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RESUMO

A pimenta da Jamaica, Pimenta dioica Lindl, € uma espécie vegetal pertencente a familia
Mirtacea, medindo de 6 a 15 m de altura, muito aromética em todas as suas partes. E
originaria da América Central e Oeste da India e com grande importancia econdmica no
mercado de 6leos essenciais. A extracdo do Oleo essencial das sementes da P. dioica foi
realizada pelo método da hidrodestilagdo utilizando o sistema Cleverger. Foi extraido um
volume maximo de 6leo no tempo de quatro horas com um rendimento de 2,8 %m/m. As
técnicas espectrofotométricas de UV, espectrometria de massa e cromatografia gasosa, assim
como as constantes fisicas, densidade, cor e aparéncia foram utilizadas para identificar o
composto eugenol e os demais constituintes do 6leo essencial da P. dioica. Através da técnica
de padrédo externo e adi¢do de padrdo quantificou-se o eugenol com um percentual de 76,98
%, constituindo-se 0 componente majoritario. O éleo essencial da P. dioica foi aplicado em
fungos fitopatogénicos das espécies Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae, Fusarium subglutinans f. sp. ananas, Fusarium f. sp.
vasinfectum e Fusarium oxysporum f. sp. cubense, obtendo-se uma inibicdo total do

crescimento micelial de todas as espécies testadas por um periodo de dez dias de avaliagéo.

Palavras-chave: Oleo Essencial; Pimenta dioica Lindl; Eugenol; Atividade Antifingica



ABSTRACT

Jamaican pepper, Pimenta dioica Lindl, is a species belonging to the family of Myrtacea,
measuring 6m to 15m high, very aromatic in all its parts. It is originally from Central America
and West India and with great economic importance in the market of essential oils. The
extraction of the essential oil of Pimenta dioica L seeds was carried out by using the method
of hydrodistillation known as Cleverger system. It was extracted from a maximum volume of
oil in the period of four hours with a yield of 2.8% m/m. The UV spectrophotometric
techniques, mass spectrometry and gas chromatography, as well as the physical constants,
density, color and appearance were used to identify the compound eugenol and other
constituents of the essential oil of P. dioica L. Through the technique of external standard and
standard addition it was quantified with a eugenol percentage of 76.98%, forming the major
component. The essential oil of Pimenta dioica L was applied to the phyto pathogenic fungi
species Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae,
Fusarium subglutinans f. sp ananas., Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum and Fusarium
oxysporum f. sp. cubense resulting in a total inhibition of mycelial growth of all species tested

for a period of ten days of evaluation.

Keywords: Essential Oil; Pimenta dioica Lindl; Eugenol; Antifungal Activity
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais e derivados apresentaram-se como base
terapéutica para muitas doencas durante o século XIX, porém de modo
empirico. Com o advento das pesquisas cientificas, muitas substancias
presentes, puderam ser isoladas e utilizadas como modelos para futuros
farmacos (YUNES; CECHINEL FILHO, 2001).

Algumas dessas plantas pertencem a familia Myrtaceae, de grande
importéancia na Flora Brasileira, com 23 géneros e aproximadamente 1.000
espécies, tendo como uma de suas caracteristicas principais, a secrecdo de
Oleos essenciais. Entre os representantes de interesse medicinal dessa familia
destaca-se a Pimenta dioica Lindl (LANDRUM; KAVASAKI, 1997).

Varios trabalhos cientificos tém demonstrado as diversas aplicacdes do
O0leo essencial da Pimenta dioica tais como, antimicrobiano, anti-
hipertensivo, antiflamatério, analgésico e larvicida (ODAIR, 2004, VALDEZ
JUNIOR, 2010, RIBEIRO, 2009, MUNIZ, 2006, LOPEZ et al, 1998,
MARINHO, 2010).

A utilizacdo de subprodutos de plantas medicinais como extrato bruto e
O0leo essencial tem sido utilizada recentemente no controle de fungos
fitopatogénicos devido as suas propriedades fungicidas e como alternativa de
substituicdo por produtos sintéticos (MATOS, 1997).

Neste contexto, os éleos essenciais representam uma alternativa viavel
em diversos trabalhos envolvendo substancias de origem vegetal. Porém, é
necessario que as técnicas de analises quimicas desses Oleos sejam
aperfeicoadas ou, até mesmo, que novas técnicas sejam aplicadas para uma
melhor caracterizacdo de seus componentes.

Nesse trabalho, algumas técnicas espectroscdpicas como espectrometria
vibracional na regido do infravermelho, cromatografia gasosa e
espectrometria de massas, foram aplicadas para a caracterizacdo do 06leo
essencial da Pimenta dioica Lindl.

As técnicas espectroscopicas foram eficientes para a confirmacdo e
identificacdo do eugenol como componente majoritario, com teor de 76,98%,

e de componentes minoritarios no Oleo essencial da Pimenta dioica. A
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espectroscopia na regido do infravermelho indicou a presenca desses
componentes, principalmente pelas vibragdes moleculares de seus grupos
funcionais contendo oxigénio. A espectroscopia de massas mostrou as
fragmentagdes, intensidades e vizinhancas dos picos caracteristicos das
moléculas de eugenol e dos demais compostos. Ficou evidenciado, também,
que o uso do Oleo essencial da Pimenta dioica L. como agente fungicida
frente aos fungos fitopagénicos, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum,
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae e Fusarium subglutinans mostrou-se
promissor.

Atualmente, além da caracterizacdo, procura-se expandir a utilizacao
dos dleos essenciais. Esses 0leos ja sdo usados na industria de cosméticos, na

industria farmacéutica, entre outras.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Definicdo e caracteristicas

A International Standart Organization (ISO) define 6leos essenciais
como os produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por
arraste de vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por expressdo dos
policarpos de frutos citricos (Rutacaceae). De forma geral, sdo misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e
liquidas. Também podem ser chamados de dleos volateis, 6leos etéreos ou
essenciais. Eles sdo assim chamados por serem: geralmente de aparéncia
oleosa e serem liquidos; volateis; geralmente possuirem aroma agradavel;
serem sollveis em solventes apolares, como o éter. Em agua, eles apresentam
solubilidade limitada, mas o suficiente para aromatizar suas solucdes aquosas,
que nesse caso sdo denominadas hidrolatos (DI STASI, 1996; LEMOS, 1990).

A constituicdo quimica dos Oleos essenciais € muito complexa,
chegando a algumas dezenas de compostos com funcdes organicas diferentes:

hidrocarbonetos, alcodis, aldeidos, cetonas, éteres e fendis.

2.1.1 Processos de extracao

Os métodos de extracdo dos dleos essenciais variam de acordo com a
parte da planta em que ele se encontra, bem como, com a proposta de
utilizacdo do mesmo. Os mais comuns sdo: enfloracdo (enfleurage) arraste por
vapor d’agua, extracdo com solventes orgdnicos, prensagem (ou espressdo) e
extracdo por CO;, supercritico (DI STASI, 1996; LEMOS, 1990; WILLIANS,
1996; CRAVEIRO, 1981).

2.1.2 Controle de qualidade de 6leos essenciais

Os Oleos essenciais apresentam freqlientemente problemas de qualidade,
que podem ter origem na variabilidade da sua composi¢cdo quimica, na
adulteracdo ou falsificacdo ou, ainda, na identificagdo incorreta do produto e

sua origem. Os produtores de grande parte dos d&leos essenciais
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comercializados ndo apresentam a identificacdo correta da planta da qual o
produto foi obtido, a parte do vegetal que foi empregado e a procedéncia do
mesmo (SIMOES, 1999).

Estima-se que aproximadamente 80 % dos 6leos essenciais disponiveis
no mercado ndo mais apresentam sua composi¢cdo original. Sabe-se que existe
uma grande variedade de estratégias sofisticadas de falsificacdes e, dessa
forma, torna-se mais dificil detecta-las. Devido a esta problematica fica cada
vez mais intenso o uso de métodos de avaliacdo para o controle dos Gleos
essenciais. Dentre os métodos, destaca — se a solubilidade em etanol a 70 %,
indice de refracdo, densidade, ponto de ebulicdo, além de analises
cromatograficas (SIMOES, 1999).

2.1.3 Anélises dos Componentes dos Oleos Essenciais

A analise quimica de separacdo e identificagdo dos constituintes dos
O0leos é feita por meio de técnicas de Cromatografia Gasosa, Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CG e CLAE) (KIRK, 1981; ROBLES, 1998;
WEYERSTAHL, 1998) e Espectroscopicas (SILVERSTEIN, 2000), dentre as
quais as mais freqluentes sdo a Espectroscopia de Ultravioleta (UV),
Infravermelho (1V), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de
Carbono 13 (RMN *H e '°C) e a Espectrometria de Massas (EM), além do uso
de bibliotecas contendo informacdes existentes na literatura de um grande
ndmero de substancias  ja conhecidas (CAVICCHIOLI, 1986;
KOLLMANNSBERGER, 1993; DI STASI, 1996; FAJARDO, 1997).

2.2 Aspectos Gerais sobre a P. dioica

A P. dioica (Figura 1), também conhecida como Pimenta da Jamaica, é
uma arvore de 6 a 15 m de altura, que pertence a familia Mirtaceae e tem
como origem a América Central e Oeste da India (CAVICCHIOLI, 1986;
WEYERSTAHL, 1998). Estas foram encontradas primeiramente na Jamaica
por exploradores espanhdis que ficaram bastante impressionados com o gosto

e aroma dos seus frutos e folhas. Outras arvores de pimenta foram depois
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descobertas em Cuba e foram atribuidas a passaros migratorios, que comeram
dos seus frutos. Elas também foram encontradas no Meéxico, mas foi na
Jamaica que estas foram identificadas por volta do ano 1509 (GUENTHER,
1950).

Figura 1. Arvore da espécie P. dioica L. Fonte: (MONTEIRO, 2004).

3

O nome “pimenta” foi atribuido ao fruto seco da arvore da “allspice” e
foi originario da palavra “pimenta” (termo espanhol para pimenta) por
exploradores espanhois, logo depois que Colombo descobriu o Novo Mundo.
Este termo foi completamente imprdprio, pois foi baseado somente na
aparéncia visual com o grdo de pimenta preta, no que diz respeito ao tamanho,
forma e aroma (GUENTHER, 1950; PARRY, 1969; KATZER, 2010; ASTA,
2004).

A espécie é uma arvore fortemente aromatica em todas as suas partes,
apresentam folhas pecioladas, elipticas alongadas; flores numerosas,

pequenas, dispostas em cimeiras axilares (Figura 2) (CORREA, 1978).
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Figura 2. Folhas, flores e fruto da P. dioica L. Fonte: (PLANT
IMAGES, 2003).

