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RESUMO

SHAN, Andrea Yu Kwan Villar. Constitui¢io quimica e atividade fungitéxica
de extratos de Thymus vulgaris L. LAVRAS: UFLA, 2002. 58 p. (Dissertagéo -
Mestrado em Agronomia)”

As pesquisas sobre a natureza quimica dos constituintes vegetais e suas
aplicagdes como métodos alternativos de controle bioldgico sio, hoje, alvo de
diversas areas cientificas. Extratos vegetais estdo sendo largamente explorados
pelo setor agrondmico, no sentido de constituirem-se novas fontes de controle
para a agricultura alternativa. A espécie Thymus vulgaris L. merece destaque
pelos estudos cientificos, que a caracterizaram por possuir intensa atividade
inseticida, bactericida e fungicida. Com o presente trabalho teve-se por objetivos
a caracterizagdo e pré-identificagdo de constituintes quimicos dos extratos brutos
etandlico e metandlico dessa espécie, também a avaliagdo da atividade
fungitoxica dos mesmos e a determinagido do teor médio e da composigdo
quimica do dleo essencial de folhas frescas e secas na estufa (40 °C). Os extratos
foram obtidos por percolagdo a frio com solventes de polaridade crescente e
fracionados por CLC e CCD, obtendo-se compostos caracterizados por ponto de
fusdo, solubilidade e semi-identificados por técnicas espectrométricas (IV). Os
teores médios do dleo essencial foram obtidos por gravimetria e sua pré-
identificagdo quimica foi feita por IV. A atividade fungitoxica foi realizada
utilizando-se o método bioanalitico in vifro, no qual os extratos foram aplicados
em concentragdes de 5, 50 e 500 ppm, sobre as espécies fungicas Bipolaris
sorokiniana, Alternaria alternata e Colletotrichum gloeosporioides. Durante o
periodo de incubagdo a 21 + 2 °C sob fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas
de escuro, o crescimento das colonias foi obtido por medi¢do ortogonal do
didmetro das col6nias. Os resultados foram expressos por meio do ICM (indice
de crescimento e/ou inibigdo micelial) e analisados estatisticamente. Os
compostos isolados apresentaram pontos de decomposig¢do 287,5 + 10 °C e 263
+ 10 °C e as andlises dos espectros no IV, permitem inferir a possibilidade de
tratar-se de compostos similares, aminicos. O rendimento médio do oleo
essencial das folhas frescas apresentou-se superior ao de folhas submetidas a
secagem, com valores de 0,38% e 0,28% respectivamente, e os dados do
espectro no 1V inferem a presenga de grupamentos funcionais, referentes aos
compostos majoritarios timol e carvacrol identificados em estudos anteriores.

* Comité Orientador: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Orientadora), Paulo
Estevdo de Souza - UFLA, Luciano Vilela Paiva - UFLA, Wilson Roberto Maluf -
UFLA.
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Quanto a atividade fungitoxica, o extrato etanélico foi mais efetivo,
apresentando maior atividade inibitoria na concentragdo de 500 ppm sobre a
espécie B. sorokiniana.
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ABSTRACT

SHAN, Andrea Yu Kwan Villar. Chemical constitution and fungitoxical
activity of the extracts of the Thymus vulgaris L. LAVRAS: UFLA, 2002. 58

p. (Dissertation — Master in Agronomy)’

Researches concerning the chemical nature of the vegetal constituents and their
applications as alternative methods of biological control are today subject of
diverse scientific areas. Vegetal extracts are being widely explored by the
agronomic field with the purpose of stablishing new sources of control in
alternative agriculture. The species Thymus vulgaris L. deserves prominence for
the scientific studies which characterized it for possessing intense insecticidal,
bactericidal and fungicidal activities. The present work had as objectives the
characterization and the pre-identification of the chemical constituents of the
ethanolic and methanolic raw extracts of this species, as well as the evaluation of
their fungitoxical activity and also the determination of the yield and chemical
composition of the essential oil of green and dry leaves submitted to different
conditions of drying under 40 °C in a stove. The extracts were obtained by
percolating in cold temperature with increasing polarity solvents and
fractionated by CLC and TLC obtaining composites characterized through
melting point, solubility, and partly-identified by spectrometric technique (IR).
The medium yield of the essencial oil were obtained by gravimetry and its
chemical pre-identification was done by IR. The fungitoxical activity was
achieved using the bioanalytic method in vitro, in which extracts were applied
in concentrations of 5, 50 and 500 ppm, on the fungical species Bipolaris
sorokiniana, Alternaria alternata and Colletotrichum gloeosporioides. During
the incubating period at 21+ 2 °C under a photoperiod of 12 hours light and 12
hours dark, the growth of the colonies was obtained from orthogonal
dimensioning of the diameter of the colonies. The results were expressed
through the index of growth and/or inhibition micelial and analyzed statisticaly.
The isolated composites presented 287,5 £+ 10 °C and 263 + 10 °C decomposition
points and the IR spectral analysis, allows us to infer the possibility of these
composites to be similar, aminic. The yield of the essential oil of the green
leaves was superior in comparison to the leaves submitted to stove drying with
values of 0,38% and 0,28% respectively and the IR spectra probably show the
existence of the major compounds thymol and carvacrol identified in previous

* Guidance Committee: Maria das Gragas Cardoso (Adviser), Paulo Estevdo de
Souza-UFLA (Co-Adviser), Luciano Vilela Paiva- UFLA (Co-Adviser), Wilson
Roberto Maluf-UFLA.
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studies. Concerning the fungitoxical activity, the ethanolic extract was more
effective presenting a higher inhibitory activity (p<0,05) at a concentration of
500 ppm. on the fungus B. sorokiniana.



1 INTRODUCAO

As plantas medicinais aromaticas sio conhecidas desde os periodos
remotos por possuirem forte relagio com a cura. Atravessando varios milénios,
os conhecimentos empiricos medicinais de tais plantas, advindos das antigas
civilizagdes orientais e difundidos até o ocidente, ainda sobrevivem e servem de
ponto de partida para inumeras investigagdes cientificas em diversas areas.

Além dos metabdlitos primarios, essenciais a todo vegetal, as plantas
medicinais aromaticas possuem metabolitos secundarios, dos quais destacam-se
os oleos essenciais, definidos como substancias volateis, de composi¢do quimica
complexa, responsaveis pelo seu aroma e sabor. Recentemente, atribuiram-se a
esses compostos fungdes bioldgicas de defesa e perpetuagdo, tomando-os alvos
de centros de pesquisa agricola por serem potencialmente tteis no controle
fitossanitario, propiciando o desenvolvimento de uma agricultura alternativa
e/ou sustentivel que visa a minimizar os efeitos negativos do uso de defensivos
sintéticos para o0 homem e o meio ambiente.

Na pesquisa agrondmica, as plantas aromaticas geram grandesﬂ‘
perspectivas acerca de defensivos naturalmente produzidos, pois exibem \
resisténcia a diferentes patogenos, por meio de um tratamento especifico eficaze |
sem danos ambientais. Plantas aromaticas, como alho (A/lium sativum), pimenta- \
do-reino (Piper nigrum) e arruda (Ruta graveo?efggts) ja estdo sendo utilizadas \
como defensivos na agricultura organica (Delgado & Castillo, 1996). —

Dentre as espécies aromiticas, a Thymus vulgaris L., conhecida
popularmente por tomilho e pertencente a familia Lamiaceae, apresenta
inimeras atividades bioldgicas, reflexos da diversidade quimica que possui.
Indistrias farmacéuticas e alimentares sio as mais antigas exploradoras dos

extratos e Oleos essenciais de 7. vulgaris gragas a comprovada atividade



antioxidante. Seus constituintes ativos descritos como timol e carvacrol sio
potentes bactericidas e fungicidas, sendo reconhecidos cientificamente. Qutros
compostos fendlicos, como taninos e flavondides também ja foram descritos em
sua composi¢do e relacionam-se com as atividades antioxidantes, expectorantes,
digestivas e antiinflamatorias associadas a planta.

Na busca de metabolitos ativos potencialmente aproveitaveis pelo
homem, um dos caminhos iniciais envolve estudos quimiossisteméticos (ragas
quimicas x familias botanicas), visto que a distribuigdo desses compostos
restringe-se a determinadas familias. Porém, os resultados podem apresentar-se
bastante varidveis entre as espécies, pois esses compostos sdo altamente
influenciados por fatores ontogénicos e ambientais. Neste contexto, a pesquisa
fitoquimica apresenta-se como uma ferramenta util, utilizando-se de técnicas
analiticas e instrumentais que permitem o isolamento e elucidagdo de iniimeros
compostos.

Levando-se em consideragdo a riqueza de compostos existentes em 7.
vulgaris, as potencialidades que apresenta e a necessidade de estabelecer
métodos de controle seletivos e inofensivos ao meio ambiente, propds-se neste
trabalho:

» estudar quimicamente os extratos brutos alcodlicos, obtidos de
folhas de T. vulgaris, na tentativa de isolamento e elucidagdo
estrutural de constituintes ativos;

= avaliar o rendimento do seu 6leo essencial obtido de folhas frescas e
folhas submetidas a secagem, bem como sua caracterizagio e
identificagdo quimica;

* avaliar a atividade fungitoxica dos extratos alcodlicos diante dos
fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides, Alternaria alternata

e Bipolaris sorokiniana, como formas de controle altemnativo.



