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Resumo

Ensaios anteriores de atividade antifungica do extrato etanolico de Ocimum gratissimum, utilizando a
técnica de difusdo em meio solido, evidenciaram a inibig@o do crescimento de Penicillium chrysogenum,
Rhizoctonia sp, Aspergillus niger e de duas espécies de Alternaria sp isoladas de tomate e de cenoura.
O objetivo deste trabalho foi identificar os possiveis constituintes quimicos responsaveis pela atividade
antifungica da planta, por meio de estudo quimico do extrato hexano-diclorometano-etanol (1:3:1) das
partes aéreas de O. gratissimum. O extrato foi cromatografado em coluna de silica gel, eluida com hexano,
diclorometano e etanol. A purificagdo em coluna cromatografica de silica gel das fragdes eluidas com
diclorometano (5,9g) resultou na obtengdo de quatro constituintes: uma mistura de hidrocarbonetos
saturados de cadeia longa (C,, C,,, C,, e C,,), eugenol, 6xido de cariofileno e uma mistura de estigmasterol-
sitosterol. Os constituintes foram identificados através das analises por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas e das espectrometrias no infravermelho, de ressonancia magnética nuclear
de 'H e de *C e comparag@o com dados espectrais da literatura. Entre os constituintes isolados, concluiu-
se que o eugenol ¢ um dos provaveis responsaveis pela atividade antifingica de O. gratissimum, pois
registros da literatura comprovaram a atividade deste constituinte contra varias espécies de fungos.
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Abstract

Previous studies showed that ethanolic extract of Ocimum gratissimum inhibited growth of Penicillium
chrysogenum, Rhizoctonia sp, Aspergillus niger and Alternaria sp, isolated from tomato and carrot.
The aim of this study was to identify the chemical constituents of Ocimum gratissim. Aerial parts of the
plant were treated with hexane-dichloromethane-ethanol mixture (1:3:1) at room temperature. The obtained
extract was chromatographed on silica gel column eluted with hexane, dichloromethane and ethanol.
Fractions eluted with dichloromethane were rechromatographed on a column of silica gel to yield alyphatic
hydrocarbon mixture (C, , C,, C,, e C,), eugenol, caryophyllene oxide and a mixture of stigmasterol and
sitosterol. The structures of the compounds were deduced by spectral data analysis and by comparison
with literature values. Recent studies showed that eugenol is probably one of the responsibles for
antifungal activity of O. gratissimum.
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Introducio

Os fitopatdgenos representam um dos fatores
limitantes da producdo de alimento, tornando
necessaria a utilizacdo de agrotdxicos para garantir
a produtividade e a qualidade dos produtos.
Entretanto, devido a toxicidade e alto poder residual,
os defensivos agricolas sintéticos tém provocado
contaminacao do ambiente e danos a saide humana
(SANTOS, 1999). Estes fatos, aliados ao
desenvolvimento da resisténcia de microrganismos
aos agentes antimicrobianos, estimularam a pesquisa
de novas substancias capazes de impedir o
crescimento de fungos e bactérias.

As espécies vegetais representam um campo a
ser mais explorado na busca de novas substancias
antifungicas, visto que a maioria dos trabalhos
registrados na literatura sobre antifingicos naturais
tratam de metabolitos obtidos de microrganismos.
Varias classes de substancias do metabolismo
secundario de
antimicrobiana . Como exemplo pode-se citar a classe
dos isoflavonoides, que atuam como fitoalexinas,
representando, portanto, um mecanismo natural de
resisténcia das plantas ao ataque de fungos e bactérias
(SMITH; BANKS, 1986). Por serem naturais ¢
possuirem atividade antimicrobiana altamente
especifica, os isoflavondides podem ser uma
alternativa aos antifingicos convencionais na
estocagem de grios (WEIDENBORNER et al.,
1990) e no controle de fungos nas areas de produgao

plantas apresentam acdo

agricola. Esta ¢ uma alternativa importante,
principalmente nos paises em desenvolvimento, onde a
utilizacdo de agrotoxicos eleva os custos de producao.

