthone, neomenthol, menthol,
carvone, menthyl acetate, trans-caryophyllene, and viridiflorol) and internal standard
(nonane). At room temperature, trans-caryophyllene showed the highest variation between
its initial amount and after storage. Menthone and 1,8-cineole degraded the most when
stored at 4°C. As expected, the main components of the essential oil, as a whole, were more

stable at lower temperatures (4°C).

Keywords: Essential oil, Mentha piperita L., chemical composition, antifungal activity.
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INTRODUCAO GERAL

Os fungos sdao um dos principais agentes decompositores de matéria organica na
natureza. Eles tém a capacidade de se desenvolver em diversos substratos, causando
prejuizos econdmicos volumosos. Produtos agricolas, como graos, sementes e frutas sdo
severamente afetados por fungos, que podem comecar a deteriorad-los no campo durante a
maturagdo e continuar nos processos de colheita, de secagem, de transporte e de
armazenamento (1). Alguns fungos sdo capazes de produzir substancias toxicas elaboradas,
as micotoxinas, que podem causar intoxicagdes severas com efeitos cancerigenos ao

homem e animais quando na ingestdo de alimentos e ragdes contaminados (2).

Os fungos sdo classificados em fungos do campo e fungos do armazenamento. Os
do campo contaminam os graos durante a pré-colheita por estes requererem ambientes com
umidade relativa superior a 90%. Os fungos dos géneros: Alternaria, Cladosporium,
Fusarium e Helminthosporium sdo os mais comuns. Por outro lado, os fungos do
armazenamento demandam menor quantidade de agua e proliferam em maior intensidade
na massa de graos no periodo pos-colheita. Os fungos de armazenamento mais comuns sao:
Aspergillus repens, A. amstetodami, A. ruber, A. restrictus, A. glaucus, A. halophilicus, A.
candidus, A. ochraceous, A. flavus, A. parasiticus e algumas espécies do género
Penicillium (3). Os fungos de armazenamento Aspergillus, Penicillium, Rhizopus ¢ Mucor
sdo encontrados em grande numero em armazéns, moinhos, silos, moegas, elevadores,
equipamentos e lugares onde sdo armazenados, manuseados e processados produtos

agricolas (4).

O Fusarium oxysporum é o agente causal da doenga vascular que causa murcha em

plantas (5).

Colletotrichum é um dos géneros de fungos patogénicos de plantas mais importante

em todo o mundo, especialmente em regides tropicais e sub tropicais. O fungo causa



doengas que levam a perdas economicas significativas (6). Dentre essas doengas, podemos
destacar a antracnose em mamao causada pelo Colletotrichum gloeosporioides e a
antracnose e podridao-do-colo em banana causada pelo C. musae (7). No caso do mamao, o
fungo causa uma lesdo circular, deprimida, com margem marrom-clara, produzindo, na
porcdo central, massas de esporos de cor laranja ou rosada. Com o progresso da doenca, as
lesdes podem coalescer e causar o apodrecimento do fruto (8), causando perdas
significativas a mercadistas e consumidores (9). Além disso, as lesdes provocadas por C.
gloeosporioides servem como porta de entrada para patdogenos secundarios e, com isso,
agravam o quadro sintomatologico da doenga (10). No caso da banana ha formacao de.
Assim como no mamao, antracnose em banana leva a formacdo de lesdes escuras e
deprimidas que, com o progresso da doenca, aumentam de tamanho e podem coalescer. Os
sintomas em banana se manifestam sob duas formas distintas, conforme o modo de
infecgdo: a antracnose da fruta madura tende a formar lesGes circulares; a antracnose de
ferimento de fruto verde causada pelo manuseio durante o transporte, forma lesdes
alongadas no sentido longitudinal do fruto. Os sintomas oriundos do ataque do patdégeno a
fruta imatura no campo (infecgdo latente), geralmente passam despercebidos neste estado
de desenvolvimento da planta. Geralmente a polpa nao ¢é afetada, exceto a altas

temperaturas ou quando o fruto torna-se muito maduro (11).

O uso de fungicidas sintéticos ¢ um dos principais métodos de controle de doencas
de plantas, porém, o uso continuo pode promover a selecio de fungos fitopatogénicos

resistentes, ndo controlados pelo fungicida anteriormente eficaz (12).

Devido a crescente pressdao de 6rgaos ndo governamentais de carater ecologistico e
de algumas instituigdes governamentais, especialmente nos paises desenvolvidos, para
evitar o uso de fungicidas sintéticos, o conseqiiente aumento de espécies de patdogenos
resistentes e o efeito cancerigeno potencial de alguns desses produtos (13, 14), tem se
desenvolvido um renovado interesse por compostos antimicrobianos naturais,
particularmente aqueles derivados de plantas (15). A literatura tem registrado a eficiéncia
de extratos obtidos de uma enorme gama de espécies botanicas em promover a inibi¢do do
desenvolvimento de varios fitopatogenos de natureza fingica (16, 17, 18). Os oleos

essenciais, por exemplo, s3o conhecidos por conter um coquetel natural de monoterpenos,



diterpenos e hidrocarbonetos, com uma variedade de grupos funcionais que levam a uma

atividade antifungica e antimicrobiana (19).

A hortela-pimenta ¢ planta de clima temperado; originaria provavelmente §

da Inglaterra. A planta ¢ uma erva vivaz ou perene, de ramos eretos e

estolhos rastejantes, ou rizomas subterraneos. O fuste ¢ quadrangular, verde ou vermelho
escuro a purpureo, com altura de 40 a 80 cm, as vezes, mais de um metro, ramificado, com
folhas opostas pecioladas ovais, glabras, de margem serrilhada, de cor verde escura na face
superior, palida na inferior (21). A hortela-pimenta, ¢ uma rica fonte de mentol,
apresentando varias aplicagdes industriais, como em produtos de higiene bucal,
flavorizantes, aromatizantes de alimentos e bebidas, em perfumaria, confeitarias e produtos
farmacéuticos (22, 23).Um hectare de M. piperita pode render mais de 10 toneladas de
matéria fresca e até o dobro disso, com rendimento de esséncia de 3 a 5 g/kg de matéria
fresca. “Ha cultivos importantes de M. piperita na Franca, Italia, Alemanha, Russia, Africa
Oriental, Estados Unidos e Argentina. No Brasil ndo se tém noticias de cultivos comerciais,
mas ele deve com certeza existir em alguma regido do sul do pais, de clima mais fresco pela

latitude ou altitude, tratando-se de planta tdo conhecida e de tao alto valor” (21).

Extratos originarios de M. piperita tém evidenciado propriedades antifingicas,
demonstrando controle para patégenos de plantas (24, 25). Seu 6leo, essencial, considerado
ndo toxico a humanos (26), apresenta, além das propriedades antifungicas (27-29),
propriedade antiviral (30), antibacteriana (31), nematicida (32) larvicida e repelente de

mosquitos (33).

A composicao quimica do 6leo essencial dessa planta tem sido relatada por alguns
trabalhos. O mentol, neomentol, acetato de mentila, mentona e linalol sdo os
monoterpendides mais abundantes no 6leo essencial de M. piperita (34), sendo o mentol ¢ a
mentona os principais constituintes (35, 36). Segundo Zambonelli (35), o mentol representa

47,18% da constituicdo do 6leo, seguido pela mentona 23,65%.



Estudos mais elaborados da atividade antifiingica do 6leo essencial de M. piperita
aliado a identificacdo de compostos presentes sdo escassos na literatura. Além disso o
estudo do potencial antifingico do 6leo essencial em ra¢do armazenada nao foi investigado.

Sendo assim, a M. piperita é uma espécie que ainda tem muito a ser explorada.

Diante disso, os objetivos desse trabalho foram:

1. Avaliar a acdo antifingica, in vitro, do 6leo essencial da espécie M. piperita contra
Aspergillus flavus, A. ochraceous, A. niger, A. glaucus, Fusarium oxysporum, F.
semitectum, Colletotrichum musae e C. gloeosporioides;

2. Determinar a fra¢do antifiingica do 6leo essencial;

3. Identificar os componentes do Oleo essencial e os componentes da fracdo que
apresentou atividade antifingica.

4. Avaliar a atividade, in vivo, do 6leo essencial em ragdo de porco a base de milho.

5. Avaliar a estabilidade do oleo essencial ao armazenamento em diferentes

temperaturas.



ARTIGO I

Composicio e atividade antifiingica do éleo essencial de hortela-pimenta (Mentha

piperita L.)

Marcelo M. Freire*, Gulab N. Jham,
Laboratorio de Produtos Naturais, Departamento de Quimica, Universidade Federal de
Vicosa, 36570, Vigosa, MG, Brasil

Onkar D. Dhingra
Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Vigosa, 36570, Vigosa, MG,
Brasil

Resumo

O oleo essencial (OE) de hortela-pimenta (Mentha piperita L.), obtido por
hidrodestilagdo de folhas secas, foi avaliado, in vitro, através do ensaio “poison food” (0,1;
0,2 e 0,3%) e apresentou atividade antifingica contra Aspergillus flavus, A. ochraceous, A.
niger, A. glaucus, Fusarium oxysporum, F. semitectum, Colletotrichum musae e C.
gloeosporioides. Dependendo do fungo, a atividade inibitoria variou de 17,4% a 85,4% na
concentracdo de 0,1%, apresentando diferenga significativa para a maioria dos fungos
quando essa concentragdo foi aumentada para 0,2%. O OE, fracionado por cromatografia
em camada delgada (CCD) preparativa (silica-gel), utilizando como eluente
diclorometano:hexano (2:1, v/v), apresentou 7 fragdes (cinco visiveis sob luz ultravioleta e
duas outras quando reveladas com vanilina sulfurica). Sua fragdo antifingica (FA) foi
identificada por CCD-bioautografia. A FA, com fator de retencao (R¢) igual a 0,47 e largura
da banda (Wy) de 8,0 cm, foi fracionada em trés subfragdes ativas e avaliadas através do
ensaio “poison food” a 0,1% e 0,2%. Os componentes do oleo essencial bruto e das
subfragdes ativas foram identificados por cromatografia gasosa usando o indice de Kovats
(IK) em conjunto com a espectrometria de massas, sendo identificados um total de 57
compostos. A subfragdo ativa 1, cujo composto principal ¢ o mentol, se mostrou como a
mais eficaz para a maioria dos fungos avaliados, seguida da subfragdo ativa 3, cujo

composto principal é a carvona.