2 REFERENCIAL TEORICO

k?
2.1 Plantas medicinais aromaticas

A utilizagdo das plantas medicinais aromaticas pelo homem, seja na
alimentagdo ou na cura de doengas, tem sido relatada historicamente desde 5000
anos atras. As antigas civilizagdes chinesa e indiana foram as primeiras a
citarem as ervas aromaticas como principios de cura e se destacaram pelo grande
comércio de especiarias. Naquela época, as ervas aromaticas eram consideradas
moedas correntes ¢ a fortuna das familias era avaliada pelo seu estoque em
pimenta e especiarias (canela, noz-moscada, cravo, gengibre). Mais tarde, com
os egipcios, as plantas aromaticas alcangaram seu auge por meio da
aromaterapia, medicina holistica baseada na cura pelos Oleos essenciais,
compostos responsaveis por suas agdes terapéuticas. Outras civilizages
ancestrais, como os povos da Grécia e Roma, foram também grandes
colaboradoras da ascensdo medicinal de tais plantas (Lavabre, 1990; Bremness,
1993).

——*. Tradicionalmente, a procura por plantas aromaticas sempre girou, dentre

outr</>s metabolitos, em tomo de seus altos conteudos de odleo essencial,
metabdlitos que lhes conferem aroma e sabor, e portanto, tornam-nas muito
utilizadas pela industria alimentar e cosmética. Segundo Furlan (1998), os paises
da Peninsula Ibérica destacam-se pela elevada exportagio de plantas aromaticas
e condimentares. A atual tendéncia de crescimento do comércio mundial anual,
por segmentos é: perfumaria - em tomo de 6%; aromatizantes alimenticios - em
tomno de 8,5%, e dleos essenciais brutos - em torno de 7,5% (Gruenwald citado
por Pinto et al., 2001).

O Brasil da década de 70 ocupou 80% do mercado consumidor de

mentol, produzindo 4000 ioneladas de odleo essencial, com renda de 25 milh&es



de doélares (D’andréa Pinto, 1988). Atualmente, o Pais possui aproximadamente
300 empresas que atuam na comercializagdo de plantas aromaticas, sendo o
Parana um Estado que se destaca em pesquisa, por possuir situagdes climaticas
distintas, as quais permitem grande variedade de espécies nativas e exdticas
(Pinto et al., 2001).

2.1.1 Principios ativos

Os organismos vegetais sdo um universo rico e complexo de compostos
organicos, com inimeros centros estereogénicos que participam ativamente no
seu crescimento e desenvolvimento. Tais compostos, definidos como
metabolitos secundarios, sdo originados por vias biossintéticas alternativas e
podem ser caracterizados como elementos de diferenciagio e especializagio
celular, atuando com fungéo de defesa e perpetuagio do vegetal no ecossistema

Os metabélitos secundarios de maior atividade bioldgica sio os acidos
organicos, alcaloides, flavondides, cumarinas, taninos, dleos essenciais,
saponinas, mucilagens e glicosideos, e recebem a denominagio de principios
ativos quando induzem respostas fisiolégicas em outros organismos. A
existéncia e distribuicdo desses compostos é bastante varidvel nas espécies
vegetais e dependem de fatores hereditarios, ontogénicos (etapas de
desenvolvimento) e ambientais (solo, clima, microorganismos, etc) (Costa,
1972; Robbers et al., 1997).

Em plantas aromaticas, os principais metabdlitos secundarios sio os
Oleos essenciais, que sdo responsaveis pelo aroma que elas exalam e por sua
atividade biologica. Quimicamente, s3o definidos como mistura de componentes
quimicos, volateis, de baixo peso molecular. Cada constituinte quimico e suas
diferentes combinag¢Ses, um atuando majoritariamente, outros competindo entre

si ou em sinergismo, conferem aroma e sabor caracteristico para o dleo



essencial. A composi¢do quimica dos Oleos essenciais apresenta compostos
monoterpénicos, sesquiterpénicos e fenilpropandides, que podem possuir ou ndo
fungdes oxigenadas, como alcoois, éteres, aldeidos, cetonas e lactonas (Simdes
et al., 2000; Cardoso et al., 2000).

Sabe-se que algumas plantas aromaticas exibem variagdes qualitativas na
composigdo do dleo essencial, decorrentes do estagio de desenvolvimento em
que a planta se encontra. Entretanto, variagdes quantitativas existem
principalmente em fungio da hora e época da coleta. Silva et al. (2000) testaram
a variagdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial de Ocimum micranthum’
Willd. em fungdo da hora da coleta (2 em 2 horas a partir de 6 até as 18 horas) e
de seu estagio de vida (folhas sem inflorescéncia, com inflorescéncia fresca e
com inflorescéncia seca) e, observaram o aparecimento de um novo constituinte
em estagios de vida distintos. A formagdo desse composto, reconhecido como
elemicina e presente em teores de 21,6%, provocou diminuigéo de 17,5% no teor
do composto majoritario, o eugenol (Figura 1). Com relagdo a hora da coleta,

observaram que ndo houve variagio na composi¢do quimica.

@ (b)

FIGURA 1: Estruturas quimicas da (a) elemicina e do (b) eugenol



Em outros trabalhos realizados com plantas aromaticas, relacionam
modificagbes qualitativas e quantitativas decorrentes do processo de secagem.
Blanco ef al. (2000a), estudando a influéncia da temperatura de secagem (40, 60
e 80 °C) no teor e composi¢do quimica de 6leo essencial de menta, verificaram
que os teores encontrados a temperaturas de 60 e 80 °C foram 80% mais baixos
do que aqueles observados a 40 °C. Quanto & composi¢do quimica, essa
apresentou-se modificada com temperaturas maiores de 40 °C. Em um
experimento analogo, Blanco et al. (2000b) verificaram que a 60 e 80 °C os
teores de 6leo essencial de alecrim foram, respectivamente, 24% e 49% mais
baixos do que aqueles observados a 40 °C. A composi¢do quimica modificou-se
com temperaturas maiores de 80 °C. Esses e outros estudos induzem a conclusio
de que cada espécie vegetal reage distintivamente no que diz respeito ao
conteudo qualitativo e quantitativo do dleo essencial, quando submetido as mais
diferentes condigGes de secagem.

Biologicamente, os 6leos essenciais, por serem volateis, sio como sinais
de comunicagdo quimica com o reino vegetal e armas de defesa contra o reino
animal. Esse principio toma as plantas aromaticas poderosas fontes de agentes
biocidas largamente estudadas na agricultura, por apresentarem atividades
bactericida, inseticida e fungicida (Saito & Scramin, 2000).

2.1.2 Bioatividade

As plantas aromdticas tém sido vistas como fontes de substincias
quimicas de atividades biologicas intensas. O aroma que elas exibem podem
exercer atragdo em alguns organismos, ou ao contrario, toxidez, repelindo-os.
Dentro do contexto da agricultura altemativa, tais compostos poderiam
funcionar seletivamente no controle de diversas pragas agricolas e

inofensivamente ao ambiente.



Uma avaliagdo da eficiéncia da erva aromatica Cymbopogon citratus,
conhecida popularmente como capim-lim3o, no controle de fitopatogenos e
plantas daninhas do feijoeiro levou a conclusdo de que o seu dleo essencial a
10% inibiu completamente o crescimento micelial de Fusarium solani f. sp.
phaseoli, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani (Valarini ef al., 1995).

Bemardo et al. (1998) avaliaram a atividade fungitoxica dos extratos e
oleos essenciais das espécies Ocimum basilicum, Baccharis trimera e Ruta
graveolens, em diferentes concentragdes, sobre os fungos Alternaria alternata e
Sclerotium rolfsii, por meio do crescimento micelial. Observaram que os
extratos brutos de R graveolens e O. basilicum inibiram totalmente o
crescimento micelial de S. rolfsii em concentragdes acima de 10%, e que o 6leo
de O. basilicum apresentou melhor atividade, com inibigdo de 100% para as trés
espécies de fungos testadas em todas as concentragdes.

Cruz et al. (2000) estudaram o efeito dos extratos aquosos de
Rosmarinus officinalis, 0cimu}n' basilicum, Menth}z piperita e Origanum vulgare
contra Sclerotium rolfsii em feijoeiros utilizando o método in vivo, e verificaram
melhor desenvolvimento das plantas tratadas com o extrato em concentragdo de
40%.

Ito et al. (2000) pesquisaram o efeito do extrato bruto de Baccharis
trimera (carqueja) nas concentragdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 50% no
crescimento e/ou inibigio micelial dos fungos Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum e Colletotrichum graminicola. O resultado obtido foi uma inibi¢ao
de 36% e 57% sobre os fungos R. solani e C. graminicola, respectivamente, e
pouca eficiéncia sobre S. sclerotiorum.

Mota et al. (2001), visando ao controle de Lasiodiplodia theobromae,
avaliaram o efeito de extratos e oleos essenciais de varias plantas medicinais em

diferentes concentragdes. Dentre eles, os extratos e os 6leos essenciais de Lippia.
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fungo.

