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Efeito alelopatico do extrato alcodlico do cravo-da-india e eugenol
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ABSTRACT - (Allellopathic effects of the alcoholic extract of clove and eugenol). Eugenol is a volatile phenolic compound,
being the major constituent of clove oil. In this study it was observed that clove ethanolic extract and pure eugenol had an
allelopathic effect on the germination of several seeds, as well as that some of these seedlings sprayed with the clove extract
showed a lower dry mass accumulation. It was not observed long distance inhibition of seed germination due to volatilization
of eugenol.
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RESUMO - (Efeito alelopatico do extrato alcodlico do cravo-da-india e eugenol). Eugenol é um composto fendlico volatil e
¢ o principal consituinte do 6leo extraido do cravo-da-india. Neste estudo verificou-se que extrato etanolico do cravo-da-india
e eugenol puro possuem efeito alelopatico, inibindo a germinagdo de sementes de varias plantas, assim como diminuindo o
crescimento de algumas delas quando aspergidas com o extrato. Ndo se verificou efeito alelopatico de eugenol a longa

distancia, em fungdo de sua caracteristica volatil.

Palavras-chave - Alelopatia, eugenol, fenol, Syzygium aromaticum

Introducio

A arvore produtora do cravo-da-india (Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & Perry) ¢ endémica nas
Molucas do Norte (Arquipélago de Molucas -
Indonésia), tendo sido disseminada pelos alemaes
durante a colonizacao pelas outras ilhas do arquipélago,
assim como para outros paises. Atualmente Zanzibar e
Madagascar sdo os principais produres de cravo-da-
india, seguidos pela Indonésia.

O cravo-da-india ¢ a gema floral seca sendo usado
principalmente como condimento na culinaria, devido
ao seu marcante aroma e sabor, conferido por um
composto fenolico volatil, o eugenol. Nas folhas ele
chega a representar aproximadamente 95% do 6leo
extraido (Raina et al. 2001) e no cravo também ¢ o
principal componente do 6leo, variando de 70 a 85%
(Brown & Morra 1995, Brown et al. 1991, Ortiz 1992).
Outros componentes dessa fragdo sao acetato de
eugenol (15%) e B-cariofileno (5 a 12%), que juntos
com eugenol somam 99% do 6leo. Uma vez que 6leo
no cravo pode exceder 15%, conclui-se que a
quantidade de eugenol no cravo pode chegar proxima
a esse valor.

Sua obtencdo comercial ¢ feita principalmente a
partir do cravo. O eugenol é muito usado na
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odontologia como componente de seladores e outros
produtos antissépticos de higiene bucal, tendo
comprovado efeito bactericida (Cai & Wu 1996,
Chong et al. 1997, Kaplan et al. 1999, Shapiro et al.
1994). Essa aplicagdo comercial direta tem como
conseqiiéncia varios estudos sobre a obtencao do 6leo
essencial do cravo-da-india (Clifford et al. 1999, Rovio
et al. 1999). Além disso, o eugenol tem sido
empregado para a producgdo de outros fenolicos, tal
como a vanilina (Priefert et al. 2001).

Alguns trabalhos mostraram que eugenol ou
extratos de S. aromaticum apresentam atividade
nematicida (Tsao & Yu 2000, Walker & Melin 1996),
inseticida (EI-Hag et al. 1999), antiviral (Yukawa et al.
1996), bactericida (Dorman & Deans 2000, Nascimento
et al. 2000, Ouattara et al. 1997) e fungicida (Delespaul
et al. 2000). Os efeitos bactericida e fungicida do
eugenol talvez expliquem porque a pulverizagdo de
sementes de cravo com fungicidas ndo melhora a
germinagao (Maeda et al. 1991).

