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RESUMO

Os o6leos essenciais tém sido empregados amplamente pela industria, como flavorizantes e
conservantes de alimentos, em produtos repelentes e inseticidas, no armazenamento de
alimentos e na agricultura e revelam uma area de grande importancia no desenvolvimento de
produtos. O uso das nanoemulsdes tem revelado sua importancia pela capacidade de
contribuir na estabilidade quimica dos insumos e no aumento da hidrossolubilidade. Este
estudo teve como objetivo obter e caracterizar os Oleos essenciais de trés espécies vegetais:
Dysphania ambrosioides, Mentha pulegium ¢ Cola nitida e avalid-los quanto ao potencial
repelente e inseticida para o desenvolvimento de nanoemulsdes. O material vegetal seco de D.
ambrosioides ¢ M. pulegium e o extrato resinoso concentrado de C. nitida foram submetidos
ao processo de hidrodestilagdo para a obten¢do dos respectivos Oleos essenciais, sendo 0s
mesmos caracterizados por cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas
utilizando a biblioteca NIST-MS (2010, versdo 2.0) e literatura para a identificacdo dos
compostos. Também foi avaliada a possibilidade de obtengdo da D. ambrosioides pelo cultivo
hidroponico, visando a escala industrial. As nanoemulsdes foram desenvolvidas pelo método
de emulsificagdo espontanea utilizando tensoativos biodegradaveis. A atividade repelente e
inseticida dos 6leos essenciais obtidos foi avaliada frente ao Sitophilus zeamais utilizando o
método de escolha em papel e em massa de grios e a atividade inseticida dos 6leos essenciais
e das nanoemulsdes frente ao Brevycorine brassicae e Lipaphis pseudobrassicae utilizando o
método de toxicidade de contato. Os Oleos essenciais de M. pulegium ¢ D. ambrosioides
apresentaram atividades promissoras tanto na forma livre como em nanoemulsido, mostrando
potencial para a utilizagdo no controle de pragas de estoque e na agricultura orgéanica. As
nanoemulsdes desenvolvidas pelo método de emulsificagdo espontdnea apresentaram
estabilidade apds 30 dias e promoveram atividade inseticida contra B. brassicae apds 24 h,
principalmente as formula¢des contendo o 6leo essencial de M. pulegium (96,0%) e C. nitida
(84,0%); contra L. pseudobrassicae, a nanoemulsdo contendo Oleo essencial de D.
ambrosioides foi mais eficaz (70,0%). Os resultados sugerem que os 6leos essenciais de D.
ambrosioides ¢ M. pulegium apresentam potencial para a utilizagdo no controle de pragas de
estoque e na agricultura organica.

Palavras-chave: CG-EM 1. ‘Erva-de-Santa-Maria’ 2. Poejo 3. Cola 4. Hidroponia 5. Afideo
6. Gorgulho-do-milho 7.



ABSTRACT

Essential oils have been widely used by the industry, as food flavoring and preservative, in
repellent and insecticide products, in food storage and in agriculture and reveal an area of
great relevance in product development. The use of nanoemulsions has revealed its
importance due to its ability to contribute to the chemical stability of products and to increase
the water solubility. This research aimed to obtain and characterize the essential oils of three
plant species: Dysphania ambrosioides, Mentha pulegium and Cola nitida and to evaluate
their repellent and insecticidal potential for the development of nanoemulsions. The dried
plant material of D. ambrosioides and M. pulegium and the crude resinous extract of C. nitida
were submitted to the hydrodistillation process to obtain the respective essential oils, which
were characterized by gas chromatography coupled to the mass spectrometer using the library
NIST-MS (2010, version 2.0) and literature for the identification of compounds. The
possibility of obtaining D. ambrosioides by hydroponics was also evaluated, aiming at
obtaining it on an industrial scale. The nanoemulsions were developed by the spontaneous
emulsification method using biodegradable surfactants. The repellent and insecticidal activity
of the essential oils were evaluated against Sitophilus zeamais using the method of choice on
paper and in grain mass and the insecticidal activity of the essential oils and nanoemulsions
against Brevycorine brassicae and Lipaphis pseudobrassicae using the toxicity method of
contact. The essential oils of M. pulegium and D. ambrosioides showed promising activities
both in the crude form and in nanoemulsion, showing potential for use in controlling stock
pests and in organic agriculture. The nanoemulsions developed by the spontaneous
emulsification method showed stability after 30 days and promoted insecticidal activity
against B. brassicae after 24 h, mainly the formulations containing the essential oil of M.
pulegium (96.0%) and C. nitida (84.0%); against L. pseudobrassicae, the nanoemulsion
containing essential oil of D. ambrosioides was more effective (70.0%). The results suggest
that the essential oils of D. ambrosioides and M. pulegium have potential for use in
controlling stock pests and in organic agriculture.