Bemardo ef al. (2001) avaliaram a inibigdo dos fungos Rhizoctonia
solani, Fusarium semitectum, Sclerotium rolfsii e Bipolaris sorokiniana
utilizando-se de um composto de extrato citrico a 40%, incorporado as culturas
fungicas em concentragdes de 100, 1000, 10000, 20000 ¢ 40000 ppm. Esses
pesquisadores observaram inibigdo micelial total a partir de concentragdes
acima de 10000 ppm em todos os fungos testados.

Bastos (2001) verificou que a atividade do dleo essencial de Piper
enckea sobre crescimento micelial e germinagdo de conidios de Crinipellis
perniciosa e Phytopthora palmirosa, nas concentragdes 0, 100, 250, 500, 1000 e
2000 ppm, foi maxima em concentragdes acima de 1000 ppm. Em trabalhos
analogos, Bastos & Albuquerque (2001) avaliaram o efeito fungitéxico do dleo
essencial de Piper aduncum sobre o patégeno Colletotrichum musae,
responsavel pela podridio dos frutos em bananas. A inibi¢io do crescimento
micelial e germinagdo de conidios in vitro foi total em concentragdes maiores de
0,01% (v/v). Em testes realizados in vivo, os autores verificaram a mesma

eficacia do dleo somente a concentragdo de 1% (v/v).

2.2 A espécie Thymus vulgaris L.

A espécie Thymus vulgaris L. é uma planta aromatica pertencente 3
familia Lamiaceae, cultivada na Europa, especialmente na Hungria, Alemanha,
Espanha e sul da Fran(;a. E encontrada, em estado silvestre, em terrenos secos e
quentes da flora mediterrdnea e, em especial, nas colinas aridas. Prefere regiGes
de climas temperados quentes, nas quais as temperaturas girem constantemente
em tomo de 20 °C ou pouco mais. No entanto, segundo Hertwig (1991), a
espécie pode ser cultivada do Artico aos trépicos, do nivel do mar até em
montanhas de 3.000 metros de altitude.



No Brasil, é conhecida popularmente por tomilho ou timo e ja se
encontra completamente aclimatada, ocupando a lista das 46 plantas aromaticas
mais cultivadas do Estado do Parana (Pinto et al., 2001).

Trata-se de um subarbusto perene de 15 a 40 cm de altura, que possui
caule lenhoso e tortuoso, do qual partem numerosos ramos eretos, formando
touceiras. Suas folhas sdo pequenas (6 a 9 mm de comprimento por 0,5 a 2 mm
de largura), opostas, sésseis ou curtamente pecioladas, lanceoladas, oblongas ou
ovais, de coloragdes verde na superficie adaxial e verde-acinzentada na
superficie abaxial (Figura 2). As flores séo pequenas, zigomorfas, bilabiadas de
coloragdo rosada ou branca, ds vezes, com tons lilases ou avermelhados, em
espigas localizadas nas axilas das folhas superiores maiores, e com calice
tubuloso. Prefere solos soltos, profundos, arenosos, bem drenados, com boa
exposigio & luz solar, em que suas propriedades arométicas sdo mais intensas

(Castro & Chemale, 1995).

FIGURA 2: Planta aromatica T. vulgaris localizada ho Horto de Plantas
Medicinais da UFLA



Qﬁanto i constituicdo quimica, Hertwig (1991) cita a presenga de
alcoois, hidrocarbonetos, resinas, saponosideos, vitaminas B-1 e C, 6leo
essencial e taninos. Em experimentos realizados por Guillén & Manzanos (1998)
constatou-se que a composicdo dos extratos das folhas e flores de T. vulgaris
obtidos em diclorometano apresentaram altos teores de monoterpenos,
sesquiterpenos, hidrocarbonetos saturados, flavondides e vitamina E.
Anteriormente, Broucke et al. (1982), estudando extratos hidroalcolicos (MeOH
85% e MeOH 50%) de folhas de T. vulgaris, por meio da cromatografia liquida
de coluna e cromatografia de camada delgada, isolaram trés compostos
identificados estruturalmente como flavonas, uma subclasse dos flavonodides
(Figura 3). Recentemente, Zgérka & Glowniak (2001), em estudos
quimictaxdmicos, determinaram, em varias espécies estudadas, incluindo T.
vulgaris, dois depsideos, os acidos rosmarinico e clorogénico (Figura 4), e alto
conteiido de fendlicos livres, precursores biossintéticos de taninos e flavonéides,
caracterizados e identificados como acidos protocatéquico, gentisico, p-
hidroxibenzdico, vanilico, siringico, cafeico, p-cumarico e fenilico (Figura 5).
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FIGURA 3: Estruturas quimicas de flavonas identificadas em T.vulgaris. (a)
Thymonina -  5,6,4’-triidroxi-7,8,3’-trimetoxiflavona,  (b)
Cirsilineol - 5,4 -diidroxi-6,7,3 -trimetoxiflavona, (c) 5,4’-
diidroxi-6,7,8,3’-tetrametoxiflavona

‘%W@ @*t:r

HOOC" 'H HO” ‘COOH

FIGURA 4: Estruturas quimicas de depsideos isolados de T. vulgaris. (a) acido
rosmarinico e (b) acido clorogénico
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FIGURA 5: Estruturas quimicas dos acidos fendlicos identificados em T
vulgaris. (a) acido protocatéquico, (b) acido gentisico, (c) acido p-
hidroxibenzéico, (d) acido vanilico, (¢) acido siringico, (f) acido
cafeico, (g) acido p-cumarico, e (h) acido ferilico

Quanto a constituigio quimica do 6leo essencial, Granger & Passet
(1973) encontraram os monoterpenos: geraniol, linalol, a-terpineol, tujanol-4 e
terpinen-4-ol em todas as cultivares estudadas (Figura 6). Posteriormente, Adzet
et al. (1977) identificaram o composto 1,8-cineol como outro constituinte do
6leo essencial de T. vulgaris (Figura 7).

Blum et al. (1997), pesquisando a constituigio dos extratos e dleo
essencial de 7. wulgaris por meio da cromatografia de fluido supercritico,
descreveram a presen¢a de timol, carvacrol e p-cimeno como constituintes

majoritarios (Figura 8).
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FIGURA 6: Estruturas quimicas de alguns constituintes terpénicos presentes no
oleo essencial de T. wulgaris. (a) geraniol, (b) linalol, (¢) a-
terpineol, (d) tujanol-4 e (e) terpinen-4-ol

FIGURA 7. Estrutura quimica do 1,8-cineol

CH3 CH3 ’
OH
OH
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FIGURA 8: Estruturas quimicas de outros constituintes presentes no dleo
essencial de T vulgaris. (a) timol, (b) carvacrol e (c) p-cimeno
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Résch er al. (1999), em estudos quantitativos e qualitativos de oSleos
essenciais por espectroscopia micro-Raman, caracterizaram como compostos
majoritarios timol em 7. vulgaris e carvacrol em Origanum vulgare, e
observaram que entre as espécies vegetais, os componentes diferiram apenas
quantitativamente.

Recentemente, Echeverrigaray ef al. (2001), estudando correlagdes
quimicas e genéticas de diversas cultivares comerciais de T. vulgaris,
caracterizaram o timol como composto majoritirio dos extratos dessa planta,
com teores em torno de 41,96% a 50,47% em relagdo ao rendimento bruto do
dleo essencial, e os compostos geraniol, linalol, terpineol, tujanol-4, terpinen-4-
ol, carvacrol, 1,8-cineol, terpineno e p-cimeno. Dentre os compostos
identificados, foram observadas alteragdes quantitativas significativas apenas
para o terpineno (Figura 9), cujos teores em relagio ao rendimento bruto do éleo

variaram entre 11,4% a 22,28% nas diferentes cultivares.

FIGURA 9: Estrutura quimica do terpineno

Trabalhos cientificos com 6leos essenciais de Thymus sp preconizam
variagdes quantitativas dos constituintes, conforme a espécie e variedade e

relacionam-nas com época da coleta, fotoperiodo e fatores geograficos (Saez,
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1995a,b). Ao avaliar o rendimento de dezenove constituintes do 6leo essencial
de T, vulgaris em diferentes condigdes de luz, Li & Crecker (1996) concluiram
que, em plantas cultivadas a 100% de luz solar plena, a concentragdo total
(0,49% em relagdo a peso fresco) de 6leo essencial foi mais alta e a maioria dos
constituintes analisados diminuiram em concentragdo com o decréscimo de luz
solar. O timol, composto majoritario do dleo essencial, aumentou seu teor em
10% sob luz solar plena.

Venkutonis (1997) comparou os rendimentos dos oleos essenciais de
Thymus vulgaris e Salvia 79]j‘z‘~cinqlis obtidos em diferentes condigdes: folhas
frescas, congeladas e aquecida-s ; 30 °C e 60 °C. As perdas apresentaram-se
significativas em temperatura de 60 °C, girando em tomo de 43% e 31%,
respectivamente, para T. vulgaris e S. Offcinalis.

Diversas atividades biologicas sdo atribuidas & T. vulgaris por causa do
ao alto contetido de fendlicos vegetais. Economou ef al. (1991), pesquisando a
atividade biologica dos extratos metanolicos das ervas da familia Lamiaceae,
entre elas T. vulgaris, observaram forte atividade antioxidante; posteriormente,
trabalhos realizados por Chipault et al., citados por Matiucci (1998), com
extratos etanolicos e etéreos, atribuiram-lhes as mesmas atividades.

