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RESUMO

SOARES P. SALGADO, Ana Paula. Estudo dos constituintes quimicos e da atividade
fungitéxica do éleo essencial das folhas de Eucalyptus. LAVRAS: UFLA, 2001. 52 p.
(Dissertagfio ~ Agroquimica e Agrobioquimica)®

Os oleos essenciais constituem um tipo de metabélito secundario de plantas que tem
nde importancia econdmica, ja que inimeras sdo suas aplicagdes nos diversos ramos da
iedade, destacando-se principalmente nos setores alimenticios, farmacéuticos e
imarias. Os dleos essenciais de eucalipto sdo compostos formados por uma complexa
mistura de componentes organicos volateis, frequentemente envolvendo 50 a 100 ou até mais
componentes isolados, apresentando grupos quimicos como: hidrocarbonetos, alcodis,
aldeidos, cetonas, acidos e ésteres. Atualmente a agio fungicida desses dleos vem sendo
bajtante estudada. Assim sendo, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar substincias
mgjoritirias no éleo essencial de trés espécies de eucaliptos, Eucalyptus citriodora,
Fucalyptus camaldulensis e Eucalyptus urophylla, e avaliar a agdo fungitéxica das mesmas
sobre fungos fitopatogénicos. Os oleos essenciais foram extraidos das folhas dos eucaliptos
através de arraste a vapor de agua, utilizando o aparelho de Clevenger modificado. As
analises de composigio quimica por CG/MS mostram que todas as espécies apresentaram um
composto em comum identificado como citronelal, com tempo de retengio 17,35 min., sendo
que foi mais abundante nas espécies camaldulensis e citriodora. Ja para a espécie urophylla, o
composto majoritario foi identificado como globulol, com tempo de retengio de 18,39 min.
Os| testes biologicos foram avaliados sob os fitopatogenos Fusarium oxysporum, Botrytis
cinerea e Bipolaris sorokiniana. As culturas utilizadas para os testes foram obtidas através de
icagens de uma cultura padrio. O método utilizado foi o bioanalitico "in vitro",
obgervando o crescimento ou inibigio dos microorganismos na presenga de diferentes
corjcentragoes de dleo (5, 50 e 500 ppm), usando os meios de cultura BDA (Batata-Dextrose-
Agar) e PCA (Batata-Cenoura-Agar). O efeito fungicida foi observado para o éleo essencial
do |Eucalyptus urophylla. Foi observada uma inibigio do crescimento fingico a partir da
corjcentracio de 500 ppm, na qual o didmetro micelial foi de 1cm x 4 cm da testemunha, apés
perjodo de 6 dias, sob o fungo Botryris cinerea. O dleo essencial do E. urophylla foi o tmico a
apresentar acdo fungitoxica. Com isto, podemos inferir que esta ago esta correlacionada a
enca do composto identificado como globulol, ausente nos demais éleos e sendo o
hposto mais abundante no £. nrophylia.

* Comité Orientador: Maria das Gragas Cardoso (Orientador), Paulo Estevio de Souza -
UFLA, Manoel Louzada Gavilanes - UFLA, José Eduardo Brasil P. Pinto - UFLA.




ABSTRACT

SOQARES P. SALGADO, Ana Paula. Study of the chemical constituents and fungitoxy
activity of the essential oil of Eucalyptus leaves. LAVRAS: UFLA, 2001. 52 p.

(Dissertation — Agroquimical and Agrobioguimical)*

Essential oils make up a sort of secondarymetabolite of plants which have a great
ecpnomical importance since they have several applications in the many branches of the
iety, standing mainly, the food, pharmaceutical and perfumary setors. Eucalyptus essential
are compounds constituited by complex mixture of volatile organic components, often
lving 50 to 100 or even more isolated components, which present in their constitution

lyptus and evaluate their fungitoxy action on phytopathogenic fimgi. Essential oils were
cted from the eucalyptus leaves through water steam dragging by utilizing Clevenger's
ified apparutus.The analysis of chemical composition by ‘CG/MS show that all the
ies presented a compound in common identified as citronellal with retention time of
5 min, its abundance being greater in the species camaldulensis and citriodora. But for
the species urophylla, the most abundant compound was identified as globulol with retention
time of 18,39 min. The biological tests were evaluated under the phytopathogens Fusarium
sporum, Botrytis cinerea and Bipolaris sorokiniana. The cultures utilized for the tests
wefe obtained through transfering pieces of micellium from a standard culture. The method
utilized was the "in vitro" bioanalytic, observing either growth or inhibition of the
mig¢roorganisms in the presence of different concentratios of oil (5, 50 and 500 ppm) using
the] culture media PDA (potato-dextrose-agas) and PCA (potato-carrot-agar). The most
mafked fungicidal effect was observed for the essential oil of Eucalyptus urophylla. an
inhjbition of the fungal growth from the concentration of 500 ppm was observed im which
the|mycelial diameter was of the 1 cm x 4 cm of the check after a period of 6 days under the
Botrytis cinerea. The essential oil of E. urophylla was the one to present fungitoxy
action. So we may infer that this action is correlated with the presence of the compound
identified as globulol, absent in the other oils and being the most abundant compound in E.
urophylia.

* Guidance Committee: Maria das Gragas Cardoso (Major Professor), Paulo Estevdo de
Souza - UFLA, Manoel Louzada Gavilanes - UFLA, José Eduardo Brasil P. Pinto.




1 INTRODUCAO

O homem utiliza as plantas medicinais, aromaticas e condimentares
desde a mais remota antiguidade, segundo relatam os tie;stemunhos histéricos
pertencentes 3s diferentes civilizagdes ¢ culturas. No ini(;.io ele foi guiado pelo
instinto, & semelhanca dos animais, depois 'empiricamenge, associando o poder
curativo das plantas is priticas mégicas, misticas e rit1j.1alisticas; aprendendo
mais tarde suas propriedades terapéuticas de awrdo com O0s avangos
tecnolégicos (Carréa Junior et al, 1991). ‘

A maioria dos trabalhos realizados com eucalipté no Brasil mostra que
a principio os estudos eram desenvolvidos com relagiio a sidaptagio, crescimento
e produgBo de madeira destinada basicamente as industrias de carvio vegetal,
acarretando um desperdicio do éleo presente em suas folhﬁs, um produto natural
de grande uso na éirea farmacéutica. k

Com o decorrer do tempo, as pesquisas comegaram a abordar também a
produgiio de florestas para obtenc¢dio de outros produtosi’ como, por exemplo,
madeira para serrarias, indistrias moveleiras, madeira para geragdio de energia ¢
também a explorag8o das folhas para extragiio de 6leo essencial.

Ny Os 6leos essenciais constituem um tipo de metabélito secundirio de
plantas que tem grande importincia econmica, j& que infmeras s¥o suas
aplicagdes nos diversos ramos da sociedade, dwtacando-#e o setor alimenticio,
farmacéutico e perfumaria, Por esta raziio, vem crescendo, de forma lents, o
nimero de estudos sobre a constituicio e propriedades biolégicas dessas
esséncias, bem como os fatores taxondmicos, ambientais e de cultivo que levam
3 variagio tanto na quantidade como na qualidade desses 6leos.



N
> AISO ( International Standart Organization) define 6leos essenciais

como os produtos obtidos de partes de plantas através de destilagfio por arraste
com vapor d*igua , bem como os produtos obtidos por prensfio dos pericarpos
de frutos citricos. De forma geral, sdo misturas complexas de substéncias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Também podem ser
chamados de 6leos voléteis, 6leos etéreos ou esséncias. Uma caracteristica
fisico-quimica importante & a de serem soliiveis em solventes orgnicos
apolares, e de apresentarem solubilidade limitada em 4gua, o suficiente para
aromatizar as solugdes aquosas, denominadas hidrolatos. Os seus constituintes
quimicos variam grandemente em estrutura. / Normalmente, na mistura, os
compostos encontram-se em diferentes concentragles, porém um deles ¢ a
substéncia majoritéria, sendo que a importéincia e utilizagho dessa esséncia serd
determinada pelo composto principal (Simdes et al, 1999).