O presente trabalho surgiu da observacao de que
vasos semeados com algumas sementes de cravo-da-
india ndo possuiam ervas daninhas, que cresciam
abundantemente em vasos vizinhos, com outras plantas
semeadas. Por exemplo, trevinho (Oxalis sp.), uma erva
bastante agressiva e com rapida disseminagdo, nao
proliferou nos vasos contendo as sementes de cravo-
da-india. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
estudar o efeito inibitério do cravo-da-india e de seu
componente, eugenol, sobre a germinagdo e o
crescimento de plantulas.
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Material e métodos

O material usado nas extragdes ¢ proveniente de um
craveiro de aproximadamente 30 anos, crescendo no
Municipio de Campinas, SP. A muda que originou esta arvore
foi obtida no Instituto Agrondémico de Campinas, da antiga
Secdo de Plantas Aromaticas. As gemas florais foram
coletadas e colocadas para secar a sombra.

A extragdo, a partir dos cravos secos, foi feita em etanol
80% (37 gem 200 mL) a temperatura ambiente, durante 24 h
e sob agitacdo constante. Apds filtragdo em duas camadas
de papel de filtro, os cravos foram submetidos a nova extragio
nas mesmas condi¢bes. Os filtrados foram reunidos, o
solvente foi eliminado utilizando-se um evaporador rotatorio
(a 35 °C) e o residuo solubilizado em 300 mL de etanol 66%.
Aliquotas de 20 mL foram guardadas em freezer a -20 °C
para os ensaios ¢ dosagens descritas a seguir.

Os ensaios de germinagdo foram feitos em placas de
Petri com 5 cm de diametro tendo duas camadas de papel de
filtro no fundo. Nelas, distribuiram-se, uniformemente, 2 mL
de extrato diluido ou etanol 66% (controle). O extrato foi
diluido para as concentragdes de 7,75, 31 e 62 mg.mL",
utilizando-se etanol 66%. As placas foram deixadas abertas
durante dois dias para completa evaporagdo do alcool, para
depois receberem as sementes e 2,5 mL de 4gua destilada. A
germinacgdo foi acompanhada durante quatro dias,
considerando-se germinada a semente com pelo menos 1 mm
de radicela. Nos ensaios feitos com eugenol puro (Sigma),
este foi diluido em etanol 66%, gerando solugdes que
coincidiam com as quantidades de eugenol encontradas no
ensaio com extrato diluido. A montagem do ensaio foi entdo
feita da mesma maneira que o ensaio descrito anteriormente.
No ensaio em que se verificou o efeito do potencial osmotico
dos extratos na germinagao, utilizou-se polietilenoglicol 6000
(PEG-6000) para produzir os potenciais de -0,5, -1,0 e
-2,0 bars (Michel & Kaufmann 1973). A conferéncia dos
potenciais dessas solugdes bem como as determinagdes dos
potenciais dos extratos diluidos foram feitas com psicrometro
de par termoelétrico (Camara C-52, Wescor), conectados a
um microvoltimetro de ponto de orvalho (HR-33T, Wescor).
Para o ensaio em que se verificou o efeito de vapores do
eugenol sobre a germinacdo, sementes foram postas para
germinar em placas de Petri com agua e entdo transferidas
sem as tampas para saco plastico. No mesmo saco plastico
colocou-se uma placa de Petri de 5 cm de didmetro, contendo
2 mL de eugenol puro e adicionou-se 4gua fora das placas
para evitar ressecamento das mesmas. Os sacos foram
vedados firmemente.

Em todos os testes citados utilizaram-se trés repeti¢des.
As placas com as sementes germinando foram mantidas em
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) e apds dois
dias de colocadas para germinar, adicionou-se mais 1 mL de
agua a cada placa. Nos ensaios foram utilizadas sementes de
tomate (Lycopersicum esculentum Mill.), beijo (Impatiens
balsamina L.), crotalaria (Crotalaria spectabilis L.), rabanete

(Raphanus sativus L.), trigo (Triticum aestivum L.) e alface
(Lactuca sativa L.).

