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RESUMO

GUIMARAES, Luiz Gustavo de Lima. Estudo da estabilidade e do efeito
fungitéxico do oleo essencial de capim-limao (Cymbopogon citratus (D.C.)
Stapf). 2007. 72 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG."

Os 6leos essenciais estdo sendo cada vez mais utilizados nas dreas de alimentos
(condimentos e aromatizantes de alimentos e bebidas) e cosméticos (perfumes e
produtos de higiene). Muitos desses compostos possuem importantes acdes
bioldgicas, fazendo-os objetos de estudos pela indistria de agroquimicos, na
busca de substancias fungicidas, bactericidas e inseticidas naturais. O capim-
limdo (Cymbopogon citratus) é uma planta aromdtica cultivada para producao
comercial de 6leo essencial conhecido como “Lemongrass Oil”. Neste trabalho,
objetivou-se avaliar a constituicdo quimica, a estabilidade perante a luz e a
temperatura, e o efeito fungitéxico desse dleo sobre os fitopatdgenos Fusarium
oxysporum, Colletotrichum  gloeosporioides e Rhizoctonia solani. A
identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial foi feita por meio de
um cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrometro de massa. Para a
avaliag¢do da estabilidade do 6leo, esse foi submetido a presenca e auséncia de
luz, e a diferentes temperaturas. Os teores dos componentes majoritarios citral e
mirceno foram avaliados a cada quinze dias em cromatdgrafo gasoso com
detector FID por meio de curvas analiticas construidas com solu¢des-padrao. A
atividade fungitéxica foi realizada utilizando-se o método bioanalitico in vitro,
em que o 6leo essencial, os padrdes dos componentes majoritarios e o fungicida
comercial (Tebuconazole) foram aplicados em vérias concentragdes sobre os
fitopatogenos citados. Os constituintes majoritarios do 6leo essencial de capim-
limdo, “citral e mirceno” sofreram degradacdo em relagdo ao tempo, tanto na
presenca quanto na auséncia de luz; ji a temperatura influenciou apenas a
degradacdo do mirceno. O 6leo essencial inibiu completamente o crescimento
micelial dos fitopatdgenos na concentragdo de 250 ppm para o Rhizoctonia
solani e de 500 ppm para o Fusarium oxysporum e Colletotrichum
gloeosporioides, inferindo que essa atividade pode ser devida a presenga do
citral.

" Comité Orientador: Maria das Gragas Cardoso — UFLA (Orientadora) e Paulo
Estevao de Souza — UFLA (Co-orientador)
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ABSTRACT

GUIMARAES, Luiz Gustavo de Lima. Study of stability and the fungitoxic
activity of the essential oil of lemongrass (Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf)
essential oil. 2007. 72 p. Dissertation (Master Program in Agriculture) — Federal
University of Lavras, Minas Gerais, Brazil."

Essential oils have been increasingly employed in the foods (aromas and spices
for food and beverages) and cosmetics (perfumes and hygiene products). Most
of these compounds have important biological action, making of them the
objective of research in the agrochemical industry, in the search for natural
fungicides, bactericides and insecticides. Lemongrass (Cymbopogon citratus), is
an aromatic plant raised for the commercial production of essential oil. The
present research was designed to evaluate the chemical composition, the stability
to light and temperature, and the antifungal activity of this oil on the plant
pathogens  Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides and
Rhizoctonia solani. The identification of the chemical compounds of the
essential oil was performed on a gas chromatograph coupled to a mass
spectrometer. To evaluate the stability of the oil, it was submitted to the
presence and absence of light and to different temperatures. The yields of the
major compounds, citral and myrcene, were evaluated every fifteen days in a gas
chromatograph with a FID detector using analytical curves constructed with
standard solutions. The in vitro bioassay method was used to determine the
fungitoxic activity, in which the essential oil, the major compounds and the
commercial fungicide (Tebuconazole) were applied in several concentrations to
the plant pathogens. The major compounds of the essential oil of lemongrass,
citral and myrcene, were degraded with time in both the presence and absence of
light, but temperature only influenced the degradation of myrcene. The essential
oil completely inhibited the mycelial growth of the plant pathogens at the
concentration of 250 ppm for Rhizoctonia solani, and at 500 ppm for Fusarium
oxysporum and Colletotrichum gloeosporioides, suggesting that this activity can
be a result of the presence of citral.

* Orientation Committee: Maria das Gracas Cardoso — UFLA (Orientator) e
Paulo Estevao de Souza — UFLA (Joint Orientator).
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1 INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos, a humanidade utiliza as plantas com
finalidade terapéutica e, enquanto buscava alimentacdo para a sua sobrevivéncia,
descobriram-se suas propriedades tdxicas ou curativas. Essas substincias,
sintetizadas pelas plantas e capazes de provocar rea¢des nos organismos, sao
denominadas de principios ativos.

Além do metabolismo primdrio, responsdvel pela producdo de
substancias que realizam suas principais func¢des vitais, as plantas apresentam o
chamado metabolismo secunddrio, do qual resultam substincias de baixo a alto
peso molecular, na maioria das vezes produzidas em pequenas quantidades.
Essas funcionam como agentes defensivos na luta contra predadores, a exemplo
de microrganismos patogénicos, insetos e animais herbivoros.

Entre os metabdlicos secunddrios, hd um destaque para os dleos
essenciais, devido a sua utilizacdo crescente nas dareas de alimentos
(condimentos e aromatizantes de alimentos e bebidas) e cosméticos (perfumes e
produtos de higiene). Muitos desses Oleos possuem importantes acdes
bioldgicas, o que faz deles objetos de estudos, principalmente pela inddstria de
agroquimicos, na busca de substincias fungicidas, bactericidas e inseticidas
naturais.

O mercado para os produtos naturais tem sido promissor e sua demanda,
crescente; porém, a falta de qualidade da matéria-prima é um problema
freqiiente em todos os segmentos da producdo agricola, a qual decorre
geralmente da atual forma de exploracdo das plantas medicinais e da falta de
controle de qualidade.

O capim-limdo (Cymbopogon citratus), pertencente a familia das

Poaceae, é uma planta aromdtica cultivada para producdo comercial de 6leo



essencial, conhecido internacionalmente como o6leo de “Lemongrass”. Essa
esséncia € largamente empregada como agente aromatizante por determinadas
industrias por seu forte odor de limdo. O componente mais importante de seu
6leo é o citral, que é empregado na industria farmacéutica para sintese de
iononas e vitamina A (Carvalho et al., 2005).

Perante a crescente demanda pela utilizacdo de produtos naturais e a
importancia do 6leo essencial de capim-limdo, objetivou-se avaliar com este
trabalho a sua constituigdo quimica, sua estabilidade perante a luz e a
temperatura, e o seu efeito fungitéxico sobre o crescimento micelial dos
fitopatégenos  Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides e

Rhizoctonia solani.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais e aromaticas

O homem tem utilizado as plantas medicinais e aromdticas, desde os
primérdios, na alimentacdo, na cura de doengas e também na agricultura. Os
egipcios as utilizavam na cosmetologia, medicina e para mumificag¢do de corpos.
Elas foram largamente empregadas também pelos chineses, indianos, hebreus,
drabes, gregos e romanos.

As plantas aromdticas sdo caracterizadas por possuirem aroma
agraddvel, capaz de sensibilizar nosso olfato, ao passo que as medicinais, por
sua vez, possuem principio ativo que, dependendo da concentragdo, podem
possuir propriedades tdxicas ou curativas (Upnmoor, 2003).

A utilizagdo das plantas medicinais e aromdticas tem sido feita por um
publico cada vez maior, recebendo inclusive incentivos da prépria OMS
(Organizacdo Mundial de Satde), que recomendou aos paises membros que
desenvolvessem pesquisas visando ao uso da flora com propdsitos terapéuticos.
Sdo muitos os fatores que vém colaborando no desenvolvimento de praticas de
saide que incluem plantas medicinais, principalmente econdmicos e sociais. O
principal fator a contribuir para o crescimento da pratica terapéutica consiste no
desenvolvimento de estudos quimicos e farmacolégicos que comprovem a
eficdcia dessas plantas (Castro et al., 2004).

Um aspecto relevante, de acordo com Cechinel Filho & Yunes (1998), é
a quantidade de plantas existentes no planeta; estima-se que haja entre 250-500
mil espécies, sendo a maioria desconhecida sob o ponto de vista cientifico.
Dessas, somente cerca de 5% tém sido estudadas fitoquimicamente e uma

porcentagem ainda menor avaliada com relacio aos aspectos biolégicos.



Atualmente, os estudos realizados com o intuito de descobrirem novas
substancias naturais com atividades bioldgicas ndo se referem apenas ao
desenvolvimento de farmacos, mas também de substiancias com efeitos
fungitéxicos, inseticidas e bactericidas, podendo, assim, ser utilizadas nao
apenas na medicina, mas também na agricultura. Entre esses estudos, hd uma
crescente pesquisa com relacdo aos dleos essenciais, substincias que possuem
varias acOes bioldgicas comprovadas, destacando as microbioldgicas,
principalmente no controle de fitopatégenos, sendo, portanto, compostos

promissores para uma agricultura sustentavel e ambientalmente correta.

2.2 Metabolitos secundarios

Metabolismo é definido como o conjunto total das transformacdes das
moléculas orgénicas, catalisadas por enzimas, que ocorre nas células vivas,
suprindo o organismo de energia, renovando suas moléculas e garantindo a
continuidade do estado organizado (Nelson & Cox, 2002). Essas reagdes
possuem uma certa direcio devido a presenca de enzimas especificas,
estabelecendo, assim, as rotas metabdlicas. Os compostos quimicos
transformados (formados ou degradados) sdo chamados de metabdlitos, sendo as
reacdes envolvidas designadas como anabdlicas, catabdlicas ou de
biotransformacgdo. Essas reacdes visam, primariamente, ao aproveitamento de
nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais da célula (Santos, 2004).