Aktug & Karapinal, citados por Reddy et al., (1998), avaliaram a
atividade do extrato etandlico de T. wulgaris sobre duas espécies fungicas, e
concluiram que em concentragdes de 500 pgmL™' e 1000 pgmL" o extrato
demostrou forte atividade fungicida. Reddy et al. (1998) avaliaram a atividade
fungicida dos dleos volateis de dois clones de T. vulgaris ante a Botrytis cinerea
e Rhizopus solanifer, encontrando inibigSes nas concentragdes de 50, 100 e 200
ppm. Atribuiram a atividade observada ao alto teor de timol e carvacrol e ao
efeito sinergistico do linalol.

Essawi & Srour (2000) estudaram a atividade antibacteriana das 15

plantas medicinais mais importantes na Palestina diante de oito bactérias. Todas
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apresentaram atividade, sendo a maior delas registrada para extratos aquosos e
organicos de T. vulgaris e T. origanium sobre bactérias Gram-positivas ¢ Gram-

negativas.

23 Fitoquimica )(

Dentro da quimica de produtos naturais, a fitoquimica se destaca pelas
inimeras pesquisas realizadas, nas quais varios metabolitos foram isolados e
elucidados quanto as suas estruturas moleculares. A partir do século XIX, foram
registrados os primeiros compostos isolados de plantas como morfina, quinina e
canfora (Figura 10), que se consagraram como principios ativos tteis no
tratamento de certas doengas. Atualmente, grande numero de compostos
derivados de plantas é utilizado nas formulagdes de remédios e em sinteses
orgénicas, funcionando como protétipos de importantes agentes terapéuticos

sintéticos.

H, CHj3

H,C

(a) ) (c)

FIGURA 10: Estruturas quimicas da (a) morfina, (b) quinina e (c) cinfora
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Na pesquisa fitoquimica, as etapas principais sido: selegdo, identificagdo
botdnica e coleta do material vegetal, prospecgdo preliminar, fracionamento,
isolamento e purificagdo dos compostos e, finalmente, a elucidagdo estrutural
(Matos, 1998; Simdes et al., 2000).

A selegdo do material vegetal, bem como sua identificagdo botanica, sdo
etapas de vital importéncia, pois estdo condicionadas aos objetivos especificos
do estudo e as variagdes existentes nos géneros botanicos. A coleta depende de
fatores intrinsecos & espécie vegetal, ja que possuem reagdes diferentes diante
das interferéncias ambientais (hora do dia e época do ano). A prospecgdo
preliminar permite o conhecimento das classes metabélicas presentes e
possibilita a adaptagdo da técnica de fracionamento e isolamento a ser utilizada.

Considerada uma das etapas mais trabalhosas em um estudo fitoquimico,
o fracionamento, isolamento e purificagio inicia-se com a preparagio dos
extratos vegetais, cujos métodos de extragio dependem tanto da textura e teor de
4gua no material, como do tipo de substincia a ser isolada (Di Stasi, 1996).

A escolha dos solventes apropriados, bem como o método de extragio a
ser utilizado dependem tanto dos objetivos como dos resultados obtidos na
prospecgdo preliminar. Segundo Matos (1998), dentre os métodos de extragdo,
aquele obtido por percolagdo a frio ¢ o mais adequado, pois evita reagdes
quimicas decorrentes da atuagdo simultinea de solventes e temperaturas altas.

No fracionamento do extrato vegetal, a técnica mais utilizada é a
cromatografia, por ser um método eficiente e rapido de se obter separagbes e
purificagdes dos componentes de uma mistura. Consiste basicamente na
migragio de uma fase moével sobre uma fase fixa. Aquelas incluidas
fundamentalmente em um fendmeno de adsorgdo e, consideradas mais simples,
dentre as técnicas cromatograficas, sio: a cromatografia liquida de coluna (CLC)
e a cromatografia de camada delgada (CCD). A primeira baseia-se no

movimento descendente de uma fase movel liquida sobre uma fase fixa sélida
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sendo muito utilizada para semipurificagio de extratos vegetais. A segunda
consiste na migragdo diferencial dos componentes de uma mistura sobre uma
camada de adsorvente retido em uma superficie plana. E uma técnica de facil
execugdo, baixo custo e alta reprodutibilidade, funcionando em analises
qualitativas, pela determinagio do indice de retengio (R/) e, principalmente, em
purificagbes das substincias. Outras técnicas cromatograficas bastante utilizadas
sdo: a cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), esta ultima recentemente em ascensdo. Tais técnicas destacam-se por
proporcionar andlises qualitativas e quantitativas dos componentes de uma
mistura com rapidez e eficiéncia (Shriner ef al., 1983; Soares et al.,1988; Collins
etal., 1990).

A elucidagdo estrutural envolve varias etapas: Hhilise elementar do
composto isolado, ou seja, obtengdo do conteudo qualitativo (CHN-carbono,
hidrogénio e nitrogénio) e quantitativo (composi¢do centesimal) do composto,
subsidios importantes para as etapas sucessivas; estudos dos espectros obtidos
por espectrofotometria de ultravioleta (UV), espectrometria de infra-vermelho
(IV), espectrometria de massa (EM), ressonincia magnética de h;drogénio
(RMN'H) e de carbono 13 (RMN™C) (Pavia er al., 1996; Silvertein & Webster,
2000).

2.4 Patégenos flingicos

Os fungos s3o organismos eucariéticos, aclorofilados (heterotroficos),
portadores de esporos, que podendo reproduzir-se sexualmente (forma
teleomorfica) ou assexuadamente (forma anamérfica). Sdo bastante
diversificados filogeneticamente e suas caracteristicas sofrem grandes variagdes
por causa das condiges culturais e, portanto, nio podem funcionar sozinhas na
identificacio da espécie, interelacionando-se as condigdes ambientais e ao

hospedeiro. Sdo conhecidas aproximadamente 60.000 espécies de fungos, que se
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diferenciam em muitos aspectos (fisicos, quimicos, fisiologicos, etc) (Resende &
Castro, 1999).

Do ponto de vista econdmico, os fungos apresentam aspectos positivos e
negativos e s3o considerados de grande importancia. Por um lado, sdo benéficos,
utilizados pela indistria (fermentagdo), medicina (antibidticos) e,
principalmente, responsaveis pela fertilidade do solo por meio das trocas que
originam. Por outro lado, sdo maléficos, acarretando sérios prejuizos a
agricultura. Estima-se que mais de 30% da produgdo agricola mundial sdo
perdidos anualmente em conseqiiéncia de problemas fitossanitarios, em que os
fungos destacam-se por serem os principais agentes causadores de doengas em
plantas (Bergamin Filho et al., 1995).

)é Levantamentos epidemioldgicos de uma regido sdo de extrema
importancia, pois permitem a adogdo de medidas de manejo e controle biologico
adequadas. Alves et al. (1995) mapearam diversas enfermidades de plantas
ocorridas na regido de Lavras no periodo de 1990 a 1994 e concluiram que, das
1147 analises, os maiores agentes epidemioldgicos foram os fungos (78,47%),
seguidos de insetos (10,11%), bactérias (4,88%), acaros (2,27%), virus (1,83%)
e nematoides (1,04%). Outros fatores, como problemas fisiologicos, deficiéncias
minerais, fitotoxidez e outras causas também foram determinados, apresentando
indice de incidéncia de 3,40%, 1,74%, 1,57% e 8,11%, respectivamente. Em
paralelo, Lobo Junior et al. (1995) avaliaram as classes fingicas envolvidas,
determinando como mais representativas as classes Hyphomycetes (57,07%) e
Coelomycetes (32,51%). Posteriormente, Pozza et al. (1999) reafirmaram os
trabalhos anteriores, destacando os Deuteromicetos, 0s quais representaram
82,5% em incidéncia. Determinaram como agentes etiologicos fungicos:
Fusarium sp (12,1%), Colletotrichum sp (11,5%), Alternaria sp (7,6%),
Cercospora sp (6,4%) e Oidium sp (5,8%), e os sintomas de maiores
ocorréncias: manchas foliares (48,9%), podriddes (16,3%) e murchas (9,5%).
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2.4.1 As espécies estudadas

O fungo Colletotrichum gloeosporioides é um patogeno deuteromiceto
cujas colbnias apresentam-se com coloragdo branca ou preta-acizentada, com
produgdo de esporos de coloragdo alaranjada e formag¢do de acérvulos com
numero reduzido de setas. Possui conidios hialinos unicelulares aglutinados por
uma substincia mucilaginosa. Na fase perfeita, ou seja, sexuada, corresponde ao
fungo Ascomiceto Glomerella cingulata (Ston.) Spaul. Et Schr, da ordem
Sphaeriales, familia Sphaeriaceae.

Dentre as doengas causadas por C. gloeosporioides, a antracnose pos-
colheita é a de maior incidéncia, atacando vérias culturas como mamdo, citrus,
manga, abacate, morango, tomate, mag4, banana, etc. Essa doenga é considerada
a podriddo mais comum em frutos maduros, sendo encontrada com bastante
freqiiéncia e com alto grau de severidade, inutilizando o produto para fins
comerciais. O fruto atacado apresenta-se com pequenos pontos escuros sobre a
superficie, que aumentam em tamanho com o decorrer do tempo. Nas bordas da
lesdo, forma-se um halo de tecido aquoso com coloragdo diferente da parte
central da mancha, onde sdo formadas as estruturas do fungo, que exibem
coloragdo alaranjada com consisténcia gelatinosa.