Keywords: GC-MS 1. ‘Erva-de-Santa-Maria’ 2. ‘pennyroyal’ 3. ‘cola’ 4. Hydroponics 5.
Aphids 6. Maize weevil 7.
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1INTRODUCAO

O Reino Plantae permanece até os dias atuais como um dos principais reservatorios
de novos compostos para o desenvolvimento de medicamentos, seja na forma de extrato
vegetal, como composto isolado ou como modelo estrutural para o desenvolvimento de novas
moléculas (ATANASOV et al., 2021). Além das plantas medicinais contribuirem para o
desenvolvimento de novos componentes ativos ou mesmo como fitoterdpicos na inddstria
farmacéutica, nos ultimos anos tém revelado seu potencial de uso na agricultura,
principalmente na obtencdo de novos bioinseticidas (ACHEUK et al., 2022; PAVELA;
BENELLLI, 2016). O uso de inseticidas contra pragas na agricultura e no estoque de alimentos
a base de oleos essenciais t€ém crescido consideravelmente, com expansdo principalmente na
Europa e América Central e confirmado sucesso pelo nimero de publicacdes, sendo 25% de
formulagdes bioinseticidas com 6leos essenciais (ISMAN, 2020a). O uso de bioinseticidas em
substituicdo aos inseticidas sintéticos usualmente empregados tem sido recomendado pelo
Manejo Integrado de Controle de Pragas, priorizando a seguranga ambiental e a otimiza¢do no
controle de pragas na agricultura (DEGU et al., 2020; ISMAN, 2020b; RIBEIRO; ALVES,
2021).

Dentre as diversas classes de metabdlitos secundérios produzidas pelas plantas
medicinais destacam-se como componentes de potencial inseticida os alcaloides, os
compostos fenodlicos e os terpenos (principalmente monoterpenos € sesquiterpenos),
particularmente o0s que predominam na composi¢do quimica dos Oleos essenciais
(CHAABAN et al., 2019; DAYAN; CANTRELL; DUKE, 2009; REIS et al., 2016). Os 6leos
essenciais (OE) atuam como fonte de sinalizacdo quimica para o controle e regulagdo do
ambiente e podem promover interagdo planta-planta (inibigdo na germinag¢ao ou crescimento
de outras plantas) ou interagao planta-animal (atrativo de polinizagdo, protecdo contra fungos,
repelente e pesticida ou antifeedant (provocando inapeténcia em insetos herbivoros)
(RAVEAU; FONTAINE; LOUNES-HADJ]  SAHRAOUI,  2020; ZOUBIRI;
BAALIOUAMER, 2014).

A composi¢ao de um o6leo essencial pode variar de acordo com o 6rgao vegetativo de
uso, estagio do ciclo vegetativo, origem geografica, bem como ser afetada por fatores bidticos
como alteracdo climadtica, solo, nutrientes, estresse hidrico e ataque de predadores.Esta

variabilidade na composi¢do promove diferengas no odor e na atividade bioldgica e desta
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forma revela um ponto critico na aplicag@o e a necessidade de se estabelecer condi¢des ideais
para a obtencdo de um produto padronizado (LI et al., 2020; PREEDY, 2016).

O interesse no cultivo de plantas medicinais por hidroponia tem crescido,
principalmente para a obtencdo em escala industrial, uma vez que este sistema permite
mensurar o tempo de crescimento da planta e rendimento de material vegetal, calcular os
gastos de agua, energia e oferta de nutrientes, além de controlar os nutrientes para o
direcionamento na produ¢do de componentes de interesse. Enfim, viabiliza a padronizagdo do
material vegetal, contribuindo para a constancia em sua composicdo quimica (AHMADI,
2021; BUYEYE et al., 2022).

Além do controle na producdo dos oleos essenciais, garantir a estabilidade dos
produtos obtidos torna-se essencial para a manutencao das caracteristicas quimica e bioldgica.
A técnica de microencapsulamento utilizando matrizes poliméricas naturais, como quitosana,
gelatina e inulina com tamanho de particula em torno de 3 — 4,5 um, vem sendo empregada
com o intuito de minimizar a degradacado e facilitar o emprego dos 6leos essenciais diante da
caracteristica lipofilica e volatil dos constituintes quimicos (ABREU et al., 2012; BEIRAO-
DA-COSTA et al., 2013).

As nanoemulsdes sao formulagdes que visam melhorar a solubilidade de substancias
pouco soliveis em agua, assim como a sua biodisponibilidade. Elas também podem ser
utilizadas como recurso tecnologico utilizando os 6leos essenciais obtidos por material
vegetal hidroponico no intuito de obter bioinseticidas para o controle de pragas e vetores
(OLIVEIRA et al., 2017).

Inseticidas sintéticos, também chamados de agrotoxicos, sdo utilizados para o
controle de pragas, ervas-daninhas, insetos vetores de doencas e patdgenos de plantas. No
Brasil, os inseticidas mais utilizados sdo os organofosforados, carbamatos, organoclorados,
piretroides, triazinas, triaz6is e nicotinoides (PIGNATI et al., 2017). Os consumidores estao
cada vez mais conscientes dos riscos da presenga dessas substdncias nos alimentos com
efeitos toxicos, desejando consumir alimentos seguros. Sendo assim, existe uma maior
demanda na obtencdo de novos produtos para o controle de insetos, como a partir de plantas,
desde que sejam previamente avaliadas e apresentem composi¢do quimica segura para o
consumo humano (DAMALAS; ELEFTHEROHORINOS, 2011; ISMAN, 2020c; PAVONI et
al., 2019). Os agrotdxicos apresentam risco de intoxicacdo aos agricultores que trabalham no

campo e em casas de vegetacdo, além de contribuir para o aumento da poluicdo ambiental e
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apresentar efeitos toxicos em organismos ndo-alvo como passaros, peixes e algas
(DAMALAS; ELEFTHEROHORINOS, 2011; SALEM et al., 2018).