Palavras- chave: Mentha piperita L., 6leo essencial, composi¢do quimica, fungos.



Abstract

Composition and antifungal activity of pepper mint (Mentha piperita L.) essential oil.

Pepper mint (Mentha piperita L.) essential oil (EO), obtained by hydro distillation of
dry leaves, was evaluated in vitro through a poison food assay (0.1; 0.2 and 0.3%)
presented antifungal activity against Aspergillus flavus, A. ochraceous, A. niger, A.
glaucus, Fusarium oxysporum, F. semitectum, Colletotrichum musae and C.
gloeosporioides. Depending upon the fungi, the activity inhibitory varied from 17.4 to
85.4%, at concentration of 0.1%. The EO was fractioned by preparative silica gel thin layer
chromatography (TLC), using hexane dichloromethane (2:1, v/v) as solvent, presenting 7
fractions (five being visible under ultraviolet light and two when revealed with vanillin-
sulfuric acid). Its antifungal fraction (AF) was identified by TLC —bioautography. AF
activity, with R¢ value of 0.47 and band width (Wy) of 8.0 cm, was fractioned into active
three sub-fractions, evaluated through poison food assay at 0.1% and 0.2%. The
components of the crude OE and of the active sub-fractions were identified by gas
chromatography using the Kovats index (KI), along with gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), with a total of 57 compounds being identified. Active sub-fraction
1, whose main compound was menthol, was found to be more efficient for most of the

fungi evaluated, followed by active sub-fraction 3, whose main compound was carvone.

Keywords: Mentha piperita L., essential oil, chemical composition, fungi.



1- Introducao

Certos fungos, causadores de danos e deterioracdo de produtos agricolas, sdao
responsaveis por consideraveis perdas para as culturas de importancia econdmica. Alguns
sdo capazes de produzir substancias toxicas denominadas micotoxinas, que sdo altamente
nocivas a saude do Homem (2). As micotoxinas mais largamente encontradas em
alimentos, com possivel dano ao consumidor, sdo: aflatoxinas, esterigmatocistina,
ocratoxina, zearalenona, tricotecenos, fumonisinas, patulina, rubratoxinas, esporodesminas,
acido ciclopiazonico e micotoxinas tremorgénicas. O principal grupo de fungos, de
conhecida capacidade para produzir micotoxinas, inclui espécies de Aspergillus,

Penicillium e Fusarium. (1)

Parte significativa da produgdo de frutiferas é perdida devido a doengas fungicas
pos-colheita, dentre elas podemos destacar a antracnose em mamao causada pelo
Colletotrichum gloeosporioides e a antracnose e podriddo-do-colo em banana causada pelo

C. musae (7).

Para se evitarem os danos causados pela invasdo fingica e o uso intensivo de
fungicidas quimicos sintéticos, o uso de produtos naturais se constitui em uma alternativa
viavel e desejavel em relacao ao tratamento quimico tradicional, principalmente em fungao

de ndo deixarem residuos téxicos ao Homem e nos alimentos tratados (37).

Os o6leos essenciais sdo conhecidos por conterem um coquetel natural de
monoterpenos, diterpenos e hidrocarbonetos, com uma variedade de grupos funcionais que

levam a uma atividade antifingica e antimicrobiana (19).

A Mentha piperita L., espécie pertencente a familia Labiatae, é planta de clima
temperado, originaria provavelmente da Inglaterra. E uma erva vivaz ou perene, de folhas
opostas pecioladas ovais, glabras, de margem serrilhada, de cor verde escura na face
superior, palida na inferior e com altura de 40 a 80 cm, as vezes, mais de um metro (21). O
mentol, principal componente do 6leo essencial de M. piperita, apresenta varias aplicagdes
industriais, como em produtos de higiene bucal, flavorizantes, aromatizantes de alimentos e
bebidas, em perfumaria, confeitarias e produtos farmacéuticos (22, 23). O 6leo essencial de

M. piperita apresenta propriedade antifungica (27-29), antiviral (30), antibacteriana (31),



nematicida (32), larvicida e repelente de mosquitos e ¢ considerado nao téxico a humanos

(26).

Devido a escassez de trabalhos que relatem a atividade antifungica do 6leo essencial
de M. piperita, aliada a sua caracterizagdo quimica, um estudo mais elaborado a fim de
caracterizar os componentes com potencial antifingico no dleo essencial de M. piperita se

faz necessario.

Esse trabalho tem como objetivos avaliar a atividade antifingica do 6leo essencial
de M. piperita contra os fungos: Aspergillus flavus, A. ochraceous, A. niger, A. glaucus,
Fusarium oxysporum, F. semitectum, Colletotrichum musae e C. gloeosporioides,

identificar seus componentes € 0s compostos responsaveis por essa atividade.



2- Materiais e métodos

2.1. Materiais e reagentes:

As folhas de M. piperita (16 kg), lote MENI09/02, de origem polonesa, foram
adquiridas da Santos Flora Comércio de Ervas Ltda Sao Paulo-SP-Brasil em margo de
2005. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, sendo os solventes
destilados antes de sua utilizagdo. Foram utilizadas placas de Petri descartaveis (60 x 15
cm e 90 x 15 cm) adquiridas da J. Prolab. A silica-gel utilizada foi adquirida da
MERCK.

2.2 - Extracao do oleo essencial:

O oleo essencial foi obtido por hidrodestilacio de 200 g de folhas, secas a
sombra, de M. piperita, sendo que cada 1 L de hidrolato foi extraido por 2 vezes com
100 mL de diclorometano. A fase orgénica, seca com sulfato de magnésio anidro, foi
filtrada e seu solvente evaporado em evaporador rotatério a temperatura de 35°C. A
amostra obtida foi armazenada em frascos de vidro selados e guardada em geladeira a

7°C.

2.3- Aquisic¢ao dos fungos:

Utilizaram-se graos e frutas contaminados por fungos: A. flavus, A. ochraceous,
A. niger, A. glaucus, F. oxysporum, F. semitectum, C. musae ¢ C. gloeosporioides. O
papel de germinagdo foi embebido em dgua autoclavada e colocado no fundo de uma
placa gerbox. Graos e fragmentos de frutas foram suavemente lavados com agua e
colocados em uma placa de Petri contendo alcool etilico 50%, por um minuto, sob uma
camara de fluxo. A seguir, transferiram-se os mesmos para uma segunda placa contendo
agua sanitaria 2%, por um minuto, sendo finalmente imersos em 4gua destilada por mais
um minuto, transferidos para a placa gerbox e deixadas em incubadora, a 25°C, por 7
dias. Apos esse periodo fez-se a identificacdo dos fungos e coleta de esporos, sendo
estes transferidos para novas placas contendo meio de cultura BDA (batata, dextrose,

agar) e antibidtico a fim de se multiplicarem por um periodo de 7 dias.



2.4- Avaliagao fitopatologica:

2.4.1- Potencial antifingico do 6leo essencial:

O potencial antifiingico do 6leo essencial foi avaliado contra os fungos A. flavus,
A. ochraceous, A. niger, A. glaucus, F. oxysporum, F. semitectum, C. musae ¢ C.
gloeosporioides. O método utilizado baseou-se na técnica “poison food” descrita por
Dhingra e Sinclair (38) e Sridhar et al. (19). Preparou-se o meio de cultura, BDA,
cozendo-se 200 g de batata inglesa em 1 L de agua, filtrando-se e recolhendo-se o
filtrado, ao qual foram adicionados 20 g de dextrose e 20 g de agar. Transferiu-se o
meio assim obtido para Erlenmeyers, definindo-se o volume (100 mL) a fim de obter as
concentragdes desejadas, tampando-se com algoddo e autoclavando por 20 minutos a
120 °C. O 6leo foi emulsificado com tween 20 (0,1% v/v) e incorporado ao meio de
cultura juntamente com o antibidtico (sulfato de estreptomicina) de modo que ficasse
com concentragdes finais de 0,1; 0,2 e 0,3% (v/v). Apos a solidificacdo do meio de
cultura, adicionou-se os esporos dos fungos avaliados, ao centro de cada placa de Petri,
sob a forma de um circulo de 0,5mm de didmetro. Prepararam-se placas controle
contendo o meio de cultura, tween 20, o antibidtico e esporos do fungo, visando
observar o desenvolvimento deste em condi¢des normais. Todos os testes foram feitos
em trés repeticdes para cada concentragcdo e fungo, sendo as placas vedadas e mantidas
a temperatura de 25°C por um periodo de 7 dias. A cada 24h o crescimento micelial dos
fungos, determinado pelo didmetro da colonia, era medido. A atividade antifungica foi

expressa em termos da inibi¢ao do crescimento micelial e calculada segundo a férmula:

dc —dt
dc

X100

Onde, dc = medida do diametro da colonia do fungo controle

dt = medida do didmetro da coldnia do fungo com tratamento

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

O fracionamento do 6leo essencial foi obtido aplicando-se 200 mg do 6leo por
placa de cromatografia em camada preparativa (20 x 20 cm, com fase estacionaria de 1
mm de silica-gel 60GF;s4) utilizando-se como fase mével diclorometano e hexano (2:1

v/v).
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As fragdes foram visualizadas sob luz ultravioleta com comprimento de onda de

254 nm ou através de revelacdo com solucao de vanilina sulfurica.

