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RESUMO: Os 6leos essenciais constituem um tipo de metabdlito secunddrio de grande importincia econdmica
e estdo sendo cada vez mais estudados e utilizados como potentes inibidores de sementes e do crescimento de diversas
plantas. O presente trabalho teve por objetivo a andlise quimica qualitativa e quantitativa bem como a avaliacdo da
atividade alelopdtica do 6leo essencial extraido das folhas frescas de eucalipto (Eucalyptus citriodora) sobre a germinag¢ao
e o desenvolvimento radicular das sementes de sorgo (Sorghum bicolor L.) e pepino (Cucumis sativus L.), cultivados em
placa de Petri. O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo, utilizando um aparelho tipo Clevenger, e analisado por
cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo de chama e espectrometria de massas. Foi possivel identificar
doze constituintes quimicos correspondendo a 97,69%, com predomindncia dos monoterpenos oxigenados citronelal
(64,92%) e iso-isopulegol (10,20%) e do citronelol (8,25%). Os ensaios bioldgicos utilizando o 6leo essencial mostraram
que o mesmo apresenta efeito alelopdtico, prejudicando a germinagdo e o desenvolvimento da radicula das sementes de
sorgo e pepino, sendo a reducdo da germinacio mais pronunciada no sorgo, e que o aumento da concentragdo do 6leo leva

a uma reducdo linear na capacidade germinativa e no desenvolvimento da radicula.

PALAVRAS-CHAVE: Eucalyptus citriodora. Alelopatia. Oleo Volatil. Sorgo. Pepino.

INTRODUCAO

Durante o periodo de 1940 a 1980, o uso de
herbicidas sintéticos permitiu uma grande melhoria
da producdo e da qualidade dos produtos agricolas.
Porém, o wuso indiscriminado destes produtos
resultou no desenvolvimento de muitos casos de
resisténcia a tais compostos por diversas espécies
daninhas, além de aumentar a poluicio ambiental e
os riscos a saide (BARBOSA, 2004). Portanto,
torna-se necessdrio buscar novos compostos, com
diferentes mecanismos de acgdo, possuidores de
espectro mais amplo para controle de plantas
daninhas e que apresentem menor impacto
ambiental.

Neste contexto, a investigacdo de
propriedades alelopdticas em plantas representa uma
oportunidade para solucionar esses problemas.
Alelopatia é definida como sendo qualquer efeito
direto e/ou indireto, danoso ou benéfico, que uma
planta (incluindo microrganismos) exerce sobre a
outra pela producdo de compostos quimicos e sua
liberagdo no ambiente. A maioria desses compostos
provém do metabolismo secunddrio e estdo
simultaneamente relacionados a mecanismos de

defesa das plantas contra ataques de microrganismos
e insetos (SOUZA FILHO, 2006; FERREIRA et al.,
2007; SOUZA FILHO et al., 2009a).

Os Oleos essenciais tém sido reportados
como potentes inibidores da germinacdo de
sementes e do desenvolvimento de diferentes
espécies de plantas (SOUZA FILHO et al, 2009b;
Souza Filho, 2009c). Esses O6leos sdao misturas
naturais complexas, contendo uma variedade de
substancias em diferentes proporcdes. Seus
constituintes podem pertencer as mais diversas
classes de compostos, porém, os terpenos € oS
fenilpropenos sdo as classes de compostos mais
comumente encontradas (BARBOSA et al., 2004;
BAKKALI et al., 2008).

Entre as plantas que contém O6leos
essenciais, as espécies de Eucalyptus, pertencente a
familia  Mpyrtaceae, estdo entre as mais
comercializadas do mundo, sendo o O6leo de
Eucalyptus citriodora um dos mais importantes em
volume comercializado (LORENZI; SOUZA,
2008).