Entre as plantas com potencial repelente e inseticida encontra-se a espécie Cola
nitida, que apresenta relatos etnofarmacoldgicos sobre uso da queima da resina como
repelente de insetos em rituais africanos. Em uma andlise preliminar da resina de C. nitida
por headspace-CG-EM foi possivel identificar os compostos majoritarios a-felandreno e p-
cimeno, sendo que uma publicagdo anterior mostrou que estes monoterpenos apresentaram
potencial em atividade repelente e inseticida (CHAABAN et al.,, 2019). Além desta,
selecionou-se as espécies Dysphania ambrosioides, a qual tem sido amplamente investigada
contra pragas de estocagem (ISMAN, 2020b) e Mentha pulegium, popularmente conhecida
por combater pulgas e carrapatos.

Neste ambito, considerando todas as evidéncias apresentadas e com a necessidade de
obter novos produtos bioinseticidas e repelentes no intuito de contribuir para a seguranca
alimentar, o presente estudo teve como objetivo obter e caracterizar os 6leos essenciais de D.
ambrosioides, M. pulegium e C. nitida ¢ utilizd-los na producdo de nanoemulsdes para

aplicacdo como repelente e inseticida.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Obter e caracterizar o 0leo essencial de Dysphania ambrosioides obtidos pelo cultivo
de hidroponia e comparéd-lo a espécie coletada de cultivo em solo, assim como obter e
caracterizar os Oleos essenciais de Mentha pulegium e Cola nitida, avaliando o potencial
repelente e inseticida, assim como desenvolver nanoemulsdes com os 0leos essenciais de D.
ambrosioides — cultivo hidroponico, M. pulegium e C. nitida, avaliando o seu potencial

inseticida.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Obter e caracterizar por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) o 6leo essencial de D. ambrosioides cultivada em solo e pelo cultivo hidroponico;

Obter e caracterizar por CG-EM o 6leo essencial de M. pulegium;

Obter e caracterizar por CG-EM o 6leo essencial de C. nitida;

Avaliar a influéncia do estado vegetativo (floragdo e durante a producdo de
sementes) sobre a composi¢do do Oleo essencial de D. ambrosioides hidropdnico por
headspace-CG-EM;

Investigar a atividade repelente e inseticida dos 6leos essenciais obtidos das espécies
em estudo contra Sitophilus zeamais utilizando o método por livre chance de escolha e
Brevicoryne brassicae utilizando o método por toxicidade de contato;

Comparar a atividade repelente e inseticida contra S. zeamais e B. brassicae do 6leo
essencial de D. ambrosioides obtido pelo solo em relagao ao hidroponico;

Desenvolver nanoemulsdes contendo o o6leo essencial de D. ambrosioides- cultivo
hidroponico, M. pulegium e C. nitida com ag¢ao inseticida.

Avaliar a permanéncia no ambiente e a estabilidade térmica das nanoemulsdes por
CG-EM.

Avaliar o potencial inseticida das nanoemulsdes e compara-las aos 6leos essenciais
através do método de toxicidade de contato frente aos afideos Brevycorine brassicae e

Lipaphis pseudobrassicae.
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3REVISAO DE LITERATURA

3.1BIOINSETICIDAS

Dentre as classes de metabdlitos secundarios que atuam como bioinseticidas
encontram-se os alcaloides, compostos fendlicos, policetideos, limonoides, piretrinas, acidos
graxos ¢ Oleos essenciais (ACHEUK et al., 2022). Como alternativa para a agricultura
organica, o extrato de neem (extrato das sementes prensadas a frio de Azadirachta indica,
Meliaceae, padronizado em azadiractina) € o tratamento mais utilizado, o qual atua sobre a
regulacdo no crescimento do inseto. Além disso, as piretrinas também sdo empregadas,
extraidas da espécie Tanacetum cinerariifolium (Asteraceae). Além destes, produtos a base de
6leos essenciais tem sido desenvolvidos, como o Prev-Am® (6leo essencial de laranja a 5,0%
padronizado em D-limoneno), usado contra térmites que destroem troncos/madeira e
formigas; Ecotec® (mistura dos Oleos essenciais de alecrim a 10,0% e hortelaa 2,0%);
Captiva® (mistura de 6leos essenciais da oleoresina de Capsicum e alho) e Requiem®
(terpenos sintéticos a-terpineno, o-cimeno e limoneno, simulando o efeito do 6leo essencial
de Dysphania ambrosioides, Amaranthaceae, a 16,75%) (ISMAN, 2020c).

A entomologia agricola ¢ a area da agronomia que pesquisa os tratamentos efetivos
para o controle de pragas no campo e no armazenamento de alimentos, evitando o consumo
excessivo de produtos quimicos, visando evitar o desenvolvimento de resisténcia pelos
insetos, efeitos residuais toxicos para organismos nao-alvo como em humanos e animais, além
de reduzir o acimulo de substancias ndo-biodegradaveis no solo e na agua (ABROL;
SHANKAR, 2014). Uma espécie de inseto ¢ considerada praga se causar danos econdmicos a
agricultura, sendo que as pragas podem ser controladas pelo: 1) sistema convencional
(utilizando substancias quimicas diretamente sobre o campo ou alimento) ou 2) manejo
integrado de pragas (utilizando um método de controle de forma racional, visando ndo afetar o
ambiente).