Bipolaris sorokiniana é um fungo patogénico do trigo e outras
gramineas, infectando sementes, folhas e raizes. Possui conidios curvos,
elipsoidais ou fusiformes, de coloragio escura, conidiéforos ndo-ramificados e
alta habilidade saprofitica. Na fase perfeita, corresponde ao fungo Cochliobolus
sativus Ito E Kurib, um ascomiceto da ordem Sphaeriales, familia Sphaeriaceae.

As doengas do trigo causadas por esse fungo, tais como a podriddo das
raizes e as manchas foliares (helmintosporioses), tém sido causas de perdas
consideraveis no rendimento de produgio e redugdo de proteinas nos grios

utilizados para farinhas, tomando-o o principal patogeno dessa cultura (Reis ef
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al., 1988). As sementes infectadas por esse fungo apresentam taxa de
transmissio de 60 a 90%, sendo responsaveis por focos iniciais da doenga em
campo (Forcelini, 1991).

Utiamada & Nomura (1995) analisaram, na safra de 1992, 283 lotes de
sementes de trigo quanto a incidéncia dos patogenos e concluiram que B.
sorokiniana foi o principal agente etioldgico, infectando 92,93% dos lotes. Na
safra de 1993, dos 57 lotes analisados, todos foram infectados pelo mesmo
fungo. A média de incidéncia foi de 3,40% em 1992 e 20,64% em 1993,
demonstrando preocupagdo por parte dos agricultores.

Alternaria alternata é a espécie mais conhecida e freqilente do género
Alternaria sp. O fungo apresenta conidios obclavados, ovoides ou elipsoidais,
lisos ou verrugosos, com aproximadamente 8 septos transversais. Os conidios
acham-se inseridos em conidiéforos simples ou ramificados, subhialinos de
coloragdo clara a oliva. O tamanho e a morfologia do conidio séo influenciados
pelas condigdes ambientais. E responsavel por doengas como pinta-preta e
alternarioses em varias solanaceas, plantas olericolas que constituem importante
fonte alimentar para a sociedade. Dentre elas, destacam-se comercialmente o
tomate e a batata, o pimentdo e beringela, entre outras (Rotem, 1994).

Esse fungo provoca lesdes e crestamento foliar apenas em frutos
injuriados, mostrando uma grande variabilidade quanto a patogenicidade,
capacidade de esporulagdo e crescimento em diversas culturas. Boveda (1986),
pesquisando morfologia, patogenicidade e esporulagdo de Alternaria solani e A.
alternata, concluiu que todos os isolados de A. alternata foram patogénicos,
sendo os mais agressivos os isolados de tomateiro, batata, beringela e pimentéo,

apresentando grande incidéncia em todas as culturas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

O material vegetal (400g de folhas frescas) foi coletado no Horto de
Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em maio de
2001, as 8 horas, sob temperatura de 21 °C e umidade relativa (UR) de 60%. A
espécie encontrava-se em estagio vegetativo jovem e em solo submetido a
freqiientes irrigagdes.

Uma exsicata da espécie, identificada como Thymus vulgaris L., foi
incorporada ao acervo do Herbario ESAL (Herbario do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras - UFLA - MG), sob o registro de n®
17057.

3.2 Estudo fitoquimico

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Quimica Organica
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Lavras-MG.

3.2.1 Prospecgio fitoquimica

Uma amostra de 15 g de folhas de 7. vulgaris, seca em estufa ventilada a
40 °C, foi refluxada em etanol durante 3 horas. Em seguida, filtrou-se em funil
de Biichner e o filtrado foi concentrado em evaporador rotatdrio do tipo R-114
sob pressdo reduzida. O extrato obtido foi levado & estufa para completa
evaporagdo do solvente (Adaptado de Matos, 1998).

Posteriormente, realizaram-se 20 testes analiticos, especificos a cada

classe de metabélitos, nos quais fragdes de 1mg do extrato obtido anteriormente
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foram submetidas as reagdes de precipitagdo e/ou colorimétricas, segundo

metodologia descrita por Matos (1998), utilizando-se os reagentes descritos na

Tabela 1.

TABELA 1: Reagentes utilizados na identificagdo das classes de metaboélitos
presentes em folhas de T vulgaris

Reagentes utilizados Especificidade
Reativo de Pascova Acidos organicos
Reativo de Fehling Agucares redutores
Reativo Lugol Polissacarideos
Reativo de Molish Proteinas ¢ amino4cidos
Solugdo 4cida de FeCl; 1% Taninos
Solugdo acidificada/magnésio Flavondides
HONH;'CI" 10% /KOH 10%/FeCl; 1% Lactonas e Sesquiterpenlactonas
Reativo de Kaiser Azulenos
Acido trifluoroacético Carotendides
Reagdo de Liebermann-Burchard Esteréides e Triterpenbides
Eter/Metanol/FeCl; 1% Depsidios e depsidonas
Eter/NaOH 1N/luz U.V. Cumarinas
SolugHo de etanol 80% Saponinas
Reativo de Bouchardat Alcaléides
Reativo de Mayer Alcaléides
Reativo de Dragendorff Alcaléides
Reativo de Bertrand Alcal6ides
Reacido de Borntringer Antraquinonas
HC1 6N/H;0- 30% Purinas

 Vanilina 1%/ HCI Catequinas

Fonte: Matos, 1998.
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3.2.2 Obtencao dos extratos vegetais brutos

Uma amostra de 291 g de folhas de 7. vulgaris, seca em estufa de
circulagdo mecanica sob temperatura de 40 °C durante 48 horas, foi submetida a
sucessivas extragdes a frio, com solventes de polaridade crescente (hexano,
clorofémio, acetato de etila, etanol e metanol). Foram utilizados 2 L de solvente
e um periodo de 8 dias de imersdo, por extragdo.

Apds a primeira extragdo com hexano, procedeu-se a filtragdo a vacuo,
obtendo-se, o filtrado, que foi concentrado em evaporador rotatorio tipo Biichi
R-114 sob pressido reduzida. A torta (residuo vegetal) foi levada a estufa de
circulagdo mecénica por 48 horas para completa evaporagdo do solvente e
reutilizada para as proximas extragdes com os solventes subseqiientes (Figura
11). Ao final das extragGes, a torta foi descartada.
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Folhas de T. vulgaris secas

Hexano (8 dias)

[ 1

Filtrado Torta

Rotoevaporacdo 1) 48 horas em estufa ventilada
2) Cloroférmio (8 dias)

Extrato hexiinico I——‘—I

Filtrado Torta

Rotoevaporagdo) 1) 48 horas em estufa ventilada
2) Acetato de ctila (8 dias)

Extrato cloroformico I———I

Filtrado Torta

Rotoevaporagio 1) 48 horas em estufa ventilada
2) Etanol (8 dias)

Extrato ac. de etila I___—‘

Filtrado Torta

Rotoevaporagdo 1) 48 horas em estufa ventilac
2) Metanol (8 dias)

Extrato etanélico |—————-|

Filtrado Torta

Rotoevaporagdo l

Extrato metanélico Descarte

FIGURA 11: Fluxograma da extragio utilizada na obtengdo dos extratos brutos
de T. vulgaris

3.2.3 Fracionamento e isolamento dos constituintes quimicos

Os extratos etanélico e metanélico foram escolhidos por sua solubilidade

em compostos polares, por seus possiveis conteidos quimicos de interesse
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fungitoxico e por apresentarem melhor atividade biologica, segundo Di Stasi
(1996).

As separagdes cromatograficas dos dois extratos ocorreram por meio de
cromatografia liquida de coluna (CLC), utilizando-se colunas preparativas (50
cm de comprimento e 3 cm de didmetro interno, recheadas com silica gel 60, 70-
230 mesh ASTM Merck®) com o sistema de eluentes cloroformio, acetato de
etila, propanol, etanol, metanol, acido acético e agua, previamente escolhidos
por ensaios eluotrdpicos. Os perfis cromatograficos foram obtidos por
cromatografia de camada delgada (CCD), utilizando-se placas de 2,5 x 10 cm
recobertas por silica gel 60G Merck® e revelagdo em atmosfera de iodo.

Para obtengdo dos melhores eluentes utilizados na coluna
cromatografica, miligramas dos extratos etanélico e metandlico foram
solubilizados em 1 mL de etanol e metanol, respectivamente, e analisados por
difusdo concéntrica por CCD com os eluentes: hexano, éter de petroleo,
cicloexano, tetracloreto de carbono, benzeno, tolueno, diclorometano,
cloroférmio, acetato de etila, etanol, metanol, acido acético e agua.

No fracionamento do extrato etandlico, 500 mg do extrato parcialmente
solubilizados em 10 mL de cloroférmio foram adicionados a coluna
cromatografica e submetidos ao processo de elui¢do. Obtiveram-se 43 fragdes de
30 mL (Tabela 2). As fragdes obtidas pelo mesmo eluente foram reunidas e
concentradas em evaporador rotatério tipo Biichi R-114 sob pressdo reduzida.
Essas, foram monitoradas por CCD e reunidas segundo mesmo perfil
cromatografico, resultando em 8 subfragdes denominadas E,, E,, Es, E,, Es, Es,
E; e E;, correspondentes a reunido das fragdes ‘cloroférmio, cloroférmio/acetato
de etila, acetato de etila, acetato de etila/propanol + propanol + propanol/etanol,
etanol + etanol/metanol + metanol, metanol/ac. acético, ac. acético + ac.
acético/agua e agua, respectivamente (Figura 12). As fragdes eluidas em agua
foram reunidas e filtradas em decorréncia de precipitagdo espontinea, obtendo-
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se um residuo branco e cristalino que foi, posteriormente, seco com pentoxido de
fosforo em dessecador a vacuo por 8 dias. O composto isolado recebeu a

denominagao de X1.