2.2.1 Clima e Solo

O clima mais propicio para o cultivo da P. dioica L. € o quente e
Umido, com precipitacdo pluviométrica acima de 1300 mm, chuvas bem
distribuidas durante a maioria dos meses do ano, temperatura média de 25°C e
umidade relativa em torno de 80 %. O solo deve ser de textura média e bem

drenado com relevo plano ou levemente inclinado com pH entre 5,0 e 6,0.

2.3 Oleo Essencial da Espécie P. dioica

Estudos fitoquimicos de seus frutos ndo detectaram a presenca de
alcaldides e sim de compostos taninicos e grande quantidade de 6leo essencial
(SIMOES, 1999).

A extracdo, para fins de comercializacao, é feita com frutos secos, por
meio de arraste a vapor. O rendimento da extracdo varia em torno de 2 %
(m/m), o seu principal componente quimico é o Eugenol (Figura 3) com cerca
de 65-85 % (m/m), o que confere ao Oleo uma alta cotacdo no mercado
internacional, alcancando valores de até 150 dolares por litro (FONT QUER,
1967), devido a sua utilizacdo como fonte de extracdo de Eugenol para a
sintese da vanilina (CRAVEIRO, 1981).
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Figura 3. Formula estrutural plana do eugenol

O Eugenol é um liquido fracamente amarelado, que escurece ao ar, com
aroma de cravo, e com sabor ardente e picante. Sua formula molecular é
Ci1oH120, e massa molar 164g/mol (MOUCHREK FILHO, 2000). Este é muito
usado como flavorizante (CRAVEIRO, 1981), antioxidante (FAJARDO,
1997), antiespasmédico (MOUCHREK FILHO, 2000), anti-séptico, agente
antimicrobiano, agente bactericida, fungicida, inibidor inflamatério (OMS,
2010), antialérgico, na composi¢cdo de cosmeticos assim como no tratamento
de AIDS (ATRASO, 2010).

Atualmente alguns produtos obtidos por sinteses quimicas, a partir do
Eugenol, tais como: o metileugenol e o acetato de eugenila adquiriram um
elevado valor comercial, devido as utilizacbes desses produtos como
principios ativos nas industrias agroquimicas, substituindo os atuais
defensivos agricolas, por atrativo de insetos (feroménios), nas industrias
farmacéuticas e de cosmeéticos (MOUCHREK FILHO, 2000), respectivamente.

2.3.1 Técnicas Analiticas

As técnicas analiticas permitem a avaliacdo da qualidade do Oleo
essencial, garantindo, assim, a constancia de seus constituintes quimicos e a
seguranca de sua utilizagéo.

A avaliacdo quantitativa e qualitativa de Oleos essenciais envolve a
utilizacdo de diversas técnicas analiticas, que sofreram algumas alteracGes

nos ultimos anos, devidas essencialmente a evolugdo da informatica
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(programas de computadores, niveis de automacdo, forma de integracdo dos
dados obtidos) e da sofisticacdo dos experimentos que podem ser realizados,
resultando na deducdo de uma estrutura quimica pertinente. Dentre estas
podemos citar: a Cromatografia Gasosa, Espectroscopia Vibracional de
Infravermelho (1V) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) (MOUCHREK FILHO, 2000; CHAAR, 2000).

2.3.1.1 Cromatografia Gasosa (CG)

A analise de misturas complexas como os dleos essenciais requer a
aplicacdo de métodos analiticos modernos e instrumentacdo adequada.
Diferentes técnicas cromatograficas sdo predominantes na analise de volateis;
em particular, métodos de cromatografia gasosa que resultam na separacdo da
mistura em componentes individuais (SCHREIER, 1984; LANCAS, 1993).
Assim, a cromatografia permite determinar, qualitativamente e
quantitativamente, as frac6es individuais observadas nos cromatogramas.

Existem no mercado varias empresas que oferecem o0 conjunto
cromatografico a gas-espectrometria de massas (CG-EM), acoplado por meio
de uma interface que aumenta a concentracdo da amostra no gas de arraste,
aproveitando a maior difusibilidade do gas. A velocidade de varredura ¢
grande o suficiente para permitir a obtencdo de diversos espectros de massas
por pico eluido no cromatografo (BUDZIKIEWICZ, 1964).

A conexdo direta de colunas capilares de cromatografia gasosa ao
espectrometro de massas, sem a interface de enriquecimento, permite varias
varreduras de massas rapidas em pontos diferentes de um pico
cromatografico, de modo a testar sua homogeneidade. Desse modo, é possivel
resolver picos cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a
espectrometria de massas acoplada a cromatografia gasosa fornece as
fragmentacdes dos componentes individuais separados (ADAMS, 1995).

Na técnica de impacto de elétrons (IE), mais comumente usada em
espectrometria de massas, um espectroémetro de massas bombardeia moléculas
na fase vapor com um feixe de elétrons de alta energia e registra o resultado

do impacto dos elétrons como um espectro de ions separados na base da razdo
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massa/carga (m/z). A maior parte dos ions formados tem carga unitaria. Os
espectros de massas sdo obtidos rotineiramente com o uso de um feixe
eletrébnico de energia de 70 elétron — volt (eV) . O evento mais simples que
pode ocorrer em fase gasosa é a remocdo de um unico elétron pelo feixe, com
formacdo do ion molecular, um céation-radical (M*). O ponto simples
representa o elétron desemparelhado. A maior parte dos ions desintegra-se em
10%% - 10® s, dando, no caso mais simples, um fragmento carregado
positivamente e um radical. Assim, forma-se certo nimero de fragmentos
ionicos que podem ser posteriormente decompostos em fragmentos menores.

Pode-se apresentar o espectro na forma de um gréafico ou uma tabela. O
grafico tem a vantagem de mostrar seqiéncias de fragmentagdo que com a
pratica podem ser facilmente reconhecidas. No espectro de massas por
impacto de elétrons, gerado por um computador na forma de um grafico de
barras, a abundancia relativa dos picos apresentados como percentagem do
pico base (100 %), é lancada contra a razdo massa/carga (m/z).
(SILVERSTEIN, 2000).

2.3.1.2 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (1V)

A espectroscopia no infravermelho pode ser usada para obter
informacdes acerca dos grupos funcionais da composicdo dos dleos
essenciais, principalmente grupos contendo oxigénio, uma vez que as
vibracGes moleculares sdo perceptiveis nessa regido do espectro. Apesar de
ser uma técnica altamente sensivel, é pouco seletiva no caso de misturas de
multicomponentes, e dificil para fazer medidas quantitativas de concentracdes
de componentes individuais (RALPH, 1983).

A espectroscopia na regido do infravermelho (IV) é uma das
ferramentas mais comuns para a identificacdo de compostos organicos e
inorganicos puros, pois, com excecdo de poucas moléculas homonucleares,
tais como O;, N, e Cl,, todas as espécies moleculares absorvem radiagcdo no
IV. A intensidade de absorcdo é uma funcdo da variacdo do momento de
dipolo envolvido na vibracdo (CRACKER, 1987).
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Duas categorias bésicas de vibracdes moleculares sdo conhecidas: as
vibracOes de deformacOes axiais e as de deformagdes angulares. Uma vibracgéo
de deformacdo axial (estiramento) envolve uma mudanca continua na
distdncia interatdémica ao longo do eixo da ligacdo entre dois &tomos.
Vibragdes de deformacdo angular sédo caracterizadas pela mudanca no angulo
entre duas ligacdes. O espectro IV é obtido depois que uma transformacédo de
Fourier converte o interferograma do dominio do tempo a forma mais familiar
do dominio de frequéncias. O interferograma é uma série oscilatoria de
combinagOes destrutivas ou construtivas, resultando de uma variagdo
completa de comprimentos de onda (SILVERSTEIN, 2000).

2.3.1.3 Métodos de quantificacéo

Na analise quantitativa sdo necessarias precaucfes em todas as etapas
para minimizar ou evitar erros. A aliquota a ser analisada deve ser
representativa da amostra. Em cromatografia, a etapa de separacdo dos
componentes da amostra no cromatégrafo pode acarretar erros como: adsorc¢do
irreversivel de parte da amostra na fase estacionaria ou suporte, resposta do
detector afetada por alteracdes de temperatura e vazdo de gas, quantidade de
amostra injetada fora da faixa linear do detector etc. (RODRIGUES, 1996).

A concentracdo de uma substancia na amostra pode ser determinada por
um dos seguintes métodos: método do padrdo externo, método da adicdo
padrdo, método do padrdo interno e metodo da normalizacdo. No presente
trabalho, utilizou-se o método da normalizacdo. Neste método, faz-se a
integracao eletrénica das areas dos picos cromatograficos utilizando um
software do equipamento CG-EM (Varian 2100). A normalizacdo é muito
usada em técnicas analiticas, principalmente em amostras complexas, como €
0 caso dos Oleos essenciais e, também, quando a concentracdo do analito é

muito baixa e existem efeitos de diluicdo em matrizes (Pino et al., 1989).

2.4 Fungos fitopatogénicos
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Os fungos representam um dos maiores grupos de organismos da Terra,
estdo em atividade nas florestas, nos campos e depdsitos de lixo degradando
restos de organismos, sua habilidade em decompor substancias tem sido muito
importante para a vida, devido a capacidade de quebrar compostos de carbono
e devolver esse e outros elementos para a reutilizacdo pelo ambiente.
Possuem grande adaptacdo para nutricdo absortiva, secretam enzimas
digestivas que degradam grandes moléculas de alimento do ambiente e depois
absorvem o produto da degradacdo (PURVES, 2005).

De acordo com Agrios (2005), existem cerca de 100.000 espécies de
fungos identificados, dentre as quais, em torno de 8.000 sdo causadoras de
doencas em plantas.

Kimati; Bergamim (1997) citam que as culturas exploradas
economicamente sdo infectadas por diversos fitopatdégenos, entre eles,
merecem destaque os fungos, habitantes do solo que provocam doencas, e
dependendo do patdgeno, desenvolvem les6es nos 6rgdos de reserva (frutos,
sementes, etc.), no caule, nas raizes, no sistema vascular (xilema) e nas
plantulas. Dependendo da intensidade da doenca pode levar a planta a morte,
portanto, originando uma queda de producdo e prejuizos financeiros para o0s

produtores.

2.4.1 O género Fusarium

Os fungos pertencentes ao género Fusarium sdo patogenos de planta e
também contaminantes de alimentos, sdo responsaveis por numerosas micoses
em animais e humanos. Como fitopatéogeno de planta atua causando murcha
através do micélio que invade o tecido vascular da planta e junto com o0s
conidios bloqueiam o xilema, evitando deste modo o movimento de agua.
Quando este bloqueio é consideravel, ocorre a murcha (MONTEIRO, 2004). O
Fusarium oxysporum é o agente causal da murcha em plantas (FREIRE, 2006).