Além do metabolismo primdrio, responsdvel pela sintese de celulose,
lignina, proteinas, lipideos, aclicares e outras substincias importantes para a
realizacdo das funcdes vitais, as plantas também apresentam o chamado
metabolismo secunddrio (Alves, 2001). Os vegetais produzem uma grande
variedade de compostos organicos que nio possuem agdo direta conhecida em
seus processos vitais, como fotossintese, respira¢do, transporte de solutos,

translocacao, assimilacdo de nutrientes, diferenciagcao ou sintese de carboidratos,



proteinas e lipideos. Tais substincias sdo conhecidas como metabdlitos
secunddrios (Taiz & Zeiger, 2004).

Durante muito tempo, os metabdlitos secundarios foram considerados
como produtos de excrecido do vegetal, com estruturas quimicas e propriedades
bioldgicas interessantes. No entanto, sabe-se que muitas dessas substincias estao
diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a adequagdo do produtor
a seu meio, sendo reconhecidas vérias fun¢des de substincias pertencentes aos
metabdlitos secunddrios. De fato, varias fungdes de substincias pertencentes a
essa classe ja foram reconhecidas, como, por exemplo, a defesa contra
herbivoros e microrganismos, a protecdo contra os raios UV, a atracdo de
polinizadores ou animais dispersores de sementes, bem como sua participacio
em alelopatias (Santos, 2004; Taiz & Zeiger, 2004).

Segundo Alves (2001), os metabdlitos secunddrios despertam grande
interesse, ndo so pelas atividades bioldgicas exercidas pelas plantas em resposta
aos estimulos do meio ambiente, mas também pela imensa atividade
farmacolégica desses. Muitos sdo de importancia comercial ndo apenas na drea
farmacéutica, mas também nas dreas alimentar, agrondmica, perfumaria e outras.
Entre os metabdlitos secunddrios, os principais grupos de compostos
encontrados com atividade bioldgica sdo os alcaléides, flavonédides, cumarinas,
taninos, quinonas e 6leos essenciais.

De acordo com Taiz & Zeiger (2004), os metabdlitos secundarios podem
ser divididos em trés grupos distintos: terpenos, compostos fendlicos e
compostos nitrogenados. Porém, a origem de todos eles parte do metabolismo da
glicose, via dois compostos intermedidrios: o acido chiquimico e o acetato
(Figura 1) (Santos, 2004).

Os primeiros estudos realizados na elucidagdo das estruturas
moleculares de metabdlitos isolados de plantas foram feitos a partir do século

XX, com a determinacdo estrutural da morfina, quinina e canfora, importantes



compostos para o tratamento de enfermidades. Com o desenvolvimento de novas
técnicas  espectrométricas, como espectrofotometria de  ultravioleta,
espectrofotometria no infravermelho, espectrometria de massa e espectrometria
de ressondncia magnética nuclear, os quimicos tém elucidado rapidamente
estruturas moleculares complexas, até hd pouco tempo, praticamente impossiveis

de serem identificadas (Cechinel Filho & Yunes, 1998).
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FIGURA 1 — Principais rotas de biossintese de metabdlitos secundérios.

2.2.1 Oleos essenciais

Simoes et al. (2004) definem os Oleos essenciais, de acordo com a ISO
(International Standard Organization), como os produtos obtidos de partes de

plantas por meio de destilagdo por arraste com vapor d’4dgua, bem como os



produtos obtidos por expressdo dos pericarpos de frutos citricos. De maneira
geral, sdo misturas de substancias organicas voléteis, de consisténcia semelhante
ao 6leo, definiveis por um conjunto de propriedades, entre as quais se destacam
volatilidade, aroma agradavel, solubilidade em solventes organicos apolares,
entre outras. Assim diferem dos 6leos fixos, que sdo misturas de substincias
lipidicas, obtidos geralmente de sementes. S3o também denominados de
esséncias, Oleos etéreos ou dleos volateis. Quando recentemente extraidos sdo
incolores ou ligeiramente amarelados; porém, alguns podem apresentar
coloragdo intensa, como o 6leo essencial de mil-folhas, de coloracdo azulada,
pelo seu alto teor em azulenos. Em geral, na presenca de oxigénio, luz, calor,
umidade e metais, sdo muito instdveis, sofrendo indmeras reagdes de
degradacdo; a maioria dos Oleos essenciais possui indice de refracdo e sdo
opticamente ativos, propriedades essas usadas na sua identificagdo e controle de
qualidade.

Nos vegetais, os Oleos essenciais desenvolvem funcgdes relacionadas
com sua volatilidade, agindo na atracdo de polinizadores, na protecdo contra
predadores, patégenos, perda de &dgua, aumento de temperatura e também
desempenhando funcdes ecoldgicas, especialmente como inibidores de
germinacdo. Essas caracteristicas tornam as plantas que os produzem poderosas
fontes de agentes biocidas, sendo largamente estudadas na agricultura,
principalmente devido as atividades bactericidas, inseticidas e fungicidas
(Craveiro & Machado, 1986; Harbone, 1993; citados por Simdes et al., 2004).

Sua constituicdo quimica é muito variada, incluindo hidrocarbonetos
terpénicos, dlcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres,
oxidos, perdxidos, furanos, &4cidos organicos, lactonas e cumarinas, até
compostos com enxofre. No entanto, a maioria é constituida de derivados de

fenilpropandides ou de terpendides, sendo esses ultimos preponderantes na



forma de monoterpenos e sesquiterpenos (Simdes et al., 2004; Taiz & Zeiger,
2004).

Os fenilpropanéides formam-se a partir do 4cido chiquimico, que forma
as unidades bésicas dos 4cidos cindmico e p-cumdrico, sendo esses € seus
derivados compostos fenélicos simples, contendo um anel benzénico e uma
cadeia lateral de trés carbonos de carbono como representado na Figura 2 (Taiz

& Zeiger, 2004).

\/

HO

FIGURA 2 — Representa¢do basica de um fenilpropandide.

Os terpendides constituem uma grande variedade de substancias
vegetais, sendo esse termo empregado para designar todas as substincias cuja

origem biossintética deriva de unidades do isopreno (2-metil-1,3-butadieno)

(Figura 3).
/l\/

FIGURA 3 - Estrutura quimica do isopreno.



Os terpenos sdo classificados pelo nimero de unidades isoprénicas que
possuem. Os terpenos de 10 dtomos de carbono, que tém duas unidades Cs, sdo
classificados como monoterpenos; os de 15 dtomos de carbono (trés unidades
Cs) sdo os sesquiterpenos e aqueles de 20 dtomos de carbono (quatro unidades
Cs) sdo os diterpenos. Os maiores terpenos incluem os triterpenos (30 dtomos de
carbono), tetraterpenos (40 dtomos de carbono) e os politerpendides (com mais
de 40 atomos de carbono) (Simdes et al., 2004; Taiz & Zeiger, 2004).

Os terpenos sdo biossintetizados a partir de metabdlitos primarios no
minimo por duas rotas diferentes. Pela rota do dcido mevaldnico (Figura 4), trés
moléculas de acetil-Coa sao ligadas por uma série de reagdes para formar o
dcido mevaldnico; esse intermedidrio € pirofosforilado e desidratado para
produzir isopentenil difosfato (IPP). Esse € a unidade bésica de formagao dos
terpenos. O IPP também pode ser formado por meio de um conjunto de reag¢des
denominadas rota do metilritrinol fosfato (MEP). Nessa, o isopentenil difosfato
(IPP) e o dimetilalil difosfato (DMAPP) unem-se para formar o geranil difosfato
(GPP), uma molécula de 10 carbonos, a qual d4 origem aos monoterpenos. O
GPP, ligando-se a outra molécula de IPP, forma um composto de 15 carbonos,
farnesil difosfato (FPP), precursor da maioria dos sesquiterpenos. A adi¢cdo de
mais uma molécula de IPP forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), com 20
dtomos de carbonos, que d4 origem aos diterpenos. E a dimerizacdo de FPP e
GGPP forma os triterpenos e os tetraterpenos, com 30 e 40 atomos de carbono,
respectivamente (Simdes et al., 2004; Taiz & Zeiger, 2004).

Outra rota de biossintese de terpenos é a 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato
(DXPS) (Figura 5). Por essa via, o piruvato e o gliceraldeido-3-fosfato formam o
1-deoxi-D-xilose-5-fosfato (DXPS) que, posteriormente, dd origem ao 2-C-
metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP). Em seguida, sdo formados, por sucessivas
reacdes, o isopentenil-difosfato (IPP) e o dimetilalil-pirofosfato (DMAPP) e, em

seguida, ddo origem aos terpenos (Wanke et al., 2001).
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FIGURA 4 — Representacdo esquemadtica da biossintese de terpenos, tem que as
unidades pentacarbonadas sdo sintetizadas por duas vias distintas
(Adptado de Taiz & Zeiger, 2004).

10



Via DXPS

1-Deoxi-D-xilulose-5-fosfato

y

2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato

y

4-(citidina-5-difosfo)-2-C-metil-
D-eritritol

y

2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfa

/

2-fosfo-4-(citidina-5-di-fosfo)-
2-C-metil-D-eritritol

AN

IPP DMAP

e

Terpenos

FIGURA 5 — Representacdo da biossintese dos terpenos pala via da 1-deoxi-D-
xilulose-5-fosfato (DXPS) (adaptado de Wanke et al., 2001).

2.2.2 Atividade bioldgica dos oleos essenciais

Os terpenos abrangem uma grande variedade de substincias de origem
vegetal e sdo ecologicamente importantes como defensivos de plantas. Os
monoterpenos apresentados na Figura 6 foram isolados e avaliados quanto a
toxicidade para diferentes insetos. O o-pineno (a) e o B-pineno (b) causaram a
morte de 5% a 10% dos insetos da espécie Dendroctonus micans, o 3-careno (c)
foi testado contra Ips typographus, ocasionando a morte de 7-20% desses

insetos; o limoneno (d) ndo apresentou efeito inseticida quando avaliado contra

11



Rhyzophagus grandis e o o-terpineno (e), aplicado sobre Férmica rupa, mostrou
ser um potencial inseticida, causando uma taxa de mortalidade de 100% (Viegas

Junior, 2003).

d e

FIGURA 6 — Estruturas quimicas do a-pineno (a), B-pineno (b), 3-careno (c),
limoneno (d) e a-terpineno (e).