O eucalipto ¢ uma mirthcea arbérea e seu cultivo se di melhor em
regides temperadas, entretanto, no que se refere 4 adaptagfo ao solo, o eucalipto
encontra facilmente condigdes favordveis para o seu desenvolvimento, atingindo
o méximo de seu crescimento durante a sua primeira idade (um ano). O plantio é
feito em sementeira, ¢ quando a planta atinge uma certa altura, € transplantada
para os plantirios. Ao chegarem a uma altura entre vinte e vinte e cinco
centimetros, viio para o local definitivo, 0 que torna necessério o tratamento das

jovens érvores para se cbterem érvores vigorosas, sas e de interesse econdmico.

A investigagio dos Oleos essenciais levou ao descobrimento de
hidrocarbonetos isoméricos denominados terpenos; porém, os dleos essenciais
sfio misturas muito complexas e muito varidveis em seus constituintes, sendo
encontrados somente os terpenos mais voléteis, aqueles de baixo peso molecular,
como os monoterpenos com 10 carbonos e sesquiterpenos com 15 carbonos. Em
geral, os 6leos essenciais siio constituidos de terpenos mais complexos, como o



citronelal e o cineol; outros constituintes da esséncia inclufdos na porcentagem

de 20 a 30 % s#o: o - pineno, piperitona, felandreno, butiraldefdo, hexanal.

No que diz respeito aos estudos biologicos, a pesquisa de novos
compostos biologicamente ativos tem sido uma das= maiores tarefas dos
fitoquimicos em todo o mundo. O processo que vai da escolha da planta até a
obtengio de uma substincia biologicamente ativa é longo e multidisciplinar.
Sabe-se que a partir da Ultima década, a conscientizaglio quimica sobre o uso
indiscriminado e incorreto de defensivos agricolas no atﬁbiente rural e urbano,
causando prejuizos aos ecossistemas ¢ ao homem, tem motivado o
desenvolvimento de métodos e produtos alternativos no éonﬁole de doengas de
plantas. :

\} £ de fundamental importéncia a pesquisa constante e a procura de novos
grupos quimicos com efeitos fungicidas. Na natureza, a grande maioria das
plantas s#io resistentes aos diferentes patégenos, e esta resisténcia pode estar
relacionada & existéncia de fungicidas naturalmente produzidos. Portanto,
espera-se que a descoberta de substincias naturais com efeito fungicida possa
contribuir para o controle das doengas das plantas. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito fungitéxico do éleo essencial de 3 espécies de eucalipto
sobre os géneros de fungos Fusarium oxysporum,, Botrytis cinerea e Bipolaris
sorokiniana.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideragbes Gerais

Nos eucaliptos, os dleos etéreos encontram-se basicamente em suas
folhas. S@o produzidos e armazenados por glindulas e estio distribuidas de
forma abundante no parénquima da folha da maioria das espécies de eucaliptos.
Existem diversas teorias sobre a fungio dos 6leos essenciais dos eucaliptos, mas
poucos fatos caracterizam seu papel ecolbgico e fisiolégico. Eles j& foram
considerados como repelente de insetos que se alimentam de suas folhas,
inibidores da germinagiio e de crescimento de outras plantas, controladores da
atividade microbiolégica de alguns fungos e bactérias, entre outros (Boland,
Brophy and House, 1991).

2.2 Classificacfio dos 6leos essenciais de eucalipto

Entre as aproximadamente 600 espécies de eucaliptos descritas, pouco mais
de 200 tém sido examinadas com relagfio & produc#o e ao teor de 6leo essencial,
¢ menos de 20 sdo exploradas comercialmente (Penfold and Willis,1961; Lassak,
1988 ¢ Boland, Brophy and House,1991). Segundo esses, os 6leos essenciais de
eucaliptos estfio divididos basicamente em trés grupos principais, em fungdo do
seu uso final: éleos destinados a produtos medicinais, leos industriais ¢ 6leos
de perfumaria. As principais espécies de eucalipto produtoras de dleo estéo
relacionadas na TABELA 1.



TABELA - 1 Principais espécies de eucalipto utilizadas para produgéio de éleo
essencial (Lassak, 1988 e Boland, Brophy and House, 1991)

Espécies Componente Principal

Oleos medicinais Nome Teor
E camaldulensis Cineol 80-90%
E. globulus Cineol : 60-85%
E. smithii Cineol 70-80%
E. tereticornis Cineol 45%
E. viridis Cineol 70-80%

Oleos industriais
'E. dives (var. felandreno) Felandreno 60-80%
E. dives (var. piperitona) Piperitona 40-56%
E. elata (var. piperitona) Piperitona 40-56%
E. radiata (var. felandreno) Felandreno \ 35-40%

Oleos para perfumaria

E. citriodora (var. citronelal) Citronelal 65-80%
E. staigerana Citral 16-40%

Os dleos medicinais s&o aqueles que tém ag#io terapéutica e tem como
principal agente o 1,8-cineol (FIG.1). Segundo as especificagBes da Farmacopéia
Britinica (Boland, Brophy and House, 1991), a qualidade do 6leo medicinal &
dada pelo seu teor do agente ativo. Este requer que o 6leo medicinal contenha
ndo menos que 70% de cineol e que seja praticamente livee de o e B-felandreno
(FIGS 2 ¢ 3) ¢ ¢ destinado & fabricacfio de produtos farmacéuticos (inalantes,
estimulante de secreglio nasal, pasta dental, antissépticos), ou simplesmente com
funglio de dar sabor e aroma aos medicamentos. Muitas espécies contém 1,8-



cineol (FIG. 1) em seus 6leos, porém um nimero pequeno contém uma
concentragio alta desta substéncia, junto com um alto rendimento do dleo.

1,8-cineol
FIGURA 1: Estrutura do 1,8 cineol

a-felandreno
FIGURA 2: Estrutura do o-felandreno

{B-felandreno
FIGURA 3: Estrutura do p-felandreno

As aplicagdes medicamentosas de 6leos de eucaliptos sdo muitas e
variadas. A aglio farmacolégica ocorre de uma irritaglio da mucosa nasal ¢ dos



bronquios, a qual estimula a secregio das mucosas, provocando uma
desobstrugiio dessas vias. Por esta raziio, os éleos s#o usados como inalantes
com vapor ou outras preparacdes para o alfvio dos sintomas de gripes e
resfriados. Como o 6leo tem aglio bactericida e um odor agradével, é usado
como antisséptico.(Vitti, 1999).

Entretanto, os Oleos para fins industriais contém, principalmente,
piperitona (FIG.4) e o-felandreno (FIG.3) como seus princiipais constituintes. Os
éleos ricos em felandreno sdo usados quase que exclusivamente para aromatizar
os desinfetantes e na inddstria de sabonetes liquidos, enguanto a piperitona é
usada para a sintese de mentol (FIG..5), ambos usados .como flavorizantes e
como aditivos em vérias preparagdes medicinais e par? a sintese de timol
(FIG.6), um fungicida (Ferreira  Santos, 1997). |

[

'

Piperitona
FIGURA 4: Estrutura da Piperitona

Mentol
FIGURA 35: Estrutura do Mentol



Timol
FIGURA 6: Estrutura do Timol

Na indistria de perfumes, poucas espécies de eucaliptos sfio usadas,
fazendo parte da composigfio de perfumes para diversos fins, desde a fabricagdo
de cosméticos em geral até a aromatizag3o de produtos de limpeza, como sabfes
e detergentes. A espécie Eucaliptus citriodora ¢ a principal espécie explorada
no Brasil para a producfio deste tipo de 6leo, apresentando como componente
principal o citronelal (FIG.7). J& o Eucaliptus staigeriana pertencente a este
grupo, ¢ cultivado em pequena escala no Brasil e seu principal componente é o
citral (FIG..8) (Vitti, 1999).