No ensaio sobre o efeito do extrato de cravo no
crescimento de plantas, conduzido em casa de vegetagdo,
sementes de beijo, trigo, rabanete, azevém (Lolium
multiflorum Lam.), milho (Zea mays L.), arnica (Arnica
lanceolata Nutt.), rumex (Rumex obtusifolius L.) e mostarda
(Sinapis alba L.) foram germinadas em vasos de 500 mL,
contendo uma mistura de terra e areia, na proporgao de 1:1.
Apds 15 dias da semeadura foi feito um desbaste para que
cada vaso ficasse com 40 plantas, excegdo feita ao tomate,
arnica ¢ milho, com 15 plantas. Aos 20 dias a superficie do
vaso foi protegida com algoddo e as plantas pulverizadas
com solugdes de cravo diluidas para as concentragdes de 1,23
e 6,2 mg.mL!'. Estas solu¢des foram preparadas
eliminando-se o etanol dos extratos originais em evaporador
rotatdrio, adicionando-se o volume adequado de agua para
atingir as concentragdes desejadas. Para cada 100 mL de
solugdo final, adicionaram-se quatro a cinco gotas de tween
20. As plantas controle foram pulverizadas com agua
contendo tween 20. A pulverizagdo foi feita até ser notada
uma boa umidificagdo das folhas. Ap6és uma semana, as
plantas foram pulverizadas com as mesmas solugdes,
repetindo-se 0 mesmo por mais duas semanas. Ao final de
um més da primeira pulverizagdo, as plantas foram colhidas
dos vasos, cortando-se na base do caule, e secas em estufa
80 °C por dois dias para determinagdo da massa seca. Cada
vaso constituiu uma repeticdo e foram feitas trés repetigoes
para cada planta. Para comparagdo dos dados de germinagao,
eles foram transformados em arco-seno e analisados por
ANOVA.

O conteudo de fenois soluveis no extrato etandlico de
cravo-da-india foi determinado colorimetricamente (Swain
& Hillis 1959), utilizando-se acido clorogénico (acido
5-cafeoilquinico) como padrdo de referéncia. O eugenol foi
determinado no extrato de cravo-da-india por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), com um sistema Shimadzu
de cromatografia. A separagdo dos componentes do extrato
foi feita em coluna C  de fase reversa, com um gradiente de
0 a 100% de metanol em solugdo aquosa a 0,5% de acido
acético, durante 60 minutos e com fluxo de 0,8 mL.min!". A
detec¢ao dos compostos eluindo da coluna foi feita com
detetor de UV operando em 254 nm e o sinal integrado em
estacdo de trabalho da Packard. A identificacdo de eugenol
foi feita por co-inje¢do de amostra com padrdo e também
por comparagdo do espectro de UV do pico de eugenol
coletado nas amostras com o do padrdo puro.

Resultados

Para a maioria das sementes, os extratos de cravo-
da-india nas concentragdes de 31 ¢ 62 mg.mL"!
causaram forte inibi¢do da germinacdo (figura 1). A
semente mais sensivel ao extrato foi a de tomate, que
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Figura 1. Germinagdo de sementes expostas a solugdes de extrato de cravo-da-india nas concentragdes de 7,75; 31 e 62
mg.mL!. A germinagdo ¢ apresentada como porcentagem do controle. Asterisco indica diferenca do controle a p < 0,05.

O Agua; 7,75 mg.mL"'; M 31 mg.mL"'; l 62 mg.mL".

Figure 1. Seed germination in clove extracts at 7.75; 31 and 62 mg.mL"'. Germination is shown as % of the control. * indicates

statistical difference from the control at p < 0.05. [] Water;

teve a germinacdo diminuida mesmo com extrato
7,75 mg.mL"! (figura 1A). Por outro lado, crotalaria foi
a menos sensivel, pois apds quatro dias a germinacao
era praticamente igual entre dgua e dilui¢des de 31 e
7,75 mg.mL". Com o extrato 62 mg.mL"!, a germinagdo
foi aproximadamente 50% do controle (figura 1E).
Algumas sementes de alface e trigo germinaram na
presenca de extratos menos diluidos (figuras 1C, F).
A quantificacdo de eugenol por CLAE mostrou que
no ensaio anterior as quantidades colocadas do fenol
eramde 1,04; 4,16 ¢ 8,32 mg por placa de Petri, para os
extratos de 7,75; 31 e 62 mg.mL"!, respectivamente. O
célculo por massa extraida mostrou que a concentragdo
de eugenol no cravo-da-india usado era de 67,1 mg.g™.
O cromatograma de CLAE mostra bem a predominancia
de eugenol no extrato alcodlico (figura 2). A dosagem
colorimétrica de fenois, usando acido clorogénico como
padrdo de referéncia, indicou concentracdo de
187,7 mg.g! de fenois totais. Logo, usando estes valores
e os de CLAE, o eugenol representaria aproxima-

7.75 mg.mL"'; M 31 mg.mL"'; Bl 62 mg.mL".

damente 35% dos fenois extraidos do cravo-da-india.