Em varios estudos, relata-se a atividade dos Oleos essenciais ante os
mais variados microrganismos, Cimanga et al. (2002) recomendaram o uso de
Eucalyptus camadulensis para o tratamento de algumas infecgdes, ji que se
constatou um forte efeito bactericida do seu 6leo essencial sobre Pseudomonas
aeruginosa. Recentemente Castro (2006) demonstrou o efeito inibitério do dleo
essencial dessa espécie de eucalipto sobre o crescimento celular de
Herpetomonas samuelpessoai, que foi inibido em 55,4%, 62,3% e 96,2% nas

concentracdes de 0,1, 1 e 10 mg.mL'l, respectivamente. O 1,8-cineol foi
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encontrado em uma concentracdo de 59,43% nesse Oleo, sugerindo que esse
composto € o responsével por tal acdo.

Nos trabalhos de Salgado et al. (2003) demonstrou-se o efeito fungicida
dos dleos essenciais de trés espécies de eucalipto (Eucalyptus urophylla,
Eucalyptus citriodora e Eucalyptus camaldulensis) sobre os fitopatdgenos
(Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea e Bipolaris sorokiniana). Entre os 6leos
estudados, o de FEucalyptus urophylla foi o que apresentou maior agdo
fungitéxica, que foi atribuida ao globulol, composto majoritario desse dleo, nao
detectado nos demais.

Avaliando o efeito fungitéxico de 37 dleos essenciais sobre Fusarium
verticillioides, F. proliferatum e F. graminearum, Velluti et al. (2004)
encontraram atividades fungitéxicas para os 6leos de orégano, cinamomo e
cravo-da-india. Essa atividade foi atribuida ao eugenol, composto majoritario
dos 6leos essenciais de cravo-da-india e cinamomo, e ao carvacrol (Figura 7),

composto majoritdrio do 6leo essencial de orégano.

OH
OCH; HO

a b
FIGURA 7 — Estruturas do eugenol (a) e do carvacrol (b).

Em estudos feitos por Nguefack et al. (2004) verificou-se que os dleos

essenciais de Ocimum gratissimum, Thymus vulgaris e Cymbopogon citratus
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apresentavam um grande potencial biolégico como conservantes de alimentos,
pois foram testados contra Fusarium moniliforme, Aspergillus flavus e
Aspergillus fumigatus, apresentando alta toxicidade.

Al-Burtamani et al. (2005) demonstraram o efeito bactericida e
fungicida do 6leo essencial de Haplophyllum tuberculatum sobre as bactérias
Escherichia coli, Staphylococus aureus, Salmonella choleraesuis, Candida
albicans e Bacillus subtilis; e os fungos Alternaria alternata, Bipolaris sp,
Curvularia lunta, Fusarium oxysporium e Stemphylium solani. O efeito
bactericida e fungitéxico desse oleo foi atribuido aos seus componentes
majoritartios B-felandreno (23,3%), limoneno (12,6%), (Z)-B-ocimeno (12,3%),
B-cariofileno (11,6%), mirceno (11,3%) e a-felandreno (10,9%).

Oxenham et al. (2005) demonstraram, com dois quimiotipos de 6leos
essenciais de Ocimum basilicum, o efeito fungitéxico sobre Botrytis fabae dos
compostos metil chavicol, linalol, eugenol e eucalipitol, componentes
majoritarios desses 6leos essenciais.

Cakir et al. (2005) constataram efeito fungicida do dleo essencial de
Hypericum linarioides em seis espécies do género Fusarium (F. acuminatum, F.
culmorum, F. equiseti, F. oxysporum, F. sambucinum e F. solani); no entanto,
ndo identificaram o composto responsdvel por esse efeito, pois os compostos
presentes no Oleo essencial encontravam-se em concentracdes baixas e
semelhantes.

Pereira (2006) comprovou efeito inibitério dos Oleos essenciais de
Cymbopogon citratus, Origanum vulgare e Syzygium aromaticum sobre as
bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli, concluindo que o efeito foi
devido a presenca dos compostos majoritdrios citral, terpen-4-ol e eugenol
encontrados nesses 6leos, respectivamente.

Estudando a atividade fungitéxica dos 6leos essenciais extraidos das

folhas, caule e frutos das seguintes espécies de pimentas: Piper aduncum, Piper

14



arboreum e Piper tuberculatum; sobre Cladosporium sphaerospermum e
Cladosporium cladosporioides, Navickiene et al. (2006) encontraram atividade
dos O6leos essenciais extraidos dos frutos de Piper aduncum e Piper
tuberculatum contra os dois microrganismos, das folhas de Piper aduncum e do
caule de Piper tuberculatum contra Cladosporium sphaerospermum € nao
constataram atividade alguma para os Oleos essenciais extraidos das partes de
Piper arboreum.

Entretanto, hd muitos estudos sobre os 6leos essenciais, principalmente

quanto as suas atividades bioldgicas.

2.3 Espécie Cymbopogon citratus (capim-limao)

Cymbopogon citratus é conhecido popularmente no Brasil como capim-
limdo, capim-cidrd, capim-cheiroso, capim-cidreira, capim-cidrdo, citronela-de-
java e erva-cidreira. E uma espécie da familia das Gramineas, subfamilia
Panicoideae (Figura 8) (Abegaz & Yohannes, 1983).

Trata-se de uma planta herbicea, cespitosa, estolonifera, perene, que
cresce cerca de 1,0 m em altura, forma touceiras de perfilhos ao nivel do solo,
apresentando rizomas semi-subterrineos, acaule, de folhas longas, linear-
lanceoladas, dsperas nas duas faces, paralelinérveas, bordo liso, cortante, nervura
central grossa e caniculada, recobertas por uma fina camada de cera. (Castro &

Ramos, 2003; Correia, 1984)
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FIGURA 8 — Aspecto geral de uma touceira de Cymbopogon citratus (capim-
limao).

E origindria da Asia, cultivada em todas as regides dos trépicos,
preferindo climas quentes e timidos, com chuvas bem distribuidas e temperatura
média elevada, ndo resistindo a regides frias sujeitas a geadas. E cultivado a
pleno sol, cresce em qualquer solo, desde que bem drenado e fértil (Corréa
Junior et al., 1994).

No Brasil, as folhas de capim-limao apresentam largo uso popular como
sedativo, sudorifero, carminativo, febrifugo, diurético, antipirético e anti-
reumdtico. H4 também registro de seu uso caseiro para combater diversas
afeccdes das vias respiratdrias e digestivas. Na Asia, o chd de suas folhas possui
emprego popular como febrifugo e as raizes sdo usadas como goma de mascar
para a limpeza dos dentes (Figueiredo et al., 2002).

Os constituintes quimicos do capim-limdo sdo descritos em fun¢do dos
grupos quimicos a que pertencem: hidrocarbonetos, dlcoois, aldeidos, cetonas,

flavondides e alcaldides. Entre os constituintes fixos da parte aérea, foram
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encontrados flavonéides, substncias alcal6idicas, uma saponina esterdlica, 3-
sitosterol, hexacosanol e triacontanol, triterpendides, cimbopogonol e
cimbopagona (Silva Junior & Verona, 1997).

Essa planta produz 6leo essencial com forte odor de limdo, sendo
amplamente empregado na industria farmac€utica e de perfumaria, conhecido
internacionalmente como “lemongrass”, sendo os principais paises produtores a

india, Guatemala, Haiti, Madagascar, Indochina e Brasil (Leal et al., 2001).

2.3.1 Oleo essencial de Cymbopogon citratus

O dleo essencial de capim-limdo possui forte odor de limdo e é
largamente empregado como aromatizante em perfumaria e cosmética, na
preparacdo de colonias, sabonetes e desodorantes. Porém, seu maior emprego
tem sido na industria farmacéutica, servindo de material de partida para sintese
de importantes compostos, como iononas, metil-iononas e vitamina A.

Sua composicdo quimica é relatada em diversos trabalhos, nos quais o
citral é citado como o constituinte principal, seguido por outros compostos, tais
como o mirceno, que pode ser encontrado em altos teores. Além desses,
encontram-se varios aldeidos, como o citronelal, isovaleraldeido e decilaldeido;
cetonas, dlcoois como o geraniol, nerol, metil heptenol, farnesol. (Costa et al.,
2005; Lewinsohn et al., 1998; Pereira, 2006; Teske & Trentini, 1997).

Devido ao seu valor econdmico, varios estudos sobre o rendimento do
6leo essencial e o processamento pds-colheita foram realizados. Martins et al.
(2002) encontraram teores de dleo essencial em relagdo a matéria seca que
variaram de 1,30% a 1,67%, dependendo da temperatura de secagem e da
velocidade do ar. Silva et al. (2005) correlacionaram vérios métodos de secagem
com o rendimento do 6leo essencial, constatando que a secagem em lona preta
ao sol foi o mais eficiente, encontrando um teor de 1,0622% de 6leo essencial.

Costa et al. (2005) estudaram a influéncia da fragmentacdo das folhas secas no
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rendimento do 6leo essencial, encontrando rendimentos variaveis entre 8,148 a
14,525 g/kg de matéria seca, verificando que a matéria seca, quando reduzida a
pd, proporcionava um maior rendimento.