CHO

Citronelal
FIGURA 7: Estrutura do Citronelal



H, CH,

Citral :
FIGURA 8: Estrutura do Citral

2.3 Caracterizacfio dos 6leos essenciais de eucalipto

Penfold and Willis (1961) relatam que muitas plantas contém oleo,
ﬁodcndo este estar presente nas cascas, flores, frutos, folhajs, raizes ou madeiras.
A maioria deles é removivel por destilagiio a vapor, e sio chamados de leos
voléiteis ou Oleos essenciais. Nos eucaliptos, eles ocorr?em basicamente nas
folhas. ’

Boland, Brophy and House (1991) definem esta'classe de compostos
como substéncias voléteis, isoladas da planta por meio de ﬂestihgﬁo a vapor ou
por processos mechnicos; s#o insoliveis em '6gua, separando-se
expontaneamente da fase aquosa. Os Oleos essenciais de eucalipto s#o
compostos por uma complexa mistura de componentes orghnicos voldteis,
frequentemente envolvendo de 50 a 100 ou até mais componentes isolados,
apresentando grupos quimicos como hidrocarbonetos, dlcoéis, aldefdos, cetonas,
dcidos e ésteres. Os Oleos essenciais nos eucaliptos so produzidos e
armazenados por glindulas. A sua fungio € o seu processo de biossintese séo
ainda bastante discutiveis., e talvez eles nfio tenham ainda uma fungfo definida €
sejam simplesmente um produto do metabolismo da planta.ﬁ;As glindulas de dleo
estdo distribuidas de forma abundante no parénquima da folha da maioria das



espécies de eucalipto, apresentando-se como pequenos pontos transhicidos
quando observados contra a luz.

Boland, Brophy and House (1991) afirmam que existem diversas teorias
sobre a fungio dos Oleos essenciais em eucaliptos, mas poucos fatos
caracterizam seu papel ecoldgico e fisiolégico. Eles j4 foram considerados
produtos téxicos do metabolismo na planta, sem uma utilidade para a mesma,
como repelente a insetos que se alimentam de suas folhas, inibidores da
germinagBo e de crescimento de outras plantas, controladores da atividade
microbioldgica de alguns fungos e bactérias, entre outros.

2.4 Fontes de variagfio na produgiio ¢ qualidade do éleo de eucalipto

Existem diversos fatores que podem interferir na produgfio ¢ qualidade
dos 6leos de eucalipto; estes podem ser divididos em diversos grupos, como
variabilidade genética intra e interespecifica, fisioldgica (tipo e idade da folha),
ambiental e métodos utilizados para extrag#io e anélise do Sleo. O tipo de manejo
também foi citado como uma das fontes de variaglio na produgdo de 6leo
essencial (Boland et al, 1984).

2.4.1 Variabilidade genética

A variabilidade genética das espécies produtoras de éleo possibilita a
identificagfio e selegfio de materiais genéticos, procedéncias ou progénies, que
apresentem um maior rendimento e qualidade de 6leo essencial. Desse modo, ela
é considerada uma importante fonte de variagio na producfo e qualidade de 6leo
essencial.

Muitos trabalhos relatam a existéncia de variabilidade do rendimento em
6leo e dos componentes quimicos, ocorrendo entre populages ¢ entre drvores de

10



uma mesma populagdo. Outros consideram a variagio na composiclio e
producdo de 6leo como um importante instrumento para a identificagfio de sub-
espécies e variedades. 1

Doran and Brophy (1990), estudando procedéncias tropicais de espécies
de E. camaldulensis Dehnh. e E. tereticornis Smith em seu ambiente natural, na
Austrélia, e em um teste de progénie em Zimbabwe, observaram que existe uma
substancial variagfo inter e intra-especifica no rendimento de Gleo destas
espécies no norte da Austrilia. Houve também variagiio qualitativa em funglo
dos altos niveis de a-felandreno (FIG.3) em algumas populagdes e relativa
auséncia em outras. Outra observagio citada foi a de ique algumas drvores
amostradas individualmente indicam produzir éleo de mais falta qualidade do que
a média das édrvores da populagio, existindo, portanto, um potencial de
melhoramento genético para a qualidade de éleo nesta ospé(i:i&s.

2.4.2 Tipo morfolégico e idade fisiologica da folha

Penfold and Willis (1961) apresentaram 5 tipos morfologicamente
distintos de folha durante o tempo de vida da érvore, cada tipo correspondendo a
um estdgio do desenvolvimento ontogénico: -folhas cotiligdonar&s; -folhas de
plintulas (aproximadamente de 5 a 10 pares de folhas acima dos cotilédones); -
folhas juvenis (com caracterfsticas morfologicas diferentes das folhas aduitas
podendo persistir por alguns anos); -folhas intermedidrias (§corre uma transigfio
gradual entre os estdgios 3 e 5); e -folhas adultas (maioria das folhas de uma
arvore madura). Estas fases sio completamente separadas ¢ nfio devem ser
confundidas com a idade fisiolégica da folha, comumenfp denominada pelos
termos “folhas jovens” (a idade aproximada de um més ou menos, sendo que
estéio localizadas nas extremidades), “folhas maduras” (a idade aproximada de 6
meses ) ¢ “folhas velhas” (com aproximadamente 12-18 meses de idade). A
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média de vida normal das folhas de eucalipto é de 18 meses, podendo estar
sujeito a uma ampla variag#o, existindo folhas que permanecem somente poucos
meses, nos casos de espécies de crescimento rédpido; em espécies de crescimento
mais lento, persistem por 3 a 4 anos.

Boland, Brophy and House (1991) relatam que o rendimento de 6leo de
fothas de plintulas é invarialvelmente muito menor que aqueles de outras fases
para a espécie E.. delegatensis; que a comparagdo entire as fases juvenil,
intermediéria e a adulta é inconstante e parece depender da espécie. Assim,
verifica-se que pode existir uma variagiio na produglio de 6leo em funcfio da
idade da folha e da espécie estudada.

Mwangi, Guantai and Muriuk (1981) trabalharam com amostras de
folhas de E. citriodora de diferentes locais no Kenia, entre setembro de 1980 ¢
junho de 1981. Conclufram que a composiclio quimica do éleo essencial n#io estd
relacionada com a varia¢do sazonal e nfio depende da idade da 4rvore.

2.4.3 Ambiente

Segundo Boland, Brophy and House,(1991), apesar de serem feitas
diversas observagBes sobre os fatores ambientais que influenciaram a producfio
do 6leo, existem poucos estudos a este respeito. Os autores comentam, ainda,
que a majoria dos trabalhos tem enfocado as influéncias sazonais e diurnas nos
Sleos essenciais. Tais estudos tém sido conduzidos para muitas espécies e
apresentam resultados contradit6rios.

2.5-Métodos de Extracfio

A avaliagio do contetdo de 6leos essenciais de forma répida, em
pequenas amostras de material vegetal, é feita por diversos métodos:
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hidrodestilagéio, destilagio por arraste de vapor, extraglio por solventes orgénicos
comuns e extracio por CO, lquido. Segundo Charles and Simon (1990), a
extragiio por CO; liquido, apesar da alta eficiéncia, € caro ¢ de uso limitado, os
outros trés métodos s#io mais comuns, apresentando uma grande rapidez e
simplicidade de execugdo, sendo que, destes, o segundo é muito recomendado
por apresentar melhor rendimento na extraglio de 6leo de Eﬂcalypms sp , embora
seja um método mais complexo do que o primeiro.

Os métodos de extragiio variam conforme a localizacio do 6leo volétil
na planta e com a proposta de utilizagio do mesmo. (Simﬁés et al, 1999).

Alguns deles estéio definidos abaixo:

—Enfloragiio (Enfleurage)

Esse método jé foi muito utilizado, mas atualmente é empregado apenas
por algumas indéstrias de perfumes, como o caso de algumas plantas com baixo
teor de 6leo de alto valor comercial. E empregado para extrair 6leo volétil de
pétalas de flores (laranjeiras, rosas); as pétalas sio depositadas, & temperatura
ambiente, sobre uma camada de gordura, durante um certo periodo de tempo.
Em seguida, estas pétalas esgotadas s#o substituidas por novas até a saturagfio
total, quando a gordura ¢ tratada com aicool. Para se obter o Sleo voldtil, o
élcool € destilado a baixa temperatura e o produto assim obitido possui alto valor
comercial. |

i

—Arraste por vapor d’dgua \

Os 6leos voléteis possuem presséo de vapor mais ei_evada que a da 4gua,
sendo, por isso, arrastados pelo vapor d’dgua. Em pequena escala, emprega-se 0
aparelho de Clevenger. O 6leo volétil obtido, apés separar-se da 4gua, deve ser
seco com Na,SO, anidro. Esse procedimento, embora cl:éssico, pode levar 2
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formagio de artefatos em fungfo da alta temperatura empregada.
Preferencialmente, esse método é utilizado para extrair 6leo de plantas frescas.