As espécies do género Fusarium comportam-se como um dos principais
agentes causais de doencgas de plantas cultivadas, induzindo os mais variados
sintomas, como murchas vasculares, podridées de raizes, damping-off, além

de outros, caracterizando-se como patdégeno de grande expressao econdmica,
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frente aos danos causados tanto na qualidade, como em perdas de producdo. A
maioria das murchas é causada pela espécie Fusarium oxysporum Schlecht,
que possui uma gama expressiva de hospedeiros, afetando as plantas através
de diversas formas especiais, com base na especificidade do hospedeiro.
(AGRIOS, 2005).

As espécies do género Fusarium apresentam como caracteristicas
morfolégicas: macroconideos multiceptados, arqueados em esporoddquios ou
polifiddes, e microconideos em cadeias ou grupos de falsas cabecas. Os
microconideos sdo pequenos, ovalados em conidi6faros simples ou
ramificados (MENEZES, 1993).

O género Fusarium pertence a classe dos Deuteromicetos, subclasse
Hyphomicetidae, ordem Moniliares e familia Tuberculariace, porém, de
acordo com a nova classificacdo, a espécie Fusarium oxysporum é
denominado fungo mitosporico, por ser um fungo imperfeito, sem forma
perfeita definida, correspondente a Ascomicetos ou Basidiomicetos,
classificados pela auséncia ou ndo constatacdo de estruturas decorrentes de
reproducao sexuada (ALEXOPOULOS et al., 1996).

As murchas apresentam sintomas tipicos de insuficiéncia de agua nas
partes aéreas da planta, o que faz com que ocorra perda da turgescéncia de
suas células. As murchas podem ser causadas por diferentes meios, entre eles:
deficiéncias hidricas; insuficiéncia de absorcdo de agua pelas raizes;
descontinuidade da translocacdo de agua pelo xilema da planta; destruicdo
parcial das raizes por insetos ou patdgenos; colapso do sistema de transporte
por ataque de patégenos (PUTZKE, 1998).

A espécie do género Fusarium estd bem representada entre as
comunidades de fungos do solo, é um componente normal das comunidades de
fungos da rizosfera de plantas. Grande parte dos isolados sdo saprofitos e
capazes de sobreviver e crescer por longos periodos em matéria organica,
outros sdo patogénicos em espécies de vegetais diferentes (FRAVEL et al. ,
2003).

A coldnia de F. oxysporum apresenta um micélio branco e felpudo,

transformando-se em vermelho pUrpura, e em analise microscopica observa-se
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a producdo de macro e microconideos. Os macroconideos sdo septados em
forma alantéide (BARIK et al., 2010).

2.5 Aspectos gerais sobre os hospedeiros e espécies de Fusarium.

2.5.1 Tomateiro (Lycopersicon esculelentum Mill)

O tomateiro teve sua primeira denominacdo cientifica elaborada por
Tournefort em 1694 que o classificou genericamente de Lycopersicon com
significacdo de “péssego de lobo”. Em 1753 Linnaeus utilizando o sistema
binominal o reclassificou como sendo do género Solanum. Miller em 1754 o
reclassificou de Lycopersicon. Em 1768 Miller descreveu varias espeécies e
chamou o tomate cultivado de L. esculentum. Atualmente através de estudos
avancados com utilizacdo de técnicas de DNA, morfologia e de distribuicéo
de plantas, taxonomistas e geneticistas tém a tendéncia de retornar a
nomenclatura Solanum lycopersicon. O tomateiro apresenta-se como uma
Solonacea herbacea com caule flexivel e piloso com aspecto que lembra uma
moita de abundante ramificacdo lateral. O fruto é do tipo baga com diferentes
tamanhos e formatos, apresenta pelicula, polpa, placenta e sementes.
Internamente este fruto é dividido em loculos onde as sementes encontram-se
imersas na mucilagem placentaria (SANTOS, 2009).

O tomateiro ocupa um lugar de destaque entre as hortalicas no Brasil,
segundo dados do IBGE referentes aos ultimos anos, 55 a 60 mil hectares sédo
utilizados para essa cultura, destes 35 a 40 mil hectares sdo cultivados para
comercializacdo “in vitro” (produ¢do em torno de 1,5 a 1,7 milhdes de
toneladas) e 20 a 25 mil hectares destinados ao processamento industrial para
a obtencao de polpas, molhos, catchup, etc (PIERRO, 2000).

A hortalica pode ser infectada em qualquer idade pelo fungo que causa
a murcha de fusario, normalmente entra na planta através das raizes jovens e
cresce nos vasos de conducdo de dgua para caule e partes aéreas, esses vasos
sdo obstruidos, com o bloqueio, a fonte de agua é limitada, as folhas
comecam a murchar com a evolucdo do processo a planta murcha e morre
(MILLER; ROWE, 2008).
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Gleason; Edmunds (2006) citam o F. oxysporum f. sp. lycopersici como
0 causador da fusariose vascular no tomateiro, as plantas infectadas
apresentam amarelecimento e murcha das folhas, o progresso da doenca,
ocorre acima da base do caule, inicialmente, apenas de um lado da nervura
central da folha. Os sintomas se espalham por toda a planta provocando a

morte prematura.

2.5.1.1 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Snyder & Hansen

A murcha-de-fusario é uma das doencas do tomateiro de maior
importancia e mais amplamente distribuida no mundo, causada pelo F.
oxysporum f. sp lycopersici (ANDRADE et al., 2000) . E uma doenca que
ocorre em todas as regifes de cultivo do tomateiro e apresenta alguns
sintomas principais, como amarelecimento forte, tipo “gema de ovo” nas
folhas mais velhas, progredindo para as mais novas. Esses sintomas podem
ocorrer num lado da planta ou metade da folha, os foliolos ficam amarelos,
murcham e secam, mas permanecem presos no caule, apresentam coloracéo
parda nos vasos lenhosos das folhas e do caule com aparéncia seca, os frutos
ndo se desenvolvem, ocorrendo muitas vezes quebra prematura e descoloracao
de vasos (BARRETO; SCALOPPI, 1999).

Alguns meios de controle da doenca sdo utilizados, desde variedades
resistentes de tomateiro, que podem nédo oferecer nenhum grau de controle, o
controle quimico ndo é satisfatorio, porém os métodos bioldgicos
demonstraram uma estratégia alternativa para controle da doenca. Uma
variedade de microrganismos no solo tem demonstrado seu potencial como
agente de biocontrole contra diferentes espécies do género Fusarium
(MUSLIM, 2003).

2.5.2 Maracujazeiro (Passiflora edulis f. sp. favicarpa Deneger)

O maracujazeiro pertence a ordem Parietalis, familia Passifloraceae,

género Passiflora, contém aproximadamente 530 espécies tropicais e
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subtrocapicais, onde 150 dessas espécies sdo originarias do Brasil (DUARTE,
2003).

O maracujd—azedo ou amarelo é uma espécie frutifera da familia
Passifloracea, é uma trepadeira sublenhosa, glabra de caule cilindrico e
vigoroso. As folhas sdo trilobadas de margem serrada e com face superior
lustrosa. As flores sdo axilares e solitarias, hermafroditas, brancas com franja
roxa, de até 7 cm de diametro. O fruto é uma baga globosa, com 5 a 7,5 cm,
de seu maior didmetro, amarelo quando maduro com pericarpo pouco espesso,
contendo numerosas sementes ovais, reticuladas, pretas e polpa acida (PIRES,
2007).

A cultura do maracuja é desenvolvida tipicamente em clima tropical,
sendo responsavel por 90 % da producdo mundial. Atualmente, o Brasil é o
maior produtor e o maior consumidor, seguido do Peru, Venezuela, Africa do
Sul, Sri Lanka e Australia. O maracuja-azedo (P. edulis f.sp. flavicarpa)
ocupa 97 % de area plantada e do volume comercializado em todo pais, cerca
de 60 % da producdo Brasileira de maracuja-azedo é destinada ao consumo
“in natura”, em feiras, sacoldes e supermercados, e o restante destinados as
industrias de processamento para producdo de sucos e outros derivados
(FIGUEIREDO., et al 2009).

Em algumas regifes do Brasil, o cultivo comercial de maracujazeiro
enfrenta problemas com patdégenos de solo que tem provocado serios prejuizos
e até mesmo inviabilizando a cultura em algumas areas. Ainda ndo existe uma
cultura resistente, sendo desafio para o melhoramento genético. A murcha de
Fusarium corresponde a uma das principais patologias causadas por patégenos

de solo que atacam a cultura do maracujazeiro (BRAGA et al., 2010).

2.5.2.1.Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae Pruss Schlecht

A murcha que afeta a parte aérea da planta, denominada de fusariose do
maracujazeiro, é provocada pelo F. oxysporum f. sp. passiflorae que se fixa
nos vasos do colo da planta impedindo o transporte de agua e nutrientes, o
que acarreta faléncia dos 6rgdos e conseqlientemente a morte. O sistema

radicular da planta é afetado com a entrada do patégeno, evoluindo para um
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apodrecimento da regido do colo, como conseqiéncia ocorre a decomposi¢cdo
do tronco pela destruicdo da casca e vasos liberianos, a translocacdo da seiva
é interrompida, ocorrendo entdo o amarelecimento das folhas mais novas, as
mais velhas costumam ndo apresentar nenhum sintoma, posteriormente ocorre
a murcha que pode afetar toda a planta e em poucos dias provocar a morte
(FERREIRA, 2009).

Sdo indicadas medidas de controle visando a prevencdo da infestacao
com a utilizacdo de espécies endémicas adaptadas as condicdes locais, como
maracuja-doce (P. alata) ou o maracuja-azul (P. caerulea L.) bem como a
utilizacdo de linhagens resistentes do maracuja-amarelo, sdo os eficientes
métodos de controle preventivo. A utilizacdo do método de controle biologico
com agentes antagonistas & uma ferramenta muito eficaz no combate de
diversas doencas, principalmente as causadas por fungos habitantes do solo
como o F. oxysporum (FERREIRA, 2009).

2.5.3 Abacaxizeiro (Ananas comusus L.) Merril

O abacaxizeiro pertence a Divisdo Angiospermae, Classe
Monocotyledoneae, Ordem Bromeliares, Familia Bromeliaceae e Geénero
Ananas. Das varias espécies do género Ananas, o Ananas comosus (L) Merril
representa todos os cultivares plantados (CASTRO, 1998).

O abacaxizeiro é uma planta herbdcea perene pertencente a familia
Bromeliaceae com distribuicdo em toda a regido tropical, com cerca de 3010
espécies distribuidas em 56 géneros, pode ser encontrado em todos oS
ecossistemas do Brasil, do nivel do mar as regides montanhosas. O género
mais importante desta familia € o Ananas, onde se encontra o abacaxi
comestivel (BARBOSA, 2009).