O citral, constituinte majoritario do 6leo de capim-limao (Cymbopogon
citratus), € citado como sendo o responsavel pelas muitas atividades atribuidas
ao seu 6leo essencial, tais como germicidas, repelentes de insetos, aplicacdes na
industria farmaceéutica, entre outras. Dessa maneira, hd uma grande importancia
em avaliar o seu teor no dleo essencial. De acordo com Siqueira et al. (1986),
citado por Martins et al. (2002), o teor de citral no 6leo essencial das plantagdes
brasileiras estd em torno de 75% a 86%, valor bastante satisfatério para o
mercado internacional.

Leal et al. (2001) avaliaram o efeito da variacdo estacional e hordrio de
colheita sobre o teor foliar do 6leo essencial, encontrando uma variacdo de
acordo com a época de colheita, o que evidencia a influéncia de variagdes
climdticas sazonais sobre o rendimento de 6leo essencial.

Lewinsohn et al. (1998) demonstraram que o O6leo essencial de
Cymbopogon citratus encontra-se em células parenquimdticas diferenciadas
presentes em suas folhas, e ndo em estruturas secretoras especializadas, tais
como pélos ou tricomas glandulares, corpos oleiferos, bolsas lisigenas ou
esquizolisigenas, onde normalmente estdo armazenados os 6leos essenciais de
outras plantas aromadticas.

O citral é uma mistura isomérica de geranial ((2E)-3,7-dimetilocta-2,6-
dienal, citral A ou isomero E) e neral ((27)-3,7-dimetilocta-2,6-dienal, citral B

ou isomero Z) (Figura 9) (El-Fattah et al., 1992).
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FIGURA 9 — Estruturas quimicas dos isdbmeros formadores do citral.

Kikonyogo et al. (1999) revelaram a capacidade do citral de agir como
inibidor e substrato da enzima aldeido desidrogenase, impossibilitando a
biosintese do 4cido retindico. Esses citam o geranial como o composto
responsavel por tal acdo. Nakamura et al. (2003), utilizando células de figado de
ratos, verificaram a habilidade do citral em suprimir o estresse oxidativo,
possibilitando diretamente a indug¢do da glutationa S-transferase, enzima capaz
de degradar hidrocarbonetos arométicos policiclicos. Foi demonstrado também
que o geranial é o responsdvel por tal atividade do citral, devido a presenca da
carbonila de aldeido, conjugada com dupla ligac@o na posicao trans. Com isso, o
citral pode ser indicado como agente quimiopreventivo contra o cancer de pele.

A rota bioquimica para formacdo do citral (Figura 10), partindo do
geranil difosfato (GPP), foi proposta por lijima et al. (2006); o GPP sofre uma
reacdo catalisada pela geraniol sintase (GES), sendo convertido em geraniol. O
geraniol €, entdo, oxidado pela acdo da geraniol desidrogenase (GEDHI)
originando o geranial. Por meio de uma tautomerizagdo ceto-endlica, que facilita
a rotagdo da ligacdo entre os carbonos dois e trés, o geranial que possui a

configuragdo E € convertido em neral configuragdo Z.
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FIGURA 10 — Rota bioquimica de formacédo do citral (Adaptado de lijima et al.,
2006).

O mirceno, outro composto majoritario encontrado no 6leo essencial do
capim-limdo, pode ser observado em ampla variedade de plantas. E um
monoterpeno aciclico, como observado na Figura 11, de nome sistematico 7-

metil-3-metileno-1,6-octadieno.

Mirceno

FIGURA 11 — Estrutura quimica do mirceno.
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Em viérios estudos sdo demonstradas as atividades bioldgicas desse
composto; De-Oliveira et al. (1997a) avaliaram a capacidade desse em interferir
na atividade enzimdtica de algumas enzimas microssomais, principalmente
monooxigenases. Em outro trabalho, De-oliveira et al. (1997b) demonstraram
que o mirceno € um inibidor reversivel da isoenzima CYP2B1, pertencente a
subfamilia de enzimas do citocromo P4502B, presente em mamiferos. Com isso
ele, é capaz de interferir na biotransformagao de drogas, como ciclofosfamidas,

barbituratos, bromobenzeno e outras, que sdo substratos dessa enzima.

2.4 Fitopatogenos

Os fungos sdo organismos eucaridticos, aclorofilados (heterotréficos),
portadores de esporos, que podem reproduzir-se sexuadamente (forma
teleomorfica) ou assexuadamente (forma anamoérfica). Suas caracteristicas
sofrem grandes variacdes por causa das condicdes culturais, sendo diversificados
filogeneticamente. Sdo conhecidas aproximadamente 60.000 espécies de fungos
que se diferem em aspectos fisicos, quimicos, fisiolégicos, etc.

Os fungos exercem um papel de grande relevancia nos diferentes
ecossistemas que integram. Do ponto de vista humano, os fungos podem ter um
lado positivo e outro negativo. Positivamente, sdo utilizados na inddstria, na
medicina, na alimentagdo, entre outras dreas. Por outro lado, sdo maléficos,
podendo causar doengas em homens e animais. Além disso, sdo os principais
causadores de doencas em plantas, acarretando sérios prejuizos na agricultura

mundial (Bergamin Filho et al., 1995).

2.4.1 Fusarium oxysporum

Os fungos do género Fusarium sao de grande importancia

fitopatoldgica, podendo ser associados a podriddes de raiz, murchas vasculares e
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deterioracdo de sementes. Esse género apresenta também algumas espécies
produtoras de micotoxinas em griaos armazenados (Bergamin Filho et al. 1995).
Pertence ao reino Fungi, divisdo: Eumycota, subdivisdo: Deuteromycotina,
classe: Hyphomycetes, ordem: Moniliales, familia: Moniliaceae e género:
Fusarium. Sua fase teleomorfica (sexual) pertence a ordem Hypocreales e
género Nectria. (Lacaz et al., 1998).

A maioria das espécies do género Fusarium habita as partes subterraneas
e raizes das plantas, fragmentos vegetais e compostos orginicos depositados até
100 cm de profundidade do solo. Esses fungos, parasitas ou saprofitos dispersam
seus propagulos por acdo da dgua de chuva, ventos e insetos (Godoy &
Colombo, 2004).

De acordo com Guarro & Gene (1992), as culturas de Fusarium spp sdo
caracterizadas pelo crescimento rdpido da coldnia, com micélio aveludado e
levemente cotonoso, opaco ou discretamente brilhante. Apds sete a dez dias de
incubacdo a 25°C, o fungo pode apresentar caracteristicas de pigmentacdo do
micélio de cor rosa, pdrpuras, cinza ou amarelas, sendo essas caracteristicas
importantes para identificacio das espécies.

Os fungos do género Fusarium s3o considerados um dos mais
importantes fitopatégenos do mundo, tendo, nos dltimos anos, em alguns paises,
adquirido importincia como produtores de micotoxinas responsdveis por
doengas em animais e humanos. O mal-do-panamd (fusariose ou murcha de
fusarium) € causado pelo fungo Fusarium oxysporum cubense, um fungo de solo
com alta capacidade de sobrevivéncia. Essa espécie estd em todos os estados
brasileiros produtores de banana, uma das frutas de maior consumo in natura do
mundo. O controle quimico, a rotagdo de culturas e a inundag@o, entre outras
medidas de controle, ndo tém sido eficientes (Ventura, 1999).

A maior parte das espécies do género parasita sementes de cereais e

outros frutos do campo, causando danos antes e depois da colheita, gerando
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prejuizos a agricultura mundial. A variedade Fusarium oxysporum produz
doencas em tomate, batata-doce, péra. Essa foi responsdvel pela doenca das
bananas do Panama, ocasionando o abandono de milhares de acres na América

Central (Alexaoupouos et al., 1996).

2.4.2 Colletotrichum gloeosporioides

E um fungo mitospdrico, ordem Melanconiales, familia Melancoiaceae.
O telomorfo (fase sexuada) é descrito como Glomerella conguladta, no filo
Ascomycota, classe Ascomycetes, ordem Phyllachorales e familia
Glomerellaceae (Martins et al., 2005).

Virias espécies de Colletotrichum sdo responsdveis por causarem
antracnose em frutos, principal doenga de pds-colheita, afetando frutas como a
banana, o caju, a manga, o0 mamdo, 0 maracuji, nas regides tropicais e
subtropicais do planeta. (Peres et al., 2002).

Segundo Lopez (2001), patégenos do género Colletotrichum, além de
causarem danos a frutos em periodo de pds-colheita, parasitam mais de uma
centena de angiospermas, sendo causadores de doencas economicamente
importantes em cereais, gramineas, leguminosas, plantacdes perenes, afetando a
parte aérea das plantas hospedeiras em todos os estigios de desenvolvimento,
desde plantas adultas, até sementes.

A antracnose em frutos € caracterizada por apresentar lesdes
arredondadas, grandes, necréticas e bordos ligeiramente elevados com o centro
dos tecidos deprimidos, onde sdao produzidas massas de conidios de coloragdo
alaranjada, ocorrendo uma podriddo-mole nos frutos, prejudicando a sua
comercializacdo (Bailey et al., 1992; Lima et al., 1993).

Colletotrichum gloeosporioides possui vérios hospedeiros que infectam
goiabeira, mangueira, mamoeiro, cajueiro, certas aondeas, como pinha, biriba e

frutiferas do grupo das Spondias, como cajazeira, seriguela, entre outras
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(Menezes, 2002). Segundo Junqueira et al. (2005), a antracnose no
maracujazeiro encontra-se disseminada em todas as regides produtoras, ndo
apenas no Brasil, como também em outros paises que exploram a cultura.

De acordo com Orozco (2003), Colletotrichum gloeosporioides é o
causador da mancha-manteigosa do cafeeiro, responsdvel por gerar grandes
perdas nas lavouras e, conseqiientemente, na producdo de grdos. Lins (2006)
demonstrou a presenca desse fitopatégeno nos tecidos de plantulas de cafeeiro
oriundas de sementes de plantas com mancha-mateigosa, corroborando com
trabalhos anteriores, que citam o Colletotrichum gloeosporioides como o agente

causal da mancha-manteigosa do café.