~Extrago com solventes orginicos

Os 6leos voldteis sio extraidos, preferencialmente, com solventes
apolares (éter, éter de petréleo ou diclorometano) que, entretanto, extraem outros
compostos lipofilicos, além dos 6leos voléteis. Por isso, os produtos assim
obtidos raramente possuem valor comercial. /

\~Prensageth
, Esse método ¢ empregado para extragio dos 6leos voldteis de frutos

citricos. Os pericarpos desses frutos sfio prensados e a camada que contém o
6leo volétil ¢, entéio, separada. Posteriormente, o 6leo € separado da emulsio
formada com a 4gua através de decantagfio, centrifugacfio ou destilagdio
fracionada.

~Extraciio por CO, supercritico

Esse método permite recuperar os aromas naturais de vérios tipos ¢ nio
somente o éleo volitil, de modo bastante eficiente. Atualmente, é o método de
escolha para extragdo industrial de 6leos voldteis. Nenhum trago de solvente
permanece no produto obtido, tornando-o mais puro do que aqueles obtidos por
outros métodos. Para tal extragio, o CO, é primeiramente liquefeito através de
compressfio e, em seguida, aquecido a uma temperatura superior a 31°C. Nessa
temperatura, o CO; atinge um quarto estado, no qual sua viscosidade ¢ anéloga &
de um gés, mas sua capacidade de dissoluglio ¢ elevada como a de um lquido.
Uma vez efetvada a extrag#io, faz-se o CO, retornar ao estado gasoso, resultando
na sua total eliminag#o.
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Segundo Mancini (1984) e Martins (1996), o processo mais utilizado
para realizar as extragSes € o arraste com vapor d’4gua, que além de apresentar
bom rendimento, apresenta a facilidade de execugio e baixo custo em relagfio a
extragiio com CO, supercritico.

2.6 Andlise quantitativa e qualitativa

"

A anilise por cromatografia em fase gasosa ¢ uma técnica efetiva para
separar misturas muito complexas, como os dleos &sseﬁciais, ¢ obter bons
resultados qualitativos e quantitativos (Bonato, 1990).

Os detectores dos cromatégrafos podem ter resposta diferente para cada
composto presente no 6leo essencial, tornando necesséria a sua calibragfio com
as substincias desejadas (Johnson, 1968). No entanto, est§ autor destaca que a
grande dificuldade na andlise quantitativa ¢ a obtenglio de compostos com alto
grau de pureza para servir como padriio e, assim, proceder;a calibragdo externa
do detector utilizado. |

A identificacdo dos compostos pode ser feita com a co-injecio de
amostras padrio no cromatégrafo a gés. No entanto, &struturas diferentes podem
apresentar um mesmo tempo de retengio em condigBes gimihres de anilise.
Assim, a prova mais rigorosa ¢ a determinaglio de propriedades espectométricas
(Rudloff, 1974). Muitos autores apresentam os resultados de identificaglio dos
componentes do 6leo essencial apenas com base na técnica de CG/EM
(cromatografia em fase gasosa combinada com espectrometria de massas), e a
identificagfio do composto & feita por comparagZo com a biblioteca de espectros
do instrumento, o que ainda pode levar a enganos. Outros dados
espectroscépicos, como a espectroscopia no IV e de rwlsonﬁncia magnética
nuclear, que exigem a purificagio dos compostos por técnicas cromatogrificas,
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podem ser usados principalmente na confirmagéio de estruturas dos compostos
majoritérios (Rudloff, 1974; Gros, Pomilio e Seldes, 1985).

2.7 Espécies vegetais estudadas

O género Eucalyptus compreende mais de 500 espécies, entre elas o E.
urophylla, E. camaldulensis ¢ E. citriodora, estudadas no presente trabalho.

2.7.1 Eucalyptus urophylla: origem e principais caracteristicas

O E urophylla é uma espécie que tem sua origem fora do continente
australiano. Nativo da ilba de Timor e outras ilhas vizinhas na Indonésia, onde
ocorre em colinas e montanhas entre 500 e 1800 m de altitude; muitas vezes se
encontra associado com Eucalyptus alba, acreditando-se que em algumas éreas
existe hibridagio entre ambas (Golfari, Caser ¢ Moura, 1978). Sua ocorréncia
varia de 7 a 10° de latitude sul a altitudes compreendidas entre 800 e 1400 m. A
regifio de origem se caracteriza por ocorréncia de chuvas de verdo, com
intensidade entre 1000 a 1500 mm®, com uma estagiio seca nio muito severa,
dando origem a um periodo de seca que dura de quatro a cinco meses. A
temperatura mixima do més mais quente encontra-se em torno de 29 C e a
temperatura minima média do més mais frio varia entre 8 a 12 °C (Golfari,
1975).

Foi introduzida no Brasil em 1919, na cidade de Rio Claro (SP), na
forma de arboreto, juntamente com outras espécies. Nos dias atuais, pode-se
afirmar que o Eucalyptus urophylla é muito conhecido e utilizado no Brasil,
sendo considerado uma das espécies de eucalipto mais importantes para as
regides tropicais, por sen marcante vigor. Apresenta um elevado potencial para
as diversas regides brasileiras, tendo sido testada de Norte a Sul. Juntamente
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com o Eucalyptus camaldulensis € considerada uma das espécies de maior
plasticidade.

2.7.2 Eucalyptus camaldulensis: origem e principais caracteristicas

Foi descrita pela primeira vez, em 1932, pelo alemiio Frederick
Dehnhardt, que deu essa denominagio em homenagem ao distrito de Camaldul,
situado préximo A cidade de Népoles, na Itdlia, onde as drvores desta espécie
eram cultivadas (Hall, 1978). e

O E. camaldulensis ¢ originirio da Austrélia, pertence ao género
Eucalyptus, a espécie de mais ampla distribuigéio geogréﬁca neste continente,
ocorrendo em praticamente todo o territério australiano, onde séio encontrados
geralmente ao longo de cdrregos e rios, muitos deles teniporérios nas regides
arida e semi-éridas (Golfari, 1975). Suas caracteristicas priﬁcipais s#o: toleréncia
a inundagdes tempordrias e resisténcia a temperaturas elevadas e perfodos secos
prolongados a0 mesmo tempo(Golfari, Caser and Moura, 1978). Dessa forma,
essa espécie é encontrada entre as latitudes de 11° a 39° S e as altitudes de 30 a
600 m, crescendo sob virias condigdes climéticas, desde régiﬁes muito quentes,
sub-imidas a semi-dridas, com temperatura méxima de 40.°C, minima de até 3
°C ¢ precipitago anual de 150 a 1250 mm® ( Boland et. al.,1984).

Foi uma das primeiras espécies a serem plantadas fora do continente
australiano. Em 1867 ocorreram os primeiros plantios no Paquistdo, Uruguai e
Argentina; em 1870 na Itélia, em 1884 na Turquia e Isracl. Em alguns paises
africanos, somente ocorreu o plantio final do século XIX (FAO,1981).

Estudos de Andrade (1939) mostram que, no Brasil, a espécie foi
introduzida inicialmente no estado de Sao Paulo, no inicio do século passado,
onde era denominada de Eucalyptus rostrato. .Posteriormente, devido & sua
ampla plasticidade, ela se disseminou para quase todo o pais, sendo cultivada
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desde a regidio Sul até o Nordeste ¢ Amazonia. £ considerada, desde a sua
introduglio, uma espécie de grande futuro, especialmente para as regides de
cerrado e da caatinga (Golfari, Caser ¢ Moura, 1978).

O E. camaldulensis possui um porte ereto. Ele é geralmente encontrado
com alturas em torno de 20 metros, excedendo, as vezes, os 45 metros, enquanto
seu didmetro varia em torno de 1 a 2 metros, chegando a alcangar até 4 metros.
Apresenta uma copa densa ¢ um crescimento muito répido (Lama Gutierrez,
1976).

A casca é geralmente aderida 4 base do tronco, adquirindo uma
coloragio irregular de cinza variando do branco ao camurga, com manchas
cinzas e avermelhadas. E ligeiramente lisa, soltando-se em forma de tiras ou
lascas irregulares. Suas folhas, quando ainda plintulas, séo opostas em torno de
4 a 6 pares, sendo alternadas, pecioladas, largo-lanceoladas, elfpticas ou ovéides,
de coloragfio verde a verde acinzentado ou azulado. Em uma fase intermedidria
as folhas sdo alternadas, pecioladas, lanceoladas, de coloragdio verde ou
esverdeada. Na fase adulta, as folhas s#o alternadas, pecioladas, pouco
lanceoladas, de coloragdo verde a esverdeado (Boland et al.,1984).