Ocimum gratissimum, pertencente a familia
Labiatae, possui ampla distribui¢do nas regides
tropicais de clima quente (PESSOA et al., 2002). A
planta ¢ utilizada popularmente no Brasil e na Africa
para diversos fins terapéuticos como tratamento de
dores de cabeca, diarréia, pneumonia, problemas
estomacais, tosse, febre e conjuntivite (ONAJOBI,
1986; CORREA, 1926). Estudos registrados na
literatura comprovaram varias propriedades

bioldgicas do 6leo essencial de O.gratissimum, entre
elas as atividades antifiingica (DUBEY et al., 2000;
NAKAMURA et al., 2004), antibacteriana
(JANSSEN et al., 1989; NAKAMURA et al., 1999;
CIMANGA et al., 2002; NGASSOUM et al., 2003)
e inseticida (KEITA et al., 2001). Extratos da planta
apresentaram atividade antidiarréica (ONAJOBI,
1986; OFFIAH; CHIKWENDU, 1999),
hipoglicémica emratos (AGUIYI et al., 2000) e contra
os virus HIV-1 e HIV-2 (AYISI; NYADEDZOR,
2003). Ensaios biologicos realizados no Departamento
de Bioquimica da UEL indicaram atividade
antifungica do extrato etanolico de O. gratissimum
contra os fungos Penicillium chrysogenum,
Rhizoctonia sp, Aspergillus niger, duas espécies
de Alternaria sp isoladas de tomate e de cenoura.
Apesar dos varios registros sobre as atividades
biologicas da espécie, existem poucas informagdes
sobre os constituintes quimicos de extratos desta
espécie e sobre a relagdo destas substincias com as
propriedades bioldgicas da planta.

Com base nos fatos apresentados, foi iniciado o
estudo quimico de O. gratissimum, visando
identificar os constituintes quimicos responsaveis pela
atividade antifingica do extrato bruto da planta.

Material e Métodos

Para analise e isolamento das substancias, o
material vegetal foi desidratado. O extrato, obtido
pela extragdo com mistura de hexano/diclorometano/
etanol 1:3:1 das partes aéreas de O. gratissimum
desitratadas, foi fracionado em coluna de silica gel,
eluida com hexano, diclorometano e etanol. O
isolamento e a identificagdo dos constituintes
quimicos foram realizados no material resultante das
fragdes ecluidas com diclorometano (fragao
diclorometanica), de acordo com as seguintes fases:

Material vegetal: Ocimum gratissimum foi
cultivada no Horto de Plantas Medicinais do
Departamento de Agronomia do Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA) da Universidade Estadual de
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Londrina e estd registrada no Herbario da mesma
Universidade sob numero 36554. Apos a coleta, as
partes aéreas da planta foram submetidas a processo
de secagem em estufa a 40°C e, em seguida, foram
trituradas, fornecendo 429g de material seco.

Extrag¢do e fracionamento do extrato: O
material vegetal (429g) foi submetido a extragdo com
hexano/diclorometano/etanol na proporcao de 1:3:1.
O solvente de extragao foi escolhido com base em
um planejamento experimental para escolha do
melhor solvente extrator. Eliminagao do solvente por
destila¢do a pressao reduzida resultou na obtengdo
de 25g de extrato, o qual foi cromatografado em
coluna filtrante de silica gel, eluida com hexano,
diclorometano e etanol. O grupo de fragoes eluido
com diclorometano forneceu 5,90g de material.