2.4.3 Rhizoctonia solani

E um importante patégeno veiculado pelo solo, estando associado a
podriddo de pré-emergéncia e ao tombamento em pds-emergéncia, também
conhecido como damping-off. Constitui-se na fase anamérfica de Thanatephorus
cucumeris, Basidiomycetes da  familia  Ceratobasidiaceae. = Ocorre
exclusivamente na forma micelial, ndo produzindo esporos e sobrevivendo no
solo pela formagdo de esclerédios (Bergamin Filho et al., 1995).

Segundo Botelho et al. (2001), Rhizoctonia solani € um dos patégenos
radiculares mais comuns e de maior importancia na cultura do feijoeiro, podendo
causar podriddes de sementes e raizes, cancros no hipocétilo e tombamento de
plantulas. O fungo sobrevive saprofiticamente no solo, sendo capaz de infectar
plantas nativas ou em estdgio de dorméncia, como micélio e esclerddios. Esses
propagulos sdo geralmente encontrados nas camadas superficiais do solo, nos
primeiros 10 cm, devido a dependéncia de oxigénio.

O comportamento saprofitico ou patogé€nico de Rhizoctonia solani esta
relacionado a alguns fatores edéficos de natureza bidtica e abidtica. Os fatores

bidticos estdo envolvidos com a microbiota do solo, € os abidticos, com as
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condi¢cdes ambientais, como a temperatura, umidade, aeracio, concentracdo de
CO; e pH do solo. O tipo de material organico presente no solo, a relagdo C:N e

o nivel de decomposiciao também s@ao importantes. (Sannazzaro et al., 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

O material vegetal (folhas frescas de Cymbopogon citratus) foi coletado
na Empresa de Producdo de Sementes de Hortalicas “HORTIAGRO”, localizada
no municipio de Ijaci —- MG. A coleta foi realizada no dia 25 de maio de 2006 no
periodo da manha, em torno das 7 horas, com temperatura amena e auséncia de

chuva. Foram coletadas folhas jovens, cortadas a uma altura de 35 cm do solo.

3.2 Extracio do o6leo essencial

O processo de extragdo do 6leo essencial foi realizado no Laboratério de
Quimica Organica do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Lavras (UFLA) — Lavras — MG. O método empregado foi o de arraste a vapor,
utilizando-se o aparelho de Clevenger modificado adaptado a um balao de fundo
redondo com capacidade de 4 litros (Castro et al., 2006). As folhas frescas de
Cymbopogon citratus foram picadas para aumentar a superficie de contato e
favorecer a extracdo do 6leo essencial. Em seguida, elas foram colocadas no
baldo e recobertas com dgua. O processo de extracdo foi realizado em um
periodo de 2 horas, mantendo a solu¢do em ebuli¢do. Posteriormente, coletou-se
o hidrolato, que foi centrifugado em centrifuga de cruzeta horizontal a 965,36 x
G por 5 minutos. O 6leo foi retirado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e

acondicionado em frasco de vidro.

3.2.1 Identificacio e quantificacio dos constituintes quimicos

A andlise qualitativa do 6leo essencial foi realizada no Laboratério de

Andlises e Sinteses de Agroquimicos do Departamento de Quimica da
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Universidade Federal de Vigcosa (UFV) — Vicosa — MG, por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa CG/(EM). O cromatdgrafo utilizado
foi o modelo Shimadzu CG-17A equipado com detector seletivo de massa
modelo QP 5000. O equipamento foi operado nas seguintes condi¢des: coluna
capilar de silica fundida (30m X 0,25mm) com fase ligada DB5 (0,25 pm de
espessura de filme); temperatura do injetor de 220°C; programagdo da coluna
com temperatura inicial de 40°C, sendo acrescidos 3°C a cada minuto, até atingir
240°C; gas carreador hélio (1mL min’l); pressao inicial na coluna de 100,2 KPa;
taxa de split 1:10 e volume injetado de 1 uL (1% de solu¢do em diclorometano).
Para o espectrdmetro de massas (EM), foram utilizadas as seguintes condi¢des:
energia de impacto de 70 eV; velocidade de decomposi¢do 1000; intervalo de
decomposicdo de 0,50; e fragmentos de 45 Da e 450 Da decompostos. Foi
injetada, nas mesmas condicdes da amostra, uma série de padrdes de
hidrocarbonetos (CoHyj ....... Cy6Hs4). Os espectros obtidos foram comparados
com o banco de dados da biblioteca Wiley 229 e o indice Kovats calculado para
cada constituinte foi comparado com o tabelado, de acordo com Adams (1995).
A avaliacdo dos teores dos constituintes do 6leo essencial foi feita no
Laboratdrio de Quimica Organica do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) — Lavras — MG, utilizando um cromatdgrafo gasoso
Shimadzu GC 17A equipado com detector por ioniza¢do de chamas (FID), nas
condi¢des operacionais: coluna capilar DBS; programagdo da coluna com
temperatura inicial de 40°C até 240°C; temperatura do injetor de 220°C;
temperatura de detector de 240°C; gés carreador nitrogénio (2,2 mL min’l); taxa
de split 1:10 e volume injetado de 1 uL (1% de solu¢do em diclorometano) e
pressdo na coluna de 115 KPa, sendo a quantificagdo de cada constituinte obtida

por meio de normalizacdo de areas (%).
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3.2.2 Avaliacao da estabilidade

Os estudos para avaliacdo da estabilidade do 6leo essencial foram feitos
no Laboratério de Quimica Orgénica do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) — Lavras — MG, sendo avaliados de
acordo com a variacdo dos teores de citral e mirceno em relacdo ao tempo de
exposicao do dleo a diferentes temperaturas e auséncia / presenga de luz.

Foram colocados 3 mL do dleo essencial em frascos de vidro
transparente com capacidade para 10 mL. Para a avaliagdo da temperatura em
relacdo ao tempo, os frascos foram envolvidos por papel-aluminio para protecao
contra a luz e devidamente vedados. Esses foram divididos em trés lotes e
acondicionados nos seguintes ambientes: em geladeira cuja temperatura variou
de 5 a 7 °C (temperatura baixa); em estufa com temperatura de 35 a 40°C
(temperatura alta) e em temperatura ambiente com média de temperatura de
18°C. Para a avaliacdo da luz, os frascos foram mantidos em temperatura
ambiente com média de 18 °C (minima de 10,7e médxima de 28,3 °C) e divididos
em dois tratamentos, um com os frascos envolvidos por papel-aluminio e outro
com os frascos sem protecdo alguma. Os teores de citral e mirceno foram
avaliados por cromatografia gasosa a cada 15 dias por um periodo de 120 dias, a
partir da data de extragdo.

As andlises quantitativas de citral e mirceno foram efetuadas utilizando-
se cromatdgrafo gasoso Shimadzu GC 17A equipado com detector por ionizagdo
de chamas (FID), nas seguintes condi¢cdes experimentais: coluna DBS5;
temperatura do injetor de 220°C; temperatura do detector de 240°C;
programagdo da coluna com temperatura constante de 100°C; gis carreador
Nitrogénio (1 mL/min); taxa de split 1:20; e volume injetado de 1uL (1,5% de
solu¢do em diclorometano). Para a calibragdo externa, prepararam-se solugdes
com os padrdes de citral e mirceno. A solucido-padrao de citral foi preparada nas

concentracdes de 4, 6, 8§, 10, 12 mg.mL'l, sendo constituida dos dois
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componentes, geranial e neral, utilizando diclorometano como solvente. J4 a
solugdo-padrio de mirceno foi preparada nas concentragdes de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0,
2.5 mg.mL™" utilizando hexano como solvente. Por meio das curvas analiticas
(em anexo) construidas com as solugdes-padrdo, determinaram-se os teores dos
compostos analisados, transformando-se os valores de resposta registrados em
teor dos componentes. A determinacdo do teor de citral foi dada pela soma das
areas do geranial e do neral (Martins et al., 2002).

Foram realizadas andlises por espectrometria no infravermelho com o
6leo essencial fresco e para cada tratamento no fim de cada experimento, a fim
de verificar possiveis alteracdes nos grupos funcionais dos compostos presentes
no Oleo essencial. Os espectros foram obtidos em espectrometro Excalibur

Series Digilab FTS — 3000, utilizando-se a técnica de filme em janela de KBr.

3.2.2.1 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
com trés repeti¢des. Os tratamentos foram dispostos no esquema fatorial de 2 x 9
para avaliacdo quanto a luz, sendo constituido pelas combinacdes dos niveis de
luz (presenca e auséncia) com os tempos de exposicdo (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90,
105, 120 dias) e 3 x 9, para avaliagdo quanto a temperatura, sendo construido
pelas combinacdes das diferentes temperaturas (baixa, ambiente e alta) com os
tempos de exposicao (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 dias).

Ambas as andlises de variancia foram feitas de acordo com sugestdo de
Pimentel-Gomes (2000) para os experimentos fatoriais, sendo utilizados a
andlise de regressdo para avaliar o comportamento dos constituintes em relagio
ao tempo de exposicdo, o Teste T (5%) para comparar os efeitos médios, e o
Teste F para confirmar a variacio nos teores dos compostos para os tratamentos

em cada tempo, e na média geral dos tempos.
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3.3 Atividade bioldgica

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Epidemiologia e
Manejo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA) — Lavras — MG. As culturas dos fungos foram obtidas da micoteca do
Departamento de Fitopatologia e identificadas como Fusarium oxysporum,
Colletotrichum gloeosporioides € Rhizoctonia solani. O método utilizado foi o
bioanalitico “in vitro”, por meio do qual avaliaram-se os efeitos do dleo
essencial (fresco) de Cymbopogon citratus, dos compostos citral e mirceno, e do
fungicida comercial Folicur® (Tebuconazole 20% m/v, composto pertencente ao
grupo dos triaz6is Figura 12) em diferentes concentragdes, sobre o crescimento

e/ou inibi¢cao micelial das culturas fiingicas.

