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CHEMICAL CONSTITUENTS AND ECOTOXICOLOGICAL EFFECT OF THE VOLATILE OIL FROM LEAVES OF Eucalyptus
urograndis (MIRTACEAE). The volatile oil from the leaves of E. urograndis was analyzed by GC and GC-MS. It was identified 10
compounds in which, orfo-cimene (41.4%) and 1,8-cineol (25.8%) were the main constituents. The induction of deleterious effect to

aquatic organisms due to the presence of volatile oil lixiviated from E. urograndis leaves was studied using Daphnia laevis and D.
similis as bioindicators. Through the results of toxicological tests it was possible to show that the litterbag of E. urograndis represents
arisk factor for the aquatic ecosystem of lakes and rivers that are in the surrounding area of large scale Eucalyptus plantations. The
method can be used for monitor the quality of these types of aquatic environments.

Keywords: Eucalyptus urograndis; aquatic ecotoxicological effect; Daphnia sp.

INTRODUCAO

A familia Mirtaceae compreende cerca de 140 géneros, com apro-
ximadamente 3.000 espécies, divididas em 2 subfamilias Myrtorideae
e Leptospermoideae, e tem distribuicdo geografica predominante
na América tropical e Austrdlia. Além da sua grande importancia
nos ecossistemas brasileiros, membros dessa familia apresentam
propriedades farmacoldgicas.!

Existem centenas de espécies do género Eucalyptus, no entanto,
poucas sdo destinadas ao plantio em grande escala, por ndo apre-
sentarem caracteristicas comerciais desejaveis. Segundo a Food and
Agriculture Organization (2005), Eucalyptus grandis e E. urophylla
representam as espécies mais utilizadas no plantio extensivo. A
espécie Eucalyptus urophylla € nativa de algumas ilhas orientais
do arquipélago de Sonda, situadas ao norte da Austrédlia.? Existem
cultivos florestais que utilizam espécies geneticamente modificadas,
como, por exemplo, E. urograndis, que é um hibrido de E. urophylla
e E. grandis, amplamente utilizado em plantios florestais em Minas
Gerais.? Algumas espécies atingem alturas superiores a 70 m sendo
que E. grandis pode atingir, excepcionalmente, 100 m de altura e €
considerada a espécie florestal latifoliada mais alta do mundo.* Os
6leos essenciais isolados de Eucalyptus ocorrem principalmente nas
folhas onde sdo produzidos e armazenados em células secretoras.’
Bruneton® e Guenter® relatam que o 6leo essencial das folhas de
plantas deste género € um liquido incolor ou amarelado, por vezes
acastanhado ou esverdeado, fluido, com cheiro forte, aromético e de
sabor picante, apresentando como principais compostos isolados, o
1,8-cineol (eucaliptol), piperitona, felandreno e aldeidos volateis.
Virios constituintes do 6leo essencial de folhas de Eucalyptus
apresentam efeitos toxicos.® Durante o periodo de chuvas, folhas
de eucaliptos sdo lixiviadas para rios e lagoas, levando para dentro
do leito destes os seus constituintes quimicos, incluindo os 6leos
essenciais. A presenca desses 6leos no meio aquoso representa um

*e-mail: lucienir@ufmg.br

risco potencial de efeitos prejudiciais aos organismos aquaticos.’

Como parte de um programa de pesquisa que tem como objetivo
identificar impactos ambientais causados pela serapilheira de uma das
espécies de Eucalyptus mais utilizadas em Minas Gerais e possiveis
solucdes, investigou-se o rendimento e a composi¢do quimica do
dleo volatil de E. urograndis, obtido de folhas senescentes secas ou
ap0s exposicdo em ambiente aqudtico natural. Para verificar o efeito
sazonal sobre o rendimento, a varia¢do e composi¢do do dleo volatil
da serapilheira de E. urograndis, determinou-se o teor deste na massa
de folhas senescentes secas, obtida em periodos de inverno e de verao.
Estes mesmos parametros também foram estudados nos 6leos obtidos
de folhas submetidas a diferentes periodos de incubac@o por imersao,
em diferentes periodos de tempo, na Lagoa Palmeirinha, situada na
regido do médio Rio Doce, Municipio de Dionisio, préximo ao Parque
Estadual do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil.