Com base nos dados de CLAE montou-se um ensaio
de germinacgao, no qual adicionou-se eugenol em etanol
66%, de forma a igualar as quantidades encontradas nos
extratos diluidos (figura 3). Observaram-se, neste caso,
efeitos inibitoérios mais pronunciados do que aqueles
verificados com os extratos de cravo-da-india. Com
excecao da crotalaria, que teve sementes germinadas
na concentra¢do 7,75 mg.mL"! (figura 3E), houve
inibigdo em todos os outros casos.

A determinacdo dos potenciais osméticos das
solucdes diluidas de extrato de cravo-da-india para as
concentragdes 7,75, 31 e 62 mg.mL!, usadas no
primeiro ensaio, mostraram potenciais de -0,59, -1,21
e-1,99 bars, respectivamente. No ensaio com PEG-6000
nos potenciais de -0,5, -1,0 e -2,0 bars, em algumas
espécies, foi observada inibicdo inicial da germinagao,
principalmente com os potenciais menores, mas, apos
quatro dias, a germinagdo igualava ao controle, com
agua (figura 4).
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Figura 2. Cromatografias obtidas por CLAE de fase reversa
de eugenol puro (A) e de extrato alcoolico de cravo-da-india

(B).

Figure 2. Reverse-phase HPLC chromatography of pure
eugenol (A) and clove extract (B).

O ensaio realizado para verificar o efeito dos
vapores de eugenol sobre a germinacdo de sementes
ndo mostrou diferencas com os controles, em cujos
sacos plasticos ndo se colocou eugenol (dados nao
apresentados).

Ainda que ndo tenha sido significativo em todos
os casos, de modo geral houve a tendéncia do extrato
de cravo-da-india na concentra¢do de 6,2 mg.mL"!
causar a reducdo de acaimulo de massa em plantulas
pulverizadas semanalmente (figura 5). Pouca ou
nenhuma inibi¢do no crescimento ocorreu com o extrato
a 1,23 mg.mL".

Discussao

Compostos fenolicos correspondem a classe de
metabolitos secundarios na qual se encontra a maior
parte dos compostos apontados como tendo atividade
alelopatica, indo desde fenois simples até taninos de
estrutura complexa (Rice 1984). Entre os fenois, poucos
sdo volateis, como o eugenol. Entre compostos volateis
com efeito alelopatico sdo conhecidos alguns terpenos
(Friedman & Waller 1983, Rice 1984) e, em cruciferas,
os produtos da hidrélise dos glucosinolatos, uma classe
de compostos contendo enxofre e glucose. Estes,
quando degradados hidroliticamente por mirosinase,
geram produtos volateis, entre eles os isotiocianatos,
que possuem acentuado efeito alelopatico sobre uma
série de espécies vegetais (Brown et al. 1991).

Eugenol ¢ volatil e poderia ter efeito alelopatico a
distancia. Apesar de ter sido verificado que isso ndo
ocorre, ficou demonstrado o efeito alelopatico do
extrato de cravo-da-india quando em contato direto com

sementes. Ensaios com eugenol puro mostraram que
ele participa desse efeito. O eugenol foi o principal
composto identificado por CLAE, representando 35%
dos fenois extraidos do cravo-da-india. E provavel que
esse valor possa ser ainda maior, uma vez que a extragao
empregada neste trabalho ndo foi exaustiva.

Varios estudos na literatura mostraram que extratos
de plantas podem inibir a germinacdo de sementes ndo
necessariamente devido aos seus constituintes quimicos,
mas sim em fun¢@o do potencial osmético do extrato
(Wardle et al. 1992, Haugland & Brandsaeter 1996).
No presente estudo, apesar do experimento com
PEG-6000 ter mostrado atraso na germinacdo das
sementes no primeiro dia, todas apresentaram alta taxa
de germinagdo nos dias seguintes, diferentemente do
observado com extratos de eugenol ou mesmo com
eugenol puro. Isso indica que o efeito observado nao se
deveu a inibigdo pelo potencial osmotico.