Andlises fitoquimicas de extratos e 6leos
essenciais de espécies do género Eucalyptus
indicam a presenca de glicosideos cianogénicos,
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triterpenos e monoterpenos, sendo os ultimos os
principais componentes dos dleos essenciais. O 6leo
essencial das espécies de Eucalyptus tem aplicagdo
terapéutica no tratamento de tuberculose e infec¢des
pulmonares (PEREIRA, 2010). Os monoterpenos
extraidos das folhas de E. citriodora, E. globulus e
E. teretcornis apresentam atividade antibacteriana
(RAMEZANI et. al., 2002). Adicionalmente, esses
6leos essenciais possuem efeitos analgésicos e anti-
inflamatérios (SILVA et al., 2003). Desse modo, as
folhas de virias espécies de eucalipto sdo uma rica
fonte de 6leos essenciais que possuem uma vasta
atividade bioldgica, incluindo fungicida, inseticida,
herbicida e acaricida (BATISH et al., 2008).

Tendo em vista que o 6leo essencial das
folhas de eucalipto tem sido responsdvel por efeitos
alelépaticos sobre algumas plantas, afetando a
germinacdo e o crescimento de espécies vegetais,
este estudo objetivou realizar a caracterizagdo
quimica do d6leo essencial de E. citriodora, bem
avaliar seu potencial alelopdtico sobre sementes de
plantas-teste: Sorghum bicolor (L.) e Cucumis
sativus L.

MATERIAL E METODOS

Folhas completamente desenvolvidas e
frescas de E. citriodora foram coletadas no periodo
matutino (entre 8 e 9 horas) do dia 02 e marco de
2012, na Fazenda Januaria de Pedra Menina
localizada em Dores do Rio Preto no Estado do
Espirito Santo, e encaminhadas ao laboratério.

O 6leo essencial foi obtido por
hidrodestilacdo no Laboratério de Quimica do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Espirito Santo. As folhas frescas (100 g)
foram transferidas para um baldo, que foi acoplado
ao aparelho Clevenger e este ao condensador. A
hidrodestilagdo foi mantida apds ebulicdo da dgua,
por trés horas. Apés obtencdo de aproximadamente
500 mL de hidrolato, foi realizada particdo,
utilizando o pentano como solvente. Foram
realizadas cinco extragdes com 40 mL de pentano,
recolhendo a fase orginica. Nesta, foi vertida uma
quantidade em excesso de sulfato de sédio anidro
para retirada de 4gua da amostra, procedendo a sua
filtracdo. O filtrado foi levado ao evaporador
rotativo para obtengdo do O6leo essencial por
remog¢ao do solvente. As amostras do 6leo obtidas
foram transferidas para frascos de vidro e
armazenadas sob atmosfera de nitrogénio, a
temperatura de -4 °C, até o momento das andlises
(CASTRO et al., 2004).

A identifica¢do dos compostos foi realizada
por cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro

476
TOMAZ, M. A. etal

de massas (CG-EM), em equipamento com detector
seletivo de massa, modelo QP-PLUS-2010
(SHIMADZU). A coluna cromatografica utilizada
foi do tipo capilar de silica fundida com fase
estaciondria Rtx-5MS, de 30 m de comprimento e
0,25 mm de didmetro interno, utilizando hélio como
gds de arraste. As temperaturas foram de 220 °C no
injetor e 300 °C no detector. A temperatura inicial
da coluna foi de 60 °C, sendo programada para ter
acréscimos de 3 °C a cada minuto, até atingir a
temperatura maxima de 240 °C. A identificacdo dos
compostos foi obtida por comparagdes dos espectros
de massas com os existentes na biblioteca NIST,
com a literatura e pelo indice de Kovat’s (ADAMS,
2007).

A quantificacdo dos constituintes quimicos
do ¢6leo essencial foi realizada por cromatografia em
fase gasosa em equipamento SHIMADZU GC-2010
Plus, equipado com detector de ionizagdo de chama
(CG-DIC). O gis de arraste utilizado foi o
nitrogénio e coluna capilar Rtx-5MS, 30 m de
comprimento e 0,25 mm de didmetro interno. As
temperaturas do injetor e do detector foram fixadas
em 240 e 250 °C, respectivamente. A programacgao
de temperatura no forno foi a mesma utilizada nas
andlises por CG-EM. Uma quantidade de 10 mg das
amostras foram diluidas em 1 mL de diclorometano,
sendo injetado 1 uL da mistura.