(l)H
Cl CHZ—CHZ—Cli—C(CH3)3
"

N/N
g

FIGURA 12 - Estrutura quimica do Tebuconazole (alfa-terc-butil-alfa-(p-
clorofenetil)-1 H-1, 2, 4 — triazole — 1 — etanol).

O ¢6leo essencial foi diluido em éter etilico e em uma capela asséptica de
fluxo laminar, sendo incorporado ao meio de cultura BDA (batata, dextrose,
agar) previamente esterilizados e fundidos a uma temperatura de 45-50°C,

obtendo-se as concentragdes de 100, 250, 500, 1000 e 1500 ppm. Preparou-se
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um tratamento-controle com o BDA puro (testemunha absoluta) e outro com
BDA mais éter etilico (testemunha relativa), para avaliacdo do efeito desse sobre
os fitopatdgenos.

Em placas de Petri de 9 cm de didmetro, previamente esterilizadas em
forno especifico por 90 minutos, foram adicionados aproximadamente 25 mL de
meio de cultura com a concentragcdo de 6leo essencial correspondente. Apds a
solidificacdo, discos de aproximadamente 9 mm de didmetros contendo micélios
dos fungos (retirados de coldnia com 15 dias em BDA) foram repicados para o
centro das placas, as quais foram vedadas com filme pléstico e colocadas em
incubadora com “biological oxygen demand” (BOD) a 25 °C para os
fitopatdgenos Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides e a 21 °C
para Rhizoctonia solani e fotoperiodo de 12 horas. A medicdo do crescimento
micelial das culturas de Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides
foi realizada no décimo dia apds a inoculagdo dos fungos, € no sexto dia para
Rhizoctonia solani. Para tal, foram tracadas duas retas pela placa de Petri
passando pelo centro do disco de 9 mm: uma perpendicular a outra; as leituras
foram realizadas pela medi¢do do didmetro de crescimento das coldnias (médias
de duas medidas diametralmente opostas) (Balbi-Pefia et al., 2006). A
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial foi calculada para cada
dosagem em relagdo a testemunha absoluta.

Para aplicag¢do dos padrdes de citral e mirceno, foi empregada a mesma
metodologia utilizada na aplicagcdo do 6leo essencial, ao passo que, para a
aplicagdo do Tebuconazole, as alteragdes ocorreram nas concentragdes
utilizadas, 1, 5, 10, 25, 50 e 100 ppm, e a dilui¢do desse, feita em dgua destilada

e esterilizada, nao havendo, assim, a preparacio de testemunhas relativas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacio e quantificacio dos constituintes do é6leo essencial

O dleo essencial de Cymbopogon citratus apresentou, entre outros

compostos, o citral, constituido pela mistura isomérica de geranial (a) e neral
(b), mirceno (c), (Z)-B-ocimeno (d), (E)- B-ocimeno (e), linalol (f) e 2-

undecanona (g) conforme mostrado na Figura 13.
éiCHO OHC
a
/
[
CH;C(CH,)sCH;
g
d e

FIGURA 13 — Compostos identificados no 6leo essencial de capim-limao
(Cymbopogon citratus).

Esses compostos foram identificados por meio da comparacao do indice
de Kovat's (IK), calculados com os tabelados de acordo com Adams (1995), e

dos espectros de massa obtidos, com os do banco de dados da biblioteca Wiley

32



229. Seus teores e seus indices de Kovat's calculados estdo representados na
Tabela 1.

Os componentes majoritdrios encontrados no o6leo essencial de
Cymbopogon citratus (Tabela 1) e quantificados por normalizagdo de 4reas pela
andlise do cromatograma (em anexo) obtido por CG com detector FID foram o
neral (31.89%) e geranial (37,42%), seguidos pelo mirceno (23.77%). Esses
resultados estdo de acordo com diversos autores, que afirmam a presenca do

citral como componente majoritario do éleo essencial de Cymbopogon citratus.

TABELA 1 - Constituintes do 6leo essencial de Cymbopogon citratus
identificados por CG/EM e seus respectivos teores.

Constiuintes IK calculado Teor (%)
Mirceno 991 23.77
(Z)-B-ocimeno 1040 0.50
(E)- B-ocimeno 1051 0.28
Linalol 1199 0.82
Neral 1244 31.89
Geranial 1273 37.42
2-undecanona 1292 0.27
Outros _ 5.87
Total 100

Rauber et al. (2001) mostraram que, de acordo com o periodo de
colheita, ocorria variagdo nas concentracdes dos constituintes encontrados no
6leo essencial de Cymbopogon citratus. O citral manteve-se como composto

majoritario, com concentracdo de 74,7 a 80,9%, o mirceno, com teor de 8,7% a
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13,1%; e o geraniol, com 1,7% a 3,7%; Concluiram que essas variacdes se
devem ndo apenas as caracteristicas genéticas das plantas, mas também as
condi¢des ambientais e caracteristicas de cultivo.

Cimanga et al. (2002) trabalharam com 6leo essencial de Cymbopogon
citratus, cultivado na Republica Democritica do Congo, e encontraram teores
considerdveis de limoneno (3,1%) e nerol (12,5%), compostos que ndo foram
identificados no 6leo estudado. Nesse mesmo periodo, Martins et al. (2002)
estudaram o efeito da secagem sobre o teor de citral e encontraram uma
propor¢ao de 61,5% desse no 6leo.

Kanko et al. (2004) avaliaram as propriedades fisico-quimicas do 6leo
essencial de plantas de Cymbopogon citratus cultivadas em Abidjan (Costa do
Marfim), e encontraram o mirceno como componente principal na concentraco
de 67%. Costa et al. (2005) estudaram o rendimento do 6leo essencial de
Cymbopogon citratus ¢ identificaram por CG/EM vdrios compostos ndo
identificados no o6leo estudado, tais como 6-metil-5-hepten-2-ona, geraniol,
epoxido linaloléxido e tridecanona; esses pesquisadores ndo detectaram a
presencga de mirceno, (Z)-f-ocimeno e (E)-B-ocimeno, entretanto, citam o citral

como constituinte majoritario.

4.2 Avaliacao da estabilidade

Pelos resultados obtidos na avaliacdo da estabilidade do 6leo essencial
de capim-limdo (C. Citratus), verificou-se que houve efeito significativo dos
fatores luz e tempo e também da interagcdo desses fatores sobre as porcentagens
de citral e mirceno. Por meio dessa intera¢do, observou-se a existéncia da
variagdo do teor de citral e mirceno, dependendo da presenca ou auséncia de luz
e do tempo de exposi¢ao. Constatou-se uma reducdo no teor médio de mirceno e

citral com o decorrer do tempo, variando em relagdo a presenca/auséncia da luz.

34



Observando os dados descritos na Tabela 2, verifica-se que ndo houve
variacdo significativa no teor de citral entre os tratamentos nos primeiros quinze
dias; a diferenga pode ser observada a partir de trinta a sessenta dias, ndo sendo
observada com setenta e cinco dias, voltando a ser observada novamente no
periodo de noventa até cento e vinte dias.

Entretanto, analisando os teores de mirceno apresentados na Tabela 3,
constata-se uma variagdo significativa com quinze dias de exposi¢do até setenta
e cinco dias; apds esse periodo ndo houve variacdo, sendo essa observada

novamente no periodo entre noventa e cento e vinte dias.

TABELA 2 - Resultados médios do teor de citral no 6leo essencial de
Cymbopogon citratus, com relacdo ao tempo, submetido a
presenca ou auséncia de luz.

Tempo Tratamentos
(dias) Presenca Auséncia
0 74,72 a 74,72 a
15 68,73 a 69,67 a
30 63,02 a 67,23 b
45 61,36 a 65,04 b
60 59,53 a 62,56 b
75 56,67 a 58,89 a
90 51,88 a 55,41b
105 43,96 a 52,62b
120 40,42 a 50,59 b

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%
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TABELA 3 - Resultados médios do teor de mirceno no 6leo essencial de
Cymbopogon citratus, com relacdo ao tempo, submetido a
presenca ou auséncia de luz.

Tempo Tratamentos
(dias) Presenca Auséncia
0 18,76 a 18,76 a
15 14,47 a 16,13 b
30 13,80 a 15,40 b
45 12,51 a 14,51b
60 11,65 a 13,81 b
75 9,89 a 11,78 a
90 8,37 a 11,31b
105 6,30 a 9,34 b
120 5,08 a 891b

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%

Nas Figuras 14 e 15 observa-se, pela andlise de regressdo, o decréscimo
dos teores de citral e mirceno no 6leo essencial em relagdo ao tempo e na
presenca /auséncia de luz. Analisando os coeficientes angulares das equagdes
para o decréscimo do teor de citral e mirceno, observou-se que, para os dois
compostos, os coeficientes angulares na presenca de luz foram maiores (0,265
para o citral e 0,103 para o mirceno), o que evidencia uma maior taxa de

degradacdo dos compostos na presenca de luz.
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FIGURA 14 - Decréscimo dos teores de citral no dleo essencial de Cymbopogon
citratus em relagc@o ao tempo e a presenga /auséncia de luz.
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FIGURA 15 - Decréscimo dos teores de mirceno no Oleo essencial de

Cymbopogon citratus em relagdo ao tempo e a presenca
/auséncia de luz.
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Na avaliacdo da estabilidade dos constituintes majoritdrios do 6leo
essencial em relacdo a temperatura, observou-se uma variagdo significativa para
as varidveis temperatura e tempo, para os dois compostos analisados; no entanto,
a interacdo entre o tempo e a temperatura ndo foi significativa para o citral.

Nio se observou variagdo significativa para a degradacao do citral entre
as temperaturas alta e baixa, ambiente e alta; no entanto, observou-se variagao
apenas entre as temperaturas baixa e ambiente. No entanto para o mirceno,
observou-se variacgao significativa entre todas as temperaturas.