Sua madeira tem coloragio avermelhada, com uma textura fina e
entrelagada, densidade entre média e alta, sendo mmito durével e resistente ao
cupim. E usada para fabricagiio de celulose em Israel, Itilia e Marrocos, e ainda
na medicina, indistria e produgfio de Gleos essenciais. Apresenta-se como
excelente madeira de fogo, utilizada na fabricagfio de carviio; como estacas,
postes e vigas para construggo civil, produglio de chapas de fibra ¢ aglomerados
(Golfari, Caser e Moura, 1975; Lama Gutierrez, 1976).



2.7.3 Eucalyptus citriodora: origem e caracterizaciio

Segundo Boland et al. (1984), o Eucalyptus citriodpra € uma espécie de
ocorréncia natural na Austrdlia, pertence & familia Mkm@e e a0 sub género
Corymbia; também ¢é conhecida como “Lemon-Scented Gum”, sendo
caracterizada por apresentar um porte médio, chegando, aléumas vezes, a 50 m
de altura e 1,2 m de difmetro. Sua madeira apresenta alta densidade (0,99 g/cm®)
¢ ¢é indicada para plantios visando usos miiltiplos. A espécié ocorre basicamente
em duas dreas de Queensland. A primeira e maior delas, a0 Sul, estende-se de
Maryborough a Mackay, até 400 km interior; € a Segunda, mais ao norte,
compreende a regifio de Atherton, Herberton ¢ Mt. Garngt. Entre estas duas
principais dreas, a sua ocorréncia € menor e descontinua.

Os primeiros estudos realizados com o género Eucalyptus iniciaram-se
em 1904, realizados por Edmundo Navarro de Andrade, na ex-Companhia
Paulista de Estradas de Ferro, no Estado de S3o Paulo, com o objetivo de
selecionar espécies potenciais para a produgfio de madeira. A partir de 1915, o
Instituto Florestal do Estado de S3o Paulo estabeleceu programas de estudos
silviculturais para os eucaliptos. Em 1941, a Secgfio de Genética do Instituto
Agron6mico de Campinas deu inicio aos estudos com intuito de elaborar um
programa de melhoramemto genético de eucaliptos, os qums tinham como
objetivos melhorar a uniformidade das plantagdes, auﬁlentar a taxa de
sobrevivéncia, melhorar caracteristicas de forma do tronco, crescimento em
altura e diimetro, capacidade de brotaclio, além de aumentar a produgiio por
unidade de érea (Ferreira e Santos,1997). i

Segundo estes, a partir de 1960, a pesquisa florestal foi consolidada e
expandida. Nesta época, foram criados os primeiros cursos de Engenharia
Florestal e 0 Programa de Incentivos Fiscais ao Reﬂor&stamqnto, institufdo pelo

19



e O ae

Governo Federal. Em seguida, foram criadas cooperativas de pesquisas na drea
florestal, as quais estavam associadas as faculdades de Engenharia Florestal.

Segundo Gurgel and Cavalcanti (1983) a ex-. Companhia. Paulista de
Estradas de Ferro iniciou a produgio de sememtes de eucaliptos em 1916, e
desde entdo j& haviam sido comercializadas cerca de 87 toneladas de sementes.
No periodo de 1966 a 1975, 1,5 a 3 toneladas de sementes foram vendidas a
cada ano, e baseando-se no total de sementes vendidas, as espécies de eucaliptos
consideradas mais importantes no estado de S%o Paulo eram o E. grandis, e E.
saligna, que juntas representavam 60% do total de sementes comercializadas.
Em seguida, estavam o E. urophylla ¢ E. citriodora, que somavam 24%; o E.
tereticornis, E. paniculata, E .robusta, E. camaldulensis e E. maculata,
correspondiam a 14%, enquanto os 2% restantes eram representados por outras
28 espécies.

Ferreira et al. (1997) citam que em 1960, no Brasil, estimava-se existir
cerca de 700.000 hectares cultivados com eucalipto, em sua maioria E. saligna e
E. grandis (nas regiGes sub-tropicais) e E. urophylla ¢ E. citriodora (nas regides
tropicais).

28 Fungicidas Naturais

Plantas superiores muitas vezes sfio vistas como fontes Wuteis de
substdncias fungitéxicas, as quais, quando comparadas com fungicidas
sintéticos, mostram-se praticamente inofensivas para o ambiente, podendo até
superé-los em sva agio fungitéxica (Fawcett and Spencer, 1970).

A partir de 1960, foram constatadas resisténcia de fungos a fungicidas.
Paralelamente, esta época coincide com a introdugéio de novos compostos que
agem em sftios especificos (fungicidas sistémicos) do patdgeno, visando ao
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tratamento curativo e erradicante de doengas de plantas (Kimati, 1987 e Eckert,
1994).

Os fungicidas convencionais que interferem em vérios sitios metabélicos
do patégeno precisam provocar vérias modificagSes no seu genoma para
desencadear o processo de resisténcia. Por outro lado, fungicidas inibidores de
sitios especificos, ou seja, os fungicidas sistémicos, tém um alto grau de
especificidade bioquimica e inibem somente um ou poucos sitios especificos no
patdgeno, sendo, entdio, mais comum o aparecimento de resisténcia devido a
mutacio em apenas um gene ser suficiente para diminuir a afinidade com o
fungicida (Koller e Sheinpflug, 1987).

Os compostos fungicidas podem matar os ﬁmgos ou apenas inibir
temporariamente & germinagiio de esporos, inibindo o crescimento flngico,
razdes pelas quais sio denominados de agentes fungistiticos. H& os agentes
antiesporulantes, que sio compostos quimicos que inibem ou previnem a
produgio de esporos, sem afetar o crescimento micelial db fungo (Cruz Filho e
Chaves, 1979).

Com o decorrer do tempo, os fungicidas evoluiram em vérios aspectos,
como: diminuiglio da toxicidade, doses, tipos de formulag:ﬁ&s, retiradas de
compostos altamente nocivos ao homem e ao meio ambiente € o surgimento de
maiores informa¢des. No entanto, ainda assim muitos pni'oblenms tém surgido
com o uso indevido de fungicidas sintéticos atualmente utilizados, dos quais se
destacam: compostos, cujos produtos de degradagiio (os @etabélitos) siio muito
toxicos, persisténcia de residuos no meio ambiente, d&srgspeito ao periodo de
caréncia e aquisi¢io de resisténcia (Zambolim et al, 2000).:

Em fungio de todos estes fatores, vem aumentando a procura por
produtos alternativos que sirvam como defensivos, que seriam todos os produtos
quimicos, biolégicos, orginicos ou naturais com as segpintes caracteristicas:
baixa ou nenhuma agressividade ao homem ¢ & natureza, eficientes no combate
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aos insetos e aos microorganismos mocivos, nio favorecem a ocorréncia de
formas de resisténcia de pragas e microorganismos, custo reduzido para
aquisigiio 'e emprego, simplicidade quento ao manejo € aplicaclio ¢ alta
disponibilidade para aquisi¢o. Assim poderiam ser enquadrados nesta categoria,
os diversos biofertilizantes, as caldas, os agentes de biocontrole e os Sleos
essencigis (Fernandes, 2000).

2.9 Oleos essenciais com atividade fungicida

Virios trabalhos de Rouquayrol (1973), realizados com 6leos essenciais
de plantas do Nordeste Brasileiro, apresentaram atividade moluscida. Foram
testados inicialmente 82 Oleos, sobressaindo-se doze plantas por sua
considerével atividade moluscida. Em um segundo teste, utilizaram, entre outras,
Eucaliptus citriodora hook coletada em Ubajara-CE. Tanto 0o primeiro como no
segundo ensaios mostraram atividade moluscida em baixas concentragbes contra
Biomphalaria glabrata em vérios estégios de desenvolvimento, conferindo-lhes
potencialidade no combate & esquistossomose mansbnica.