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United
Nations-FAO (2008), o Brasil € o maior produtor mundial de abacaxi,
respondendo por 14,12 % do total anual produzido no periodo de 2007. Na
segunda posicdo encontra-se a Taildndia com 12,29 %, seguido da Filipina
com 10,06 % (ALVES, 2009).
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O abacaxizeiro é composto por um talo ou eixo principal, onde estao
apoiados todos os outros 6rgdos da planta, mede cerca de 25 a 30 cm por 2,5 a
3,0 cm de largura. Apresentam raizes primarias, adventicias e secundarias. As
folhas estdo inseridas no talo, constituindo um total de 68 a 82 folhas e
classificam-se em folhas adultas, localizadas na parte externa e mais novas,
situadas no dentro da planta. O fruto é conhecido com infrutescéncia, fruto
composto do tipo seroso, formado por vérias flores de uma inflorescéncia,
com todas as flores concrescentes formando uma sé unidade carpoldgica
(Gnico fruto). Na sua formacdo entram um grande nimero de frutos simples
(frutilhos), do tipo baga (NANICA, 2000).

2.5.3.1 Fusarium subglutinans f. sp. ananas Wollen & Reinking

Os cultivares de abacaxi mais cultivados no Brasil, Pérola e Smooth
Cayene, apresentam grande susceptibilidade a fusariose, A doenca é causada
pelo Fusarium subglutinans e caracteriza-se pela exudac¢do de uma substancia
gomosa que provoca podriddo do fruto (ALBUQUERQUE et al., 2000).

A murcha, fusariose ou gomose do abacaxizeiro é responsavel por
imensos prejuizos provocados aos lavradores de todo o Brasil onde se cultiva
essa fruteira, com excecdo da Regido Norte onde a doenca nao foi
comprovada cientificamente. A doenca tem manifestacdo nos frutos, caule,
folhas, pedinculo e raizes. Nos frutos ocorrem sintomas como a exsudacao,
principalmente através da cavidade floral, no caule, as lesdes ocorrem nas
plantas adultas e nas mudas aderentes a planta mde, as folhas adquirem
coloracdo amarelo-avermelhada e tornam-se flacidas e no pedunculo da
inflorescéncia, as lesfes situam-se nos pontos de insercdo das mudas e das
folhas (DUARTE, 2003).

O patdgeno é capaz de infectar todas as partes da planta, nos frutos
ainda verdes observa-se exsudacdo de goma na superficie dos frutilhos, com
uma tendéncia de amarelecimento precoce. Com a evolugdo da doenca as
partes internas dos frutos perdem a rigidez, encolhem-se e tornam-se
deformados, em estdgios mais avancados de desenvolvimento e maturacdo,

apresentam coloragdo marron quando infectados e no estdgio final, quando
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totalmente afetados, ocorre crescimento rosado do fungo. No talo as lesfes
restringem-se a parte basal, nas plantas adultas as les6es situam-se na parte
inferior do caule e na regido de insercdo das folhas, na area observa-se
presenca de substancia gomosa (KIMATI et al., 2005).

2.5.4 Quiabeiro (Albemoschus esculentum L.) Moench

O quiabo é uma espécie oriunda da Africa e foi mencionada pela
primeira vez nos primérdios de 1216 A.C. no Egito. Atualmente encontra-se
distribuida pela Asia, América e Europa (CAMCIUC et al., 1998).

Os paises que mais produzem o quiabo sdo: india, Paquistdo, Maléasia,
Sudéo, Estados Unidos, México, Antilhas e Brasil. No Brasil, a maior
producdo encontra-se no estado do Rio de Janeiro, destacando-se a regido
metropolitana e a baixada litoranea (BAZAN, 2006).

Apresenta excelentes condi¢cbes para cultivo no Brasil devido a
excelentes condi¢des climéaticas. Popularmente é cultivado nas regides
nordeste e sudeste, devido a caracteristicas desejaveis como ciclo rapido,
custo de producdo economicamente vidvel, resisténcia a pragas e alto valor
alimenticio e nutritivo (MOTA et al., 2002).

O quiabeiro é uma planta arbustiva com crescimento indeterminado, de
0,5 a 2,5 m de altura, de caule ereto, com flores hermafroditas, semilelhosa,
com cultivo anual em regifes tropicais e subtropicais, bem resistente ao calor
e periodos secos, porém o frio provoca abortamento dos frutos jovens,
impossibilitando seu cultivo (ARANHA, 2008).

O quiabo é uma importante olericola, existem varias espécies no
mundo, no entanto, a espécie A. esculentum é a mais comum. Apresentam boa
fonte de vitaminas A, B e C e também carbohidratos, proteinas, gorduras, sais
minerais, ferro e iodo (SAFDAR et al., 2005).

Apresenta, ainda em sua composicdo quimica minerais, proteinas,
vitaminas, carbohidratos, enzimas e quantidades muito elevadas de
mucilagem. Na india tem sido colocado como item prioritario para nutricio e
salde (BEGUM et al., 2005).
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2.5.4.1 Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Atk.) Snyd & Hans

O quiabeiro é uma das mais tradicionais hortalicas cultivadas no Estado
do Maranhdo, estando sempre presente nos polos produtores, especialmente
nas localidades que fazem parte da Ilha de S&o Luis. Dentre os problemas
fitossanitarios da cultura, a murcha de fusario, causada por F. oxysporum f.
sp. vasinfectum é o mais importante, constituindo um fator limitante da
producédo (SILVA, 2008).

Os sintomas da fusariose causada pelo F. oxysporum f. sp vasinfectum
sdo varidveis e dependem do grau de resisténcia da variedade e das condi¢des
ambientais. As plantas afetadas apresentam-se menores, com folhas e
capulhos menores, as alteracdes iniciam-se pelas folhas basais, que
amarelecem, secam e caem. Cortando-se o caule e a raiz transversalmente,
pode-se notar o escurecimento dos feixes vasculares, neste caso, ocorre
obstrucdo dos vasos pelas estruturas de barreira da planta e presenca de
micelio e esporos do proprio patégeno, impedindo o livre fluxo da seiva. O
quiabeiro é suscetivel a raca 6 de F. oxysporum f. sp. vasinfectum presente no
Brasil e Paraguai (BACCHI et al. , 2001).

Indmeros produtos naturais de origem vegetal sdo pesticidas em
potencial para controle de doencas fungicas. Um esforco considerdvel tem
sido realizado a fim de desenvolver novos fungicidas naturais para substituir
fungicidas sintéticos e evitar problemas como, toxidade e resisténcia a pragas.
Esse esforco resultou no uso de extratos de plantas citricas como fungicidas
botanicos. A pesquisa mostrou que os extratos de plantas medicinais, tais
como, citros, nim, piretro e algumas ervas, por conter substancias toxicas,
apresentam grande potencial de produtos naturais para controle de pragas
(OKWU et al., 2007).

2.5.5 Heliconia (Heliconia L.)

As heliconias sdo plantas de origem neotropical, mais precisamente na

regido noroeste da América de Sul. O género heliconia pertence a familia
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heliconiaceae com aproximadamente 180 espécies. Cerca de 50 espécies sdo
cultivadas na regido Nordeste do Brasil (CASTRO, 1998).

Dentre as flores tropicais cultivadas, estdo classificadas cerca de 1.800
espécies pertencentes a oito familias da ordem Zingiberales. As espécies
tradicionalmente cultivadas no Estado do Maranhdo sdo das familias
Musaceae, Heliconiaceae, Zingiberaceae, Marantaceae (ALMEIDA, 1997).
Com destaque para as helicdnias, cujo mercado tem se tornado cada vez mais
convidativo.

A producdo de flores e plantas ornamentais encontra-se distribuida
principalmente nos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Rio
Grande de Sul, ocupando uma area de 4.500 hectares. Mais de 3.600 produtos
respondem por nego6cios em torno de 350 milhb6es de dolares. As taxas de
crescimento estdo em torno de 20 % ao ano. O mercado brasileiro de flores
passou de 700 milhdes de dolares em 1995, para um valor estimado em 1,3
bilhdes de dolares em 1998. Atualmente esse mercado supera cifras de 1,5
bilhdes de dolares tanto para varejo como para exportacdo (SOLOGUREN et
al., 2007).

As condicOes de cultivo das plantas ornamentais tropicais, racionadas a
fatores como, precipitacdo, umidade, temperatura, e densidade de plantio
favorecem a ocorréncia de doencas, que reduzem a producdo e afetam a
qualidade das flores com maior incidéncia na espécie Heliconia (SANTOS,
2008).

2.5.5.1 Fusarium oxysporum f. sp. cubense

No Brasil, estudos sobre problemas fitossanitarios de plantas
ornamentais tem sido objeto de diversos trabalhos, embora esses estudos,
ainda sejam escassos. Dos patogenos relacionados as heliconias, destacam-se
os fungos causadores da murcha, como F. oxysporum f. sp. cubense W.C.
Synder & H.N. Hansen (PITTA, 1995).

No plantio de flores tropicais e especialmente em algumas espécies de
helicénias, tem sido detectada a murcha de fusério, doenga que apresenta um

comportamento cosmopolita, e apresenta ocorréncia bastante consideravel em
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vérias culturas. O F. oxysporum f. sp. cubense é um patdgeno habitante do
solo, encontrado no cultivo de flores tropicais. Em helicénia, esse patdgeno,
provoca sintomas como amarelecimento progressivo nas folhas mais velhas,
murcha, com posterior quebra do peciolo da folha e pontuagdes pardo-
avermelhadas no pseudocaule e rizoma. A obstrucdo vascular evolui e pode
causar a morte da planta. Este patégeno apresenta grande capacidade de
sobrevivéncia no solo dificultando o controle da doenca que basicamente é
realizado através de cultivares resistente (CASTRO, 2008).

2.6 Medidas de controle

Medidas de controle citados na literatura para doencas em plantas
ornamentais tropicais como manejo da adubacdo, sistema de plantio e
irrigacdo, muitas vezes nao sao efetivos. O controle quimico tem sido usado
de forma empirica, sem qualquer fundamento em pesquisas cientificas prévias
ou consideracdo sobre a existéncia ou ndo de registro dos produtos utilizados.
A utilizacdo de cultivares resistente seria uma alternativa de controle para as
principais doencas de flores tropicais (SERRA et al., 2007).

Algumas espécies resistentes e fontes promissoras de resisténcia tém
sido identificadas para emprego em melhoramento vegetal, e tem se
apresentado como medida eficiente e econdémica no controle da murcha de
fusario. A lignina, substancia presente na parede celular tem sido indicada
como fonte de resisténcia genética (CASTRO, 2010).

Atualmente tem sido utilizado o extrato de plantas medicinais com
propriedades antibioticas como, aroeira (Schinus molle), barabatiméo
(Sttyphnodendron barbatiman), caju roxo (Anacardium occidentale), alho (Al
lium sativum) e gengibre (Zenziber officinale) no controle da fusariose do
abacaxizeiro, apresentando-se in6cua ao homem e ao ambiente, e com grande
potencial de aplicacdo em um programa integrado de controle de doencas de
plantas (CARVALHO et al., 2006).