O objetivo foi verificar, através de experimentos em laboratério,
se a liberag@o desse 6leo voldtil na d4gua causa algum efeito deletério
a biota aquadtica, utilizando-se dafnideos como bioindicadores.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos de campo

Folhas de E. urograndis foram coletadas da serapilheira obtida do
viveiro de mudas provenientes da Celulose Nipo-Brasileira (Cenibra).
A monocultura dessa espécie encontrava-se no talhdo 170 (CAF0011,
2004) na propriedade da Companhia Agro Florestal, situada no Mu-
nicipio de Dionisio, regido do médio Rio Doce, proximo ao Parque
Estadual do Rio Doce, em Minas Gerais.

As coletas das amostras de folhas senescentes foram realizadas
nos meses de junho de 2006 e janeiro de 2007, correspondentes
aos periodos de inverno e verdo, na regido de Minas Gerais. Foram
coletadas folhas verdes, apenas em junho (FVi) e folhas da sera-
pilheira, tanto no periodo de inverno (junho/06) quanto de verdo
(janeiro/07) (FSi e FSv). Uma parte das folhas secas foi armazenada
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em litterbags de 20 x 15 cm e malha de 1 x 1 cm, amarrados line-
armente em uma corda e deixados imersos na lagoa Palmeirinha,
a aproximadamente 1,0 m de profundidade e 10 m de distancia
da margem. Apés 40 dias de incubacdo, metade dos litterbags foi
retirada, nos momentos correspondentes aos periodos de primeira
decomposi¢ao de inverno e de verdo (1DECi e 1DECv). Apés 76
dias de incubacio, foram retirados os litterbags restantes, corres-
pondentes aos periodos de segunda decomposi¢do de inverno e
verdo (2DECi e 2DECvV).

Procedimentos de laboratoério

Extragdo do dleo

Folhas verdes e folhas senescentes secas de E. urograndis foram,
separadamente, fragmentadas e depois submetidas a extracdo dos
dleos volateis, em aparelho Cleavenger modificado. Apds incuba-
¢30 na lagoa por periodos determinados, as folhas foram lavadas
com 4gua destilada e secadas ao ar livre e a sombra, fragmentadas e
depois submetidas a extracio dos 6leos voldteis. A porcentagem do
peso seco das amostras e o rendimento do 6leo voldtil encontram-se
listados na Tabela 1.

Tabela 1. Rendimento do 6leo volatil obtido de folhas de E. urograndis
coletadas, apds incubacdo na Lagoa Palmeirinha, em Minas Gerais, nos
periodos de inverno e verao

Peso seco Rendimento do dleo

Folhas senescentes
(g) (mg) (%)

Coleta / Inverno
Folhas secas (FSi) 116,3 855.,8 0,74
40 dias de incubacao (1DECi) 34,0 236,6 0,69
76 dias de incubacao (2DECi) 23,4 70,3 0,30
Coleta / Verao
Folhas secas (FSv) 116,2 869,7 0,75
40 dias de incubacdo (1DECv) 30,0 111,8 0,37
76 dias de incubagdo (2DECv) 30,1 59,6 0,20

As amostras recém-cortadas foram submetidas a hidrodestilacio
por um periodo de 4 h. Os 6leos essenciais extraidos foram sepa-
rados da dgua utilizando-se éter etilico; a fase organica foi tratada
com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente foi removido em
evaporador rotativo. O dleo residual foi acondicionado em frasco
eppendorf branco e mantido sob refrigeracdo a 0 °C para poste-
riormente ser analisado por CGAR e CG/EM ou utilizado em testes
ecotoxicoldgicos.

Andlise quimica do oleo

O ¢leo de folhas de E. urograndis foi analisado por cromato-
grafia gasosa, realizada em cromatégrafo GC HP5890, com injetor
automatico HP5989A, do Departamento de Quimica, UFMG, equi-
pado com detector FID e coluna HP-5, utilizando H, como gds de
arraste. Condicdes de andlise: 50 °C 5 °C/min 290 °C; detector 290
°C; injetor 280 °C. E, também por cromatografia gasosa acoplada
a espectrdmetro de massas Varian Modelo 4000, do CETEC-MG;
coluna: HP-1; gds de arraste hélio; mesmas condi¢des de andlise;
impacto eletronico (EI) a 70 eV.