Isolamento dos constituintes quimicos da
fragao diclorometdnica: O material resultante do
grupo de fragdes eluidas com diclorometano (5,90g)
foi purificado em coluna de silica gel, utilizando como
eluentes hexano, diclorometano, acetato de etila e
etanol em misturas com gradientes crescentes de
polaridade. Foram coletadas 118 fragdes de 250mL,
as quais foram reunidas em 25 grupos por
compara¢ao em placas cromatograficas de silica gel.
O grupo fragdes 1-7, eluido com hexano, forneceu
um soélido branco (67,6 mg), ponto de fusdo 88°C-
90°C,
hidrocarbonetos saturados. O grupo de fragdes 21-
26, eluido com hexano/diclorometano 15 %, foi
purificado em coluna de silica gel e em placas
preparativas, também de silica gel.

identificado como uma mistura de

Cromatogragia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas: A cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massas foi realizada
em equipamento Shimadzu, modelo GC- 17A, com
detetor seletivo de massa, modelo QP 5000
(Shimadzu). A coluna cromatografica utilizada foi do
tipo capilar de silica fundida com fase estacionaria
DB-1 (polimetisiloxano), de 30m de comprimento e
0,25mm de didmetro interno, utilizando hélio como

gas de arraste. As temperaturas foram de 300°C no

injetor e 250°C no detetor. A temperatura do forno
foi programada de 60 a 250°C, com acréscimo de
10°C a cada minuto e de 250°C a 320° com acréscimo
de 20°C a cada minuto.

Identifica¢do do numero de atomos de carbono
dos constituintes da mistura de hidrocarbonetos:
A identificagdo do numero de atomos de carbono
dos hidrocarbonetos da mistura, foi feita através de
cromatografia gasosa da mistura e de padrdes de
200 G, € C,, sob condigdes de temperatura
programada na faixa de 100 a 340°C. As temperaturas
foram de 250°C no injetor e de 230°C no detetor. Os
dados fornecidos pelo cromatograma dos padroes
foram utilizados na constru¢do do grafico
Temperatura de retengdo x Numero de atomos de

alcanos C

carbono. O numero de atomos de carbono de cada
alcano da mistura foi determinado através da
temperatura de retengdo e dos parametros A ¢ B
obtidos do grafico.

Resultados e Discussoes

O resultado da purificagdo do material resultante
da fragdo diclorometanica por
cromatograficos usuais, forneceu duas substancias
de aspecto oleoso, identificadas como eugenol (Figura
1A) e 6xido de cariofileno (Figura 1B), uma mistura

métodos

de hidrocarbonetos alifaticos e uma mistura dos
esteroides estigmasterol e sitosterol. O eugenol foi
identificado através das andlises por cromatografia
gasosa, acoplada a espectrometria de massas ¢ das
espectrometrias no infravermelho e de ressonancia
magnética nuclear de 'H e de *C e pela comparacdo
dos dados espectrais com os dados registrados na
literatura para o eugenol (SAITO et al., 2004). Os
demais constituintes foram identificados através da
analise por cromatografia gasosa, acoplada a
espectrometria de massas. A determinagao do
numero de atomos de carbono dos constituintes da
mistura de hidrocarbonetos indicou tratar-se de uma
mistura de hidrocarbonetos alifaticos saturados C;
C33, C34 € C35-
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Figura 1. Representagdo das estruturas de algumas
substancias encontradas no extrato da parte aérea de O.
gratissimum: eugenol (A) e 6xido de cariofileno (B).

O total de eugenol obtido foi 28,3mg e o total de
oxido de cariofileno foi 1,3mg. O grupo de fragdes
42-46, eluido com hexano/diclorometano 30 %, ao ser
purificado em coluna cromatografica de silica gel,
forneceu um so6lido branco (16,8mg), cuja analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas indicou tratar-se de uma mistura dos
esterdides estigmasterol e sitosterol.

Entre os constituintes isolados, concluiu-se que o
eugenol deve ser um dos provaveis responsaveis pela
atividade antifingica do extrato de O. gratissimum,
pois registros da literatura comprovaram a atividade
deste constituinte contra varias espécies de fungos
(DUBEY et al., 2000; NAKAMURA et al., 2004).

Outros estudos estdo sendo realizados para se
identificar outros possiveis substancias antifingicas das
demais fracdes (hexanica e etanolica) obtidas do
fracionamento do extrato bruto de O. gratissimum.
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