A eficiéncia da erva medicinal Cimbopogon citratus (capim lim#o) no
controle de fitopatégenos e de plantas daninhas em feijoeiro foi estudada por
Valarini, Friguetto ¢ Spadotto (1995). Estes comprovaram que o 6leo essencial
da planta a 10%, obtido das folhas, inibiu totalmente o crescimento micelial de
Fusarium solani £. sp. Phaeseoli, Sclerotinia sclerotiorum ¢ Rhizoctonia solani.
Além disto, observaram a inibi¢#o total da germinagfio de sementes de Digitaria
horizontalis (capim colch#io), Sorghum halepense (capim massambar4), Bidens
pilosa (pico preto) e Euphorbia heterophylla (amendoim bravo, leiteiro).

Lemos et al (1990), avaliando os Oleos essenciais de dez plantas
brasileiras quanto 3s suas atividades antimicrobianas, verificaram que o 6leo
essencial de Lippia sidoides exibiu grande atividade contra todos os



microorganismos testados, como Saccharomices cerevisae, Aspergillus flavus e
Cryptococus neofarmans.

Mishra and Dubey (1990), avaliando a fungitoxicidade de 9 plantas
angiospérmicas, através de seus leos essenciais, contra Aspergillus flavus, um
fungo de armazenamento de muitos géneros alimenticios e responsdvel pela

produgdo de aflotoxinas, encontraram resultados bastante promissores.
2.10 Géneros Botrytis, Fusarium e Bipolaris

O fungo Botrytis cinerea é um parasita facultativo, f:osmopolita, causando
danos principalmente em casas de vegetaciio e em plantas ornamentais,
horticulas e frutiferas ¢ também em mudas de eucalipto. E o agente causal de
doencas conhecidas como mofo cinzento, queima de botrlytis e tombamento de
mudas, atacando folhas, hastes e frutos. E considerada como uma das doengas
mais comuns cultivos protegidos. S#o sintomas cauisados por B. cinerea:
manchas foliares, podrid3es da coroa e da copa, cancro das hastes, podriddes de
mudas, tombamentos, podridSes de armazenamento de raizes, de rizomas ¢ de
frutos. Os tecidos feridos ou senescentes sio especialmente susceptiveis a
invas#io pelo fungo. Lesdes causadas por B, cinerea séo facilmente identificadas,
no campo, pelas suas caracteristicas de esporulagéo ¢ de mofo penugento. No
tombamento de mudas de eucalipto, praticamente veém-se infecgdes de B.
cinerea com mais intensidade no estidio de fechamento ide canteiros, sendo o
patdgeno que predomina neste estddio. Provavelmente, o que acontece ¢ que a
partir de outras fontes de inéculo e com auxilio de ventos, os conidios séio
disseminados e chegam até as copas das mudas nesse i&stédio. Em seguida,
lavados pela irrigago ou pela chuva, caem sobre folhas!mortas, na superficie
dos recipientes, sob a copa entrelagada das mudas, na qual se verifica a sua
colonizagio saprofitica, seguindo-se intensa produgiio de estruturas reprodutivas



do fungo na superficie desse substrato. O controle fundamenta-se principaimente
no emprego de fungicidas, cuja eficiéncia tem sido bastante limitada (Ferreira,
1989; Daughtrey, Wich and Peterson, 1995).

™ Os fungos do género Fusarium sfio um dos mais importantes fitopatogenos
do mundo, tendo nos dltimos anos, em alguns paises, adquirido importéncia
também os produtores de micotoxinas responséveis por doen¢as em animais e
bumanos. O Mal do Panamé, fusariose ou murcha de fusarium ¢ causado pelo
fungo Fusarium oxisporum cubense, que ¢ um fungo de solo com alta
capacidade de sobrevivéncia. Esta espécie estd em todos os estados brasileiros
produtores de banana, uma das frutas de maior consumo in natura do mundo,
sendo que, no Brasil, € utilizada na alimentaglio basica. O controle quimico, a
rotagfio de culturas e a inundagfio, dentre outras medidas de controle, nfio tém
sido eficientes (Ventura, 1999; Pereira et al, 1999).

O Helmintosporium sativum, que de acordo com sua nova taxonomia
passou a ser denominado de Bipolaris sorokiniana, forma conidiéforos solitdrios
Ou em pequenos grupos, retos ou flexuosos, marrom-escuros, contendo de 1 a 6
conidios inseridos acropleurogenamente. Os conidios sdo pardo-escuros,
curvados ou retos, tém paredes espessas no centro ¢ mais delgadas em diregiio
aos pices e sfio mais largos no centro. O tubo germinativo ¢ do tipo semiaxial e
origina-se a partir de uma ou de ambas as células polares do conidio. As
colénias, em BDA, apresentaram a coloragio pardo olivicea a muito escura,
tornando-se geralmente mais claras nas bordas, cobertas com conidios pretos
brilhantes, dando, assim, a aparéncia preta brilhante (Reis, Picinini ¢ Fernandes,
1988) Algumas caracterfsticas observadas “in vitro” para B. sorokiniana foram
correlacionadas 3 patogenicidade deste organismo. Na literatura disponivel, h4
relatos de correlaglio entre a cor de conidios e o grau de patogenicidade
(Chindabaram, Mathur and Neergard, 1973).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estudo Fitoquimico

|
Realizado no Laboratério de Qufmica Orgénica do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavias-MG.

+

3.1.1 Obtencfio do Material Vegetal

O género Eucaliptus possui basicamente 6leo essencial concentrado em
suas folhas; por esta razfo, o trabalho foi desenvolvido com esta parte da planta.

As folhas adultas da planta foram coletadas em margo de 2000, por volta
das 8:00h, com temperatura amena, em um mini-horto florestal de eucalipto que
fica préximo ao Departamento de Engenharia Florestal, especificamente em
frente ao Laboratério de Sementes da Universidade Federal de Lavras — UFLA,
Lavras-MG.

As espécies coletadas foram identificadas como Eucaliptus urophyila,
Eucaliptus camaldulensis ¢ Eucaliptus citriodora.. As folhas foram mantidas
sob refrigeracfio para a extragio do 6leo essencial, no Laboratério de Quimica
Orghnica do Departamento de Quimica - UFLA.

3.1.2 Extracfio e determinacfio do contetido de 6leo essencial
As folhas foram picotadas e guardadas em saquinhos plésticos de 100 g

sob refrigeraciio, para utilizacio das mesmos no decorrer das extragSes. Estas
foram submetidas & técnica de arraste de vapor de dgua, na qual o 6leo essencial



foi extraido utilizando um recipiente com ebulidor (gerador de vapor) ligado a
um regulador de tensdio. O fluxo de vapor produzido passava pelo material
vegetal fresco, dentro de um baldo com capacidade para 500 mL, sendo, em
seguida, condensado e recolhido em baliio de 250 mL mantido em banho com
dgua e gelo (fig9). O volume 6timo de liquido condensado (emulsdo de
ggua/bleo — hidrolato) necessdrio para extrair todo o 6leo essencial, foi de
aproximadamente 1 litro, com fluxo de vapor ajustado para produzir tal volume
em 4 horas. Utilizou-se diclorometano para extrago (3x80 mL) .Reuniram-se as
fragBes orginicas, adicionou-se sulfato de magnésio anidro, filtrou-se e levou ao

evaporador , sob pressio reduzida, obtendo-se o 6leo puro.



1,2-baléio de boca larga com fonte de aquecimento paril ferver dgua e gerar
vapor;

3- baldo de fundo redondo com trés bocas. Neste foram colocadas as folhas
verdes

4-termdmetro

5- manta aquecedora

6,7- termostatos

8- condensador

9- recipiente para receber o hidrolato

10- cuba com gelo

Figura 9 - Representagio esquemética do equipamento adaptado para extragfio
de Sleo essencial por arraste de vapor

3.1.3 Identificacfio dos constituintes do éleo essencial
|
Os espectros no infravermelho dos 6leos essenciais foram obtidos

|
utilizando-se o espectrémetro FTIR modelo- 8201 A-Shimadzu, utilizando-se
janelas de NaCl como suporte.

!
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Para identificacio dos compostos majoritdrios do oéleo essencial,
utilizou-se um cromatégrafo gasoso acoplado ao espectrdmetro de massa (CG-
EM) equipado com uma coluna capilar com fase apolar (chromosob W/1/4”°x
2M). Os compostos foram identificados através de seus espectros de massas e

comparados com aqueles existentes no banco de dados do aparelho.