TABELA 2: Seqiiéncia de fracionamento do extrato etanélico por CLC

N° de frag¢es coletadas (30 mL) Eluentes
09 Cloroférmio
01* Cloroférmio/ac. de etila
03 Acetato de etila
01* Ac. de etila/propanol
01 Propanol
01* Propanol/etanol
03 Etanol
01* Etanol/metanol
06 Metanol
01* Metanol/ 4c. acético
09 Acido acético
01* Ac. acético/ 4gua
06 Agua

* Fragdes intermediarias obtidas pelas proporgdes 3:1, 1:1 e 1:3.
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Fracionamento por CL.C<

[ Fragdes
/\ Subfragses

|  Clorfermo | ——» A
| Cloroférmiofac. de etild ——» A
| Acctatodeetila | — A
| Ac. de etila/propanoll

| Propanol |
-

I PropanoV/etanol

L Etanol |
I Etanol/metanol | \lmm por CCD;

I Metanol I /

| Metanol/éc. acético |: Reunito por CCD &
I Ac. acético I
I Ac. acético/sgua | A

[ Am | — /)

Reunido por CCD

FIGURA 12: Subfragdes obtidas pela reunido das fragdes por CCD do extrato

etanolico

No fracionamento do extrato metandlico, foram utilizados 600 mg do
extrato, resultando em 46 fragSes de 30 mL eluidas por CLC (Tabela 3). Assim
como no extrato etanélico, as fragdes reunidas por eluigio com agua também

sofreram precipitagdo e os mesmos processos de separagdo e secagem utilizados

anteriormente foram aplicados para a obtengdo do composto isolado Y1.
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TABELA 3: Seqiiéncia de fracionamento do extrato metanolico por CLC

N° de fragdes coletadas (30 mL) Eluentes
08 Cloroférmio
01* Cloroférmio/ac. de etila
02 Acetato de etila
01* Ac. de etila/propanol
01 Propanol
01* Propanol/etano}
04 Etanol
o1* Etanol/metanol
09 Metanol
01* Metanol/ 4c. acético
09 Acido acético
01* Ac. acético/ dgua
07 Agua

* Fragdes intermedidrias obtidas pelas proporgdes 3:1, 1:1 e 1:3.

3.2.4 Caracterizaciio e identificaciio dos compostos isolados

A caracterizagio dos isolados X1 e Y1 foi feita pelas propriedades
fisicas: solubilidade e ponto de fusdo; esta ultima obtida pela média de 4
repetigdes, utilizando-se o método de Thiele.

Na identificagio quimica, foi

infravermetho (IV), cujos espectros foram obtidos em espectrometro Shimadzu

utilizada:

FTIR - 8201 A, utilizando-se como suporte pastilhas de KBr.
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3.3 Oleo essencial
3.3.1 Extracio e rendimento

O método de extragdo foi o arraste a vapor, utilizando-se o aparelho de
Clevenger modificado (Craveiro, 1981). Folhas frescas de T. vulgaris (15 g),
foram submetidas a extragdo durante 50 minutos, obtendo-se 150 mL de
hidrolato, posteriormente particionado com diclorometano (3 x 50 mL) em funil
de separagdo. A fase organica (0leo + diclorometano) foi mantida em repouso
por 24 horas com MgSO, anidro. Apds, foi filtrada e levada a um evaporador
rotatorio do tipo Biichi R-114 sob pressio reduzida. O 6leo essencial obtido foi
colocado em vidro previamente seco e tarado, mantido a temperatura ambiente e
protegido da luz e umidade, até peso constante.

A metodologia acima descrita foi aplicada em paralelo, com folhas de T
vulgaris submetidas a secagem em estufa de circulagido mecinica sob
temperatura (40 °C) durante 48 horas. Em ambos os casos, foram realizadas trés
repetigoes.

3.3.2 Caracterizagio e identificagio dos constituintes quimicos

Para caracterizagdo e identificagdo dos constituintes, foram realizadas
analises em espectrometro de IV Shimadzu FTIR - 8201A, utilizando-se como
suporte janelas de NaCl.

3.4 Atividade fungitéxica

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Epidemiologia e
Manejo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).
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3.4.1 Crescimento e/ou inibi¢io micelial

As culturas dos fungos foram obtidas da micoteca do Departamento de
Fitopatologia e identificadas como Colletotrichum gloeosporioides, Bipolaris
sorokiniana e Alternaria alternata. Foram utilizados, como meios de cultura,
BDA (batata, dextrose e agar) para os dois primeiros fitopatogenos e PCA
(batata, cenoura e agar) para o ultimo.

O método utilizado foi o bioanalitico in vitro, por meio do qual
avaliaram-se os efeitos do extratos etandlico e metandlico em diferentes
concentragdes sobre o crescimento e/ou inibigdo micelial das culturas fingicas.

Em uma capela asséptica de fluxo laminar, foram adicionadas aos meios
de cultura previamente esterilizados e fundidos aliquotas de solugGes-mae dos
extratos etandlico e metandlico, de modo a obterem-se concentragdes finais de 5,
50 e 500 ppm. Os meios foram vertidos em placas de Petri previamente
esterilizadas e, em seguida, no centro de cada placa, foram colocados discos
miceliais invertidos de 6 mm de didmetro. As placas foram vedadas com filme
plastico e incubadas em cdmara de crescimento a temperatura de 22 + 2 °C sob
fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas escuro, durante 7 dias (Santos, 1996).

Os experimentos foram realizados utilizando-se os tratamentos: T,
(Testemunha), T; (5 ppm ), T; (50 ppm) e T4 (500 ppm) para cada extrato. As
avaliagdes foram realizadas apos 48, 96 e 144 horas de sua montagem, por meio
de medigGes diametralmente opostas do crescimento micelial, e de cada duas
medidas opostas, foram calculadas as médias. O indice de crescimento micelial
(ICM) ou taxa de crescimento micelial foi calculado pela formula modificada de
Nakagava & Maguire, adaptada por Oliveira (1991).

1 C2 + Cn

ICM= — + == A ,
N1 N2 Nn
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em que:

ICM = indice de crescimento micelial;

Cl, C2, Cn = crescimento micelial das colonias na primeira, segunda e
ultima avaliagao;

NI, N2, Nn = numero de dias.

3.4.2 Anailise estatistica

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeti¢des, e esquema fatorial de 2 x 4 x 3 envolvendo dois extratos
vegetais, em quatro concentragdes e trés espécies de fungos. Os resultados
obtidos foram submetidos as analises de variancia e de regressdo pelo sistema
SAEG versdo 5.0. Nesta ltima, foram testados os efeitos linear e quadratico do
modelo polinomial Y =a + b x + b; x e a raiz quadrada do modelo polinomial,
ouseja, Y=a+b )g°" + b, x. Foi selecionada, dentro de cada grupo de equagdes
com o mesmo numero de parimetros estimados, aquela de efeito significativo
pelo teste F a 5% de probabilidade, de significado biologico e de maior soma de
quadrados, ou seja, maior R%. As médias do efeito qualitativo, ou seja, as
espécies de fungos, foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probalidade
(Gomes, 1973; Banzatto & Kronka, 1989).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo fitoquimico
4.1.1 Prospeccio fitoquimica preliminar

Algumas reagbes colorimétricas apresentaram-se mascaradas, como a
reacdo de acidos orgdnicos, em que o resultado esperado era a descoloragdo do
reativo utilizado e, no entanto, esse tomou-se azul-intenso; ou, como a reagao
para catequinas, que resultou no aparecimento de uma coloragido amarelo-
intensa, e o esperado era vermelho. Em resumo, os testes analiticos mostraram-
se imprecisos, possivelmente pelo fato de que o extrato utilizado, sendo bruto,
conteria diferentes constituintes quimicos, os quais possivelmente interfeririam
no resultado final das reagdes.

Desse modo, supde-se que existam 13 classes quimicas de metabolitos
secundarios reconhecidas pelos testes analiticos realizados, sendo elas: acidos
organicos, agucares redutores, proteinas e aminoacidos, taninos, flavonoides,
catequinas, lactonas e sesquiterpenlactonas, azulenos, carotendides, esterdides e
triterpendides, depsidios e depsidonas, saponinas, antraquinonas e purinas.
Todas as classes reconhecidas ja haviam sido citadas na literatura como
compostos presentes em Thymus sp (Guillén & Manzanos, 1998; Zgorka &
Glowniak, 2001; Karaman et al., 2001)

4.1.2 Obtengiio dos extratos vegetais brutos

A amostra vegetal utilizada (291g) apresentou, apés o periodo de
secagem, decréscimo em peso de 42,16%, representando perdas de agua.