Os bleos essenciais estdo obtendo crescente interesse, sdo formados por
varios compostos volateis que variam entre as espécies. E dificil associar a

atividade antifungica a compostos isolados ou a classe de compostos, sua
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atividade antifungica estd associada a acdo sinérgica de muitos compostos
(HADIZADEH et al., 2009).

Os oOleos extraidos de plantas medicinais como, Cymbopogon martini,
Eucalyptus globulos e Cinnamomum zylenicum foram avaliados quanto a sua
atividade antifangica frente aos fungos Aspergillus fumigatus Fresenius e
Aspergillus niger Tiegh apresentando atividade semelhante ao controle
utilizado para fungos como o miconazol. Estes resultados demonstram que 0s
6leos essenciais podem ser utilizados para curar infec¢des fungicas, logo
podem ter um papel na area farmacéutica e atuar como conservantes
(BANSOD et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar e estudar o uso do

Oleo essencial extraido do fruto da espécie Pimenta dioica L. como agente

fungicida.

3.2 Objetivos Especificos

Extrair quantitativamente o 6leo essencial dos frutos da P. dioica
coletados na Cooperativa Agricola Mista do Projeto Onga LTDA, no
municipio de Taperoa-BA, Brasil.

Caracterizar fisicamente o 6leo essencial.

Identificar analiticamente o0s componentes do 06leo, usando
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas,
espectroscopia no ultravioleta e infravermelho.

Avaliar o efeito do oOleo essencial dos frutos da P. dioica no
crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici, F.
oxysporum f. sp. vasinfectum, F. subglutinans, Fusarium oxysporum

f. sp. vasinfectum, Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do Experimento

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fisico-Quimica e
Microbiologia do Pavilhdo Tecnologico da Universidade Federal do Maranhéo
(UFMA), no Laboratério de Fitopatologia, localizado no Nucleo de
Biotecnologia Agrondmico da Universidade Estadual do Maranhdo e na
Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

4.2 Coleta dos frutos da P. dioica

Os frutos foram coletados na Cooperativa Agricola Mista do Projeto
Onca LTDA, no municipio de Taperoda-BA, Brasil, em Agosto de 2005,
recebendo o certificado organico pelo Instituto Biodinamico (IBD) (Apéndice
1). Apoé6s a coletas estes foram secos sob ventilacdo natural, em seguida,
triturados com o moinho elétrico (Tecnal, modelo TE-340) e armazenados em

recipientes de polietileno.

4.3 Extracdo do 0Oleo essencial da P. dioica

A metodologia adotada envolveu atividades usuais em um tratamento
analitico de plantas aroméaticas. O 6leo essencial foi extraido de 30 gramas de
frutos da espécie P. dioica L., previamente triturados e secos, com 300 mL de
agua destilada por hidrodestilacdo em sistema de Clevenger modificado
acoplado a um baldo de fundo redondo de 100 mL, para extracdo do Oleo
essencial (Figura 4), mantendo-se a temperatura a 100°C com o auxilio de
uma manta de aquecimento como fonte de calor. Posteriormente, o éleo foi
seco por meio da percolacdo em Na,SO, anidro. Essas operacdes foram
realizadas em triplicata e as amostras foram armazenadas em frascos de vidro
sob refrigeracdo, para evitar possiveis perdas de constituintes volateis. Em

seguida esses 6leos foram submetidos as analises.
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O rendimento foi calculado na relagdo massa/massa pela medida da

densidade, observando o volume obtido no prdprio sistema de extracéo.

Figura 4. Sistema Extrator
de Clevenger.

4.4 Caracterizacéo Fisica do Oleo Essencial

Na caracterizacdo das propriedades fisicas do 0leo essencial foram
determinadas a densidade, o indice de refracdo, a solubilidade em etanol a 70
% v/v, cor e aparéncia.

Para o calculo da densidade, utilizou-se um baldo volumétrico de
1,0 mL, previamente seco, tarado e aferido, onde se adicionaram as amostras
do 6leo essencial. Na determinacdo da solubilidade em etanol, utilizou-se uma
mistura de alcool/agua a 70 % (v/v) mantendo-se constante o volume de 6leo
e adicionando-se proporcionalmente volumes crescentes da mistura alcodlicas
até a sua completa solubilizacdo.

Para obter o indice de refracdo, foram utilizados tubos capilares de
vidro para adicionar as amostras dos Oleos diretamente sobre o prisma de
Flint do refratbmetro de AABE (modelo 2 WAJ), a uma temperatura de 25°C.

Para a determinacdo da cor e da aparéncia a técnica proposta é a
visual, sendo que a cor foi realizada através da comparagdo das cores das
esséncias com as cores conhecidas, e a aparéncia pela comparacdo das

esséncias no que diz respeito a sua transparéncia ou limpidez.
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4.5 Analises Espectroscépicas

4.5.1 Analise Espectroscopica Vibracional na Regido do Infravermelho

Utilizou-se um espectrofotometro FTIR marca Nicolet modelo
5SXC, equipado com detector TGS na faixa de 4000 a 400 cm™, utilizando
janelas de KBr.

4.5.2 Anélise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de
Massas

Os d&leos essenciais foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada a espectroscopia de massas.

As analises por cromatografia em fase gasosa acoplada ao
espectrometro de massas por impacto de elétrons e analisador ion trap (CG-
EM-1E-ion trap), equipamento Varian 2100, foram realizadas utilizando hélio

como gas de arraste com fluxo na coluna de 1mL.min™

; temperatura do
injetor: 270 °C, split 1:50; coluna capilar (15m x 0,25mm) com fase
estacionaria VF-1ms (100% metilsiloxano 0,25um) e programacao de
temperatura do forno de 60 °C a 200 °C com taxa de aquecimento de 8 °C.min"
! e de 200 °C e 290 °C, com taxa de aquecimento de 15 °C.min!. No
Espectrometro de Massas as temperaturas do mainfold ion trap e da linha de
transferéncia foram de 50 °C, 190 °C e 200 °C. Foram injetadas aliquotas de 1
ML (injetor automéatico CP — 8410) das amostra diluidas na proporcao de 20

puL em 1,5 mL de hexano.
4.6 Avaliacdo do 6leo essencial de P. dioica sobre as espécies de Fusarium.
4.6.1 Obtencao dos Isolados de Fusarium

Os isolados de Fusarium foram adquiridos da Micoteca do Laboratdrio

de Fitopatologia do Nucleo de Biotecnologia Agrondmico da UEMA
(Tabela 1)

Mestrado em Quimica UFMA Francisco Reivilandio da S. B. Junior



27

Tabela 1. Isolados de Fusarium obtidos na Micoteca do Laboratorio de
Fitopatologia da UEMA.

Espécie Hospedeiro Origem
F. oxysporum f. sp. lycopercisi  Tomateiro (L. esculelentum) Pedrinhas
F. oxysporum f. sp flavicarpa Maracujazeiro (P. edulis) Cinturdo Verde
F. subglutinans f. sp ananas Abacaxizeiro(A. comosus) Turiacu
F. oxysporum f. sp vasinfectum  Quiabeiro (A. esculentus) Quebra-Pote
F. oxysporum f. sp cubense Heliconia (Heliconia sp.) Vassoral

Os isolados foram repicados para placa de Petri contendo meio BDA
(Batata-Dextrose- Agar), vedadas com filme plasticos e matindas em
temperatura ambiente (25 = 2 °C) durante sete dias para avaliacdo do efeito

do 6Oleo essencial de P. didica sobre o crescimento micelial dos fitopatdgenos.

4.6.2 Efeito inibitorio in vitro de Oleo essencial de P. dioica

sobre isolados de Fusarium

O oOleo essencial de P. dioca foi adicionado ao meio BDA fundente na
presenca de antibiotico na concentracdo de 1pL/mL. Posteriormente, o meio
foi vertido em placas de Petri, previamente autoclavadas. Apos solidificacao,
disco de 6,0 mm de didmetro contendo micélio de isolados Fusarium
oxysporum, com 7 dias de idade, foram repicados para o centro de cada placa
de Petri, vedadas com filme plastico e mantidas em temperatura ambiente
(25£2 °C). Placas contendo meio BDA com o fitopatdégeno sem adicdo do 6leo
essencial serviram de testemunha.

A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada no 10° dia pela
medicdo do crescimento radial da colénia em dois eixos ortogonais, sendo
posteriormente calculada a média. As medidas foram calculadas pela
percentagem de inibicdo do crescimento micelial (P.1.C.). A expressdo que
determina o céalculo do P.I.C. = (cresc. Testemunha — cresc. Tratamento/
cresc. Testemunha) x 100. O delineamento utilizado foi inteiramente

casualizado em esquema fatorial 2x5 (tratamento x patdégenos) com quatro
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repeticdes. As médias foram comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5 %

de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas fisicas do 6leo essencial

Os parametros fisicos do dleo essencial obtidos de frutos da P. dioica
foram comparados com dados da obtidos na literatura (Tabela 2).

Tabela 2. Propriedades fisicas do dleo essencial extraido de frutos da espécie P.

dioica.
Oleo Essencial da P. dioca

Propriedades Fisico-quimicas Dados )

] Dados Comparativos

Analisados

Densidade (g mL™) 0,949* 0,997** 0,980***
indice de refracdo (Np **) 1,332 1,521 1,525
Solubilidade em alcool a 70% (v/v) 1:2 1:2 1:2
Rendimento(%) 2,8 1,6 2,5
Cor Amarelo Amarelo Amarelo
Aparéncia Limpido Limpido Limpido

*Barros Junior (2009)**Mouchreck Filho (2000); ***Valdez Junior(2009).

Comparando os valores para o 0leo essencial dos frutos da espécie P.
dioica do presente trabalho com os da literatura, pode-se observar que ha uma
similaridade entre eles, no que diz respeito aos parametros analisados.
Pequenas diferencas nos valores encontrados podem ser atribuidas a fatores
tais como época de coleta, diferentes tipos de solo, condicdes e tempo de

armazenamento dos frutos.

5.2 Analises espectrofotométricas e cromatograficas do 6leo essencial dos

frutos da espécie P. dioica

5.2.1 Andlise espectroscopica vibracional na regido do Infravermelho
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A Figura 5 mostra os espectros do padrdo de eugenol (A) e do dleo
essencial extraido dos frutos da espécie P. dioica L. (B). Comparando o
espectro (A) com o espectro (B) foi possivel observar que todas as bandas de

absorgdo coincidem na mesma freqiiéncia.
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Figura 5. Espectro na regido do infravermelho: (A) Padrdo eugenol; (B) Oleo
essencial.
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As fortes bandas de absorcdo na regido de 3500 e 1370 cm™, nos
espectros A e B da Figura 5, sdo atribuidas aos estiramentos de OH,
principalmente devido a presenca majoritaria do eugenol, confirmado pelo
padrdo de eugenol (espectro A). As bandas de 2980 e 2920 cm™ sdo atribuidas
a estiramentos C—H e a banda de 3100 cm™ ¢ atribuida a estiramento C—H de
aromaticos.