Na avaliacdo do efeito alelopdtico foram
utilizados  ensaios  bioldgicos, realizados no
Laboratério de Nutricdo Mineral de Plantas do
Centro de Ciéncias Agrdrias da Universidade
Federal do Espirito Santo, seguindo a metodologia
proposta por Einhellig et al. (1983), empregando as
espécies S. bicolor L. (monocotiledénea) e C.
sativus L. (dicotileddonea). O dleo essencial foi
diluido em diclorometano até as concentragdes de 0
(controle), 1000, 2000, 3000, 4000 e 5000 ppm para
composi¢do dos tratamentos. Sendo transferidos 2
mlL do O6leo para placas de Petri de 11 cm de
didmetro, contendo duas folhas de papel-filtro de
porosidade de 3 pm e peso especifico de 80 g m™.
As placas foram deixadas a temperatura ambiente
até a completa evaporacgdo do solvente. As sementes
de sorgo e pepino foram esterilizadas em solucdo de
hipoclorito de sédio a 20% e transferidas para as
placas de Petri. Cada placa foi umedecida com 2 mL
de dgua destilada e recebeu 20 sementes. As placas
foram transferidas para cdmara de germinacao (tipo
BOD) e incubadas a 25 °C por um periodo de trés
dias sob influéncia de ldmpadas fluorescentes de luz
branca e fria, com fotoperiodo de 24 horas (Brasil,
2009). Ap6s esse periodo foram realizadas andlises
de inibicdo da germinacdo e de crescimento
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radicular das plantulas em cada um dos ensaios
bioldgicos.

O delineamento experimental empregado foi
inteiramente casualizado, com cinco repeticdes. Os
dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia, através do teste F (p<0,05), e quando da
ocorréncia de significincia para a fonte de variacao,
as médias foram estudadas através de andlise de
regressdo. As andlises estatisticas foram realizadas
com o programa computacional Genes (CRUZ,
2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ¢leo apresentou rendimento médio de
2,1%, valor préximo aos apresentados por Vitti &
Brito (2003) para diversas espécies de eucalipto.

A andlise por CG-DIC e CG-EM
possibilitou a determinagdo da composi¢do quimica
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do ¢leo essencial obtido em percentual de 97,69%
para as folhas de Eucalyptus citriodora. Doze
componentes voldteis foram identificados com base
nos seus espectros de massas, comparados com o0s
da literatura e com espectroteca eletronica, e em
seus indices de retencdo, obtidos por comparacdo de
tempos de reten¢do com hidrocarbonetos lineares.

Os compostos identificados no 6leo
essencial do eucalipto podem ser divididos em:
hidrocarbonetos monoterpenos € monoterpenos
oxigenados, mostrados na Tabela 1. Os
hidrocarbonetos monoterpenos identificados foram
a-pineno, [-pineno, p-cimeno, Jterpineno. Os
monoterpenos oxigenados presentes no 6leo foram o
1,8-cineol, acetato de a-terpinila, acetato de
citronelila, iso-isopulegol, neo-isopulegol, linalol,
citronelal e citronelol.

Tabela 1. Composi¢do quimica do 6leo essencial (%) e indice de Kovats calculado para folhas de E. citriodora.