Dentre as pragas que causam maior impacto econdmico no estoque de alimentos
encontram-se os insetos pertencentes as ordens Coleoptera, como o gorgulho-do-milho
(Sitophilus zeamais), gorgulho do arroz (S. oryzae) e gorgulho-de-celeiro (S. granarius), e
Lepidoptera (mariposas e borboletas, como da familia Pyralidae), onde encontram-se

importantes pragas que consomem farinhas e cereais, as mariposas Ephestia kuehniella e
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Plodia interpunctella sendo que neste ultimo caso, o principal alvo de tratamento ¢ contra as
larvas (SALLAM, 2013). Além desses existem os insetos que afetam a producgdo de alimentos
no campo, como os pulgoes, lagartas, gafanhotos, tripes e acaros.

Sitophilus zeamais Motschulsky 1885 (COLEOPTERA, CURCULIONIDAE),
conhecido popularmente por “caruncho do milho” ou “gorgulho do milho” (Figura 1)
encontra-se entre as principais pragas de armazenamento no Brasil ¢ no mundo, por isso ¢
considerada uma praga primdria, sendo importante tomar medidas de controle. Apresenta
diferenciagdo sexual (macho e fémea), ciclo de vida aproximado de 122 dias na fase adulta, e
a reprodugdo acontece no periodo de 22 dias de oviposi¢do, 5 dias de incubacdo dos ovos e 67
dias para a emergéncia das larvas (ADEBAYO 0OJO; AMOS OMOLOYE, 2012). Este inseto
alimenta-se da polpa do grao do milho e de outros graos como sorgo ¢ arroz, ¢ além da perda
da massa de grdos, ocorre contaminagdo por fungos e aumento de acidos graxos livres,

reduzindo a qualidade do grdo estocado (RITA DEVI et al., 2017).

Figura 1.Inseto adulto de Sitophilus zeamais
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Fonte: (BOTTON; LORINI, 2005)

Entre os tratamentos convencionais de controle utilizados encontra-se a bifentrina e
deltametrina (piretroides), fosfeto de aluminio e de magnésio (sais inorganicos precursores de
fosfina), fosfina e  pirimifés-metilico  (organofosforado) (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2022), no entanto o aumento do uso destes produtos pode causar a
contaminac¢do dos graos, aumentando o risco para a saude humana, além de aumentar o risco
de formagdo de populagdes resistentes. O alvo de tratamento contra esses insetos baseia-se na
habilidade de inibir proteinas especificas, como acetilcolinesterase e receptores
octopaminérgicos, sendo a octopamina (1) a versao da dopamina (2) (Figura 2) para

invertebrados (OCAMPO; BRAZA; NELLAS, 2020).



31

Figura 2.Estruturas quimicas da octopamina e dopamina.
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@ Hoj@m NH,
HO N2 ho

1 2

Como alternativa de tratamento tem-se utilizado produtos com a espécie Azadirachta
indica (ou neem, a 10% da planta seca, triturada e diluida em &dgua ou extrato padronizado em
azadiractina 0,12%, usado nas concentragdes de 0,25% a 1% para a protecdo de grdos
armazenados (PROCC)PIO et al., 2003; SITOPHILUS et al., 2006), sendo que estes produtos
destacam-se na maior seguranca para quem aplica o produto e para os consumidores dos
alimentos.

Os afideos Brevicoryne brassicae (Linnaeus) (Hemiptera: Aphididae) (Figura 3-A) e
Lipaphis pseudobrassicae (Davis) (Hemiptera: Aphididae) (Figura 3-B) encontram-se como
duas importantes pragas a serem controladas no cultivo de brassicas, como couve, brocolis,
repolho e mostarda (RESENDE et al., 2006). B. brassicae apresenta reproducao
partenogénica e ciclo de vida total de 14 dias, assim como o afideo L. pseudobrassicae. A
couve-manteiga ¢ um dos vegetais mais consumidos no Brasil, e estes afideos representam um
grande problema na agricultura (SILVA et al., 2017), os quais ficam alojados na face abaxial
das folhas e se alimentam da seiva localizada nos tecidos vasculares, principalmente no caule.

Além disso, estes insetos injetam toxinas, que afetam o desenvolvimento da planta.

émea e ninfas de afideos.

[
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A)lnseto adulto e ninfas de Brevicoryne brassicae. Fonte:

https://www6.inrae.fr/encyclopedie-pucerons_eng/Species/Aphids/Brevicoryne/B.-brassicae.
B)inseto adulto e ninfas de Lipaphis pseudobrassicae.