A comparagdo entre o ensaio com extratos de
cravo-da-india e com eugenol puro mostrou uma
inibigdo maior no segundo caso, sendo possivel que
outros componentes do extrato tenham estimulado a
germinagdo. Além do eugenol véarias outras substancias
foram separadas por CLAE.

Também foram observadas varia¢des em fungao
da espécie testada. Chamou atencdo a alta taxa de
germinagdo de C. spectabilis. Ainda que seja inferido
que essa espécie tenha sementes maiores do que as
outras, ¢ possivel perceber que o alface, cujas sementes
sd0 pequenas, teve sementes germinando em extratos
diluidos a 31 mg.mL!. Assim, ¢ provavel que o modo
de inibicdo seja diferente para cada espécie.

Varia¢Oes na sensibilidade também foram
observadas no ensaio em que plantas foram pulverizadas
com extratos diluidos de cravo-da-india. Por exemplo,
proporcionalmente ao controle, azevém, tomate e arnica
tiveram o crescimento menos afetado que rumex, beijo
e milho.

Varia¢des de resposta foram observadas, também,
por Shettel & Balke (1983), que expuseram plantas
cultivadas e ervas daninhas a cinco compostos
classificados pela literatura como alelopaticos. Foram
feitas aplicacdes em diferentes estadios de crescimento,
desde germinacdo até pos-emergéncia. Verificou-se que
a efetividade em inibir germinacdo ou diminuir o
acumulo de massa seca dependia do composto, da
quantidade aplicada, da espécie receptora e da época
de aplicacdo, sugerindo diferentes modos de agao.

O presente trabalho mostra, pela primeira vez, o
efeito alelopatico de extratos de cravo-da-india e eugenol
na germinagdo e crescimento de plantas. Exceto os dados
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Figura 3. Germinagdo de sementes expostas ao eugenol, diluido de tal modo que as quantidades coincidissem com aquelas do
extrato de cravo-da-india diluido para as concentragdes de 7,75; 31 ¢ 62 mg.mL"". A germinagdo ¢ apresentada como porcentagem
do controle. Asterisco indica diferenca do controle a p < 0,05. [J Agua; ™ 7,75 mg.mL"'; M 31 mg.mL"'; B 62 mg.mL"'.

Figure 3. Germination of seeds in eugenol solutions adjusted to the same concentration as in the clove extracts at 7.75; 31 and
62 mg.mL"'. Germination is shown as % of the control. * indicates statistical difference from the control at p < 0.05. [J Water;
7.75 mg.mL"'; M 31 mg.mL"'; Bl 62 mg.mL".
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Figura 4. Efeito do PEG-6000 nas germinagio de sementes. Asterisco indica diferenga do controle ap <0,05. (] Agua; ™ -0,5
bar; M -1,0 bar; l -2,0 bar.

Figure 4. Influence of PEG-6000 on the germination of seeds. * indicates statistical difference from the control at p < 0.05.
1 Water; ™ -0.5 bar; M -1.0 bar; l -2.0 bar.
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Figure 5. Shoot dry mass of plants sprayed with clove extracts at 1.23 ¢ 6.2 mg.mL". * indicates statistical difference from the

control at p < 0.05. [J Water;

de Tsao & Yu (2000) e Walker & Melin (1996) sobre o
efeito de eugenol em nematdides de plantas, ndo sdo de
nosso conhecimento outros trabalhos nessa linha de
estudo. Logo, seria interessante investigar o efeito
alelopatico do eugenol depositado no solo pela queda e
lavagem das folhas do craveiro, uma vez que essas
apresentam grande concentracdo desse fenol (Raina
et al. 2001). Da mesma maneira, seria interessante
estudar se esse fenol volatil tem alguma importancia
protetora contra o ataque de insetos, uma vez que ¢
conhecida popularmente a recomenda¢do de se
colocarem cravos em agucareiros para evitar formigas.
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