Componentes Porcentagem da area IK" calculado

a-pineno 0,80 945
B-pineno 0,18 986
p-cimeno 0,44 1033
1,8-cineol 1,75 1040
Y-terpineno 0,27 1067
Linalol 0,35 1098
iso-isopulegol 10,20 1153
citronelal 64,92 1162
neo-isopulegol 0,58 1164
B-citronelol 8,25 1235
Acetato de a-terpenila 6,74 1343
Acetato de citronelila 3,21 1354
Total 97,69 -

Dindice de Kovats

Em estudo realizado com 6leo essencial de
eucalipto, obtido de plantas cultivadas em regido
diferente da utilizada neste estudo, Ootani et al.,
(2011) descrevem p-pineno (2,83%), 1,8-cineol
(3,44%), isopulegol (15,54%), citronelal (61,78%),
B-citronelol (7,90%) e Z-cariofileno (2,13%) como
principais componentes. Brito (2007) relatou a
presenca dos compostos a-pineno  (0,51%),
isopulegol (1,87%), citronelal (91,26%), citronelol
(1,92%), P-cariofileno (1,55%) e iso-isopulegol
(2,24%). Estanislau et al. (2001), estudando cinco
espécies de eucalipto cultivadas em Goias,
identificaram os compostos 1,8-cineol (0,93%),
citronelal  (82,33%), 3-neotujamol  (6,78%),
isodiidrocarveol (0,43%), formato de citronelila
(7,80%) e 9-epicariofileno  (0,43%). Pela
comparacdo dos resultados obtidos neste trabalho
com os descritos na literatura, é possivel verificar

que existe diferenca em relacdo & composicao de
alguns constituintes e variacdo no teor de compostos
majoritarios.

Souza Filho et al. (2009a) relatam que existe
considerdvel  variagdo na  composicio  dos
constituintes do 6leo essencial de certas espécies de
plantas e que esta variacdo pode ser funcdo da
sazonalidade, das condicdes edafoclimdticas, da
diferenca entre individuos de diferentes populagdes
ou mesmo de uma mesma populagdo. Sendo assim,
estas variagdes na composicao quimica e no teor dos
constituintes presentes no Odleo essencial podem
estar relacionadas aos quimiétipos em questdo,
enfatizando a importincia do estudo desta espécie
de eucalipto em regides com diferentes tipos de
clima e solo.

Em avaliagbes da atividade fitotoxica de
Oleos essenciais, deve-se ter especial atencdo com o
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potencial osmético ao qual as sementes sdo
expostas, tendo em vista que a alelopatia e o
potencial osmdético apresentam efeitos aditivos, que
pode causar a superestimagdo do efeito fitotdxico
dos O6leos essenciais (Souza Filho, 2006). Neste
trabalho, para todas as concentracdes testadas,
inclusive a maxima de 5.000 ppm, os efeitos
osmoticos foram desprezados, baseado nas
informacdes de Souza Filho & Alves (2000), que
indicam uma auséncia de variacdo da germinacdo
em funcdo do potencial osmético até 0,2 MPa.
Assim, os efeitos verificados nos tratamentos podem
ser atribuidos, exclusivamente, a atividade dos
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constituintes quimicos presentes no 6leo essencial
das folhas de E. citriodora.

Os resultados obtidos nos ensaios biolégicos
sdo apresentados na Tabela 2. As plantas utilizadas
sao consideradas plantas-teste, apresentando
germinacdo ripida, uniforme e sensibilidade, o que
permite identificar respostas mesmo sob baixas
concentracdes das  substincias  alelopaticas
(FERREIRA; AQUILA, 2000). Observa-se a
ocorréncia de um efeito significativo do tratamento
com o Oleo essencial na germinacdo € no
comprimento da radicula para ambas as espécies
vegetais estudadas.

Tabela 2. Quadrados médios (QM), médias e coeficientes de variagdo (CV) obtidos nos ensaios bioldgicos com
duas espécies vegetais submetidas a diferentes concentracdes de 6leo essencial de E. citriodora.

Espécie Parametro Germinacao Comprimento da radicula
(%) (mm)

Sorgo )| 3297,33* 383,50%*
Média 45,66 16,57
CV (%) 20,97 15,61

Pepino QM 117,50* 1001,15*
Média 93,50 46,30
CV (%) 5,65 10,09

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

A influéncia causada pela aplicacdo de uma
determinada substincia sobre as sementes de uma
espécie vegetal pode ser estudada através do
porcentual final de sementes germinadas apds o
tratamento com a citada. A reacdo das sementes é
varidvel de acordo com as suas caracteristicas,
podendo ocorrer alteracdes na permeabilidade das
membranas, na utilizacdo do oxigénio e mesmo na
conformacdo de enzimas e de receptores
(FERREIRA; AQUILA, 2000).