2.4.3- Identificagdo e recuperagdo da fragdo antifingica do 6leo essencial

A fragdo ativa do 6leo essencial foi determinada baseando-se na técnica de
bioautografia em camada delgada descrita por Sridhar et al (19). Foram aplicadas 75 mg
de 6leo essencial em uma placa preparativa (20 x 5 cm). A placa foi desenvolvida com
diclorometano:hexano (2:1 v/v), revelada sob luz UV para identificagdo de suas fragdes
e depois coberta por uma fina camada de meio de cultura acrescido de esporos do fungo
(A. flavus) e antibiotico (sulfato de estreptomicina). Esta foi colocada em uma bandeja
esterilizada e umedecida com dgua autoclavada, coberta com filme de PVC transparente
e incubadas a 25°C por um periodo de 7 dias para o crescimento do fungo. A regido
onde o fungo ndo se desenvolveu, foi atribuida a fragdo ativa do 6leo essencial. Essa
fragdo, identificada em outras placas por comparacdo entre fator de retencdo (Ry) e
largura da banda (Wy), foi recuperada sob a forma de trés subfracdes ativas (somente
duas visiveis sob luz ultravioleta) raspando-se cada uma delas da fase estacionaria,
extraindo-se com diclorometano, sob agitacdo magnética (3h), filtrando-se a vacuo em

funil de vidro sinterizado e eliminando o solvente em evaporador rotatorio.
2.4.4- Potencial antifingico das subfragdes ativas do 6leo essencial

O potencial antifungico das subfracdes ativas do 6leo essencial foi avaliado nas
concentragdoes de 0,1 e 0,2% utilizando-se a mesma metodologia descrita para 6leo
(item 2.4.1).
2.4.5- Anédlise estatistica:

Os dados da inibigdo do crescimento micelial feito em trés repeti¢des foram
submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade, usando-se o programa SAEG - Sistema de Andlises Estatisticas

em Genética (39).
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2.5- Instrumentagao

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo a gas
(Shimadzu, CG-17A) com detector por ionizagdo em chama (DIC), auto-injetor
(Shimadzu, AOC-17); coluna de silica fundida revestida com fase estacionaria DB-5,
(30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um de espessura do filme, J & W Scientific), temperatura
inicial 60°C, isotérmico por 1 min, aumento de 3°C/min até atingir 240°C,
permanecendo isotérmico por 9 min; nitrogénio foi utilizado como gas de arraste, fluxo
de 1,33 mL/min; temperatura do injetor 220°C; temperatura do detector 240°C; modo
de injecdo Split, na razao 1:20. Utilizou-se, também, um cromatografo a gas acoplado a
um espectrometro de massas (CG-EM), (Shimadzu, QP 5000); injetor automatico
(Shimadzu, AOC-17); coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um
de espessura do filme, Supelco) revestida com fase estacionaria Equity ™-5,
temperatura inicial 60°C, isotérmico por 1 min, aumento de 3°C/min até atingir 240°C,
permanecendo isotérmico por 9 min; hélio ultrapuro foi usado como géas de arraste,
fluxo de 1 mL/min; temperatura do injetor 220°C; temperatura da interface 280°C;
modo de injecao Split 1:20; modo de ionizagdo impacto de elétrons (70 eV); faixa de

massa (m/z) 40 — 350.

2.6 - Identificacdo e quantificagdo dos compostos do 6leo essencial e subfragdes ativas:

As amostras de 6leo essencial ¢ das subfra¢des ativas de M. piperita foram
preparadas a concentracdo de 10 mg/mL em diclorometano e 1 pL foi injetado tanto no
aparelho de CG-DIC quanto no de CG-EM. Seus componentes foram identificados
através do indice de Kovats (IK), calculados por uma interpolacao relativa dos tempos
de retencdo de uma série de n-alcanos (de 7 a 26 carbonos) em comparacao com dados

da literatura (37) e com a identificacdo feita através da biblioteca do CG-EM (Wiley 7).

O indice de retengdo de Kovats expressa o nimero de atomos de carbono,
multiplicado por 100, de um alcano hipotético de cadeia normal que teria um tempo de
retencdo ajustado idéntico ao do pico de interesse quando analisado sob condigdes

idénticas.
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Utilizou-se a equagdo 1 para o calculo do indice de retengdo de Kovats (IK).

100 [(log ' X) - [(log t'x Z)]
IK= 100Z+ . ; (equacdo 1)
(logt'RZ+1)-(logt'r Z2)

Onde:
X, o composto de interesse;
t'r X, o tempo de retencdo ajustado de X;
Z, o numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retencdo
imediatamente anterior ao tempo de retengao de X;
t'r Z, 0 tempo de reten¢do ajustado de Z;
t'R Z + 1, o tempo de retengdo ajustado do hidrocarboneto com tempo de retencdo

imediatamente posterior ao tempo de retencdo de X;
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3. Resultados

O oleo essencial de M. piperita foi obtido a partir de folhas secas em rendimento de
0,6% e foram identificados e quantificados cerca de 96% do total de compostos nele
presentes (tabela 1). O cromatograma do 6leo essencial ¢ mostrado na figura 1. A fracao
ativa (figura 2), determinada por CCD-bioautografia, apresentou fator de retengdo (Ry)
igual 0,47 e largura da banda (W) de 8,0 cm. A placa de cromatografia em camada
preparativa apresentava quando revelada sob luz ultravioleta 5 fragdes e ao ser revelada
com vanilina sulfurica apresentou mais duas fragdes. A fracdo ativa que foi determinada
por CCD-bioautografia era composta por trés das sete fracdes reveladas, sendo essa
isolada sob a forma de trés subfragdes ativas cujos fatores de retengdo e largura da
banda sdo, subfracao ativa 1 (R¢= 0,43 ¢ W, = 6,5), subfragao ativa 2 (Ry= 0,60 ¢ Wy, =
0,5) e subfracdo ativa 3 (R¢=0,68 ¢ W, = 1). Foram feitas 63 placas cromatograficas,
sendo o rendimento da subfracdo ativa 1: 31,75%; da subfragdo ativa 2: 6,15% e da

subfragao ativa 3: 5,15%.

Somente as subfracdes ativas 2 e 3, do 6leo bruto, foram visiveis sob luz
ultravioleta, sendo isoladas antes da subfracdo ativa 1 que ndo era visivel sob luz
ultravioleta e foi isolada baseando-se no seu fator de retengdo e largura da banda. Na
subfracdo ativa 1, foram identificados 4 compostos: neomentol (1,52%), mentol
(94,27%), o-terpineol (2,15%), menta furanona (2,06%); na subfracdo ativa 2, 13
compostos: 1,8-cineol (1,57%), neomentol (14,15%), mentol (41,87%), terpinene-4-ol
(5,84%), isomentol (1,76%), acetato de oct-7-en-1-ol (2,32%), pulegona (2,59%),
carvona (2,28%), piperitona (6,11%), menta furanona (1,27%), spatulenol (4,5%),
viridiflorol (14,40%), torreiol (1,34%) e na subfragdo ativa 3, 10 compostos: 1,8-cineol
(5,62%), mentona (10,62%), neomentol (21,48%), pulegona (5,49%), carvona
(33,93%), benzaldeido (1,64%), timol (3,49%), eugenol (2,23%), 1,3-dimetil
adamantano (3,42%), oxido de cariofileno (12,18%). Os cromatogramas das trés

subfragodes ativas sao apresentados nas figuras 3, 4 e 5 respectivamente.

O dleo essencial de M. piperita apresentou atividade antifungica sobre os oito
fungos avaliados nas concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,3% (Figura 6). A concentracdo de
0,1% o crescimento micelial de todos os fungos foi inibido apenas parcialmente, sendo
a porcentagem de inibi¢do ao quinto dia de avaliagdo de 78,3% para o A. ochraceous,
70,8% para o A. flavus, 60,6% para o A. glaucus, 44,1% para o A. niger, 82,0% para o
C. musae, 17,4% para o C. gloeosporioides, 77,4% para o F. semitectum, 85,4% para o

F. oxysporum. A analise da variancia seguida pelo teste de médias de Tukey a 5% nao
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revelou diferenca significativa na inibicdo do crescimento micelial, nesse ensaio, para
os fungos F. oxysporum e C. musae ¢ nem entre o A. ochraceous ¢ F. semitectum. A
0,2% observou-se que nao houve inibi¢do total do crescimento micelial somente do
fungo A. glaucus, visto que, a analise de variancia seguida pelo teste de médias de
Tukey a 5% nao revelou diferenga significativa entre a inibi¢ao do crescimento micelial
do C. musae e os que foram totalmente inibidos. A 0,3% todos tiveram inibi¢do total do

crescimento micelial, exceto o A. glaucus que apresentou inibi¢ao de 92,4%.

Todos os fungos avaliados mostraram-se sensiveis a presenca das subfracdes
ativas no meio de cultura (figuras 7 e 8). No sexto dia de avaliacdo foi observado que a
subfragdo ativa 1 a 0,1% era mais ativa para os fungos A. flavus, A.glaucus, A.
ochraceous, F. oxysporum, C. musae e C. gloeosporioides, a 2 mais efetiva para o A.
niger e a 3 para F. semitectum. Na concentragdo de 0,2% a subfracdo ativa 3 passou a
ser mais efetiva que a 1 para o A. flavus e mais efetiva que a 2 para o A. glaucus e A.
ochraceous ¢ a subfrac¢do ativa 2 nessa concentra¢do passou a ser mais efetiva que a 3

para o C. gloeosporioides e C. musae quando comparado a concentragdo de 0,1%.
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4- Discussao:

A maioria dos componentes do 6leo essencial de M. piperita foram identificados
através do indice de Kovats (IK) e dados da espectrometria de massas, havendo uma
boa concordiancia com os dados da literatura (40). Alguns compostos, porém, so
puderam ser identificados através do indice de similaridade do espectro de massas do
composto com dados da biblioteca do aparelho, visto que, ndo havia dados na literatura
disponivel. O indice de Kovats calculado para alguns compostos diferiu da literatura,
mas, esta diferenca ndo foi superior a dez unidades e esta variacao pode ser justificada

pelas diferentes concentracdes de cada composto na amostra, erros cromatograficos etc.

Os componentes do 6leo essencial, aqui identificados, em sua maior parte, eram
monoterpenos, sendo que o principal deles ¢ o mentol (44,92%), seguido da mentona
(6,02%), neomentol (5,19%), carvona (4,09%) e acetato de mentila (3,29%) e em
menores quantidades outros monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos. Esse resultado
quando comparado a outros da literatura ¢ semelhante para alguns compostos. Segundo
dados da literatura a concentracdo de alguns desses compostos em 06leo essencial esta
entre 30-81,1% para o mentol, 2,9-5,9% para o neomentol, 5,8-33% para a mentona,
0,1- 5,5% para o acetato de mentila (26, 27, 33, 35) e 0,6-23,42% para a carvona (16,
30). Martins et al. (41), identificaram 40 compostos no 6leo essencial das partes aéreas
de M. piperita, porém, ndo detectaram o mentol, sendo o composto principal o acetato
de linalila (72%). Duarte et al. (16), identificaram somente 10 compostos, sendo que
dentre estes nao foi detectada a presenca de mentol, sendo o composto principal o
linalol (51%). Logo, como visto, h4 uma grande variacdo da composi¢do do Odleo
essencial dessa espécie.Essas variacdes podem ser atribuidas as diferentes origens
geograficas e idades das plantas. Em estudos realizados com extratos e 6leos de folhas
de M. piperita mostram que a quantidade dos principais terpenos dessa espécie pode
variar com a idade e local de origem da planta (42, 43). Assim, torna-se necessaria a

identificagdo e quantificagdo dos seus componentes antes de qualquer ensaio bioldgico.