As bandas de 1270 e 1615 cm™ s&o atribuidas aos estiramentos C—O da
ligagdo C=C, e ao estiramento C-C de aromatico (SILVERSTEIN, 2000).
Estas observacbes sdo bastante justificaveis, visto que, o eugenol é o
componente majoritario do Oleo essencial da Pimenta dioica.

A Tabela 3 apresenta os principais estiramentos do padrdo de eugenol e

do 6leo essencial da P. dioica.
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Tabela 3. Bandas de absorcdo e modos vibracionais do padrdo de eugenol e

do 6leo essencial na regido do infravermelho.

Composto Tipo de Grupo Tipo de Absorcéo Absorcéo
(Eugenol) Deformacdo | Funcional | Ligacao Eugenol Oleo (cm™)
(cm™)
Axial Hidroxila O---H 3508,4 3513,5
Axial Aromatico C---C 1613,7 1613,6
Angular Hidroxila O---H 1369,8 1372,9
Plana
Axial Aroméatica | C---OH 1270,6 1270,5
Hidroxila
Axial Eter 0 1234,1 1034,7
oH / \
Assimeétrica C C
o\CH3 )
Aixal Eter /O\ 1034,9 1034,9
Assimeétrica C C
Axial Aromatico C---H 3067,9 3073,1
Axial Metila C---H 2970,7 2965,6
Axial Alifatico C---C 1450 1451
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5.2.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massas

O cromatograma do Oleo essencial extraido dos frutos da espécie P.
dioica, obtidos com o uso de uma coluna capilar (15 m x 0,25 mm) com fase
estaciondria VF-1ms (100 % metilsiloxano 0,25 pm) LM100 (Figura 6).

kCount: 9 10 RIC Merged 133-folhapimentalapec.sms 2000 CENTROID RAW

400+
3004
200+

100 1

il

Figura 6. Cromatograma da amostra do éleo dos frutos da Pimenta dioica, apresentando
os picos selecionados e identificados através da comparacdo dos
respectivos espectros de massas com a espectroteca NIST02.
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O pico 10 do cromatograma com tempo de retencdo 7,184 min,
corresponde ao eugenol. Todos os picos referidos ao cromatograma do 6leo
essencial dos frutos da P. dioica foram identificados por meio de seus
espectros de massas.

Os teores dos componentes contidos no 6leo essencial sdo identificados
através do espectro de massas da amostra dos frutos da Pimenta dioica. E
notavel o alto teor relacionado ao pico 10 do cromatograma (76,98 %) que
posteriormente € identificado como sendo o eugenol, o que evidencia esse
composto, como componente majoritario do 6leo essencial, como mostra a
tabela 4.
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Tabela 4. Teor dos componentes identificados através do espectro de massas
da amostra dos frutos da Pimenta dioica. Onde, Tr=tempo de retencdo;
Desvpad=desvio padréo.

Pico Tr (min) Teor (%) Desvpad CV (%)
1(1-octen-3-ol) 2.15 1.40 0.04 2.49
2(B-pinemo) 2.33 6.52 0.08 1.27
3(a-pinemo) 2.49 0.28 0.00 1.79
4(o-cinemo) 2.66 1.94 0.04 1.82
5(limonemo) 2.77 4.09 0.05 1.32
6(linalol)) 356 0.64 0.02 2.38
7(c.h.s. abinemo) 4.64 0.22 0.01 4.10
8(a-terpinol) 4.80 0.13 0.01 4.23
9(5-indanol) 5.76 5.88 0.20 3.42
10(eugenol) 7.23 76.98 0.32 0.41
11(a-cubebeno) 7.80 0.35 0.01 2.94
12(cariofileno) 8.41 0.09 0.00 3.29
13(a-cariofileno) 8.90 0.08 0.00 0.44
14(y-muroleno) 9.22 0.25 0.01 2.27
15(a-candineno) 9.58 0.19 0.00 1.53
16(a-muroleno) 9.74 0.22 0.01 4.16
17(6-candineno) 9.88 0.76 0.01 1.36
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Abaixo estdo relacionados o0s espectros de massas dos picos dos
componentes majoritarios apresentados na Figura 6 e as respectivas propostas
de identificacdo através da comparacdao com os dados da espectroteca NISTO02
e com ADAMS (1995).

Os espectros de massas referente a figura 7 (A) indicam com base na
literatura (ADAMS, 1995) e na espectroteca NIST02, a presenca no Oleo
essencial dos compostos B-pineno.

Os picos dos ions moleculares apresentam m/z=136, confirmando a
formula CioHis. Os picos de m/z=93 para o p-pineno é provavelmente
produzido por uma estrutura de formula C,Ho" formada por isomerizacéo,
seguida por clivagem alilica (SILVERSTEIN, 2000).
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Figura 7. Espectros de massas de (A) composto do pico 2 do cromatograma da Figura 6 e
(B) propostas de identificagdo através da espectroteca NISTO02.
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O espectro de massas da Figura 8A, identificado como o-cimeno
apresenta o pico do ion molecular com m/z=134, com férmula CioHi4, de
baixa intensidade, caracteristico de compostos aromaticos.

119 [M-15] é proveniente da
91 (44 %) é caracteristico do

O pico de maior intensidade com m/z

perda de um grupo metila. O pico com m/z
cation tropilio (C7H7") e o pico m/z = 65 (9 %) é resultante da eliminacéo

neutra de acetileno(C,H;) do ion tropilio.
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Figura 8. Espectros de massas de (A) composto do pico 4 do cromatograma da Figura 6 e

(B) propostas de identificacdo através da espectroteca NISTO02.

O espectro da Figura 9A indica a presenca do limoneno no dleo
essencial da P. dioica. O pico do ion molecular apresenta m/z=136 (13 %), o
que evidencia a formula CioH1s.

O pico com m/z = 121[M-15] (19 %), confirma a presenca de um grupo
metila como ramificacdo. O pico m/z=93 (66 %) é provavelmente produzido

por uma estrutura de formula C;Hg".
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Alquenos ciclicos, como é o caso do limoneno, apresentam um modo
especial de quebra, semelhante a uma reacdo retro — Diels — Alder com
m/z=68 (38%) (Figura 10) (SILVERSTEIN, 2000).
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Figura 9. Espectros de massas de (A) composto do pico 5 do cromatograma da
Figura 6 e (B) propostas de identificagdo atraves da espectroteca NIST02

Reacdo complementar ao processo de quebra do espectro de massas do

limoneno referente ao espectro de massa do Limonemo (Figura 10).

[ . .
E\EJ -

Figura 10. Fragmentacdo tipo reagdo Retro — Diels
Alder do limoneno.
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A figura 11 A refere-se ao espectro de massas do 5 — indanol. O pico do
ion molecular apresenta m/z=134 (84 %), com pico base de m/z = 133 [M-1],
caracteristico de fendis substituidos. Um pico de CeHs™ em m/z=77 (47 %) é
usualmente encontrado em fendis (SILVERSTEIN, 2000).
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Figura 11. Espectros de massas de (A) composto do pico 9 do cromatograma da Figura 6

e (B) propostas de identificacdo através da espectroteca NISTO2.

A identificacdo do eugenol por espectrometria de massas, figura 12 (A),
pode ser confirmada pelo arquivo da espectroteca NIST02 e por dados
constantes na literatura (ADAMS, 1995).

O espectro de massas apresenta o pico do ion molecular
m/z = 164 [M'], confirmando como CioH1,0, a férmula do eugenol. Para
fendis, é comum o pico do ion molecular ser também o pico base, como é o
caso do eugenol.

O pico m/z = 149 [M-15] (38%) é caracteristico da perda do radical

metila (CH3*) e 0 pico m/z = 77 (26%) é caracteristico do fon (CgHs").
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Os principais fragmentos apresentados no espectro de massas sdo 164
(100); 149 (39); 131 (29); 103 (38) e 55 (23), caracteristicos de fendis e, com
base na literatura, picos condizentes com o espectro do eugenol.

Comparando os resultados obtidos pelas quebras e intensidades dos
fragmentos do espectro de massas do padrdo do eugenol, com o espectro de
massas do 6leo, foi possivel identificar positivamente o eugenol como sendo

o principal componente do 6leo essencial da P dioica.
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Figura 12. Espectros de massas de (A) composto do pico 10 do cromatograma da figura 7 e
(B) propostas de identificacdo através da espectroteca NISTO02.
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5.3 Avaliacédo do efeito do 6leo essencial da P.dioica sobre diferentes

espécies de Fusarium

Os resultados observados mostram que o Oleo essencial da P. dioica na
concentracdo de 1pL/mL em meio BDA promoveu a inibicdo do crescimento
micelial das espécies F. oxysporum f. sp. lycopersici, F.oxysporum f. sp.
passiflorae, F. subglutinans f. sp. ananas, F. oxysporum f. sp. vasinfectum e
F. oxysporum f.sp. cubense, quando comparado com as testemunhas, variando
86,67 a 97,78 % de inibicdo, comprovando-se portanto, o efeito fungicida do

Oleo essencial (Tabela 5).

Tabela 5. Efeito do 6leo essencial de P. dioica sobre o crescimento micelial
de diferentes espécies de Fusarium em meio BDA por 10 dias de incubacéo a
25 +2 °C.

Diametro das Colbnias PIC

Espécies Com Oleo Sem Oleo (%)

F. oxysporum f. sp. lycopersici 1,20 aB 9,00 aA 86,67
F. oxysporum f. sp. cubense 0,20 cB 9,00 aA 97,78
F. oxysporum f. sp. vasinfectum 0,35 bcB 9,00 aA 96,11
F. subglutinans f.sp. ananas 0,89 abB 9,00 aA 90,11
F. oxysporum f. sp. passiflorae 1,20 aB 9,00 aA 86,67

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tuckey a 5% de probabilidade. CV (%) = 6,63; DMS = 0,13(linhas); DMS = 0,09 (colunas)

No geral, o 6leo de pimenta inibiu significativamente o crescimento dos
fitopatogenos. Todavia, o F. oxysporum f. sp. cubense apresentou menor
crescimento, de ordem de 0,20 cm, ndo diferindo do F. oxysporum f. sp.
vasifectum, com inibicdo de 97,78 e 96,11 %, respectivamente. Ressalta-se
que o componente em maior quantidade no dleo essencial de P. dioica é o
eugenol, pode inferir que essa substancia seja responsavel pela inibicdo do

crescimento micelial dos fungos do género Fusarium.
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Figura 13. Efeito Inibitério do 6leo essencial de P. dioica sobre diferentes espécies de
Fusarium em meio BDA por cinco dias de incubacédo (25 + 2 °C).