Fonte:https://bladmineerders.nl/parasites/animalia/arthropoda/insecta/hemiptera/sternorrhynch
a/aphidoidea/aphididae/aphidinae/macrosiphini/lipaphis/lipaphis-pseudobrassicae/
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Os inseticidas convencionais sao usualmente utilizados contra pragas da agricultura,
0s quais encontram-se os piretroides, carbamatos, organofosforados e neonicotindides
(KUMAR; CHAPMAN, 1984), como metil carbamato de oxima (metomil), tiacloprido
(neonicotindide), acefato e malationa (organofosforados), piridina azometina (pimetrozina),
deltametrina (piretroide), acetamiprido e imidacloprido (neonicotindides) + etofenproxi (éter
difenilico), flupiradifurona (butenolida), acetamiprido + bifentrina (piretrdide), além de
opgdes mais seguras como azadirachtina e 6leo vegetal, fonte de ésteres de acidos graxos
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2022), porém ja podem ser encontradas populacdes
resistentes a estes produtos. Além disso, esses tratamentos apresentam periculosidade para a
sade humana e organismos ndo-alvo pela sua toxicidade. Sendo assim, ¢ necessario pensar
em encontrar alternativas sustentaveis para o meio ambiente para substituir pelos tratamentos
convencionais. Sobre o alvo de tratamento, ¢ interessante obter produtos que atuem sobre os
insetos jovens, como ninfas (na primeira fase da vida do inseto), pois nesta fase ainda nao
ocorreu formacao da ecdise do inseto (exoesqueleto), facilitando a permeacgdo do tratamento.
Geralmente o inseto ¢ morto pela a¢do do tratamento de controle sobre o bloqueio de
neurotransmissores especificos, hormonios de crescimento ou enzimas digestivas (SAMPSON
et al., 2005). Como alternativa para a agricultura organica, o extrato de neem ¢ utilizado,

porém ¢ necessdria a descoberta de tratamentos mais assertivos e acessiveis economicamente.

3.2ASPECTOS GERAIS SOBRE OLEOS ESSENCIAIS

Os o6leos essenciais (OE’s), também chamados de dleos essenciais ou 0leos etéreos,
estdo incluidos entre as substancias produzidas pelo metabolismo secundéario de plantas
superiores. Apresentam grande interesse medicinal uma vez que desempenham papel
fisiologico importante, revelando o respectivo potencial bioldgico. Os OE’s atuam como fonte
de sinalizacdo quimica para o controle e regulacdo do ambiente e podem promover interagdo
planta-planta (inibi¢do na germinagdo ou crescimento de outras plantas) ou intera¢do planta-
animal (atrativo de polinizagdo, protecdo contra fungos, repelente/pesticida, antifeedant=
provocar inapeténcia em insetos herbivoros) (RAVEAU; FONTAINE; LOUNES-HADJ
SAHRAOQUI, 2020; ZOUBIRI; BAALIOUAMER, 2014).

Fazem parte da composicdo quimica dos OE’s os terpenos (unidades de isopreno, 2-

metil-1,3-butadieno), como os monoterpenos (10 carbonos) que correspondem em sua grande
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maioria a 80% da composi¢do dos OE’s e sesquiterpenos (15 carbonos), além destas duas
classes quimicas observa-se a presenca de isoprendides, derivados oxigenados de terpenos,
como alcoois, aldeidos, cetonas, acidos, fenois, éteres e ésteres (ALI et al., 2015; ASBAHANI
et al., 2015). Com relagdo ao quantitativo dos fito constituintes nos 6leos essenciais pode-se
classifica-los como: constituintes majoritarios, quando presentes de 20 a 95% em relagdo ao
total de fito constituintes, secundarios, quando variam de 1 a 20% e tragos, quando
correspondem a < 1% do total detectado e apresentam ponto de ebuli¢do entre 150 até acima
de 300° C (SIMOES et al., 2017), e por isso sdo analisados pela técnica de cromatografia
gasosa.

Os OE’s sao produzidos através de duas vias diferentes: a via do dcido mevaldnico,
que origina os monoterpendides (compostos por 10 carbonos) e a rota do metileritriol-4-
fosfato, que ira originar os sesquiterpendides (compostos por 15 carbonos), e geralmente sao
abundantes em angiospermas dicotiledoneas (SIMOES et al., 2017).

A composi¢ao quimica de um 6leo essencial pode variar de acordo com o 6rgdo da
planta (flor, folha, fruto, caule cascas e raizes), idade (jovem e adulta) e estagio do ciclo
vegetativo, bem como aos fatores bidticos como alteragdo climatica, solo, estresse hidrico,
predadores, como forma de adaptacao ao ambiente. A variabilidade na composi¢do de um
6leo essencial pode promover diferencas no odor e na atividade bioldgica e diante disto faz-se
necessario a investigacdo da forma que se considerem as variaveis e se estabeleca uma forma
padronizada de coleta (PREEDY, 2016).

Além do oleo volatil obtido, majoritariamente empregando o método de
hidrodestilacdo com aparelho de clevenger, o hidrolato, ou agua floral/herbal, ¢ a fracdo
aquosa originada pela particio com o OE no processo de hidrodestilagdo, geralmente também
sdo observados na composi¢cdo compostos volateis hidrofilicos de baixo peso molecular e que
podem ser investigados sobre o potencial bioldgico. Os hidrolatos sdo produzidos em grande
volume, apresentam baixo custo de obtencdo e sdo considerados subprodutos do processo de
extracdo de OE’s (RAO, 2012; TRAKA et al., 2018). Alguns hidrolatos sdo utilizados como
dgua aromatica na industria cosmética, como por exemplo, a dgua de rosas. Na agricultura em
um estudo revelou o potencial dos hidrolatos de Ocimum basilicum L. e de Ruta chalepensis,
contendo majoritariamente monoterpenos oxigenados, em diminuir a taxa de fecundidade e
efeito inseticida em afideos (TRAKA et al., 2018). Com relagdo as espécies eleitas para o

presente estudo foi identificado somente o estudo conduzido por Zekri et al. (2016) realizado
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com o hidrolato obtido a partir das folhas de M. pulegium contra o afideo Toxoptera aurantii,
uma praga que ataca espécies de citrus. Nesta investigacdo foi evidenciada a presenca
majoritaria dos componentes oxigenados, como 6xido de piperitenona (3) e carvacrol (4)

(Figura 4) (ZEKRI et al., 2016).