As propriedades antifingicas do o6leo essencial de M. piperita tém sido
divulgadas em alguns trabalhos (25, 29, 30, 33, 44-48). Neste presente estudo, ele
apresentou atividade antifingica sobre todos os fungos avaliados, sendo esta inibigdo
aumentada com o aumento da concentracdo. Kritzinger et al. (25), relatou que esse 6leo
inibiu o crescimento dos fungos de armazenamento A. flavus, A. niger, F. oxysporum, F.
equiseti e Penicillium chrysogenume, sendo que somente o A. niger, a 0,2%, nio teve

inibi¢ao total. Belmont ¢ Carvajal (17), verificaram que o 6leo essencial da M. piperita
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mostrou total inibi¢do do A. flavus em milho. Entre os fungos do género Aspergillus, o
A. niger foi o que apresentou maior resisténcia ao 6leo essencial na concentragdo de
0,1%. Dentre os Colletotrichum, o agente causal da podridao de frutos em mamoeiro, C.
gloeosporioides, apresentou a maior resisténcia ao 6leo na concentragdo de 0,1%,
porém, foi o mais sensivel ao aumento da concentragdo de 0,1 para 0,2%. O C.
gloeosporioides foi avaliado por Ribeiro et al. (37), utilizando extratos aquoso de M.
piperita que promoveu a inibigdo do crescimento do micélio de 18,3% na concentragdo
de 0,1% e de 23,94% na concentragao de 0,2%. Zambonelli et al (34), realizaram testes
in vitro com o6leo essencial da M. piperita contra Rhizoctonia solani Kiihn, Pythium
ultimum Trow var. ultimum, F. solani e C. lindemuthianum, esse inibiu completamente
o crescimento de todos os fungos a 0,16%. Segundo Baruah et al. (16) o 6leo de M.
piperita exibiu atividade antifingica contra F. moniliforme e a atividade antifungica
dele aumenta com a concentra¢do. Neste trabalho as espécies do género Fusarium se
mostraram bastantes sensiveis ao 6leo na concentracao de 0,1%, tendo inibicao total do

crescimento micelial acima de 0,2%.

O mentol era o principal componente da fragdo 1. A atividade da subfracdo ativa
1 ¢ atribuida ao mentol e essa subfra¢do foi a que teve melhor atividade a 0,1% para
maioria dos fungos avaliados. Segundo Edris e Farrag (27), que avaliaram o efeito do
mentol e mentona contra Sclerotinia sclerotiorum (Lib.), Rhizopus stolonifer (Ehrenb.
exFr.) Vuill e Mucor sp. (Fisher), o mentol se mostrou como componente responsavel
pelas propriedades antifungicas e seu efeito era aumentado na presenga de mentona,
sendo que esta sozinha ndo apresenta essa propriedade. A subfracdo ativa 3 diferente
das outras duas, ndo apresenta mentol na sua constitui¢do, porém, apresenta como
composto principal a carvona, esta relatada por Sridhar et al.(19) como composto com
alta atividade antifingica, além disso, as subfracdes ativas 2 e 3 apresentavam o
neomentol, composto com atividade antifingica descrita por Niridy (33), que avaliou a
atividade do mentol, neomentol, acetato de mentila, mentona e linalol contra o C.
gloeosporioides, todos esses inibiram o do crescimento micelial deste fungo. Além do
composto citado para a subfragdo ativa 3, ela ainda apresenta o timol e o eugenol que
segundo Belmont e Carvajal (17), apresenta atividade contra o A. flavus, sendo o timol o
mais ativo. Isto também, foi verificado por Luna et al.(18), que comprovou que o timol
era o mais efetivo para inibicdo do crescimento micelial do F. moniliforme, ainda
segundo ele as concentragdes minimas inibitdrias para as espécies de Aspergillus, estdo
entre os valores de 0,01-0,04% para o timol, 0,0125-0,03% para o eugenol ¢ de 0,06%

para o mentol sobre o A. parasiticus Assim, as propriedades antifingicas comprovadas
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dessas 2 ultimas subfragdes ativas ndo podem ser atribuidas a um unico composto
presente em cada uma delas, mas sim ao possivel efeito aditivo ou sinergético entre

estes compostos.

Nesse presente trabalho, pode-se confirmar o potencial antifiingico in vitro do

6leo essencial de M. piperita, identificar seus compostos ¢ os da sua fragdo ativa.

Faz-se necessario ainda, um estudo da eficiéncia da aplicacdo do 6leo essencial
de M. piperita no campo contra os fungos que foram avaliados, dos efeitos toxicos ao
homem e ao ambiente, DLs, interacdes negativas, etc. para que se possa recomendar o
seu uso para agricultores em escala comercial. Além disso, a atividade bioldgica do 6leo
essencial bruto e fracionado contra outras pragas como nematdides, insetos, dentre
outras deve ser investigada, visto que, poucos trabalhos relatam essas atividades. Desta
maneira saberemos se a utilizacdo do d6leo de M. piperita ou de alguns de seus

componentes ¢ uma alternativa viavel no controle de pragas.
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ANEXOS:

Resposta do detector

Tempo/min.

Figura 1: Cromatograma tipico obtido ao analisar o 6leo essencial bruto de M. piperita
L. por cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama. Coluna de silica
fundida (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um de espessura do filme, J & W Scientific)
revestida com fase estacionaria DB-5. Programacao de temperatura: inicial 60°C (1
min), aumento de 3°C/min até atingir 240°C (9 min), fluxo do gas de arraste (N) 1,33
mL/min; temperatura do injetor 220°C; temperatura do detector 240°C; modo de injecao
Split 1:20. Amostras a 10 mg/mL em diclorometano. Os picos identificados sdo
apresentados na tabela 1.
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Tabela 1: Identificacdo dos compostos no 6leo essencial de horteld-pimenta (Mentha
piperita L.) por comparagdo entre os indice de Kovats (IK) e dados dos espectros de
massas dos compostos com dados da biblioteca do CG-EM (Wiley 7).

Percentagem relativa

N° Indice de

do  retengdo de Composto Neste Literatura”

pico  Kovats (IK)* estudo ; 5 3 - -

1 830 Furfural 0,16 - - - - -
2 854 (E)-Hex-2-enal 0,26 - - - - -

3 952 3-Metilciclohexanona 0,12 - - - - -

4 961 Benzaldeido 0,13 - - - - -

5 978 Oct-1-en-3-ol 0,58 | <0,05 - ; ; )
6 993 Octan-3-ol 0,29 - - - - 10,09
7 1033 1,8-Cineol 21 | 03 - 676 923 -
8 1043 2-Feniletanal 031 - - - - -
9 1098 Linalol 021 | 123 03 - - 51,03
10 1110 2-Feniletan-1-ol 0,24 - - - - -
12 1142 neo-allo- Ocimeno 0,19 - - - - -
14 1154 Mentona 6,02 - 11,7 2536 23,65 -
15 1165 Neomentol 5,19 - 59 030 - -
16 1173 Mentol 44,42 - 48,7 4296 47,18 -
17 1177 Terpinen-4-ol 1,39 0,05 - - - 8,0
18 1182 Isomentol 0,70 - - - - -
19 1188 a-Terpineol 06 | 1,0 - 038 - 131
21 1195 Metilchavicol 0,61 - - - - -
22 - Acetato de oct-7-en-1-ol ** 0,90 - - - - ;
23 1217 trans-Carveol 0,51 - - - - -
24 1229 cis-Carveol 0,23 - - - - -
25 1237 Pulegona 1,54 - - - 0,06 -
26 1242 Carvona 4,09 - - - - 2342
27 1252 para-Anisaldeido 0,54 - - - - -
28 1252 Piperitona 1,16 - - 0,72 - -
29 1275 Acetato de neomentila 0,41 - - - - -
30 1283 trans-Anetola 0,21 - - - - -
31 1295 Alcool perilico 0,54 - - - - -
32 1290 Timol 0,46 - - ; ] ]
33 1294 Acetato de mentila 3,29 5,5 - 3,89 0,1 -
36 1306 Acetato de isomentila 0,17 - - - - -
37 1348 4-Metoxiacetofenona 0,16 - - - - -
38 1356 Eugenol 0,31 . ) ] . .
40 1384 B-Bourboneno 065 | 01 - ; - 0,18
42 1426 a-(E)-Ionona 0,40 - - - - -
43 1418 trans-Cariofileno 2,01 2,0 - - - 2,31
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44
46
48
49
50
51
52
53
54
55
57
58
59
63
66
71
72
73
74
75
77

1443
1458
1477
1480
1485

1513
1524

1576
1581
1590
1645
1653

(Z2)-B-Farneseno
(E)- B -Farneseno
y-Muuroleno
Germacreno D
B-(E)-Ionona
1,3-Dimetiladamantano**
Menta furanona**
v-Cadineno
5-Cadineno
Diidroactinidiolida**
Spatulenol
Oxido de cariofileno
Viridiflorol
Torreiol
a-Cadinol
Dodecan-2-ona**
Acetilglicinato de metila**
Acido palmitico**
Linoleato de metila
Linolenato de metila**
trans-Fitol**

outros

0,16
0,42
0,19
0,54
0,18
0,64
1,56
0,21
0,37
0,64
1,06
1,72
2,38
0,24
0,56
0,25
0,23
1,80
0,16
0,56
0,81
3,76

<0,05
<0,05
1,1

0,1
1,2

76,2

33,4

17,72

19,78

3,22

* Adams (40).

** compostos identificados somente pela biblioteca do aparelho de CG-EM (Wiley7)
# 1- Martins et al., 2004 (41); 2- Niridy et al., 1998 (33); 3- Maffei and Mucciarelli, 2003 (20);

4- Zambonelli et al., 1996 (34); 5- Duarte et al., 2005 (16).
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FRACAO ATIVA

Figura 2: Foto do ensaio CCD-bioautografia, mostrando a fra¢ao ativa, obtida 7 dias
apos aplicagdo de meio de cultura contendo grande numero de esporos de A. flavus (AF)
sobre uma placa de cromatografia em camada delgada preparativa 20 x 5 cm [60 mg de
0leo essencial, 1 mm de silica-gel 60G Fs4 e diclorometano:hexano (2:1 v/v) como
eluente].

lj 3

| . - -

10 20 0
Tempo/min.