A mesma ac¢do foi observada por Yunes; Cechiel Filho (2007) que
destacam a atividade antifungica de substancias isoladas de 6leos essenciais,
os quais foram descritos: 6xido de cariofileno, acetato de cinamila, eugenol,
acetato de bornila, cinamaldeido, anetol, benzopropanal, benzaldeido, alcool
cinamilico, alfa-terpinol, linalol e gerandial e eugenol. No 0Oleo essencial da
P. dioica destacou-se o eugenol além de outros compostos de classe quimica

similar atuando como agentes fungicidas.
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Trabalhos realizados por Zacarone et al (2009) testando o dleo
essencial da pimenta longa (Piper hispidinervum) nas concentracdes 100, 200,
500, 1000, 1500 e 2000 pg.mL™' sobre fungos fitopatogénicos verificaram
inibicdo total para o Fusarium oxysporum na concentracdo de 1000 pg.mL™’.
A analise quimica do Oleo essencial de Piper hispidinervum empregando
cromatrografia em fase gasosa, apresentou o safrol como composto
majoritario com 89 % na constituicdo do Oleo essencial. Na analise do dleo
essencial de P. dioica verificou-se o eugenol como constituinte em maior
proporcdo, 76,98 % inibindo o crescimento micelial de fitopatdgenos. O
safrol e o metil eugenol sdo alquilbenzenos (COSTA, 2000).

Resultados similares foram observados por Campaniello (2010)
utilizando eugenol como antifungico em Fusarium oxysporum mostrando uma
sensibilidade considerdvel na concentragdo de 110 a 140 mg/L. Na
concentracdo de 1pL/mL de 6leo essencial da P. dioica com eugenol a 76,98
% houve inibicdo de 86,67 % para o fungo do tomateiro, 97,78 % para o
fungo da heliconia, 96,11 % para o fungo do quiabeiro, 90,11 % para o fungo
do abacaxizeiro e 86, 67 % para o fungo do maracujazeiro.

Em trabalhos realizados por outros autores observou-se a mesma acao
inibitéria, Christian et al (2007) utilizando 6leos essenciais de cravo(eugenia
caryophyllata L), canela(Cinnamomum cassia L), orégano(oreganum vulgare
L), segurelha(Satureja Montana L) e tomilho(Thymus vulgaris L) observaram
inibicdo total do crescimento de trés patdgenos do milho (Fusarium spp.,
Penicillum spp. e Pythium spp.) com a concentracdo de 800pL.L™*. A
composicdo quimica do 6leo essencial do orégano revelou o carvracol (57,3
%), 0 gama — terpineno (11,4 %), para — cimeno (13,6 %) como compostos
majoritarios. O 6leo de tomilho apresentou p — cimeno (8,94 %), linalol (41,4
%) e lavandulol (10,2 %) como componentes majoritarios. O 6leo de cravo
apresentou uma concentracdo de eugenol na ordem de (60,6 %) e cariofileno
(26,9 %) como os compostos de maior quantidade. Correlacionando com o
6leo em estudo, as substancias identificadas, eugenol e linalol também se
encontram na sua constituicdo, sendo que o eugenol € o contituinte em maior
percentual, pode-se observar que de acordo com a espécie hd uma variagdo

dos compostos quimicos e em seu percentual.
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Assim como Barrera et al (2009) verificaram atividade antifingica do
0leo essencial do tominho no Fusarium oxysporum obtendo inibicdo total nas
concentra¢gdes de 100, 150, 200, 250 e 300 ppm. A anélise do 6leo essencial
da Themus vulgaris, tominho, revelou os compostos carvacrol, gerandiol e
transcinemaldeido com alta atividade antifangica. O carvacrol, o gerandiol e
0 transcinemaldeido sdo fenilpropandides da mesma classe do eugenol,
justificando sua acdo antifungica.

Moleyar; Narasimham(1986) avaliaram quinze componentes do 6leo
essencial quanto sua atividade antifungica, destacando-se aldeidos
insaturados (aldeidos cinadmicos e citral) e gerandiol que foram os
componentes que mais inibiram o crescimento de fungos como, Aspergillus
niger, Fusarium oxysporum e Penicillum digitatum na concentragdo inibitoria
minima (MIC) de 100mg/mL. A acdo de compostos volateis juntamente com
compostos incorporados ao meio provoca em um aumento da acdo antifungica.
Quanto a relacdo estrutura — atividade, o grupo CHO em conjugacdo com a
ligacdo carbono — carbono (C=C) foi encontrada em muitos casos por ser
responsavel pela atividade antifungica da molécula. Em varios compostos
presentes na composicdo do 60leo essencial da P. dioica foi encontrada ligacao

C=C, onde podemos também, associar sua a¢do antifungica.

5.3.1 Analise da atividade da P. dioica sobre o fungo F. oxysporum f. sp.

lycopersici

A tabela 6 apresenta uma interacdo entre os dez dias de verificacdo
do crescimento micelial da espécie de fungo do tomate, que recebeu o 6leo
essencial da P. dioica na concentracdo de 1pL/mL de meio de cultura BDA
com sua respectiva testemunha, e espécies de fungos que ndo receberam 6leo
essencial da P. dioica. Destacamos a a¢do antifungica do dleo essencial que

inibiu o desenvolvimento do micélio nos dez dias de avaliacao.
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Tabela 6. Efeito do 6leo essencial da P. dioica sobre o crescimento micelial da
espécie Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici em meio BDA ap6s dez dias de

incubagdo a 25 £ 2 °C.

DIA DIAMETRO DAS COLONIAS
com oleo sem oOleo
1 0bC 2,8aG
2 0bC 3,8aF
3 0bC 4,6aE
4 0bC 5,6aD
5 0bC 6,8aC
6 0bC 7,6aB
7 0bC 8,8aA
8 0,5bBC 9,0aA
9 1,2bAB 9,0aA
10 1,2bA 9,0aA
MEDIA 0,30 6,71

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o teste de Tuckey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 10,8; DMS =
0,43(colunas) representadas por letras maiusculas DMS = 0,7(linhas), representadas
por letras mindsculas.

O oleo essencial da P. dioica atua inibindo o crescimento micelial
do F. lycopersici referente aos dados observados na tabela 6, destaca — se a
inibicdo micelial que ocorre durante oito dias em 100%.com mostra a figura 14.

100
80
60
40 M dias
20 EPIC%

Figura 14. Gréafico do percentual de inibi¢cdo do crescimento micelial do fungo do
tomateiro em meio BDA apés a aplicacdo do 6leo essencial da P dioica em dez
dias de incubacdo a 25 °C + 2 °C.

Rosset et al (2005) analisaram o extrato etandlico do Ocimum

gratissimum L. (manjericdo) utilizando a técnica de cromatrografia em coluna

Mestrado em Quimica UFMA Francisco Reivilandio da S. B. Junior



44

de silica gel eluida com hexano, diclorometano e etanol, obtendo
hidrocarbonetos saturados de cadeia longa (C31 — C33 — C34 € C3s), eugenol,
Oxido de cariofileno e uma mistura de estimasterolsitosterol. Verificaram a
atividade contra fungos patogénicos no tomate e na cenoura. A ac¢do do 6leo
essencial da P. dioica apresenta o eugenol, componente majoritario inibindo o
fungo fitopatogénico Fusarium f. sp. lycopersici em 86,67 % que ataca o
tomateiro.

Wogiatzi et al (2009) testaram o d&leo essencial do orégano
(Origanum vulgare L. ) nas concentracGes 0, 16, 64, 97, 256 e 610uL. A
concentragdo 16 pL inibiu o crescimento micelial de importantes
fitopatogenos do tomate como o Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,
principalmente pelas atividades antifungicas do carvacrol e timol, em
comparacdo com o Oleo essencial da P. dioica, essas duas substancias
apresentam estruturas fendlicas do mesmo grupo do eugenol, composto
majoritario em sua constituicéo.

Hadizadeh et al (2009) aplicaram éleos essenciais da urtiga (Urtiga
didica L.), tomilho (Thymus vulgaris L.), eucalipto ( Eucalyptus spp.), arruda
( Ruta graveolens L.) contra fungos fitopatogénicos no tomate, na
concentracdo de 1500 e 2000 ppm obtendo completa inibicdo. Apenas o
tomilho obteve uma inibi¢cdo variando de 68,5 a 74,8 %. Em comparacdo aos
Oleos essenciais testados o 6leo da P. dioica obteve uma inibicdo de 86,67 %
sobre o Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici na concentracdo de 1pL/mL
superior que a maioria dos 6leos acima citados.

Abdolahi et al (2010) testaram o dleo essencial da Erva Ajowan,
semente de orégano, (Trachyspermum copticum (L.) Link. contra os fungos
Alternaria alternata e Penicilium digitatum observando-se alta atividade
antifungica no controle de doencas do tomate. A analise espectroscépica da
cromatrografia apresentou o timol (63%) como componente em maior
quantidade. O timol é mais uma substdncia fendlica, como o eugenol,
substancia majoritaria do Oleo essencial da Pimenta dioica L com alta

atividade antifangica.
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5.3.2 Anélise da atividade fungicida da P. dioica no fungo F. oxysporum f.
Sp. cubense.

A tabela 7 apresenta a avaliacdo do crescimento micelial do fungo
da heliconia (Fusarium oxysporum f. sp cubense) com Oleo essencial da P.
dioica na concentracdo de 1pL/mL e sua respectiva testemunha
correlacionando com os dez dias de crescimento micelial.

TABELA 7. Efeito do 6leo essencial da P. dioica sobre o crescimento micelial da
espécie Fusarium oxysporum f. sp. cubense em meio BDA ap6s dez dias de incubacao
a25°C+2°C.

DIA DIAMETRO DAS COLONIAS
com Oleo sem 6leo
1 ObA 3,4,aG
2 ObA 4,3 aF
3 ObA 5,2aE
4 ObA 6,3aD
5 ObA 7,5aC
6 ObA 8,4aB
7 ObA 8,8aA
8 ObA 9,0aA
9 0,15bA 9,0aA
10 0,2bA 9,0aA
MEDIA 0,042 7,11

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o teste de Tuckey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 5,39; DMS =0,22
(colunas) representadas por letras mailusculas DMS = 0,36(linhas), representadas por
letras minusculas.

O Oleo essencial da P. dioica atua inibindo o crescimento
micelial do F. cubense referente aos dados da tabela 7, onde observamos
uma inibicdo do cresciento micelial em 100% nos sete dias de avaliagdo
como mostra a figura 15.
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Figura 15. Grafico do percentual de inibicdo do crescimento micelial do fungo da
Heliconia em meio BDA ap6s a aplicacdo do déleo essencial da P dioica em dez dias
de incubacdo a 25 °C + 2 °C.

Testes in vitro com 6leo essencial de Piper aduncum L. realizados por
Bastos; Bechimol,(2006) no controle de fungos fitopagénicos da helicOnia
obtiveram inibicdo total do crescimento micelial na concentracdo de
100pg/mL. Em relacdo ao 6leo de P. dioica testado nas amostras com o
Fusarium cubense da heliconia, o resultado foi uma inibicdo de 97,78 % na

concentracdo de 1puL/mL.