Identificagdo dos constituintes do oleo

A identifica¢@o dos componentes do 6leo de folhas de E. uro-
grandis (Tabela 2) foi baseada no indice de retengdo de Kovats (IK),
calculado em relag@o aos tempos de reteng@o de uma série homologa
de n-alcanos, no padrio de fragmentag@o observado nos espectros de
massas e por comparagio destes com dados da literatura.®
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Ensaios ecotoxicoldgicos

O 6leo das amostras foliares de E. urograndis foi diluido em dgua
de cultivo em concentragdes crescentes (uL 100 mL') e, em seguida,
submetido a ensaios ecotoxicoldgicos pelo método de toxicidade
aguda, utilizando-se Daphnia similis e D. laevis como organismos
teste. Os experimentos foram realizados de acordo com as regras
estabelecidas pela Associagio Brasileira de Normas Técnicas.’

Para os testes, foram selecionados individuos neonatos obtidos
de culturas desses cladéceros existentes no Laboratério de Ecotoxi-
cologia do ICB/UFMG. Todos os ensaios foram realizados em dupli-
cata. Os resultados dos ensaios ecotoxicoldgicos foram processados
pelo programa GW Basic utilizando o método estatistico Trimmed
Spearman-Karber, determinando a CES0 de cada amostra. As dife-
rengas significativas entre os valores de CES0 foram determinadas
utilizando férmula sugerida por Zagatto e Bertoletti.’

RESULTADOS E DISCUSSAO

Vitti e Brito® relataram que dentre aproximadamente 600 espécies
de Eucalyptus, pouco mais de 200 ja foram estudadas em relacio
a produgdo e ao rendimento do dleo voldtil. De acordo com esses
autores, as principais espécies produtoras de dleo essencial no Bra-
sil, considerando o rendimento foliar a partir de folhas secas, s@o E.
citriodora (1,0 a 1,6%), E. globulus (1,7 a 5%) e o E. staigeriana
(1,2a 1,5%).

No presente estudo, o rendimento dos 6leos essenciais de E. uro-
grandis em relac@o a massa de folhas senescentes secas foi de 0,74%
para o periodo de inverno e de 0,75% para o perfodo de verdo, indicando
que ndo houve diferenca significativa associada a estagdo do ano. Este
fato pode ser justificado pela observagdo de que folhas na serapilheira
recebem pouca incidéncia de luz solar, independentemente da época
do ano, devido a sombra existente na parte inferior da monocultura
de eucaliptos. Verificou-se, no entanto, que o rendimento foi bastante
significativo em se tratando de folhas secas jd que de acordo com Vitti e
Brito,’ dependendo da espécie de Eucalyptus analisada, o teor de leo em
folhas verdes frescas varia entre 1 a 5%. Apds o primeiro intervalo de 40
dias de incubac@o na lagoa Palmeirinha, verificou-se um teor de 0,69%
de 6leos essenciais nas folhas coletadas no inverno e 0,37% naquelas
colhidas no verdo. Neste caso, observou-se que no periodo de verdo
hd uma maior perda de 6leo, uma vez que a incidéncia de luz solar e a
temperatura sdo maiores nesta época e podem provocar a volatilizacio
dos constituintes mais voldteis do 6leo. Depois de 76 dias de incubacéo
na lagoa, encontrou-se 0,30% de 6leo volatil nas folhas coletadas no
inverno e 0,20% nas obtidas no verdo (Tabela 1). Pode-se verificar que
mesmo ap6s 76 dias em contato com a dgua, as folhas ainda apresenta-
ram um contetido significativo de éleo voldtil em sua composicao. Os
resultados demonstraram, ainda, que um maior tempo de incubacao de
folhas na lagoa provocou maior liberaco de constituintes do leo volatil.
Esse processo pode acarretar danos ao sistema aqudtico, mas mesmo
apos este periodo ainda hd dleo voldtil nas folhas, implicando em um
potencial efeito danoso para os animais que se alimentam deste material
em decomposicao, que € carreado para o recurso hidrico.