Resposta do detector

4

Figura 3: Cromatograma tipico da subfragdo ativa 1 (fragcdo ndo visivel sob luz
ultravioleta) obtido por cromatografia gasosa com detector por ionizacdo em chama.
Coluna de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um de espessura do filme, J] & W
Scientific) revestida com fase estacionaria DB-5. Programac¢do de temperatura: inicial
60°C (1 min), aumento de 3°C/min até atingir 240°C (9 min), fluxo do géas de arraste
(N2) 1,33 mL/min; temperatura do injetor 220°C; temperatura do detector 240°C; modo
de injecao Split 1:20. Amostras a 10 mg/mL em diclorometano. Os picos identificados
sdo: 1. neomentol, 2. mentol, 3. a-terpineol, 4. menta furanona.
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Resposta do detector
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Figura 4 Cromatograma tipico da subfragdo ativa 2 (visivel sob luz ultravioleta), obtido
por cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama. Coluna de silica
fundida (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um de espessura do filme, J & W Scientific)
revestida com fase estaciondria DB-5. Programac¢ao de temperatura: inicial 60°C (1
min), aumento de 3°C/min até atingir 240°C (9 min), fluxo do gas de arraste (Nz) 1,33
mL/min; temperatura do injetor 220°C; temperatura do detector 240°C; modo de inje¢ao
Split 1:20.0s picos identificados sdo:1. 1,8-cineol, 2. neomentol, 3. mentol, 4. terpinen-
4-0l, 5. isomentol, 6. acetato de oct-7-en-1-ol, 7. pulegona, 8. carvona, 9. piperitona, 10.
menta furanona, 11. spatulenol, 12. viridiflorol, 13. torreiol.
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Figura 5: Cromatograma tipico da subfragdo ativa 3 (visivel sob luz ultravioleta), a 10
mg/mL, obtido por cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama. Coluna
de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um de espessura do filme, J] & W
Scientific) revestida com fase estacionaria DB-5. Programacgdo de temperatura: inicial
60°C (1 min), aumento de 3°C/min até atingir 240°C (9 min), fluxo do géas de arraste
(N2) 1,33 mL/min; temperatura do injetor 220°C; temperatura do detector 240°C; modo
de injecdo Split 1:20. Os picos identificados sdo: 1. 1,8-cineol, 2. mentona, 3.
neomentol, 4. pulegona, 5. carvona, 6. para-anisaldeido, 7. timol, 8. eugenol, 9. 1,3-
dimetil adamantano, 10. 6xido de cariofileno.
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Figura 6 - Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial apresentada por A. flavus
(AF), A. glaucus (AG), A. niger (AN) A. ochraceous (AO), F. oxysporum (FO), F.
semitectum (FS), C. gloeosporioides (CG) e C. musae (CM) no quinto dia de avaliagdo
do ensaio “poison food”, submetidos ao 6leo essencial de Mentha piperita L. a 0,1; 0,2
e 0,3% no meio de cultura.

*QOs dados apresentados nas colunas, de mesma cor, seguidos por diferentes letras sdo
significativamente diferentes pelo método de andlise de Variancia de Tukey a 5%. As
barras (I) representam o desvio padrao.
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Figura 7: Inibigdo do crescimento micelial dos fungos apresentada por A. flavus (AF),
A. glaucus (AG), A. niger (AN) A. ochraceous (AO), F. oxysporum (FO), F. semitectum
(FS), C. gloeosporioides (CG) ¢ C. musae (CM) no sexto dia de avaliagdo do ensaio
“poison food”, submetidos as subfracdes ativas 1, 2 e 3 da fracdo ativa do 6leo essencial
de Mentha piperita L. a 0,1% no meio de cultura.

*QOs dados apresentados nas colunas, para o mesmo fungo, seguidos por diferentes letras
sdo significativamente diferentes pelo método de andlise de Variancia de Tukey a 5%.
As barras (I) representam o desvio padrao.
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Figura 8: Inibi¢do do crescimento micelial dos fungos apresentada por A. flavus (AF),
A. glaucus (AG), A. niger (AN) A. ochraceous (AO), F. oxysporum (FO), F. semitectum
(FS), C. gloeosporioides (CG) e C. musae (CM) no sexto dia de avaliagdo do ensaio
“poison food”, submetidos as subfracdes ativasl, 2 e 3 da fragdo ativa do 6leo essencial
de Mentha piperita L. a 0,2% no meio de cultura.

*QOs dados apresentados nas colunas, para o mesmo fungo, seguidos por diferentes letras
sao significativamente diferentes pelo método de analise de Variancia de Tukey a 5%.
As barras (I) representam o desvio padrao.
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ARTIGO II

Efeito do éleo essencial de hortela-pimenta (Mentha piperita L.) no controle flingico
em racio armazenada

Marcelo M. Freire*, Gulab N. Jham,
Laboratorio de Produtos Naturais, Departamento de Quimica, Universidade Federal de
Vicosa, 36570, Vigosa, MG, Brasil

Onkar D. Dhingra
Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Vigosa, 36570, Vigosa, MG,
Brasil

Resumo

Testes foram conduzidos para avaliar a estabilidade do 6leo essencial (OE) de
hortela-pimenta (Mentha piperita L.) a diferentes temperaturas (4°C e 25°C) e
determinar in vivo a protecao oferecida pelo OE contra os fungos de armazenamento
presentes em ragdo a base de milho para suinos. A ragdo, avaliada em trés umidades (13,
15 e 18%) e tempos (30, 60 e 90 dias) diferentes, foi tratada com 6leo essencial na
concentragdo de 0,2%. A medida do ergosterol, composto especifico das membranas de
fungos, foi utilizada para determinar o nivel de controle fungico obtido pelo 6leo
essencial. Nesse trabalho, utilizou-se a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM), operada no modo de Monitoramento Seletivo de fons (MSI) para
essa quantificagao. O melhor controle fungico, 95,8%, foi conseguido no primeiro més
de armazenamento na umidade de 13%. No Ultimo més o melhor controle fingico foi
75,3% na umidade de 13%. As concentracdes de ergosterol, nas amostras quantificadas,
ficaram entre 0,01 e 11,44 pg/g de ra¢do. O OE, teve sua estabilidade avaliada, através
de cromatografia gasosa com detector por ionizacdo em chama (CG-DIC), por
comparacdo entre as razoes de areas dos picos dos seus principais componentes (1,8-
cineol, mentona, neomentol, mentol, carvona, acetato de mentila, trans-cariofileno e
viridiflorol) e de um padrao interno (nonano). O trans-cariofileno, a temperatura
ambiente, foi o que revelou a maior diferenca entre as quantidades inicial e final nas
amostras de oOleo. Os compostos do Oleo armazenado em geladeira que mais se
degradaram foram a mentona e o 1,8-cineol. Como esperado, os principais componentes
do 6leo essencial, como um todo, mostraram-se bem mais estaveis a temperatura mais

baixa (4°C).
Palavras-chave: Oleo essencial, Mentha piperita L., ergosterol, fungos, CG-EM
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Abstract

Effect of (Mentha piperita L.) essential oil on fungal control of stored ration

Tests were performed to evaluate the stability of pepper mint (Mentha piperita
L.) essential oil (EO) at 4°C and 25°C and determine in Vvivo the protection offered by
the EO against storage fungi found in corn-based swine ration. The ration was treated
with 0.2% EO and evaluated at three humidity (13, 15, and 18%) levels and times (30,
60, and 90 days). Rations were treated with essential oil at 0.2% under three humidity
conditions (13, 15 and 18%) and stored for 30, 60 and 90 days. The level of fungal
contamination was evaluated through ergosterol quantified by GC-MS and selective ion
monitoring (SIM). The concentrations of ergosterol in the samples quantified ranged
from 0.01 to 11.44 pg/g of ration. The best fungal control (95.8%, at 13% humidity)
was obtained in the first month of storage followed by 91.0%, at 15% humidity in the
second month. EO stability was assessed through gas chromatography, stored at 4°C and
25°C, by comparing the ratios of the peak areas of its main components (1.8-cineole,
menthone, neomenthol, menthol, carvone, menthyl acetate, trans-caryophyllene, and
viridiflorol) and internal pattern (nonane). At room temperature, trans-caryophyllene
showed the highest variation between its initial amount and after storage. Menthone and
1,8-cineole degraded the most when stored at 4°C. As expected, the main components of

the essential oil, as a whole, were more stable at lower temperatures (4°C).

Keywords: Essential oil, Mentha piperita L., ergosterol, fungi, GC-MS
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1- Introducao:

Em climas tropicais e subtropicais, o desenvolvimento fingico em cereais, ¢
favorecido por excelentes condi¢cdes de umidade e temperatura (49). Fungos de
armazenamento, como Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Mucor sdao encontrados em
grande nimero em armazéns, moinhos, silos, moegas, elevadores, equipamentos e

lugares onde sdo armazenados, manuseados e processados produtos agricolas (4).

Devido aos danos causados ao homem e ao meio ambiente pelos defensivos
quimicos (8) e as restricoes impostas por regulamento a inddstrias e agéncias de
alimentos sobre o uso de alguns aditivos sintéticos em alimentos (15), os produtos
naturais originarios de plantas vém sendo utilizados para a preservacdo de alimentos em
varios paises, sendo que, dentre as plantas com propriedades antifingicas, as especiarias
sdao as que apresentam melhor atividade, mas, como 6leo essencial, somente algumas

delas foram testadas (17).

A o6leo essencial de hortela-pimenta (Mentha piperita L.), um hibrido natural
entre M. aquatica e M. spicata que pertence a familia de Labitae (50), apresenta
atividade contra o Aspergillus flavus em sementes de milho (17). Estudos in vitro
mostraram uma boa atividade antifingica contra os fungos A. flavus, A. ochraceous, A.
niger, A. glaucus, Fusarium oxysporum, F. semitectum, Colletotrichum musae e C.

gloeosporioides (51).

A maioria dos trabalhos relacionados com a M. piperita relata a sua atividade
antifingica in vitro, ensaios bioldgicos para avaliar a real atividade do dleo essencial in

Vivo sdo escassos. No caso dos ensaios com ragao, ndo ha nada disponivel na literatura.