3.2 Anilise da Atividade Biologica

Realizado no Laboratério de Controle de Enfermidade do Departamento
de Fitopatologia da UFLA.

3.2.1 Avaliaclio do efeito sobre o crescimento micelial dos dleos
essenciais sobre os fitopatégenos

A atividade fungitéxica dos 6leos essenciais de folhas das espécies de
cucalyptus em estudo foi avaliada sobre os fungos Fusarium oxisporum f. sp.
Gladioli, Bipolaris sorokiniana e Botrytis cinerea, da classe Deuteromicotina. As
culturas utilizadas para o teste foram obtidas na micoteca do Departamento de
Fitopatologia da UFLA. O método utilizado foi o bioanalitico “in vitro”,
comparando-se o crescimento ou a inibi¢fio do micélio nas concentragdes de 5, 50
¢ S00 ppm dos 6leos essenciais, utilizando-se como substrato, BDA (batata,
dextrose,dgar) e PCA (batata, cenoura, dgar).

Os experimentos foram desenvolvidos, em uma capela asséptica de fluxo
laminar, na qual as diferentes concentragdes de 0, 5 uL, SOpL, 500uL do éleo em
estudo foram colocadas no meio BDA para os fungos Fusarium oxysporum e
Bipolaris sorokiniana ¢ PCA para o fungo botrytis cinerea, ainda liquidos,
através de pipeta automética com ponteiras descartdveis. Verteu-se a solugiio em
placas de Petri previamente esterilizadas. A seguir, cada placa receben um disco
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micelial de 0,5 cm de didmetro das respectivas culturas de fungos crescidas em
meio BDA (Fusarium oxysporum ¢ Bipolaris sorokiniana) e PCA (Botrytis
cinerea), de modo que o micélio estivesse em contato com o meio de cultura, no
centro da placa. As placas foram vedadas com filme plastico, identificadas e
incubadas em camfra de crescimento, & temperatura de 20 a 22 °C, sob
fotoperiodo de 12 h luz e 12 h escuro, por 8 dias aproximadamente (Santos,1996).

Foram realizados trés experimentos separadamente, cada um deles
contendo os tratamentos: T, — testemunha, T — éleo &sséncial S ppm, T; ~ 6leo
essencial 50 ppm, T4~ 6leo essencial 500 ppm, em um delineamento inteiramente
casualisado com quatro repetigdes. Iniciaram-se as avaljam do experimento
ap6s 48 horas de montagem do mesmo, através deg medicSes didrias do
crescimento micelial, sendo que cada medigfio correspopden 3 média de duas
medidas diametralmente opostas da col6nia fingica, através de uma régua. O
indice de crescimento micelial (ICM) ou a taxa de crescimento micelial (TCM)
foi calculado pela férmula modificada de Nakagava Maguire, adaptada por
Oliveira (1991).

ICM = a + 2/\ + _(:‘_n_

N1 N2 Nn

onde

ICM = indice de crescimento micelial

C1, C2, Cn = crescimento micelial das col6nias pa primeira, segunda ¢
ultima avaliagfio; |

N1, N2, Nn = nimero de dias

O experimento foi analisado estatisticamente por regresséo.



3.2.2 Avaliaglio do efeito dos 6leos essenciais das folbas de Eucaliptus
sobre a germinaciio de esporos de Fusarium oxysporum, Bipolaris sorokiniana
e Borrytis cinerea

Adotou-se o método bioanalitico “in vitro” de inibigio de germinagiio de
esporos. Foram utilizadas col6nias jovens de fungos fitopatogénicos. Nestes
testes, utilizaram-se Oleos essenciais de folhas de Eucaliptus. Para avaliar a
germinagio de esporos, foram utilizadas 1&minas escavadas (25 x 75 mm)
utilizadas em microscopia. Sobre cada limina, adicionou-se uma gota de 20 pL
de uma suspensiio na concentragiio de 3 x 10° esporos/ml, obtendo-se assim a
concentra¢o desejada ¢ 20 uL do dleo essencial a 5, 50, S00 ppm. A avaliagio
foi realizada apés 6 horas de incubagio em cémara Gmida a 22 °C 2,
Determinou-se a porcentagem de germinagio em microscépio 6tico (aumento
250x), em 10 campos por gota. Foram considerados germinados aqueles que
apresentaram tubo germinativo, independente de seu comprimento. Os resultados
foram expressos em porcentagem de germinacfio, em um delineamento
inteiramente casualizado com 4 repeticBes. A porcentagem de germinaglio foi
determinada segundo a seguinte férmula:

Ntmero de esporos germinados
Ntimero de esporos observados x 100

Porcentagem de germinac#io:
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencfio e caracterizacfo dos fleos essenciais

Foi avaliado o teor e caracterizado quimicamente o dleo essencial das
folhas dos Eucaliptus citriodora, camaldulensis e urophyila, pois devido aos
seus aromas naturais, acreditou-se que esses materiais poderiam apresentar éleos
essenciais na sua composic#o.Os 6leos essenciais das trés ‘apécies de eucaliptos
apresentaram um bom rendimento em peso: 1,6% para o E. citriodora, 1,2%
para o E.camaldulensis ¢ 1,1% para o E. urOphyIla; Embora pareca um
rendimento muito baixo, estd dentro da faixa aceitivel, pons sfio consideradas
ricas em esséncias as plantas que apresentam rendimento acima de 1%, embora
estes teores sejam caracteristicos de cada parte da planta ¢ de cada espécie
vegetal. (Vitti, 1999).0s espectros de Infravermelho representados pelas
FIGURAS 10, 11 e 12 sfio bastante similares. Nestes, observa-se uma banda
larga compreendida entre 3200 - 3600 cm”, caracteristica de estiramentos
simétricos ¢ assimétricos da ligagio OH. Na regiio compreendida entre 2700 —
3000 cm™, a presenga de um sinal forte evidencia os grupos metilicos (-CH),
metilénicos (-CH,) e metinicos (-CH) presentes. Est«si também podem ser
evidenciados pelo sinal de deformagfio angular que aparece em 1480 (FIG. 10),
1456 (FIG.11) e 1430 cm™ (FIG. 12 ). Préximo a 1732 em™ (fig. 12), 1726 cm™
(FIG. 10) e 1750 cm™ (FIG. 11), encontram-se as bandas de absorgfio que sio
atribuidas aos estiramentos simétricos e assimétricos do grupo carbonila (-
C=0).Detectou-se a presenga de um sinal em 1163 cm™ (F1G.10), 1180 cm™
(fig.11) e 1140 cm'(FIG. 12), caracteristico do estiramento C-O, de alcoois
secundérios e tercifrios, evidenciando a presenca do terpinol (FIG.20),
constatado pelo CG/EM (Silvertein, Morril and Baster,1994).
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FIGURA 10 - Espectro de Infravermelho do éleo essencial das folhas de E.
citriodora
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FIGURA 11 — Espectro de Infravermelho do 6leo essencial das folhas de

E.camaldulensis
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FIGURA 12 - Espectro de infravermelho do 6leo essencial das folhas de E.
urophylla

O cromatograma do 6leo essencial das folhas de E, citriodora (FIG.13),
mostra que ele apresenta uma composi¢io de aproximadamente sete substincias
quimicas diferentes (TAB.2), e entre elas a mais abundante foi o citronellal
(FIG. 14), com tempo de retengfo (Rf) igual a 17,35 min(FiG.lS), com uma drea
de 57,04% do total e com 78% de chances do composto ser igual ao do banco de
dados do aparelho. Existe uma probabilidade de 97% de o pico de retengio
verificado aos 22,00 min, de corrida (FIG.16) ser referente 3 substdncia benzeno
1,2 — dimethoxy-4-(2-propenyl) (FIG.17), com 97%.
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FIGURA 16 - Espectro de massa do pico Rt = 22,00

TABELA 2 - Substincias majoritdrias do 6leo essencial das folhas de
E.citriodora sugeridas pelo CG/EM

i

Rf Area%  Banco de dados Ref Qual
17.35 57.04 Citronelal 124184 78
Citronelal 124183 70
18.16 13.38 1,2 epoxynona 10231 35
Isopulegotl 124287 35
20.57 24.34 1,5 heptadieno 125692 50
2,3,6 trimetil
22.00 5.24 Benzeno 1,2 143689 97
dimetoxi- 4 -
propenil 1
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1,2-dimetoxi-4-(2-propenil)-benzep
FIGURA 17: Estrutura do 1,2-dimetoxi-4-(2-propenil)-benzeno

No cromatograma do 6leo essencial do E. camaldulensis (F1G. 18), dez
diferentes substincias foram encontradas e determinadas, segundo o banco de
dados do CG-EM, sendo que as majoritrias estdo apresentadas na TABELA 3.
Analisando de um modo geral, verifica-se que os compostos s#io terpenos,
conjuntamente com as fungdes dcidos carboxflicos, &lcoois e arométicos. Estes
dados também podem ser constatados com aqueles encontrados no
Infravermelho.