5.3.3 Analise da atividade fungicida da P. dioica no fungo F. oxysporum f.

sp. vasinfectum

A tabela 8 apresenta a avaliacdo do crescimento micelial do fungo
do quiabo (Fusarium oxysporum f. sp vasinfectum) com 06leo essencial da
Pimenta dioica L na concentracdo de 1pL/mL e sua respectiva testemunha
correlacionando com os dez dias de crescimento micelia
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TABELA 8. Efeito do 6leo essencial da P. dioica sobre o crescimento micelial da
espécie Fusarium oxysporum f. sp vasinfectum em meio BDA apds dez dias de
incubacdo a 25 °C + 2 °C.

DIA DIAMETRO DAS COLONIAS
com oleo sem oleo
1 ObA 2,8aH
2 0bA 3,7,aG
3 0bA 4,7aF
4 ObA 5,9aE
5 ObA 6,7aD
6 0bA 7,6aC
7 0bA 8,6aB
8 0,35bA 9,0aA
9 0,35bA 9,0aA
10 0,35bA 9,0aA
MEDIA 0,1 6,7

As meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o teste de Tuckey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 6,2; DMS =
0,24(colunas) representadas por letras maidsculas DMS = 0,4(linhas), representadas
por letras mindsculas.

O oleo essencial da P. dioica atua inibindo o crescimento micelial
do F. vasinfectum referente aos dados apresentados na tabela 8. Destaca-
se a inibicdo do crescimento micelial em torno de 96,1 %.
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Figura 16. Gréfico do percentual de inibi¢do do crescimento micelial do fungo do
Quiabeiro em meio BDA apds a aplicacdo do 6leo essencial da P dioica em dez dias
de incubacdo a 25 °C + 2 °C.
Huang et al (2010) Identificaram produtos naturais para controle de
doencas em plantas. Foi utilizado o déleo essencial do fruto Anis estrelado,
que por hidrodestilagdo foi analisado por cromatrografia gasosa (GC) e

cromatrografia gasosa/espectroscopia de massa (GC-MS). Os componentes
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identificados foram, Trans — anentol (89,5 %), 2(1ciclopentenilo) — furano
(0,7 %) e cisanethole (0,7 %) foram considerados os mais importantes entre
0s 22 compostos identificados que constituem 94,6 % do 6leo essencial. A
atividade antifangica do Oleo essencial e do trans — anetol, tanto um quanto o
outro exerceram forte atividade antifingica contra fungos fitopatogénicos. A
atividade antifungica do Oleo essencial no Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum obteve uma inibicdo micelial de 92,50 % na concentracdo de
Img/mL. No estudo realizado com o F. oxysporum f. sp. vasinfectum a
inibicdo micelial pelo 6leo da P. dioica correspondeu a 96,11 % com uma
concentracdo de 1puL/mL, tendo o eugenol como componente majoritario.

A murcha de fusario do quiabeiro foi tratada com 6leo de cravo, 6leo de
canela, 60leo de mostarda e extratos boténicos por Brower; Locke (2000). A
densidade populacional do F. vasinfectum foi determinada nos tempos 1, 3, 7,
14 e 21 dias. O oleo do cravo, da canela, da mostarda e extratos botanicos
inibiu o crescimento micelial em 97,5%, 96,1% e 99,9%. No presente
trabalho, o F. oxysporum f. sp. vasinfectum foi tratado com o Oleo da P.
dioica na concentracdo de 1uL/mL com inibicdo micelial de 96,11 %

A composicdo quimica do dleo essencial de flores de Metasequonia
glyptostroboides Miki ex Hu foi analisada por hidrodestilacdo e GC — MS, por
Bajpai et al (2007) identificando 59 compostos, os de maior propor¢ao sdo, o
— pireno (29,54 %), oxido de cariofileno (4,49 %), o — thujene (8,63 %),
bornylene (8,63 %), tartarol (5,28 %), B — cariofileno (4,49 %), 6 — 3 — careno
(3,19 %), 2 — B — pireno (2,25 %) ¢ o — humuleno (1,18 %). O 06leo foi
aplicado em fungos, F.. vasinfectum, inibindo o crescimento micelial entre 49
a 70%. Os compostos o — pireno (0,28 %), 6xido de cariofileno (0,09 %), 2 —
B — pireno (6,52 %), foram encontrados no 6leo essencial da P. dioica em seus
respectivos teores e em conjunto com outros compostos inibiram o Fusarium

oxysporum f. sp. vasinfectum em 96,11 %

5.3.4 Anéalise da atividade antifungica da P. dioica no fungo F

subglutinans.
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A tabela 9 apresenta a avaliagcdo do crescimento micelial do fungo do
abacaxi (Fusarium subglutinans) com d&leo essencial da P. dioica L na
concentragdo de 1pL/mL e sua respectiva testemunha correlacionando com os
dez dias de crescimento micelial.

TABELA 9. Efeito do 6leo essencial da P. dioica sobre o crescimento micelial da

espécie Fusarium subglutinans em meio BDA ap6s dez dias de incubacéo a 25 °C # 2
0
C.

DIA DIAMETRO DAS COLONIAS

com Gleo sem Gleo
1 0bB 3,1aG
2 0bB 4,0aF
3 0bB 5,0aE
4 0bB 6,3aD
5 0bB 7,3aC
6 0bB 8,0aB
7 0bB 8,8aA
8 0,16bB 9,0aA
9 0,54bAB 9,0aA
10 0,9bA 9,0aA
MEDIA 0,16 6,95

Foi aplicado o teste de Tuckey ao nivel de 5% de probabilidade. DMS = 0,38(colunas)
representadas por letras maitsculas DMS = 0,61(linhas), representadas por letras
mindsculas.

O Oleo essencial da P. dioica atua inibindo o crescimento
micelial do F. subglutinans referente aos dados da tabela 9, com inibicéo
micelial em 100 % nos sete primeiros dias e com inibicdo de 90 % no
décimo dia.
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Figura 17. Grafico do percentual de inibi¢do do crescimento micelial do fungo do
Abacaxizeiro em meio BDA apds a aplicacdo do dleo essencial da P dioica em dez
dias de incubacdo a 25 °C + 2 °C.
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Garcia et al (2008) testaram cinco monoterpenos ( citral, citronelal, |-
carvona, isopulegol e o - pireno) como antifangicos para impedir o
crescimento micelial e a germinacdo de conidios do Fusarium subglutinans,
obtendo uma consideravel inibicdo do crescimento do micélio e indicando o
citral como altamente eficaz no controle de fungos fitopatogénicos. Dos
constituintes testados o o — pireno encontra-se entre 0os compostos do dleo
essencial da P. dioica no percentual de 0,28 % inibindo o crescimento

micelial do Fusarium subglutinans.

5.3.5 Anélise da atividade fungicida d.a P. dioica no F. oxysporum f. sp.
passiflorae

A tabela 10 apresenta a avaliacdo do crescimento micelial do
fungo do maracuja (Fusarium oxysporum f. sp passiflorae) com d&leo
essencial da Pimenta didica L na concentracdo de 1pL/mL e sua respectiva
testemunha correlacionando com os dez dias de crescimento micelial.

Tabela 10. Efeito do dleo essencial da P. dioica sobre o crescimento micelial da
especie Fusarium oxysporum f. sp passiflorae em meio BDA ap6s dez dias de incubacéo
a25°C+2°C.

DIA DIAMETRO DAS COLONIAS
com 6leo sem 6leo
1 0bC 3,1aG
2 0bC 4,0aF
3 0bC 5,0aE
4 0bC 6,3aD
5 0bC 7,3aC
6 0bC 8,0aB
7 0bC 8,8aA
8 0,42bB 9,0aA
9 0,42bB 9,0aA
10 1,2bA 9,0aA
MEDIA 0,2 6,86

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o teste de Tuckey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 4,0; DMS =
0,16(colunas) representadas por letras maiusculas DMS = 0,27(linhas), representadas
por letras minusculas.
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O O6leo essencial da P. dioica atua inibindo o crescimento
micelial do F. passiflorae referente aos dados da tabela 10. onde destaca-se
100 % de inibicdo nos sete dias iniciais e 86,6 % no décimo dia.
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Figura 18. Grafico do percentual de inibicdo do crescimento micelial do fungo
do Maracujazeiro em meio BDA apoés a aplicacdo do 6leo essencial da P dioica

em dez dias de incubacdo a 25 °C + 2 °C.

Foi verificado por Souza Junior et al (2009) o efeito fungitoxico de
O0leos essenciais de plantas pimenta-alecrim (Lippia sidoides), manjericdo
(Ocimum gratissimum), eucalipto (Lippia critriodora) e capim-limao
(Cymbopogon citratus) sobre o fungo fitopatogénico Colletotrichum
gloeosporioides do maracujazeiro amarelo obtendo uma inibicdo do
crescimento micelial do fungo em 100%. A analise do Oleo essencial revelou
0 eugenol como maior constituinte, com percentual de 73,3%. Relacionando
com os constituintes do Oleo essencial da P. dioica, o eugenol também é o
constituinte em maior proporc¢do e inibe o crescimento micelial do Fusarium

oxusporum f. sp. passiflorae em 100%.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Algumas conclusdes podem ser enumeradas a partir do presente

trabalho, conforme apresentadas a seguir:

1. O estudo dos métodos de extracdo do Oleo essencial possibilitou
verificar os melhores parametros para o processo extrativo em funcao
do melhor rendimento e da concentragdo de eugenol;

2. A espécie Pimenta dioica, forneceu um dleo essencial cujo rendimento
foi de 2,8 % (m/m), o qual foi considerado de valor elevado em relagéo
a extracdo de outros Oleos essenciais de plantas aromaticas; Os estudos
das constantes fisicas do 0Oleo essencial apresentaram valores
semelhantes aos valores obtidos pela literatura e pelos padrdes, usados
para as suas comparacoes;

3. A atividade antifungica do Oleo essencial da Pimenta dioica L nas
espécies Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Fusarium oxysporum f,
sp. passiflorae, Fusarium subglutinans, Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum e Fusarium f. sp. cubense mostrou-se altamente eficaz,
com uma inibicdo de 100 % de todas as espécies testadas.

4. O oleo essencial da Pimenta dioica L na concentracdo de 1pl/mL agiu
como um potente fungicida no combate a fungos prejudiciais as culturas
do tomateiro, maracujazeiro, quiabeiro, abacaxizeiro e helicdnia, o que
nos permite recomendar o seu uso como forma biodegradavel de se
combater fungos fitopatogénicos.

5. Pesquisas adicionais sdo necessarias para encontrar uma concentracao
mais econbmica e racional de uso do 6leo essencial da Pimenta dioica L

e conseqlientemente estender sua acdo frente a outros fungos.
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APENDICE

Apéndice 1. Certificacdo da especie Pimenta dioica L emitido pelo IBD
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