Uma das formas de se avaliar a invasdo fungica em alimentos infestados ¢
através da medida do teor de ergosterol. Esta analise ¢ um dos melhores indicadores da
biomassa fungica quando comparado aos outros métodos disponiveis (52), apresentando
alta sensibilidade e especificidade (53). A determina¢do do ergosterol na biomassa
fingica pode ser realizada por espectrofotometria ultravioleta e infravermelha,
associadas a métodos cromatograficos como camada delgada, liquida de alto

desempenho e gasosa (54).

O objetivo desse trabalho foi determinar, in vivo, através da quantificacdo de
ergosterol, a protecdo oferecida pelo 6leo essencial de M. piperita contra os fungos
presentes em ragdo para suinos armazenada e avaliar a estabilidade desse 6leo a

diferentes temperaturas (4°C e 25°C) de armazenamento.
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2- Materiais e métodos

2.1. Materiais e reagentes

As folhas de M. piperita (16 kg), lote MENI09/02, de origem polonesa, foram
adquiridas da Santos Flora Comércio de Ervas Ltda Sao Paulo-SP-Brasil em margo de
2005. A ragao foi adquirida no comércio de produtos agricolas da cidade de Vigosa-Mg.

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico.

2.2 - Extragdo do 6leo essencial:

O o6leo essencial foi obtido por hidrodestilagdo de 200 g de folhas, secas a
sombra, de M. piperita, sendo que cada 1 L de hidrolato foi extraido por 2 vezes com
100 mL de diclorometano. A fase organica, seca com sulfato de magnésio anidro, foi

filtrada e seu solvente evaporado em evaporador rotatorio a temperatura de 35°C.

2.3 - Avaliacao da estabilidade do 6leo essencial

Para avaliar a estabilidade do 6leo essencial, a diferentes temperaturas, utilizou-
se da adi¢do de um padrdo interno com o objetivo de comparar a area dos principais
picos do dleo essencial com a area desse padrdo, antes e apds o armazenamento. Para
isso, 1 mL de uma solugdo a 5 mg/mL do o6leo essencial recém extraido em
diclorometano foi analisada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM), utilizando-se 50 pLL de uma solugdo de nonano em diclorometano a
10 mg/mL como padrdo interno. Quantidades iguais de 500 mg desse oleo foram
adicionados a 2 ampolas de 1 mL, sendo estas congeladas em nitrogénio liquido e
vedadas a fogo de magarico. Uma delas foi guardada em geladeira a 4° C e a outra a

temperatura ambiente (25° C), sendo ambas protegidas contra a luz.

Selecionaram—se os 8 principais compostos do Oleo essencial,para fazer a
comparagdo entre areas: 1,8-cineol, mentona, neomentol, mentol, carvona, acetato de
mentila, trans-cariofileno e viridiflorol. Esses principais componentes do 6leo essencial,
foram identificados através do indice de Kovats (IK), calculados por uma interpolagao
relativa dos tempos de retencdo de uma série de n-alcanos (de 7 a 26 carbonos) em
comparagdo com dados da literatura (40) e dos espectros de massas dos compostos com

dados da biblioteca do CG-EM (Wiley 7).
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O indice de retengdo de Kovats expressa o nimero de atomos de carbono,
multiplicado por 100, de um alcano hipotético de cadeia normal que teria um tempo de
reten¢do ajustado idéntico ao do pico de interesse quando analisado sob condi¢des

idénticas.

Utilizou-se a equagao 1 para o calculo do indice de retencdo de Kovats (IK).

100 [(log t'r X) - [(log t'r Z)]
100 Z + (equagdo 1)
(logt'’RZ+1) - (log t'r Z)

IK

Onde:
X, o composto de interesse;
t'r X, o tempo de retencdo ajustado de X;
Z, o numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retencdo
imediatamente anterior ao tempo de retencao de X;
t'r Z, 0 tempo de reten¢do ajustado de Z;
t'R Z + 1, o tempo de retencdo ajustado do hidrocarboneto com tempo de retencdo

imediatamente posterior ao tempo de retengao de X;

Apds 90 dias foram preparadas solugdes a 5 mg/mL do o6leo essencial em
diclorometano de cada uma das amostras armazenadas. e a 1 mL de cada acrescentados
50 pL de uma solucdo de nonano em diclorometano a 10 mg/mL como padrdo interno

para serem analisadas no CG-EM.

A avaliagdo da estabilidade foi feita pela comparagdo entre as razdes de
area de cada um dos principais picos dos componentes do 6leo essencial, antes e depois
de armazenado, pela area do pico do padrio interno (C9). A porcentagem de degradagao

foi calculada pela formula seguinte:

[RACA] _[RACD] X100
[RAcA]

Onde, [RAca] = Razdo de 4rea do componente antes do armazenamento
[RAcp] = Razdo de area do componente apds o armazenamento a

temperatura de 4°C ou 25°C.
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2.4- - Eliminagao de acaros da rag¢do

A racdo foi congelada por 96 horas para elimina¢do de possiveis acaros.

2.5 - Avaliacao da umidade inicial da racao:

Seis amostras da ragdo foram pesadas e colocadas em uma estufa a 105°C por
24h Deixou-se esfriar em dessecador e quando atingiram a temperatura ambiente foram
repesadas e tiveram suas umidades calculadas. A média desses valores foi utilizada

como a umidade inicial da racao.

2.6 Avaliagdo da contaminagdo fingica da ragdo:

A anélise da contaminagdo fungica da ragdo foi realizada em laboratério, pela
inoculacdo de uma suspensdo aquosa de esporos presentes na racdo em meio de cultura
e pela medida de ergosterol na racdo através de andlise por CG-EM. Os fungos

presentes na ragdo nao foram identificados.

2.7 - Avaliacao do controle fungico pelo 6leo essencial:

A avaliagdo foi feita com 6leo na concentragdo de 0,2%. O controle fingico em
racdo para suinos a base de milho foi avaliado més a més nas umidades de 13%, 15% e
18%, durante trés meses consecutivos. A racao, cuja umidade inicial era de 13%, foi
levada as outras umidades de avaliacdo acrescentando-se dgua. Para a umidade normal
utilizou-se metanol como meio para que o 6leo fosse pulverizado, nas outras duas
umidades o 6leo foi emulsificado com tween 20 (0,2% v/v) na propria agua utilizada

para atingir-se a umidade desejada.

O ¢leo (1,3 g) foi aplicado homogeneamente a 650 g de racdo utilizando-se uma
misturadora e pistola automatica. Todos os testes foram feitos em 3 amostragens para
cada més de analise e em trés repetigdes para cada umidade, sendo 50 g de cada amostra
colocados em frascos de vidro, vedados com um filme de PVC transparente e mantidos
em incubadora a temperatura de 25°C. A cada més era avaliada, indiretamente, a massa
fingica na ragdo através da quantificacdo de ergosterol por CG-EM. Com base nesta
avaliagdo, calculou-se a atividade antifingica em termos de porcentagem de redugdo do

ergosterol acumulado segundo a férmula:
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[Ec]-[Et]
[Ec]

X100

Onde, [Ec] = Concentragdo de ergosterol na amostra de ragdo controle

[Et] = Concentragdo de ergosterol na amostra de racao tratada

2.8 - Extragdo do ergosterol:

Em frascos de vidro foram colocados 25 g da ragdo de cada amostra, foram
adicionados 85 mL de metanol, aquecidos em banho-maria na temperatura de 50°C, sob
agitacdo, durante 2 minutos. A mistura foi filtrada em papel Whatman n°1 e a ragdo foi
ressuspendida em 85 mL de metanol, aquecida e filtrada novamente. Os filtrados foram
reunidos e saponificados com 25 g de NaOH e 85 mL de etanol sob fervura em banho-
maria a 75°C durante 40 minutos, ap6s atingir a temperatura ambiente, acrescentou-se
165 mL de agua a mistura que foi transferida para um funil de separagao de 1L, sendo
em seguida extraida com hexano por duas vezes (2 x 85 mL). Os extratos foram
combinados e concentrados até aproximadamente 2 mL em evaporador rotatdrio a
temperatura de 35°C, transferidos para frascos de 4 mL, levados a secura utilizando-se
fluxo de N;. As amostras foram ressuspendidas em 3 mL de diclorometano,
homogeneizadas e centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. Um volume de 1 mL foi

retirado para andlise.

2.8.1 - Identificacdo e quantificagdo do ergosterol :

O ergosterol foi identificado nas amostras através de seu tempo de retengdo
comparado com auténtico padrdo, sendo 1 pL da amostra injetado no CG-EM e
monitorado através do modo MSI. A quantificagdo foi realizada através de padronizacao
externa, baseado em uma curva linear de calibragio (r* = 0,9992) de 7 pontos (figura 1),
preparada com padrdo de ergosterol recristalizado com pureza de 89% em

concentragodes entre 0,99 e 100 ng/uL.

Foram feitos trés brancos para cada més de avaliagdao utilizando-se o mesmo

método e reagentes utilizados para a extracao do ergosterol da ragdo.
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2.9 - Instrumentagao

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo a gas
(Shimadzu, CG- 17A) com detector de ionizacdo em chama (DIC), auto-injetor
(Shimadzu, AOC-17); coluna de silica fundida revestida com fase estacionaria DB-5,
(30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um de espessura do filme, J & W Scientific), temperatura
inicial 60°C, isotérmico por 1 min, aumento de 3°C/min até atingir 240°C,
permanecendo isotérmico por 9 min. Nitrogénio foi utilizado como gés de arraste, fluxo
de 1,33 mL/min; temperatura do injetor 220°C; temperatura do detector 240°C; modo
de injecdo Split, na razao 1:20. Utilizou-se, também, um cromatografo a gas acoplado a
um espectrometro de massas (CG-EM), (Shimadzu, QP 5000); injetor automatico
(Shimadzu, AOC-17); coluna capilar de silica fundida revestida com fase estaciondaria
Equity ™-5 (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 pum de espessura do filme, Supelco),
temperatura inicial 150°C, aumento de 15°C/min até atingir 280°C, permanecendo
isotérmico por 22 min.; hélio ultrapuro foi usado como gés de arraste, fluxo de 1,5
mL/min; temperatura do injetor 260°C; temperatura da interface 280°C; modo de
injegdo Splitless; modo de ionizagdo impacto de elétrons (70 ¢V); operando no modo de
Monitoramento Seletivo de fons (MSI), cujos ions monitorados foram m/z 55, m/z 69,

m/z 143.