Através dos dados da TABELA 3, observaram-se duas substéncias
majoritérias na constitui¢@io quimica do Sleo essencial do E. camaldulensis que
correspondem, juntas, & 30% do teor total, sendo que o citronelal (FIG 14)
apresenta-se com 21,24% e o 1,8 cineol (FIG.19) corresponde a 8,82%. Outra
substincia identificada € o 1 - & - terpineol (FIG.20), correspondendo ao pico
18,48, representando um teor de 7,77%. O citronelal apresenta um pico de tempo
de retengio (Rt) de 17,38 min, cujo espectro é mostrado na FIG.21, cujo pico
base m/2 = 69 e o pico do fon molecular m/2 = 154. O a- terpinol apresenta um
Rt de 18,48 min (FIG. 22), sendo seu pico base m2 = 59 ¢ o pico do fon
molecular de 136. O 1,8 cineol apresenta o pico base m/2 = 55, o pico do fon
molecular m/2 = 154.¢ seu Rt = 14,62 min. (FIG. 23). Todas estas estruturas
estiio de acordo com os espectros contidos no banco de dados do CG/EM e
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correspondem a aproximadamente 90%, 80% e 50% de chances de serem

compativeis com os dados do aparelho.
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FIGURA 18 — Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Eucalyptus

camaldulensis

1,8-cineol
FIGURA 19: Estrutura do 1,8-cineol
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a-terpineol

FIGURA 20: Estrutura do o-terpincol
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FIGURA 22 — Espectro de massa do pico Rt=18,48
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FIGURA 23 - Espectro de massa do pico Rt = 14,63

b

TABELA 3 - Substincias majoritirias do 6leo wsenciﬁl das folhas do E.
camaldulensis sujeridas pelo CG-EM

Rt Area Banco de dados Ref Qual

14.62 8.82 1.8 cineol 124344 50
1.8 cineol 124347 47

17.38 21.24 Citronelal 124180 90
Citronelal 124184 90

18.14 5.98 Farnesol 129877 32
18.48 1.77 1-o-terpineol 124261 80
1-a-terpineol 124259 78

21.23 11.21 Phosphine, bornil 51406 53

dicloro
20.60 15.10 B-citronelol 124530 40

O cromatograma do 6leo essencial das folhas do E. urophylla (FIG. 24)
mostrou a presenga de pelo menos 12 substéincias quimicas diferentes, entre elas
podemos citar os 4cidos graxos, terpenos e outros. Na TABELA 4 observam-se
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as possiveis substiincias majoritérias, nomeadas pelo banco de dados do CG-MS.
Um dos compostos presentes ¢ o globulo! (FIG. 25), com 41% do total, tendo
como tempo de retencéio (Rt) 18,39 min., cujo espectro de massas é mostrado na
FIG. 26 (Pico molecular m/2 = 223) e 40% de chances de ter o espectro de
massas igual ao do globulol, presente no banco de dados do aparelho. Temos
ainda o citronelal (FIG. 14), que perfaz 5,48% do total dos constituintes, com
tempo de retenglio (Rf) igual a 17,34 (FIG. 27) e 95% de chances de ser igual a0
banco de dados do aparctho. E como um terceiro constituinte, o a-3-ciclo-
hexano 1 metanol (mircenol) (FIG. 28), com 17,48% do total, Rf<21,04 ¢ 43%
de chances de ser igual ao banco de dados do aparelho.
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FIGURA 24 Cromatograma do 6leo essencial das folhas de E urophyila
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Globulot

FIGURA 23: Estrutura do Globulol
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O/(IH;OH
3-cicloexeno-metanol-1

FIG\URA 28: Estrutura do 3-cicloexeno-metanol-1

TABELA 4 - Substincias majoritdrias do 6leo essencial das folhas de E.
urophylla sugeridas pelo CG-MS

Rt Area Banco de dados Ref Qual (%)
20.21 8.58 1,6 heptadieno 3,5 4890 43
dimetil
20.49 4,60 Citronelal 124184 43
21.04 17.48 a-3 cicloexeno 1 124246 40
metanol (mircenol)
Mircenol 124224 43
17.34 5.48 Citronelal 124180 95
Citronelal 124184 90
18.39 41.00 Globulol 45051 43
18.81 7.09 Cis-farnesol 44953 45

Vimos que nos cromatogramas apresentados pelas FIGS. 13 e 18, hi a
predomindncia de um composto com tempo de retengfio (Rt) igual a 17,38 min.
Este foi identificado como citronelal (FIG. 14), enquanto, no E. urophylla,
representado pelo cromatograma da FIG.24, o composto de maior quantidade € o
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que tem o tempo de reteng¢do (Rt) igual a 18,39 min., e foi identificado como
globulol (F1G.25).

4.2 — Atividade biologica

4.2.1. Avaliagiio das diferentes concentracdes dos Oleos essenciais
das folhas de E. citriodora, E. camaldulensis e E. urophylla na inibi¢io

micelial de B. cinerea, F. oxysporum e B. sorokiniana

Através das FIGURAS 29, 30 ¢ 31, podemos observar que para os trés
géneros de fungo B. cinerea, F. oxysporum, e B. sorokiniana, a maior taxa de
inibi¢do do crescimento micelial ocorreu com o 6leo essencial de E. urophyila.
Houve uma inibi¢io do crescimento micelial significativa em todas as espécies na
concentragfio de 500 ppm.. Para a espécie B. cinerea (FIG. 29), podemos constatar
que ndo houve diferenga significativa no crescimento micelial com as
concentragdes de 5 e 50 ppm de Oleo para todas as espécies de eucaliptos,
entretanto, a 500 ppm, o 6leo essencial que apresentou maior atividade antifungos
foi o obtido da espécie E. urophylla apresentando uma grande inibigdo,
confirmada pelas FIGURAS 29, 32, 33 ¢ 34.

Para o género F. oxysporum (F1G.30), nio houve diferen¢a entre a
testemunha e as concentragSes de 5 e 50 ppm utilizando o dleo das trés espécies
de eucaliptos, no entanto observou-se uma pequena diferenga para 500 ppm com
as espécies E. camaldulensis e E. citriodora e uma grande diferenga para os 6leos
da espécie E. urophylla. Observou-se uma mudanga de coloragdo a 500 ppm, a
placa tornou-se rosa mais escuro. Como as substdncias encontradas nos dleos
apresentam grupo alco6lico, carbonilas e duplas ligagdes, pressupde-se que houve
uma oxidagdo, ou os compostos foram metabolizados em outras substincias,

provocando a inibigiio dos géneros de fungos.
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FIGURA 29: Crescimento micelial em diferentes concentragdes do fungo B.
cinerea
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FIGURA 30: Crescimento micelial em diferentes concentrat;ﬁ&s do fungo F.
oxysporum
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FIGURA 31: Crescimento micelial em diferentes concentragdes do fungo B.
sorokiniana.
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FIGURA 32: Crescimento micelial em diferentes concentragdes do éleo essencial
de E.citriodora:
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' FIGURA 33: Crescimento micelial em diferentes concentragGes do éleo essencial
- de E. urophyila.
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FIGURA 34: Crescimento micelial em diferentes concentragdes do 6leo essencial
de E. camaldulensis
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5 CONCLUSOES

No estudo dos 6leos essenciais das trés espécies de eucalipto, verificou-se que o
globulol foi o composto de maior abundéncia no Eucalyptus urophylla, enquanto, no
Eucalytus citriodora e Eucalyptus camaldulensis, os compostos de maior intensidade
encontrados foram o citronelal e o 1,8 cineol. Com isto, podemos inferir que o globulol
apresentou major inibicdo sobre o crescimento micelial dos trés géneros de fungo na
concentagiio de 500 ppm.
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