Analisando os dados da Tabela 4, constatou-se que o teor de citral
decresceu com o tempo; porém, niao houve diferenca em relagdo as

temperaturas.

TABELA 4 - Resultados médios do teor de citral no Oleo essencial de
Cymbopogon citratus, com relagdo ao tempo e a temperatura.

Tempo Temperatura
(dias) Baixa Ambiente Alta

0 74,72 a 74,72 a 74,72 a
15 73,69 a 69,67 ab 72,750
30 68,46 a b 67,23 a 71,190
45 63,94 a 65,04 a 65,16 a
60 61,84 a 62,56 a 61,54a
75 60,13 a 58,89 a 57,24 a
90 58,00 a 55,41 a 55,96 a
105 56,54 b 52,62 a 54,10 ab
120 55,35b 50,59 a 51,70 ab

Médias seguidas pela mesma letra na linha nio diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%.

De acordo com os dados da Tabela 5, o teor de mirceno decresceu em

relagdo ao tempo e apresentou variacio significativa em relagcdo as temperaturas
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no periodo de quinze a sessenta dias e de noventa a cento e vinte dias. No
entanto, ndo houve variacio entre as temperaturas baixa e ambiente no periodo
entre sessenta e setenta e cinco dias.

Avaliando a andlise de regressdo representada na Figura 16 para os
teores de citral em relacdo ao tempo e a temperatura, observou-se uma
proximidade nos valores dos coeficientes angulares das equagdes, representadas
para cada temperatura, mostrando que o decréscimo no teor de citral foi similar
para todas as temperaturas. A variagdo do teor de mirceno em relacdo as
temperaturas pode ser observada na Figura 17, na qual constata-se uma diferenga
nos coeficientes angulares, observando-se um maior valor para alta temperatura
(0,111), seguido da temperatura ambiente (0,078) e da temperatura baixa

(0,066).

TABELA 5 - Resultados médios do teor de mirceno no 6leo essencial de
Cymbopogon citratus, com relagdo ao tempo e a temperatura.

Tempo Temperatura
(dias) Baixa Ambiente Alta
0 18,76 a 18,76 a 18,76 a
15 17,64 ¢ 16,13 b 15,03 a
30 16,93 ¢ 15,40 b 13,52 a
45 16,06 ¢ 14,50 b 12,27 a
60 61,84 b 13,81 b 10,40 a
75 12,85b 11,78 b 8,61 a
90 12,65 ¢ 11,31 b 6,76 a
105 12,05 ¢ 9,34 b 5,92 a
120 10,92 ¢ 891b 4,83 a

Médias seguidas pela mesma letra na linha nio diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%.
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FIGURA 16 - Decréscimo dos teores de citral no dleo essencial de Cymbopogon
citratus em relagc@o a temperatura.
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FIGURA 17 - Decréscimo dos teores de mirceno no O6leo essencial de
Cymbopogon citratus em relagdo a temperatura.
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Considerando os resultados apresentados acima, pode-se inferir que os
compostos mirceno e citral sofreram degradacdo em relacdo ao tempo. No
entanto, essa degradag¢do ocorreu tanto na auséncia quanto na presenca de luz,
sendo em maior intensidade quando em presenga de luz. Em relagdo a
temperatura, observou-se influéncia dessa apenas sobre a degradagdo do
mirceno. Apesar de ter ocorrido degradacdo, ndo se observou variagdo para o
citral, revelando a estabilidade desse perante essas temperaturas.

O espectro no infravermelho, obtido da andlise do 6leo essencial fresco
(Figura 18), apresentou bandas caracteristicas dos grupos funcionais que
caracterizam o Oleo essencial de capim-limdo: uma banda forte entre 3000-
2800cm™ caracteristica dos grupos metilicos (CHj3), metilénicos (CH,) e
metinicos (CH), podendo ser confirmados pela presenga de um dubleto em 1380
e 1360 cm equivalente a sinais de deformagdo angular desses grupos e que
propdem a presenga de ramificacdes alquilas; entre 1700-1600 cm™, observa-se
uma banda forte caracteristica do grupo carbonila; e uma pequena banda
préxima a 1850 cm™ caracteristica dos alquenos conjugados; uma banda
préxima a 1650 cm™', caracteristica de alquenos cis-dissubstituidos e com grupos
vinilideno (Silverstein & Webster, 2000).

Comparando o espectro do 6leo essencial fresco com os espectros do
O6leo essencial submetido aos tratamentos, observaram-se as seguintes
modificagdes: o aumento significativo da banda préxima a 3400cm’,
evidenciando o aparecimento de grupos OH; um aumento no nimero de bandas
préximas a 1700 cm”, que pode ser devido a presenca de ligagdes duplas
carbono-oxigénio de 4cidos carboxilicos, e de peréxidos de acila; um
alargamento das bandas préximas a 1250 cm™ e 1400 cm™, em decorréncia da
deformacdo axial e angular de carbono-oxigénio, respectivamente (Silverstein &

Webster, 2000).
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O espectro do 6leo essencial submetido a luz estd apresentado na Figura

19, e os espectros do 6leo submetido as diferentes temperaturas encontram-se no

Anexo B.
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FIGURA 18 - Espectro no infravermelho do d6leo essencial fresco de
Cymbopogon citratus.
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FIGURA 19 - Espectro no infravermelho do 6leo essencial de Cymbopogon
citratus submetido a luz.

Compostos organicos quando, na presenga de energia (que pode ser por
aquecimento ou pela irradiacao de luz), podem gerar radicais em decorréncia da
quebra homolitica de ligacdes quimicas. Esses radicais podem reagir com outras
moléculas, gerando novos radicais, e com o oxigénio atmosférico, gerando
peréxidos, hidroperéxidos, que sdo compostos instdveis capazes de ser
quebrados em novos radicais ainda mais reativos (Solomons, 2001).

Na presenca de radicais livres, o oxigénio pode atacar estruturas
carbOnicas insaturadas, especialmente na posi¢cdo alilica (Hendrickson et al.,
1970). Os compostos citral e mirceno possuem em suas estruturas carbonos
alilicos.

De acordo com Barbosa (2004), reacdes de origem radicalar ocorrem em
compostos que possuem carbono alilico, por meio da perda de um hidrogénio
desse carbono, pois o radical alilico € estabilizado por estruturas de ressonincia

desse com a ligagdo dupla presente no carbono vizinho. Assim, a degradacio
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observada para os compostos estudados, mesmo na auséncia de luz e em baixas
temperaturas, pode ter ocorrido por processos radicalares, derivados da perda de
um hidrogénio alilico.

O processo de autoxidacdo desses compostos pode ser semelhante ao
apresentado por Ramalho & Jorge (2006) para a autoxidacdo de dcidos graxos,
que se inicia com a retirada de um hidrogénio alilico do composto, em condi¢des
favorecidas por luz e calor, gerando um radical alilico. Em seguida, esses
radicais podem reagir com oxigénio do ar atmosférico e formar radicais
perdéxidos que, posteriormente, podem ser convertidos em hidroperéxidos, que
vao atuar como propagadores da reagdo, que terd o seu fim com a combinagdo
desses para a formagao de produtos estaveis. O mecanismo para a degradacdo do

geranial via autoxidagdo estd representado na Figura 20.
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FIGURA 20 - Mecanismo da degradacgdo do geranial via autoxidagao.

Compostos carbonilicos podem sofrer reagdes de fotdlise quando

expostos a luz, dando origem a varios produtos, inclusive radicais livres

(Hendrickson et al., 1970; Pryor, 1966). Essa afirmacdo é coerente com o fato

de o citral apresentar uma maior taxa de degradacdo quando na presenca de luz.
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Duas das diversas reacdes de decomposicdo possiveis para o geranial estdo

apresentadas na Figura 21.

H CHO H

\Co
|
_luz + *CHO

H CHO H H
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FIGURA 21 - Decomposi¢do do geranial na presenca de luz.

O grupo carbonilico de aldeidos é facilmente oxidado, mesmo a
temperatura ambiente. Dessa forma, aldeidos podem ser oxidados pelo oxigénio
do ar a 4cidos carboxilicos e perdcidos (Figura 22) (Allinger et al., 1976; Ege,
1994).

Segundo Hendrickson et al. (1970), compostos carbonilicos, quando na
presenca de luz, podem adicionar-se a alquenos, originando oxetanos. Esse
processo pode ter ocorrido entre o citral e o mirceno.

De acordo com Barbosa (2004), os alquenos que possuem ligacdes
duplas pouco substituidas podem se polimerizar na presenca de radicais, pois

esses se adicionam ao alqueno formando um novo radical alquila, reagindo esse
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com outras moléculas de alqueno, originando um radical polimérico; esta etapa é
denominada de etapa de propagacgdo. O término dessa etapa ocorre quando esses
radicais reagem de maneira a formar compostos estaveis. Compostos insaturados
também podem sofrer reacdes fotoquimicas de cicloadi¢do, sendo essas reagdes
observadas em muitos dienos conjugados, resultando na formacao de diversos

produtos (Hendrickson et al., 1970)
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FIGURA 22 - Oxidacao do geranial a peraxido.
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Essas reacdes provavelmente estdo envolvidas no processo de
decomposic¢do do mirceno, pois de Virmani et al. (1979) afirmam que o mirceno

se polimeriza quando exposto ao ar e a luz.