Segundo Hertwing (1991), a espécie T. vulgaris pode apresentar teores de agua
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que podem chegar a atingir de 66%, sugerindo, portanto, que o processo de
secagem possa ter sido incompleto. No entanto, esse percentual apresenta-se
variavel em fungdo das condigdes climaticas e edaficas as quais a espécie estaria
submetida.

Os rendimentos dos extratos brutos foram calculados em fungdo da

massa relativa e sdo apresentados na Tabela 4.

TABELA 4: Rendimentos dos extratos brutos obtidos por percolagdo a frio de
folhas secas de T. vulgaris

Extratos brutos Massa (g) Teor (%)
Hexéanico 1,78 1,06
Cloroférmico 6,14 3,65
Acetato de etila 2,90 1,72
Etanélico 2,92 1,73
Metanolico 5,55 3,30
Extrativos totais 19,29 11,46

Analisando os dados da tabela anterior, observa-se que os teores dos
extratos cloroférmico e metanélico foram os mais altos (em torno de 100% a
mais em relagdo aos outros extratos). De acordo com Simdes et al. (2000), as
classes de metabdlitos que podem estar presentes no extrato cloroformico sdo os
dleos essenciais, glicosideos, flavondides, cumarinas simples e antraquinonas e,
no extrato metandlico, heterosideos, saponinas e taninos, extraidos por afinidade
polar ao solvente utilizado. De fato, ndo so a literatura, como também os

resultados do levantamento quimico preliminar, descreveram a presenga desses
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compostos como constituintes vegetais de 7. vulgaris, podendo, portanto,

ocorrer em maiores proporgdes, justificando percentuais mais altos.

4.1.3 Caracterizacio e identificagiao dos compostos isolados

Os compostos X1 e Y1, isolados dos extratos etandlico e metandlico,
respectivamente, apresentaram solubilidade decrescente em relagdo ao aumento
de polaridade dos solventes organicos usuais. Apresentaram pontos de
decomposigdo de valores 287,5 + 10 °C e 263 = 10°C, respectivamente. As
massas dos compostos X1 e Y1 obtidas foram 0,085lg e 0,0631g,
representando, em rendimento, 17,2% e 10,51%, respectivamente.

Os espectros no infravermelho dos compostos X1 e Y1 foram similares
(Figuras 13 e 14), apresentando as seguintes absorgdes: duas bandas pequenas
em 3550 cm™ e 3404 cm’, equivalentes aos estiramentos assimétricos e
simétricos de ligagdes N—H, de aminas primarias, confirmadas pela presenga de
um pico agudo e intenso em 1622 cm™, proveniente de vibragdes de deformagio
angular da ligagio N-H e dois picos, em 669 cm™ e 601 cm™, equivalentes a
deformagdes fora do plano dessa ligagéo.

A presenga de um pico em 1683,7 cm™ situado na regido de absorgdes
de estiramentos de grupos carbonilicos (C=0) infere a possibilidade das
absorgdes anteriormente citadas pertencerem a amidas, sendo os picos 1683,7 e
1622,6 cm™ referentes as absorgdes da banda amida I (estiramento de C=0) e
banda amida II (deformagdo de N—H), respectivamente. Entretanto, a absorgdo
do grupo carbonilico € pouco pronunciada. A auséncia de bandas de absorgdo de
grupos metilicos (CHz), metilénicos (CH,) e metinicos (CH) em 3000-2950 cm™,
a presenga de banda larga entre 1350 e 1200 cm™ e a afinidade polar com a agua
inferem a possibilidade de os compostos X1 e Y1 serem polifuncionais ou sais
de aminas (Ingham & Henson, 1984).
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4.2  Oleo essencial
4.2.1 Rendimento

As farmacopéias preconizam teor minimo de oleo essencial de T.
vulgaris em tomo de 1,5% (Simdes et al., 2000). Foram observados rendimentos
do oleo essencial muito menores do que aqueles citados na literatura, podendo
atribuir essas variagdes a diferengas de épocas da colheita, clima da regido ou
tipo de solo. Um fato importante a ser considerado, ¢ que pode auxiliar na
justificativa dos resultados, € que a espécie encontrava-se em solo submetido a
irrigagoes freqiientes e que, 0 aumento de agua reduz drasticamente a produgdo
de oleo essencial (Corréa Junior, 1994). Pela Tabela 5 verificaram-se os
rendimentos médios obtidos e que mostraram-se varidaveis em fun¢do das

condigdes a que foram submetidas as amostras.

TABELA 5: Rendimentos do dleo essencial de folhas de 7. vulgaris sob
diferentes condigdes

Fresca Estufa, 40 °C
Amostra
Massa (g) Teor (%) Massa (g) Teor (%)
Otl 0,0559 0,37 0,0445 0,30
o2 0,0611 0,41 0,0407 0,26
o3 0,0529 0,35 0,0413 0,27
Meédia 0,0566 0,38 0,0421 0,28

Analisando os dados apresentados na Tabela 5, observa-se que o
rendimento do 6leo essencial de folhas secas na estufa foi 26% inferior ao éleo

obtido de folhas frescas. Sabin ef al. (1999), em trabalhos desenvolvidos com
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Melissa officinalis L. (erva-cidreira), pertencente a familia Lamiaceae,
obtiveram rendimento do 6leo essencial de folhas secas menor do que de folhas
verdes. No entanto, mostraram a necessidade de mais estudos, em periodos mais
longos do que aquele utilizado para analises, e em épocas diferentes.

Em principio, conclui-se que a secagem em estufa ¢ desfavoravel para o
rendimento do Oleo essencial dessa espécie. No entanto, estudos mais
abrangentes, que relacionem fisiologia, tratos culturais, condigdes climaticas,
etc, poderiam gerar melhores discussées e inferir afirmages em relagdo ao

melhor rendimento do dleo.

4.2.2 Identificagiio quimica

Os dleos essenciais obtidos de todas as extragdes apresentaram coloragdo
amarelada e os espectros no infravermelho apresentaram bandas de absor¢do
idénticas (Figura 15). Estas foram identificadas como:

» uma banda larga compreendida entre 3600 - 3250 cm”,

caracteristica de estiramentos assimétricos e simétricos da ligagdo
O-H,

= pico pouco intenso em tomo de 3030 cm™’, caracteristico de ligagdes
sp de hidrogénios de natureza aromatica,

» bandas de absorgdo intensas compreendidas entre 2968-2869 cm”,
caracteristicas de estiramentos assimétricos e simétricos que
evidenciam a presenca de ligagdes de carater sp’ para grupos
metilicos (CH3), metilénicos (CH;) e metinicos (CH), podendo ser
confirmados pela presenga de um dubleto pouco pronunciado em
1380 e 1360 cm™, equivalente a sinais de deformagdo angular desses

grupos e que propdem a presen¢a de ramificagdes alquilas;
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» picos em 1618 cm™ e 1585 cm™, equivalentes aos estiramentos
assimétricos e simétricos de ligagdes C = C do anel aromatico e
confirmados pela presenca de picos intensos em 945 e 808 cm’
relativos a deformagdo angular fora do plano das ligagdes C-H
adjacentes, inferindo que possam existir substituigoes nas posigoes
1,2,4 do anel;

* pico intenso em 1290 cm™ caracteristico de absorgdo de ligagdes
C—O0, observadas em fenois.

Guenther, citado por Craveiro ef al. (1981), preconizam teor de fendlicos
totais presentes no o6leo essencial de 7. vulgaris entre 42,5% e 59,0%, levando-
se a conclusdo de que as absor¢des descritas acima indicam que os dados do
espectro podem referir-se a presenga de timol e carvacrol (Figura 8), compostos

fendlicos descritos pela literatura como constituintes majoritarios.

39



el e
mad.. ..o Y
YU NI T
TS ™
i
!
¢
an L em
2m 24
- ")

FIGURA 15: Espectro no infravermelho do dleo essencial obtido de folhas de
T. vulgaris

4.3 Atividade fungitéxica
4.3.1 Crescimento e/ou inibi¢io micelial das espécies fingicas estudadas

Os indices de crescimento micelial de B. sorokiniana, A. alternata, C.
gloeosporioides, referentes aos tratamentos, T, (Testemunha - 0 ppm), T,
(extrato - 5 ppm ), T; (extrato - 50 ppm) e T, (extrato - 500 ppm) de dois
extratos vegetais (etandlico e metanélico), foram calculados e submetidos &
analise estatistica, a qual revelou diferengas altamente significativas entre os
extratos, os tratamentos e as espécies fingicas, assim como interagSes
significativas.

Pelos dos dados da Tabela 6, observa-se que entre as espécies fingicas
estudadas, a A. alternata apresentou crescimento micelial significativamente

menor quando submetida aos extratos etandlico e metandlico, & concentragdo de
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5 ppm. As culturas fingicas de B. sorokiniana apresentaram crescimento

micelial significativamente maior naquela concentragdo.