Todas as amostras de 6leo voldtil obtidas de folhas, incluindo
folhas verdes, foram analisadas por CGAR para determinagdo da
sua constituicdo quimica.

A andlise do 6leo voldtil das folhas de E. urograndis mostrou
uma predominancia de mono e sesquiterpenos e demonstrou que a
constitui¢do quimica de todas as amostras foi bastante similar mesmo
naquelas mantidas incubadas na lagoa por 76 dias (Tabela 2).

Esse resultado indicou que o potencial toxicoldgico dos dleos
essenciais foliares de E. urograndis mantém-se estavel, mesmo du-
rante o processo de decomposic¢ao ocorrido nos 76 dias de imersao,
0 que representa um risco ao ecossistema aqudtico.
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Tabela 2. Porcentagem de constituintes do d6leo volatil em folhas senescentes de E. urograndis, detectados por CGAR

Constituinte TR Indice de Kovats Porcentagem (%) de 6leos essenciais em folhas de E. urograndis
(min) Calc Literatura’® FVi FSi 1DECi 2DECi

Orto-cimeno 8,16 1024 1022 41,4 253 31,4 25,1
1,8-Cineol 8,28 1035 1033 25,8 9,3 17,9 15,8
NI 9,13 1046 - 7.5 2,4 6,3 4,6
NI 12.65 1173 - 34 4,0 2,0 1,6
a-Terpineol 13,04 1188 1189 1.4 2,5 1,1 1.3
p-Cimen-7-ol 15,77 1287 1287 1.3 3,7 1,1 1,0
Timol 16,06 1296 1290 0,8 2,5 0,7 0,6
3-Metoxi-acetofenona 16,23 1302 1297 1,2 3.4 1,0 0,8
Acetato de o-terpinila 17,59 1353 1350 1,4 2,0 1,6 2,5
NI 19,58 1424 - 1,0 1,7 3.1 3.1
NI 20,62 1462 - 1,8 2,4 1.4 1.5
NI 21,96 1510 - nd 1,0 1,2 2,7
NI 22,27 1521 - 1,0 1,5 L5 1.6
Germacreno-y-4-ol 23,70 1573 1574 1,2 4,6 2,0 2.8
NI 23,87 1579 - 2,9 6,7 2,8 4,0
Davanona 24,07 1587 1586 1,2 3,5 3,1 4,2
NI 24,30 1595 - nd 0,7 0,9 1.4
1,10-Di-epi-cubenol 24,65 1611 1614 1,8 3,1 23 33
NI 24,85 1615 - 2,2 4,2 3,0 4,1
NI 24,92 1618 - 1,1 2,2 1.8 2,7
NI 25,25 1630 - nd 1,3 1,0 1.4
Total - 98,4 84,6 87,2 86,1

Folhas verdes (FVi), senescentes secas (FSi) e apos 40 (LDECi) e 76 (2DECi) dias de incubagdo na Lagoa Palmeirinha; NI = ndo identificado; nd = ndo de-

tectado.

Foram identificados 10 constituintes nos 6leos essenciais analisa-
dos. A soma do teor desses 6leos correspondeu a aproximadamente
50% do total encontrado nas amostras FSi, IDECi e 2DECi. Dos 10
constituintes identificados no 6leo volétil de E. urograndis, 6 deles,
o0 orto-cimeno, 1,8-cineol, o-terpineol, timol, germacreno-y-4-ol e
0 1,10-di-epi-cubenol, sdo importantes compostos utilizados como
fragrancias e aromas. A propriedade inseticida dos monoterpenos
1,8-cineol e o-terpineol e dos sesquiterpenos germacreno-y-4-ol e
1,10-di-epi-cubenol € relatada na literatura.® Além disso, de acordo
com estudos realizados por Franco e colaboradores,'? o 6leo essencial
de Eucalyptus apresenta potencial antimicrobiano frente as leveduras
e bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Segundo Ogunwande e colaboradores,'” a auséncia de 1,8-cineol
representa uma peculiaridade em E. grandis. Por outro lado, Estanis-
lau e colaboradores'” relataram a presenca deste monoterpeno no 6leo
de E. grandis, na concentracao de 7,74%. Nesse trabalho verificou-se
a presenca de uma maior porcentagem (25,3%) desse constituinte
no dleo volatil de folhas secas de E. urograndis. Por outro lado, o
6leo essencial de E. grandis apresenta elevados teores de o-pineno
(44,7%) e de B-pineno (30,5%)."° Esses dois constituintes ndo foram
detectados no 6leo obtido de folhas de E. urograndis.