Figura 4.Estrutura quimica dos principais compostos encontrados no hidrolato de M.
pulegium: 6xido de piperitenona e carvacrol.

3.3Dysphania ambrosioides L. MOSY AKIN& CLEMANTS (AMARATHACEAE)

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (Sinonimia: Chenopodium
ambrosioides L.), Amaranthaceae (Figura 5), ¢ originaria do México e ¢ popularmente
conhecida como “erva-de-santa-maria”, “mentruz”’, “mastruz”, “mastrugo”, “ambroésia”,
“anserina”, “matruz”, “mentruz”, “cha-do-méxico”, “quenopddio”, “erva-do-formigueiro”,
“paico” e “epazote”’(SA et al., 2016; TRIVELLATOGRASSI et al., 2013). Apos estudos
filogenéticos, algumas espécies do género Chenopodium foram transferidas para Dysphania,
incluindo a espécie do presente estudo (FUENTES-BAZAN; UOTILA; BORSCH, 2012).
Esta planta pertence a classe Equisetopsida, subclasse Magnolidae, familia Amaranthaceae
Juss. e género Dysphania (TROPICOS, 2020). A espécie tem crescimento anual e ¢
abundante em regides subtropicais e tropicais como Brasil, México ¢ Africa, ¢ também em
paises localizados em zonas temperadas (SA et al., 2016). A planta adulta apresenta tamanho
de 1 metro aproximadamente (CAVALLI et al., 2004), seus galhos sdo ramificados e o caule

principal geralmente curvado pelo peso das sementes, conforme visualizado na Figura 5.
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Figura 5.Flor e fruto (A) e planta inteira (B) de D. ambrosioides.
r } . L

Fonte: A) (“Top Tropicals”, 2020); B) (“ethnopharm.com”, 2020).

A espécie D. ambrosioides pertence a Lista Nacional de Plantas Medicinais do
Sistema Unico de Saude (RENISUS) (MARMITT et al., 2015), a qual possui relevancia na
medicina popular brasileira. A infusdo das partes aéreas tem sido usada com indicagdo para
atividade diurética, anti-helmintica, na cicatrizagdo de feridas, problemas respiratorios,
processos inflamatérios e dor, bronquite, tuberculose e doengas reumaticas
(TRIVELLATOGRASSI et al., 2013), antifungico (PRASAD et al., 2010),coincidindo com
os usos tradicionais do género Chenopodium na medicina Ayurveda (YADAV et al., 2007). O
extrato aquoso das folhas demonstrou atividade de cicatriza¢do de feridas em ratos através da
estimulagio de proliferagdo de fibroblastos e miofibroblastos (SERVIO et al., 2011).

Os compostos volateis desta espécie localizam-se nos tricomas glandulares, na face
abaxial e adaxial foliar (SA et al., 2016) e nas sementes, ¢ diferem de acordo com a
localiza¢do de plantio, sendo a-terpineno (5, massa teorica 136,1252), p-cimeno (6, massa
teorica 134,1096) e ascaridol (7, massa teorica 168,1150)os terpenos mais relatados como
majoritarios (Figura 6). O ascaridol ¢ um terpeno endoperéxido, encontrado nas partes aéreas
e nas sementes, com grande potencial bioldgico, com destaque para o efeito sedativo e
analgésico (CAVALLI et al., 2004; CHU; FENG HU; LIU, 2011; TRIVELLATOGRASSI et
al., 2013), e ja tem sido empregado como ativo repelente e inseticida (ISMAN, 2020c¢).
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Figura 6.Principais estruturas quimicas encontradas no 6leo essencial de D. ambrosioides: o-
terpineno, p-cimeno e ascaridol.

298

O oleo essencial de D. ambrosioides apresenta atividades giardicida (NEIVA et al.,
2011), repelente de mariposas (SINGH; PANDEY, 2018), antiparasitario contra Taenia
saginata, Ascaris lumbricoides, Leishmania sp. (MONZOTE et al., 2011), inseticida contra
Blattella germanica (ZHU et al., 2012), pulgas, carrapatos, piolhos, percevejos, tracas,
lagartas, além de larvicida contra Lucilia ingénua (HARRAZ et al., 2015); apresenta
mortalidade contra Sitophilus granarius L. acima de 80% em 24 h (discos com 0,2 pL/cm?)
(TAPONDJOU et al., 2002), e em outro estudo o 6leo essencial da espécie coletada na China
demonstrou atividade inseticida (LCso= 3,08 mg/L) através da fumigagdo contra S. zeamais
(CHU; FENG HU; LIU, 2011).

Com relacao a citotoxicidade do 6leo essencial, Monzote et al. (2009) revelou
citotoxicidade intraperitoneal do OE em ratos BALB/c de Clspde 58,2 + 0,05 pg/mL,
enquanto que ascaridol apresentou citotoxicidade 10 vezes maior (Clsp= 5,5 £ 14
ug/mL)(MONZOTE et al., 2009).