A atividade bioldgica de um determinado
agente aleloquimico depende tanto da concentragdo
do mesmo quanto do limite de resposta da espécie
tratada. Esse limite ndo € constante e estd
intimamente relacionado a sensibilidade da espécie
receptora, aos processos da planta e as condigdes
ambientais (SOUZA FILHO et al., 2009a).

No presente trabalho, os efeitos inibitdrios
estiveram positivamente associados a concentragdo
do dleo e as espécies receptoras, tanto quando se
analisaram os efeitos sobre a germinagdo das
sementes (Figura 1A e 1B), quanto o
desenvolvimento da radicula (Figura 1C e 1D) das
duas espécies de plantas receptoras.

Inibicdes crescentes foram sempre obtidas
com o aumento da concentracdo. Invariavelmente,
as inibicdes maximas foram sempre observadas na

concentracdo mais elevada (5.000 ppm). No mesmo
sentido, o sorgo apresentou maior sensibilidade aos
efeitos potencialmente alelopéticos do que o pepino,
sendo essa observacdo mais marcante quando se
analisaram os efeitos sobre a germinagdo das
sementes € menos marcante para os efeitos sobre o
desenvolvimento da radicula.

A partir da probabilidade observada nos
modelos de regressdo, da significincia dos
coeficientes das regressdoes e dos coeficientes de
determinac¢do, notou-se que o modelo de regressao
que melhor se ajustou para explicar, tanto o
comportamento da germinacdo das sementes quanto
do crescimento radicular em funcido do aumento da
concentracdo do 6leo essencial foi o modelo linear
decrescente. Logo, uma reducdo linear na
capacidade de germinacdo e no desenvolvimento
radicular ocorreu quando as sementes foram
expostas ao 6leo, indicando que o mesmo apresenta
atividade alelopdtica.

Estudando a aplicacdo de dleos essenciais
de eucalipto em diferentes concentracdes, Steffen et
al. (2010) também observaram que o aumento na
concentracdo do 6leo essencial causou um efeito
inibitério no crescimento de mudas da prépria
cultura.
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Figura 1. Germinagdo de sorgo (A) e pepino (B), e comprimento da radicula de sorgo (C) e pepino (D), em
fun¢ao do aumento da concentrag@o do 6leo essencial de E. citriodora.

Os efeitos do O6leo essencial sobre a
germinacdo de sementes e o desenvolvimento de
plantas sdo frequentemente explicados em termos
individuais de alguns dos seus principais
constituintes. Entretanto, € vdlido ressaltar que o
6leo essencial € uma mistura complexa de diferentes
componentes em  propor¢des  variadas e,
normalmente, € desconhecido como esses
constituintes interagem entre si € promovem Seus
efeitos sobre outros organismos (SOUZA FILHO et
al., 2009a).

O efeito inibitério causado pela aplicagdo de
6leos essenciais de Eucalyptus spp. pode ocorrer
devido a presenca de terpenos e monoterpenos no
6leo essencial extraido das folhas de eucalipto.
Esses compostos, quando depositados no solo,
causam a decomposi¢do, volatilizacdo, lixiviagdo e
exudacdo de compostos presentes nos tecidos
vegetais, inibindo o desenvolvimento de outras
plantas (HARBONE, 1991).