2.9.1- Analise estatistica:

Na analise de dados foi utilizada a técnica estatistica de analise fatorial (3
x 3 x 2), num delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢des, realizadas
com auxilio do Sistema para Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG), versao 5.0 (39),
Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as concentragdes de ergosterol,
obtidas em cada tratamento, foram comparadas por meio do teste de Tukey a 5% de
probabilidade. A analise de variancia foi seguida da escolha das curvas que melhor
representassem a dependéncia da concentragdo de ergosterol com o tempo, para as trés
porcentagens de umidades utilizadas e da aplicacdo do teste F nos coeficientes da

equacdo para detectar significancia em nivel de 5%.
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3. Resultados

O ¢leo essencial de M. piperita foi obtido a partir de folhas secas em rendimento
de 0,6%. Os principais componentes do Oleo essencial, aqui identificados, eram
monoterpenos, sendo que o principal deles ¢ o mentol (42,61%), seguido da mentona
(6,31%), neomentol (5,34%), carvona (4,37%) e acetato de mentila (3,32%) e em
menores quantidades outros monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos em proporgdes

semelhantes a determinacdes anteriores (51).

A comparacao entre as razdes de areas dos principais componentes do dleo
essencial (4rea relativa do pico componente/area relativa do pico do nonano) indicou o
mentol como o composto mais estdvel, quando armazenado a temperatura de 25°C, em
relacdo aos outros componentes analisados. Quando comparado o 6leo armazenado a
4°C com o armazenado a 25°C, o neomentol se mostrou como o mais estavel a essas
diferentes temperaturas. A carvona foi o composto mais sensivel a essas diferencas de
temperatura, mostrando-se muito mais estdvel a temperatura de 4°C. O trans-
cariofileno, a temperatura ambiente, foi o que revelou a maior diferenca entre a sua
quantidade inicial e a final na amostra. Os compostos do 6leo armazenado em geladeira
que mais se degradaram foram a mentona e o 1,8-cineol. A tabela 1 mostra a
porcentagem de degradacdo de cada um desses compostos, assim como, as razdes de
areas, entre os principais compostos analisados e o padrdo interno, obtidas antes e apos
o armazenamento do 6leo essencial de M. piperita sob diferentes temperaturas (4°C e a
temperatura ambiente, 25°C). Os principais componentes do 6leo essencial, como um
todo, mostraram-se bem mais estaveis a temperatura mais baixa (4°C). A figura 2
mostra a porcentagem dos compostos no 6leo essencial de M. piperita antes e depois de

armazenados.

A figura 3 mostra o espectro de massas do ergosterol onde se observa os
principais picos, m/z 41, m/z 43, m/z 55, m/z 69, m/z 81, m/z 91, m/z 105, m/z 119, m/z
143, m/z 157. Dentre esses foram selecionados trés para serem monitorados pelo
aparelho no modo de monitoramento seletivo de ions (MSI), m/z 55, m/z 69, m/z 143.
Apesar de existirem outros picos com intensidades maiores que o m/z 143, eram picos
comuns ou que coincidiam com picos de outros compostos existentes na ragdo e que
saiam muito préximo aos picos do composto monitorado (ergosterol). A figura 4 mostra
um cromatograma tipico de uma amostra monitorada no modo MSI, onde os ions

monitorados aparecem destacados.
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A ragdo apresentou umidade de 13% e ja se encontrava contaminada com
fungos. As concentragdes de ergosterol, nas amostras quantificadas, ficaram entre 0,01 e

11,44 pg/g de racao, conforme mostra a tabela 2.

Um experimento realizado in vitro, mostrou que o 6leo essencial de M. piperita,
apresentou boa atividade antifingica contra os fungos A. flavus, A. ochraceous, A.
niger, A. glaucus, F. oxysporum, F. semitectum, C. musae e C. gloeosporioides, sendo
que na concentra¢do de 0,2%, ao quinto dia de avaliagdo, ele s6 ndo inibiu totalmente o
crescimento micelial do A. glaucus (51). Baseando-se o controle fungico em ragdo pela
reducdo do teor de ergosterol, o 6leo essencial de M. piperita, na concentragido de 0,2%,

apresentou uma boa atividade sobre os fungos presentes na ragcdo, conforme mostra a
figura 5. Na umidade inicial da racdo, 13%, o controle foi de 95,8% no primeiro més,

caindo para 83,9% no segundo més e para 75,3% no ultimo més de analise. Na umidade
de 15% o controle foi de 86,4% no primeiro més, 91,0% no segundo més e 48,6% no
ultimo. Na umidade de 18% o controle foi de 86,1% no primeiro més, 46,7% no

segundo més e 51,0% no ultimo més de analise.

A analise estatistica dos dados revelou pelo teste F que ha significancia em nivel
de 5% entre os fatores: concentracdo de ergosterol, umidade e tempo. A aplicagdo do
teste de médias de Tukey a 5% levou em consideragdo a interagdo entre os trés fatores
citados anteriormente, cujos resultados sdo apresentados na tabela 2, na qual as letras
maiusculas se referem as médias de concentracdo de ergosterol nas amostras tratadas e
sem tratamento (testemunha) pelo 6leo essencial numa mesma umidade e periodo de
tempo e as letras mintsculas as médias de concentragcdo de ergosterol para as amostras
tratadas e para as sem tratamento nas diferentes umidades e num mesmo periodo de
tempo. As médias das concentragdes de ergosterol em ug/g de racdo, tabela 2,
revelaram, com base no teste de médias de Tukey a 5%, que ndo houve diferenca
significativa, no primeiro més de andlise, entre as concentragdes de ergosterol nas
amostras de racdo tratada e sem tratamento pelo 6leo essencial de M. piperita nas
umidades de 13 e 15%, havendo diferenca significativa apenas na umidade de 18%. No
segundo e terceiro meses de andlise, ndo houve diferenca significativa entre as
concentragdes de ergosterol nas amostras de ragdo tratada e sem tratamento apenas para
o tratamento a 13% de umidade. Nessa mesma analise, a comparagao entre as médias,
em um mesmo periodo e em diferentes umidades, revelou para a racdo sem tratamento
(testemunha) que no primeiro més de andlise ndo ha diferenca significativa entre a

concentragdo de ergosterol nas umidades de 13 e 15%, havendo diferenga entres essas
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duas e a concentragdo de ergosterol na umidade de 18%. No segundo e terceiro meses
de anélise houve diferenca significativa entre as concentragdes médias de ergosterol
para as trés umidades. O teste de Tukey a 5% revelou que, no primeiro més, ndo ha
diferenca entre as médias de concentracdo de ergosterol para a racdo tratada pelo 6leo
essencial. No segundo més ndo houve diferenca significativa entre a concentracdo de
ergosterol nas umidades 13 e 15%, havendo diferenca significativa entre a concentragdo
de ergosterol na umidade de 18% e essas duas outras umidades. No terceiro més houve
diferenca significativa entre as concentragdes de ergosterol nas trés umidades. A tabela
3, mostra a equagdo ajustada para calculo da concentragdo de ergosterol em fungdo do
tempo para a ragdo tratada e sem tratamento (testemunha) nas umidades de 13, 15 e

18%.
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4- Discussao:

A freqliente mudanga na composi¢ao quimica do 6leo essencial leva a mudangas
drasticas no valor comercial do dleo essencial, causando conseqiiente perda de renda
(26). Estudos realizados com extratos ¢ 6leos de folhas de M. piperita mostram que a
quantidade dos principais terpenos dessa espécie pode variar com a idade e local de

origem da planta (42, 43), mas nada relatam sobre a estabilidade desses compostos.

Este presente estudo, além de avaliar a estabilidade do 6leo essencial e o seu
potencial fungicida in vivo, serve também para ratificar a utilidade da quantificacdo do

ergosterol como um método para determinar o crescimento fingico em alimentos.

Segundo dados da literatura a concentragdo dos compostos em 6leo essencial de
M. piperita esta entre 30-81,1% para o mentol, 2,9-5,9% para o neomentol, 5,8-33%
para a mentona, 0,1- 5,5% para o acetato de mentila (26, 27, 33, 35) e 0,60-23,42% para
a carvona (16, 30). Martins et al. (41) ndo detectaram o mentol no 6leo essencial das
partes aéreas de M. piperita, detectando como composto principal o acetato de linalila
(72%). Duarte et al. (16) também ndo detectaram a presenca de mentol em sua analise,

detectando como composto principal o linalol (51%).

Neste estudo, para a avaliagdo da estabilidade dos principais componentes do
6leo esssencial de M. piperita, foi necessaria a adi¢ao de uma quantidade definida de
um padrdo interno as amostras analisadas para que pudesse ser feita a comparagdo entre
as razoes de areas (area relativa do pico do componente/area relativa do pico nonano)
obtidas antes e apds o armazenamento, visto que, a concentragdo do mesmo seria
constante. Se houvesse variagdo nessa concentragdo devido a erros experimentais, essa
seria bem semelhante para todas as amostras, pois foi utilizada a mesma metodologia.
Entdo, variagdes nas areas dos picos durante andlise, devidas a sensibilidade do
aparelho, seriam repassadas as areas de todos os picos da mesma forma. Logo, a adigdo
do padrao foi de fundamental importancia para essa comparagdo. De acordo com a
tabela 1, os oOleos armazenados em geladeira e a temperatura ambiente, quando
comparados com o 6leo essencial antes do armazenamento, mostram uma diminui¢ao
nas razdes de areas entre seus componentes € 0 nonano quanto maior a temperatura de

armazenamento, o que revela que houve uma degradaciao dos compostos avaliados.

Pela analise do teor de ergosterol nas amostras, pelo modo MSI, pode-se
comprovar que a racdo tratada com 6leo essencial na concentracdo de 0,2% teve um
menor nivel de desenvolvimento fingico. Os niveis de ergosterol obtidos pela analise

no aparelho de CG-EM, mostraram que as amostras de rag¢do, naturalmente
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contaminadas, que sofreram tratamento pelo 6leo essencial, eram menos vulneraveis ao
ataque fingico nas umidades mais baixas (13 e 15%). O aumento da umidade favoreceu
o crescimento fingico nas racdes avaliadas, porém, ndo teve efeito significativo no
potencial de inibi¢do do 6leo no primeiro més, que se manteve elevado. No pentltimo
més de avaliagdo houve uma significativa diferenca entre os tratamentos das umidades
13 e 15% em relacdo a umidade de 18%. A racdo, ao ser adquirida, apresentava nivel
médio de ergosterol de 5,0 x 107 pg/g de ragio e quando aumentada a umidade para
18% e incubada durante trés meses, apresentou nivel médio de ergosterol de 11,44 pg/g

de racao.