O 1,8-cineol, encontrado no dleo voldtil das folhas de E. uro-
grandis, apresenta propriedades farmacoldgicas, tais como agdo
anestésica, antibronquitica, antisséptica, bactericida, expectorante e,
também, atividades herbicida e insetifuga,'' sendo, em fung¢@o disso,
muito utilizado na industria farmacéutica. Até o momento, a principal
espécie utilizada para a obten¢a@o de cineol no Brasil € o E. globulus.
Algumas referéncias citam a extragdo de cineol a partir de E. smithii.’

No 6leo volatil de folhas de E. urograndis também foi identi-
ficado o timol (5), um terpeno aromadtico que possui propriedades
anti-helmintica, anti-inflamatdria, antisséptica, bactericida, fungicida,
larvicida e vermicida."

O potencial ecotoxicoldgico dos dleos essenciais foi avaliado de
acordo com as normas da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT).? Os testes de toxicidade foram realizados em laboratério,
utilizando Daphnia laevis e Daphnia similis como bioindicadores.
De acordo com a literatura, cladéceros do género Daphnia sdo
espécies sensiveis na detecg@o de efeitos deletérios de substancias
quimicas a organismos aqudticos. Um importante argumento para o
uso de Daphnia spp, em estudos ecotoxicoldgicos reside no fato de
ser representativa em muitos corpos d’dgua.'”> Neste contexto, foi
importante a utilizacdo de Daphnia laevis, nativa do Brasil, e sua
comparagdo com D. similis, espécie padronizada exdtica.

Em todos os testes realizados, foram observados efeitos de to-
xicidade, sendo que o de maior intensidade foi provocado pelo dleo
obtido das folhas que foram mantidas por maior tempo em incubacio
na lagoa (2DECi, Tabela 3). Constatou-se também que a toxicidade
do 6leo obtido de folhas aumentou em func¢io do aumento do periodo
de exposicéo (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de CE-50" encontrados para o 6leo (uL 100 mL™") de di-
ferentes amostras foliares de E. urograndis utilizando D. laevis e D. similis
como bioindicadores

CE-50 para D. laevis ~ CE-50 para D. similis

Origem do 6leo volatil

Inverno Verao Inverno Verdo
Folhas senescentes (FS) 10,47 8,77 8,71 7,21
Folhas apés incubacio
40 dias (1DEC) 6,82 8,40 7,16 9,13
76 dias (2DEC) 4,89 4,56 4,78 5,38

*Via GW Basic com método estatistico Trimmed Spearman-Karber

O periodo de imersdo das folhas na lagoa Palmeirinha e fatores
fisicos, como temperatura e luminosidade, e quimicos, como alteragdo
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do pH, juntamente com a a¢do de micro-organismos decompositores
provocaram variagdes quantitativas na constitui¢ao inicial do dleo da
serapilheira de E. urograndis (Tabela 2).

Entre os constituintes identificados, verificou-se que o acetato de
o-terpinila, devanona e o 1,10-di-epi-cubenol tiveram suas concentra-
¢des aumentadas na amostra 2DECIH, indicando que estes constituintes
podem estar relacionados com a maior toxidez apresentada por esta
amostra, ou que esse efeito ocorreu devido a formagao de compostos
téxicos presentes no 6leo voldtil e que nao foram identificados por
CG/EM, neste trabalho.