TABELA 6: Resultados médios de quatro repetigdes do Indice de Crescimento
Micelial ICM) de trés espécies fingicas submetidas a quatro
concentragdes e dois extratos vegetais

Concentra¢do ICM (cm)
Extratos
(ppm) B. sorokiniana A. alternata C. gloeosporioides

0 448 a 3,55 ¢ 391 b

. 437 a 345 ¢ 363 b
Etanélico

50 4,14 a 340 b 3,29 ¢

500 2,34 ¢ 301 a 2,58 b

0 4,48 a 3,55 ¢ 391 b

) 448 a 334 ¢ 369 b
Metanélico

50 442 a 335 ¢ 351 b

500 2,38 ¢ 3,21 a 299 b

** Médias seguidas com a mesma letra minuscula em cada linha ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Na concentragdo de 50 ppm, observa-se uma inversdo da eficiéncia dos
extratos quanto ao crescimento das coldnias de C. gloeosporioides e A.
alternata. No extrato etandlico, o crescimento micelial de C. gloeoporioides foi
significativamente menor do que o de 4. alfernata, ao passo que no extrato
metandlico ocorreu o contrario. Entre as espécies fingicas estudadas, B.
sorokiniana  apresentou, nmnessa  concentragdo, crescimento  micelial
significativamente maior.

A concentrago de 500 ppm, as colonias fiingicas apresentaram

comportamentos similares quando submetidas aos dois extratos. Entretanto,
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observa-se uma inversdo nos valores de crescimento das colénias dos trés fungos
estudados. Nessa concentragdo, o crescimento micelial de Bipolaris sorokiniana
foi significativamente menor do que o de C. gloeosporioides, havendo
crescimento significativamente maior de 4. alternata.

A maior atividade inibitoria foi observada na concentragdo de 500 ppm
(T,) para ambos extratos. O extrato etandlico apresentou maior atividade nessa
concentra¢do, com taxas percentuais de redu¢do de crescimento da ordem de
47,76%, 15,21% e 34,01%, em relagdo a testemunha, respectivamente, para B.
sorokiniana, A. alternata e C. gloesporioides. No caso do extrato metandlico,
essas mesmas redugdes foram de 46,87%, 9,57% e 23,53%.

Por meio das Figuras 16 e 17, explica-se, por diferentes equagdes de
regressdo, a progressao da inibigdo micelial das culturas fingicas submetidas aos
diferentes tratamentos. Com excegdo de A. alternata, submetida ao extrato
metandlico, as espécies fingicas apresentaram equagdes com coeficientes de
determinagio (R acima de 99% para ambos os extratos, mostrando alta
correlagdo entre a taxa de crescimento dos fungos e as concentragdes dos
extratos. Observa-se que o aumento das concentragSes dos extratos etandlico e
metanolico provocaram sensiveis redugdes na taxa de crescimento micelial das
col6nias fingicas, e a espécie B. sorokiniana apresentou maior sensibilidade ao
aumento das concentragdes do extrato etandlico. O mesmo nio foi observado
para A. alternata, que apesar de apresentar atividade inibitéria significativa,
demonstrou comportamento visivelmente semelhante diante do aumento da
concentragdo dos extratos.

As Figuras 18 e 19 ilustram os bioensaios realizados com os extratos
etandlicos e metanélicos sobre as espécies fingicas estudadas.
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T. vulgaris no Indice de Crescimento Micelial (ICM), em cm, dos
fungos B. sorokiniana, C. gloeosporioides e A. alternata
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FIGURA 17: Efeito das concentragdes do extrato metandlico obtido de folhas

de 7. vulgaris no indice de Crescimento Micelial (ICM), em cm,
dos fungos B. sorokiniana, C. gloeosporioides e A. alternata
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Extrato etanolico - T, vulgaris L.
Bipolaris sorokiniana

Extrato etanélico- T. valgaris L.
Alternaria alternata

Extrato etanolico - T. valgaris L.

FIGURA 18: Bioensaios realizados com extrato etandlico obtido de folhas de T.
vulgaris sobre o crescimento e/ou inibigdo micelial dos fungos B.
sorokiniana, A. alternata e C. gloeosporioides
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Extrato metanélico - T. valgaris L.
Colletotrickum gloeosporioides

I)= Testemmnha Ta=Sppm

FIGURA 19: Bioensaios realizados com extrato metandlico obtido de folhas de
T vulgaris sobre o crescimento e/ou inibigio micelial dos fungos
B. sorokiniana, A. alternata e C. gloeosporioides
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5 CONCLUSOES

Pelas analises dos espectros no IV dos compostos isolados X1 e Y1,
pode-se inferir a possibilidade de tratar-se de compostos similares aminicos.

O rendimento médio do dleo essencial das folhas frescas mostrou-se
superior ao das folhas submetidas a secagem, cujos valores foram 0,38% e
0,28%, respectivamente. O dados do espectro no IV do éleo essencial podem
referir-se 3 presenga dos compostos majoritérios, timol e carvacrol, descritos na
literatura.

As concentracdes de 5, 50 e 500 ppm, dos extratos etandlico e
metandlico, ndo controlaram totalmente 0 crescimento das colonias fingicas,
mas apresentaram aﬁvidad@@;fgﬁiﬁcaﬁva. Na concentragdo de 500
ppm dos extratos etanélico e metandlico, a maior inibigdo das coldnias fingicas

ocorreu para B. sorokiniana, sendo o extrato etandlico mais efetivo.
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TABELA 1A - Resumo da analise de varidncia dos resultados do
crescimento micelial de trés géneros de fungos submetidos a quatro
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TABELA 2A - Porcentagem de inibigdo micelial de B. sorokiniana, A.
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resultados do Indice de Crescimento Micelial (ICM), em cm, de trés
géneros de fungos submetidos a quatro concentragdes de dois extratos
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TABELA 1A - Resumo da analise de varidncia dos resultados do crescimento
micelial de trés géneros de fungos submetidos a quatro
concentragdes de dois extratos vegetais

F. V. G. L. ICM
Extratos (EXT) 1 0,222416**
Concentragdes (CO) 3 7.342003**
Fungos (FU) 2 2,570595%*
EXTX CO 3 0,068036**
EXT X FU 2 0,053718**
COXFU 6 1,580069**
EXT X COXFU 6 0,035169%*
Residuo 72 0,002489
C.V.% 1,40

** gignificativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

TABELA 2A: Porcentagem de inibi¢do micelial de B. sorokiniana, A. alternata
e C. gloeosporioides submetidos a quatro concentragdes (0, 5,
50 e 500 ppm) e dois extratos vegetais

Extratos Concentracio % ICM
(ppm) B. sorokiniana _ A. alternata___ C. gloeosporioides

5 2,45 2,81 7,16

Etanolico 50 7,59 4,22 15,85
500 47,76 15,21 34,01

5 0 5,91 5,62

Metanoélico 50 1,34 5,63 10,23
500 46,87 9,57 23,53
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TABELA 3A - Resumo das anélises de variéncia e da regressdo dos resultados
do indice de Crescimento Micelial (ICM), em cm, de trés géneros
de fungos submetidos a quatro concentragdes de dois extratos

vegetais

F. V. G.L. ICM R*
Ext. etantlico

Concentragdes/Bipolaris sp 3 4,06%*

Raiz Modelo Polinomial

Raiz quadrada 1 11,87%* 0,975
Linear 1 0,30** 0,999
desvio 1 0,01 *

Modelo Polinomial

Linear 1 12,14** 0,997
Quadriético 1 0,02%* 0,999
Desvio 1 0,02%*
Concentragles/Aiternaria sp 3 0,23%*

Raiz Modelo Polinomial

Raiz quadrada 1 0,68%* 0,987
Linear 1 0,01 * 1,000
desvio 1 0,00

Modelo Polinomial

Linear 1 0,66** 0,964
Quadrético 1 0,01 * 0,978
Desvio 1 0,02%*
Concentragdes/Colletotrichum sp 3 1,32%*

Raiz Modelo Polinomial

Raiz quadrada 1 3,83%* 0,971
Linear 1 0,11** 0,998
desvio 1 0,02%*

Modelo Polinomial

Linear 1 3,42%* 0,865
Quadrético 1 0,43%* 0,975
Desvio 1 0,11**

Ext. metanélico

Concentragdes/Bipolaris sp 3 4,34%*

Raiz Modelo Polinomial

Raiz quadrada 1 12,07%* 0,926
Linear 1 0,95** 1,000
desvio 1 0,00

Modelo Polinomial
Continua...
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TABELA 3A, Cont

Linear 1 12,97** 0,995
Quadritico 1 0,06** 1,000
Desvio 1 0,00
ConcentragGes/Alternaria sp 3 0,08**

Raiz Modelo Polinomial

Raiz quadrada 1 0,16** 0,674
Linear 1 0,02** 0,771
desvio 1 0,06**

Modelo Polinomial

Linear 1 0,13%* 0,547
Quadrético 1 0,02+ 0,639
Desvio 1 0,09%*
Concentragdes/Colletotrichum sp 3 0,61%*

Raiz Modelo Polinomial

Raiz quadrada 1 1,79%* 0,974
Linear 1 0,03** 0,990
desvio 1 0,01 *

Modelo Polinomial

Linear 1 1,62%* 0,882
Quadrético 1 0,15%* 0,962
Desvio 1 0,06**

Ext. etandlico

Fungos/Concentragio 0 2 0,8737%*
Fungos/Concentragdo 5 2 0,9449%*
Fungos/Concentragdo 50 2 0,8634%*
Fungos/Concentracio 500 2 0,4587**

Ext. metanélico

Fungos/Concentragdo 0 2 0,8737%*
Fungos/Concentragdo 5 2 1,3588**
Fungos/Concentragio 50 2 1,3397**
Fungos/Concentragdo 500 2 0,7571**
Residuo 72 0,002489
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