A baixa concentragdo de ergosterol na racao tratada pelo 6leo essencial mostra a
real atividade desse na inibi¢cdo do crescimento fungico e conforme Seitz & Pomeranz
(55), graos de milho saudaveis possuem geralmente concentracdes de ergosterol
inferiores a 3 ng/g. A concentragdo de ergosterol encontrada no ultimo més de analise

s0 foi superior a esse valor na ragdo tratada que possuia umidade de 18%.

O ¢leo essencial de M. piperita apresentou atividade de 100% para a maioria dos
fungos in vitro, a 0,2% (51), porém, houve uma diminui¢do nessa atividade in vivo.
Alguns autores discutem que a menor atividade dos 6leos essenciais in vivo pode ser
devida as interagdoes dos compostos ativos presentes, conhecidos por serem lipofilicos,
com os componentes dos alimentos, como proteinas e lipideos, o que faz com que esta

atividade diminua (17, 56).

Neste experimento, a diminui¢do dessa atividade ¢ atribuida ndo s6 a essas
interagdes, mas, também, a diminui¢do dos compostos ativos do 6leo essencial com o
passar do tempo. A tabela 2 mostra que com o aumento do tempo de armazenamento o
teor de ergosterol nas amostras tratadas pelo oleo essencial de M. piperita foi
aumentado em relagdo a testemunha. Esse aumento indica uma diminui¢do gradativa da
eficiéncia do 6leo essencial em controlar o crescimento fungico. Essa diminui¢do de
atividade pode estar relacionada a diminui¢ao da mentona que segundo Edris e Farrag
(27), aumenta a atividade do mentol, principal constituinte ativo desse 6leo. Neste
presente trabalho, mesmo quando o 6leo foi hermeticamente fechado e armazenado a
temperatura ambiente ao abrigo de luz, a mentona ¢ o mentol tiveram significativas

diminuigdes de concentragao.

A utilizagdo do MSI para a determinagao do teor de ergosterol ¢ necessaria, visto
que, a concentracdo de ergosterol nas amostras analisadas ¢ baixa. A comparagdo da

atividade do oleo essencial com outros dados da literatura, as vezes, se torna dificil,
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devido as diferentes constituigdes dos dleos essenciais mesmo em plantas de mesma

espécie e as diferentes metodologias aplicadas na extragao.
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ANEXOS:

100,0
90,0 1 Y = 6,144 x 10°X - 0,1442
80,0 - R’=0,9992
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Concentracao de ergosterol (ng/pL)
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Resposta do detector/ 10°

Figura 1 — Curva padrdo do ergosterol obtida através da injecdo de solucdes de
ergosterol em DCM (concentragdes de 0,990; 2,439; 4,762; 16,670; 33,330; 50,00;
100,00 ng/uL) no CG-EM, operando no modo de Monitoramento Seletivo de fons
(MSI), cujos ions monitorados foram m/z 55, m/z 69, m/z 143.
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Tabela 1 — Porcentagem degradada dos oito principais compostos do dleo essencial de Mentha piperita L. apds o armazenamento por 90 dias em
geladeira (4°C) e a temperatura ambiente (25°C). e razdo entre as areas de cada um deles e a area do padrdo interno (nonano), antes e apds o
armazenamento.

Razio entre a area do pico do composto e a area do pico do padrio Degradacio do composto (%)
Composto IK* interno (nonano) obtidos por cromatografia gasosa g ¢ p °
Inicial Depois de armazenado por 90 dias Depois de armazenado por 90 dias

4°C 25°C 4°C 25°C
1,8-Cineol 1033 1 031 0,26 0,25 18,9 21,3
Mentona 1154 1 0,89 0,73 0,67 20,8 33,1
Neomentol 1165 1 0,75 0,68 0,67 10,3 12,6
Mentol 1173 1 5098 5,69 537 5.1 11,3
Carvona 1242 1 061 0,60 0,50 2.8 22.4
Acetato de mentila | 1294 | 0,47 0,40 0,38 16,5 22,1
trans-Cariofileno | 1418 | 0,27 0,23 0,18 17,8 46,9
Viridiflorol 1590 | 0,28 0,26 0,24 6,5 17,4

* Indice de retencio de Kovats, Adams, 1995 (37).
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Figura 2 — Porcentagem dos principais compostos presentes no o6leo essencial de Mentha
piperita L. (1,8-cineol, mentona, neomentol, mentol, carvona, acetato de mentila, trans-
cariofileno e viridiflorol) antes do armazenamento e apds o armazenamento por 90 dias em
geladeira (4°C) e a temperatura ambiente (25°C).

Intensidade relativa (%)
(2]

Figura 3 — Espectro de massas do padrao de ergosterol.
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Figura 4 — Cromatograma de ions parciais tipico da amostra do extrato da ragdo
armazenada por 90 dias (repeti¢do 3, umidade 18%, contaminada com fungos) tratada
com Oleo essencial de Mentha piperita L. a 0,2%, obtido por CG-EM. Coluna capilar de
silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um de espessura do filme, Supelco) revestida
com fase estacionaria Equity "™-5. Programacio de temperatura: 150°C, aumento de
15°C/min até atingir 280°C (22 min); fluxo do gés de arraste (hélio ultrapuro) de 1,5
mL/min; temperatura do injetor 260°C; temperatura da interface 280°C; modo de
injegdo Splitless; modo de ionizagdo impacto de elétrons (70 eV); operando no modo
MSI. fons monitorados: m/z 55, m/z 69, m/z 143. O namero 1 se refere aos picos
relativos aos ions monitorados do ergosterol.

43



Tabela 2 — Concentragdo média de ergosterol em pg/g de racao encontrada nas amostras de
racdes, analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), com
umidade com umidade de 13, 15 e 18%, armazenadas durante 30, 60 e¢ 90 dias, com e sem
tratamento do 6leo essencial de Mentha piperita L. na concentra¢do de 0,2%.

Tempo Umidade da racio Concentracao média de ergosterol em pg/g de
(dias) (%) racao*
Racio sem tratamento Racio tratada
(testemunha) ¢
13 0,15 Ab 0,01 Aa
30 15 0,27 Ab 0,04 Aa
18 1,21 Aa 0,17 Ba
13 0,29 Ac 0,05 Ab
60 15 1,19 Ab 0,11 Bb
18 6,28 Aa 3,35 Ba
13 0,37 Ac 0,09 Ac
90 15 1,74 Ab 0,90 Bb
18 11,44 Aa 5,61 Ba

*Média de trés repeti¢des. As médias seguidas pela mesma letra maiiscula na mesma
linha ou minuscula na mesma coluna e periodo de tempo ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. A concentracdo média de ergosterol na ragdo
inicial com umidade de 13% foi de 0,05 ug/g de ragdo.
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Figura 5 — Porcentagem de redugdo do ergosterol acumulado em rag¢do a base de milho,
obtido pelo 6leo essencial na concentracao de 0,2%, nas umidades de 13%, 15% e 18%,

no periodo 30, 60 e 90 dias de armazenamento a 25°C.

44



Tabela 3 - Equagdes ajustadas para calculo da concentragdo de ergosterol em fun¢do do tempo para as ragdes com umidades de 13, 15 e 18%,
com e sem tratamento pelo 6leo essencial de M. piperita a 0,2%.

UMIDADE FATOR EQUACOES AJUSTADAS R’
13% Testemunha C=-0,302930 x 10°*T*+0,723372 x 10T — 0,382700 x 10" 0,9144
13% Oleo essencial C=0,260407 x 10°T*+0,109074 x 10T — 0,286580 x 107 0,9747
15% Testemunha C=-0,204469 x 10°T*+ 0,489727 x 10"'T — 1,00837 0,9882
15% Oleo essencial C =0,398522 x 10°T* - 0,335233 x 10°'T + 0,684766 0,9944
18% Testemunha C =0,558722 x 10*T> + 0,163674 T — 3,74565 0,9950

18% Oleo essencial C=-0,505619 x 10°T> + 0,151404T — 3,91778 0,9333




CONCLUSOES GERAIS

As andlises cromatograficas possibilitaram a identificacdo de 57 compostos no
6leo essencial de M. piperita e mostraram que eles s3o, em sua maior parte,
monoterpenos e que o mentol € o principal componente desse 6leo essencial.

Através da avaliacdo da atividade antifingica, in vitro, pelo ensaio “poison
food”, foi possivel comprovar que o dleo essencial apresenta efeito inibitorio sobre o
crescimento micelial dos fungos, A. flavus, A. ochraceous, A. niger, A. glaucus, F.
oxysporum, F. semitectum, C. musae e C. gloeosporioides.

Utilizando-se da quantifica¢do de ergosterol por CG-EM operado no modo MSI
foi possivel avaliar e comprovar o potencial do oOleo essencial em controlar a
contaminag¢do fungica em ra¢do armazenada.

O fracionamento do 6leo essencial e a avaliagdo in vitro do potencial antifingico
das subfragdes ativas, apontaram o mentol como um dos componentes responsaveis pela
atividade antifiingica do o6leo essencial, porém, foi possivel perceber que além dele,
existem outros compostos com potencial antifingico presentes nesse 6leo.

Pela avaliagdo da estabilidade do 6leo essencial de M. piperita foi possivel
demonstrar que os seus principais compostos ndo sao estaveis a0 armazenamento, por
90 dias, em geladeira a 4°C, e ¢ muito menos estavel a temperatura ambiente. Essa
analise pode provar que houve consideraveis diferengas entre a porcentagem inicial
desses compostos e a porcentagem deles apos o armazenamento Através dessa avaliagao
foi possivel perceber que o trans-cariofileno foi o composto mais instavel a temperatura
ambiente e a mentona e o 1,8-cineol os mais instaveis em geladeira. Além disso, essa
avaliacdo mostrou que o 6leo essencial como um todo ¢ bem mais estavel a temperatura
mais baixa.

Enfim, estudos mais elaborados sdo necessarios para sabermos se a utiliza¢ao do
6leo de M. piperita ou de alguns de seus componentes ¢ uma alternativa segura e viavel

para o controle de fungos.
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