Os compostos majoritarios do oleo essencial de D. ambrosioides podem variar
conforme a localidade de coleta: a-terpineno (Nigéria, Ruanda, Coldmbia, Lavras-MG-Brasil,
Camardes e india), m-cimeno (india, 43,9%), p-cimeno (Camardes, 50,0%), a-felandreno
(40,0% no verao), a-pineno (32,7% no verdo) e ascaridol (mistura de cis e trans-ascaridol:
Alegre-ES-Brasil, 92,0%; Caceres-MT-Brasil, 49,8%). Mesmo sendo localizada no mesmo
pais, esta espécie pode apresentar um perfil quimico varidvel, como esté ilustrado no Quadro

1.
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Quadro 1.Comparagdo entre a composi¢do quimica do 6leo essencial de D. ambrosioides

obtidos de diferentes regides.

Localidade da Material (%) Composigao (%) Referéncia
coleta vegetal
Brasil: Cis- Trans- | o-terpineno | p-cimeno
ascaridol | ascaridol
Alegre, ES Partes 0,3 87,00 5,04 1,24 4383 (MONTEIRO et
aéreas/folhas al., 2017)
frescas
Lavras, MG Partes n.i. Ausente 12,49 40,73 21,81 (SANTIAGO et
aéreas/folhas al., 2016)
frescas
Caceres, MT Folhas secas | 1,15 49,77 Ausente 42,32 (DEGENHARDT
et al., 2016)
Outras regides:
Cordoba/Tucuma- Planta n.i. 99,4 Ausente 0,2 (GILLE et al.,
Argentina inteira 2010)
Ira Partes aéreas | 1,1 43,40 6,38 15,90 5,60 (OMIDBAIGI;
secas SEFIDKON;
NASRABADI,
2005)

Todos os exemploes de 6leos essenciais apresentados foram obtidos por hidrodestilagdo por
aparelho de Clevenger.% = Rendimento de 6leo essencial; n.i.= ndo informado.

Um estudo de 2016 demonstrou que a espécie D. ambrosioides coletada em Recife-
PE (Brasil) continha 42.14% de a-terpineno, 31.57% de a-terpineil-acetato e 0.87% de
ascaridol (responsavel pela atividade anti-helmintica); sendo que a concentragdo deste tltimo
¢ influenciavel pela qualidade do solo e local de coleta (SA et al., 2016). Em um estudo de
2016 foi investigado o impacto do manganés sobre o crescimento de D. ambrosioides em
cultivo hidropdnico, sendo o unico trabalho encontrado com D. ambrosioides envolvendo a
hidroponia, onde foi visto que na concentragdo acima de 10000 umol/L. de manganés ocorreu
dano intracelular, ocorrendo rompimento da membrana bilamelar dos cloroplastos, além de
redu¢do no nimero de mitocondrias nas células radiculares (XUE et al., 2016).

Sendo assim, o 6leo volatil de D. ambrosioides tem sido amplamente investigado,

porém informacgdes sobre a sua larga obtencao para uso industrial continuam desconhecidas.

3.4Mentha pulegium L.(LAMIACEAE)

Mentha pulegium Linnaeus pertence ao género Mentha, sendo uma das espécies mais
importantes pertencentes a familia Lamiaceae. Conhecido popularmente como “poejo”,
“hortelazinho”, “menta-selvagem”, “pennyroyal”, esta espécie ¢ nativa da Europa, porém

pode ser encontrada na Africa, Asia (ABDELLI et al., 2016b) e foi domesticada na América
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do Sul. A espécie atinge a altura de 40 cm, em média, e os caules sdo ligeiramente arqueados

(Figura 7) (KUMAR et al., 2011).

e partes

aéreas (B) de M. pulegium.
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Fonte: A) (“Horto didatico de plantas medicinais - UFSC”, 2020) B) (“henriettes-herb.com”,
2020).

A infusdo das partes aéreas ¢ utilizada como expectorante, digestivo e
antiespasmodico, contra gases intestinais (BENLARBI et al., 2014), além de atuar como
cicatrizante e antisséptico topico (OLIVEIRA et al., 2011).

O o6leo essencial da espécie apresenta trés quimiotipos, com diferentes compostos
majoritarios, tipo 1) pulegona (8); tipo 2) piperitenona (3) ou piperitona (9) e tipo 3)
isomentona (10) e neoisomentol (11) (OLIVEIRA et al., 2011), ilustradas na Figura 8.
Estudos tem apontado variabilidade em sua composi¢do quimica referente ao local de coleta,
como observado por Abdelli et al., 2016 que evidenciou maior teor de pulegona (70,66%) e
neo-mentol (11,21%) na espécie coletada no norte da Africa; em outro estudo conduzido com
a espécie coletada em Marrocos revelou como compostos majoritarios a pulegona (33,65%) e
acetato de a-terpinenila (24,29%) (ABDELLI et al., 2016b; CHERRAT et al., 2014). O 6leo
essencial obtido a partir de material vegetal procedente do Ira apresentou uma maior presenga
de piperitona (38,0%) e piperitenona (33,0%) e apresentou atividade antimicrobiana contra

bactérias gram-positiva, como Staphylococcus aureus (MAHBOUBI; HAGHI, 2008).
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Figura 8.Principais estruturas encontradas no o6leo essencial de M. pulegium: pulegona,
piperitenona, piperitona, isomentona e neoisomentol.

O hidrolato desta espécie também ja foi alvo de investigacdo. Petrakis et al. (2015)
reportaram que a composi¢ao consistia em 97,9% de piperitenona, sendo que este hidrolato
foi avaliado quanto a atividade inseticida contra o afideo Myzus persicae, o qual apresentou
mortalidade de 10-15% apos 24 h, quando aplicado sem dilui¢do em ensaio de mortalidade
sobre superficie tratada (PETRAKIS et al., 2015).