Observou-se que os valores de CE50 foram numericamente
distintos entre as espécies de claddceros utilizadas e, também, entre
os periodos de amostragem (inverno e verdo). No entanto, os dados
ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas (Tabela
3). Esse fato demonstrou que tanto D. laevis como D. similis sdo
sensiveis ao 6leo da serapilheira de E. urograndis e que podem ser
utilizadas como bioindicadores no monitoramento de recursos hidri-
cos existentes no entorno das plantagdes dessa espécie.

Os dados encontrados indicaram o potencial ecotoxicolégico
do dleo voldtil da serapilheira de E. urograndis e sua persisténcia
no processo de decomposi¢do em meio aqudtico. Por outro lado, os
resultados encontrados para as folhas verdes tornam essa espécie
uma planta promissora para a produg¢do de 6leo volatil e isolamento
de constituintes, tais como orfo-cimeno (41,4%), 1,8-cineol (25,8%),
destinados as industrias farmacéutica e de alimentos. Isso, associado
a producdo de madeira e celulose jd existentes em Minas Gerais,
propicia um aproveitamento adequado das folhas, com diminuicio
de possiveis impactos prejudiciais a ecossistemas aqudticos existentes
no entorno da drea de cultivo em larga escala.

CONCLUSOES

Os resultados de testes ecotoxicoldgicos realizados in vitro
demonstraram que a grande quantidade de serapilheira produzida
por Eucalyptus urograndis representa um potencial impacto para
ambientes aqudticos naturais. Tendo em vista que, nos tltimos anos,
a utilizacdo dessa espécie em plantio florestal extensivo em Minas
Gerais para produgio de madeira e celulose vem aumentando, amplia-
se o risco ecotoxicoldgico. Através desse trabalho comprovou-se que
tanto Daphnia laevis como D. similis podem ser utilizadas como
bioindicadores no monitoramento de recursos hidricos existentes no
entorno das plantacdes de E. urograndis.

A andlise quimica do 6leo de folhas senescentes de E. urograndis
demonstrou que a presenga de constituintes, tais como orfo-cimeno,
1,8-cineol, a-terpineol, timol, germacreno-y-4-ol e 1,10-di-epi-
cubenol abre perspectivas para a exploragdo deste material foliar
como fonte desses 6leos essenciais. Tal fato, além de contribuir para
um melhor aproveitamento do insumo florestal, através da associacio
da producdo de madeira com o isolamento de Sleos essenciais, ird
minimizar possiveis impactos da serapilheira sobre ecossistemas
aqudticos.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Esta disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de
arquivo .PDF com acesso livre.
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Figura 1S. Cromatograma do dleo voldtil das folhas verdes de Eucalyptus urograndis (CGAR)
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Figura 2S. Cromatograma do dleo voldtil das folhas secas de E. urograndis (CGAR)
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Figura 3S. Cromatograma do dleo voldtil das folhas secas 1DEC de E. urograndis (CGAR)
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Figura 4S. Cromatograma do dleo voldtil das folhas secas 2DEC de E. urograndis (CGAR)
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Figura 5S. Espectro de massas do composto com TR 18,48 min (TR 8,16 min no CGAR) (orto-cimeno)
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Figura 6S. Espectro de massas do composto com TR 19,84 (TR 9,13 min no CGAR) (NI)
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Figura 7S. Espectro de massas do composto com TR 23,70 min (TR 12,65 min no CGAR) (NI)

T
120

T
130

140



S4

Abundance

20000 1

18000 b

16000 b

14000 71

12000 B

10000 b

8000 7

6000 B

4000 b

2000 7

43

de Aratjo et al.

Scan 2024 (29.091 min): UGFV06.D

55|
T

121

93

136,

91

107

miz--> 20

30

40

50

60 70 80

T T
90 100 110 120 130 140

Figura 8S. Espectro de massas do composto com 29,09 min (TR 17,59 min no CGAR) (Acetato de o.-terpinila)
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Figura 9S. Espectro de massas do composto com TR 31,74 min (19,58 min no CGAR) (NI)
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Figura 10S. Espectro de massas do composto com TR 36,90 min (TR 25,25 min) no CGAR (NI)
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