As diferencas na intensidade do efeito
alelopdtico de Oleos essenciais também estdo

relacionadas as variacdes na composicdo quimica.
Komai et al. (1991) observaram que os dleos
essenciais  constituidos  principalmente  por
sesquiterpenos, que continham o grupo cetona ou
hidroxila, apresentavam maiores indices de inibi¢dao
alelopdtica que os Oleos que continham
hidrocarbonetos. Dados da literatura revelam que os
monoterpenos inibem a germinacao € o crescimento
radicular de diversas espécies de vegetais
(MULLER, 1965; FISCHER, 1986, 1994). Estes
compostos, por causarem a reducdo da atividade
mitética e a formagdo de glébulos lipidicos nas
plantas, apresentam atividades fitotéxicas em
diversas espécies, ao exemplo do milho, trigo, soja,
alfava e pepino (VAUGHN; SPENCER, 1993).
Einhellig (1983) afirma que terpenos
oxigenados sdo agentes inibidores mais potentes que
terpenos ndo oxigenados, podendo esse fato estar
relacionado a maior solubilidade dos primeiros em
dgua. Esse fato se torna importante neste trabalho,
visto que 95,62% dos compostos identificados no
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6leo pertencem a classe dos terpenos oxigenados,
destacando-se o citronelal (64,72%).

Kohli et al. (1998) também relataram
diminui¢do da germinacdo de sementes quando os
6leos essenciais de E. tereticornis e E. citriodora
foram aplicados, na forma de vapor, sobre a planta
daninha Parthenium hysterophorus. Os mesmos
autores afirmam que o dleo de E. citriodora causou
mais fitotoxidez do que o 6leo de E. tereticornis,
sendo esse fato atribuido as diferencas na
constituicdo quimica desses 6leos. Além disso, a
aplicagdo do 6leo de eucalipto provocou reducio no
crescimento, no teor de clorofila e no teor de dgua,
com consequente diminui¢do da respiragdo celular
das plantas.

Batish et al. (2004), estudando a influéncia
do d6leo essencial de E. citriodora sobre o
desenvolvimento inicial de Triticum aestivum, Zea
mays, Raphanus sativus, Cassia occidentalis,
Amaranthus viridis e Echinochloa crus-galli,
identificaram um efeito herbicida,
independentemente da concentracdo utilizada. No
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entanto, resultados divergentes sdo encontrados na
literatura sobre o emprego de Oleos essenciais
extraidos de diferentes espécies do mesmo género, o
que pode estar associado a diferencas na
composi¢do dos dleos essenciais (ESTANISLAU et
al., 2001).

Alguns metabdlicos secunddrios nas plantas
podem regular o desenvolvimento de outros
vegetais, da mesma ou de outras espécies. Logo, a
aplicacdo de dleos contendo esses metabdlicos pode
ter o mesmo efeito regulatério, que pode ser de
promocdao ou inibicio do crescimento (TAIZ;
ZEIGER, 2006).

CONCLUSOES

O 6leo essencial de E. citriodora apresenta
efeito alelopatico.

O aumento da concentragdao do 6leo leva a
uma reducdo linear na capacidade germinativa € no
desenvolvimento da radicula.

ABSTRACT: Essential oils consist of a type of secondary metabolite that holds great economic importance,

they have been increasingly studied and used as potent inhibitors of seeds and growth of various plants. The present work
aimed at the qualitative and quantitative chemical analysis and evaluation of the allelopathic activity of the essential oil
extracted from fresh leaves of eucalyptus (Eucalyptus citriodora) over the germination and root development of seeds of
sorghum (Sorghum bicolor L.) and cucumber (Cucumis sativus L.), grown in a Petri dish. The essential oil was obtained
by steam distillation, using a Clevenger apparatus, and analyzed by chromatography in gas phase with flame ionization
detector and mass spectrometry. It was possible to identify twelve chemical constituents corresponding to 97.69%, with
predominance of oxygenated monoterpenes citronellal (64.92%) and iso-isopulegol (10.20%) and citronellol (8.25%). The
biological essays using the essential oil showed the presence of an allelopathic effect, affecting the germination and
radicule length of sorghum and cucumber seeds, the germination reduction being more pronounced in sorghum, also the
increase of the oil concentration leads to a linear decrease in the germination and in the radicule length.

KEYWORDS: Eucalyptus citriodora. Allelopathy. Volatile Oil. Sorghum. Cucumber.
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Apéndice 1. Cromatograma do 6leo essencial de folhas de E. citriodora.
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