4.3 Atividade Biologica

As propriedades fungitdxicas do Oleo essencial de capim-limdo
(Cymbopogon citratus) e de seus constituintes majoritdrios, citral e mirceno,
foram avaliadas e comparadas com o fungicida comercial Folicur®, sobre o
crescimento e/ou inibi¢do micelial dos fitopatdégenos Rhizoctonia solani,
Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium oxysporum. A inibi¢ao micelial das
trés espécies fiungicas foi calculada em relacdo ao crescimento micelial da
testemunha absoluta de cada espécie. O crescimento micelial da testemunha
relativa de cada espécie ndo diferenciou significativamente de sua testemunha

absoluta. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 23, 24 e 25.
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FIGURA 23 - Efeito das concentragdes do 6leo essencial de C. citratus, citral,
mirceno e tebuconazole, sobre a inibi¢do do crescimento micelial
de Rhizoctonia solani
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FIGURA 24 - Efeito das concentracdes do 6leo essencial de C. citratus, citral,
mirceno e tebuconazole sobre a inibicdo do crescimento micelial
de Fusarium oxysporum
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FIGURA 25 - Efeito das concentragdes do 6leo essencial de C. citratus, citral,
mirceno e tebuconazole sobre a inibi¢do do crescimento micelial
de Colletotrichum gloeosporioides
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O dleo essencial apresentou efeito inibitério de 29,32%, 18,28% e
6,57% na concentragdo de 100 ppm, sobre o crescimento micelial de
Rhizoctonia solani, Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium oxysporum
respectivamente. A concentragdo minima inibitdria encontrada foi 250 ppm para
o fungo Rhizoctonia solani, e de 500 ppm para os demais.

Fiori et al. (2000) demonstraram o efeito fungitéxico do 6leo essencial
de Cymbopogon citratus sobre o crescimento micelial de Didymella bryoniae.
Esses pesquisadores observaram que a concentracdo de 1% do dleo no meio de
cultura foi capaz de inibir totalmente o crescimento desse. Paranagama et al.
(2003) estudaram o efeito bioldgico do déleo essencial de Cymbopogon citratus,
e encontraram efeitos fungistitico e fungicida sobre Aspergillus flavus nas
concentracdes de 0,6 e 1,0 mg. mL'. Observaram que o efeito sobre a
esporulacdo do fungo causou a completa inibi¢do na concentracdo de 2,8
mg.mL".

Fandohan et al. (2004) avaliaram a atividade antifiingica “in vitro” e “in
vivo” do 6leo essencial de Cymbopogon citratus sobre Fusarium verticillioides,
e constataram uma concentracdo minima inibitéria para o crescimento micelial
do fungo de 1,3 uL/mL. Para o teste “in vivo”, apds 21 dias, observaram uma
reducdo significativa da incidéncia do fungo (<20%) na concentracdo de 4,0
UL/mL, ocorrendo completa inibi¢do na concentracdo de 8,0 pL/mL.

Pelos resultados encontrados para o padrdao de citral sobre os fungos
Rhizoctonia solani e Colletotrichum gloeosporioides, verificou-se um maior
efeito fungitéxico em comparagdo ao d6leo essencial nas concentragdes de 100
ppm para ambos e 250 ppm para o Colletotrichum gloeosporioides. No entanto,
a concentracdo minima inibitéria encontrada para o citral foi a mesma
encontrada para o 6leo essencial sobre os dois fitopatégenos.

Quanto ao mirceno, nao houve atividade inibitéria sobre Rhizoctonia

solani. No entanto, verificou-se uma baixa atividade na concentragdo de 100
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ppm sobre Colletotrichum gloeosporioides, havendo um aumento de sua
atividade inibitéria até a concentracdo de 500 ppm, apresentando 22,17% de
inibicdo micelial. Para as concentracdes de 100 e 1500 ppm, o composto
apresentou uma pequena atividade inibitdria, ou seja apenas 6% do crescimento
micelial.

O citral nas concentra¢des de 100 ppm e 250 ppm apresentou menor
atividade em comparagdo ao 6leo essencial nessas mesmas concentracdes sobre
F. oxysporum, ja4 o mirceno apresentou uma pequena inibi¢do (7,26%) apenas
quando presente na concentracio de 250 ppm. No entanto, a concentragdo
minima inibitéria encontrada para o citral foi a mesma do 6leo essencial (500
ppm).

Considerando esses resultados, pode-se inferir que o citral é o composto
responsavel pela atividade fungitoxica do 6leo essencial de C. citratus sobre
Rhizoctonia solani e Colletotrichum gloeosporioides.

Esses resultados corroboram com vdrios trabalhos nos quais se verifica a
atividade bioldgica do citral. Ming et al. (1996) atribuiram ao citral atividade
germicida contra 22 microrganismos, além de poder ser utilizado como larvicida
e repelente de insetos. Oyedele et al. (2002) observaram a acdo repelente do
citral contra Aedes aegypti L.. Estudos feitos por Matsura et al. (2006)
afirmaram que o citral apresentou atividade inibitdria sobre a tironsinase, enzima
largamente encontrada em microrganismos, animais e vegetais, € importante na
sintese de o-difenouis e o-quinonas.

O mecanismo de agdo do citral ainda n3o estd completamente
esclarecido. Estudos de Kurita et al. (1981) citam que a atividade fungicida do
citral é devida a sua capacidade de receber elétrons provenientes da célula do
fungo, por meio de uma transferéncia de carga com um elétron doador presente
nessa célula, resultando, assim, na morte do fungo. De acordo com Piper et al.

(2001), determinados terpenos presentes nos Oleos essenciais sdo capazes de
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tornarem a membrana celular do fungo permedvel, causando o vazamento de seu
conteudo.

Na comparagdo do efeito fungitéxico do fungicida comercial
(tebuconazole), com o dleo essencial e seus principais constituintes, observa-se
que sdo necessdrias concentragdes muito maiores do 6leo essencial e do citral
para causarem efeito semelhante ao do tebuconazole, para os trés fitopatdgenos.
Concomitantemente, para que o 6leo essencial de Cymbopogon citratus e o seu
constituinte majoritirio possam ser utilizados como fungicidas comerciais, sdo
necessarios mais estudos, tais como avaliar os seus efeitos sobre a inibi¢ao de
germinacdo e produgdo de esporos, suas atividades em campo, entre outros.

Os bioensaios realizados com o 6leo essencial sobre as espécies flingicas

estudadas estdo ilustrados nas Figuras 26, 27 e 28.
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FIGURA 26 — Bioensaio realizado com 6leo essencial de capim-limao
(Cymbopoogon citratus) sobre o crescimento e/ou inibigéo
micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides
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FIGURA 27 — Bioensaio realizado com o6leo essencial de capim-limao
(Cymbopoogon citratus) sobre o crescimento e/ou inibicdo
micelial do fungo Fusarium oxysporum
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FIGURA 28 - Bioensaio realizado com 6leo essencial de capim-limao
(Cymbopoogon citratus) sobre o crescimento e/ou inibicio
micelial do fungo Rhizoctonia solani
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5 CONCLUSOES

Os constituintes majoritirios do Oleo essencial de capim-limdo
(Cymbopogon citratus) foram o citral e o mirceno. Esses sofreram degradacio
em relagcdo ao tempo, tanto na presenca quanto na auséncia de luz. Em relacdo a
temperatura, observou-se influéncia dessa apenas sobre a degradagdo do
mirceno. Apesar de ter ocorrido degradacdo, ndo se observou variagdo para o
citral, revelando a estabilidade desse constituinte nessas temperaturas.

O crescimento micelial do fungo Rhizoctonia solani foi totalmente
inibido na concentragio de 250 ppm e dos fungos Colletotrichum
gloeosporioides e Fusarium oxysporum na concentracdo de 500 ppm, inferindo
que o citral seja o responsével por tal acdo sobre os fungos Rhizoctonia solani e
Colletotrichum gloeosporioides, ja que nio foi observada atividade fungitdxica

significante para o mirceno.
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ANEXO A

TABELA 1A - Andlise de varidncia com aplicagdo do teste F (1%) para os
valores observados do teor de citral e de mirceno em relacdo a
luz no 6leo essencial de Cymbopogon citratus.

FV GL QMcitral QMMiirceno
Luz 1 221,31%%* 60,96**
Dias 8 548,27%% 85,58**
Luz*Dias 8 16,78%** 1,77%*
Erro 36 3,19 0,35
C. de variagdo (%) 2,99 4,88
Média geral 59,84 12,27

** Significativo a 1% pelo teste F

TABELA 2A - Médias dos teores de citral e mirceno no O6leo essencial

Cymbopogon citratus, avaliados com relagdo ao tempo e a
presenca/auséncia de luz.

Tratamentos Compostos
citral mirceno
Auséncia 61,81 a 13,33 a
Presenca 57,81 b 11,21 b

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%
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TABELA 3A - Andlise de varidncia com aplicagdo do teste F (1%) para os
valores do teor de citral e de mirceno em relacio a temperatura
no dleo essencial de Cymbopogon citratus.

FV GL QMcitrl QMmirceno
Temperatura 2 21,18%* 109,13%**
Dias 8 564,17*%* 112,53*%*
Temperatura*Dias 16 6,11 NS 3,43%*
Erro 54 3,68 0,299
C. de variagao (%) 3,06 4,25
Média geral 62,73 12,88

**Significativo a 1% pelo teste F

TABELA 4A - Médias dos teores de citral e mirceno no 6leo essencial
Cymbopogon citratus, avaliados com relacdo ao tempo, € a
presenga/auséncia de luz.

Médias
Temperatura citral mirceno
Ambiente 61,863 a 13,33 a
Alta 62,71 ab 10,68 b
Baixa 63,63 b 14,62 ¢

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%
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ANEXO B
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FIGURA 1B - Curva analitica do padrdo mirceno em funcio da concentracio
(mg/mL) pela 4rea
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FIGURA 2B - Curva analitica do padrao de citral (geranial e neral) em funcao da
concentracdo (mg/mL) e da soma das dreas individuais
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FIGURA 3B - Espectro no infravermelho do 6leo essencial de Cymbopogon
citratus submetido a temperatura ambiente
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FIGURA 4B - Espectro no infravermelho do 6leo essencial de Cymbopogon
citratus submetido a temperatura baixa
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FIGURA 5B - Espectro no infravermelho do 6leo essencial de Cymbopogon
citratus submetido a temperatura alta
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FIGURA 6B - Cromatograma do 6leo essencial obtido das folhas frescas do
apim-limao.
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