Quanto a publicacdes sobre o potencial repelente e inseticida do 6leo essencial desta
espécie, os resultados sdo promissores. A queima da planta inteira como incenso apresenta
atividade repelente contra tragas de roupas (CHERAGHI NIROUMAND et al., 2016). Um
estudo feito com o 6leo essencial da planta coletada na Algeria, norte da Africa, demonstrou
alta eficiéncia inseticida (LDso 9,11 £+ 2,53 uLL/mL) contra Sitophilus granarius, uma praga de
estocagem de trigo, em que o tratamento padrao consiste no uso de malathion, um inibidor de
acetilcolinesterase (ABDELLI et al., 2016). O 6leo essencial de M. pulegium coletado na
Tunisia foi testado contra 7ribolium castaneum, conhecido como ‘besouro do trigo vermelho’,
o qual representa um problema importante em estoque de farinhas, e contra Lasioderma
serricone, conhecido como ‘besouro do fumo’. Neste estudo, o 6leo essencial demonstrou
atividade inseticida por fumigacdo (LCsy 11,57 puL/L de ar) e de repeléncia (RDsy 0,015
uL/ecm® e RDos 0,370 pL/cm?) contra 7. castaneum e mortalidade por fumigagio (LCso 8,46
uL/L de ar) e de repeléncia (RDsy 0,01puL/cm® e RDos 0,526 pL/cm®) contra L. serricone
(SALEM et al., 2018). O dleo essencial de M. pulegium também demonstrou atividade
acaricida contra Tetranychus urticae na concentragdo de LCsy 2,57uL/L para ovos e LCsg
2,25uL/L para adultos desta espécie (MOZAFFARI et al., 2013). Em um estudo utilizando o
0leo essencial de M. pulegium contendo 81% de pulegona, mostrou potencial inseticida contra
L. pseudobrassicae com LCsy de 3,49 mg/mL (ap6s 10 min.), LCsy de 3,1 mg/mL (apds 30
min.) e LCspde 1,8 mg/mL (ap6s 60 min.) (SAMPSON et al., 2005).
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3.5Cola nitida (VENT.) SCHOTT & ENDL. (MALVACEAE)

Cola nitida (Vent.) Schott & Endl. (Malvaceae) é uma arvore nativa da Africa,
origindria de agroflorestas localizadas em Serra Leoa, Costa do Marfim, Nigéria, Libéria,
Camardes e Gana. Desde 1912tem sido cultivada extensivamente pelo oeste da Nigéria e foi
trazida para Jamaica e Brasil pelos imigrantes africanos em 1930, onde a encontra-se como

arvore exdtica domesticada, conforme Figura 9 (ORWA, 2009).

Figura 9.Localizagao geografica da espécie domesticada C. nitida.
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Fonte: adaptado de (ORWA, 2009).

A espécie C. nitida é popularmente conhecida na Africa como “ghanja” ou “goro”
(ASOGWA et al., 2012)e no Brasil como “noz-de-cola” ou “cola”. Seu nome binomial Cola
nitida (Vent.) Schott & Endll. pode ser identificado pelos sinénimos Cola nitida A. Chev. e
Sterculia nitida Ventenat (basindbmio) (TROPICOS, 2020). Pertence a ordem Malvales Juss.,
Familia Malvaceae, a qual foi transferida da familia Sterculiaceae para a atual, juntamente
com outra espécie, Cola acuminata (DAH-NOUVLESSOUNON et al., 2016). A arvore
apresenta crescimento perene ¢ alcanca o tamanho de 20 metros em média (Figura 10) e

adequa-se facilmente ao solo de pH variavel (PFAF, 2020).
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Figura 10.Noz de cola (A), inflorescéncias (B), arvore (C) e folhas (D) de C. nitida.

O uso popular da espécie C. nitida é muito difundido na Africa. A noz-de-cola é
mascada como fung¢do tonica, estimulante e para promover a saciedade (LOWOR; ACULEY;
ASSUAH, 2010; ODEBODE, 1996; STARIN, 2013); pode ser oferecida como gesto de paz e
amizade, e tem importancia em cerimonias e atividade religiosas (FAJINMI; OLAREWAJU,
2017; SALAHDEEN et al., 2015). Relatos apontaram que em tribos africanas, a resina ¢
utilizada na forma de incenso, para “atrair bons espiritos” e como repelente de insetos em
cerimonias religiosas. Além disso, hé a evidéncia que o fluxo de producdo de resina na planta
¢ estimulado pelo ataque de insetos, com a funcao de repeli-los (CIESLA, 2009).

A noz, semente, folhas e cascas de C. nitida foram extensamente investigadas quanto
a composi¢do fitoquimica e atividades bioldgicas. Em um estudo conduzido por Adeosun et
al. (2017), o extrato etandlico das folhas promoveram atividade diurética sem causar deplecao
de eletrélitos em estudo in vivo utilizando ratos (ADEOSUN et al., 2017). A noz promove o
efeito de saciedade e reducdo de fadiga além de aumentar a atividade mental e diminuir o
sono, sendo que estes efeitos devem-se principalmente a presenca de cafeina e teobromina,
identificados por CG-EM (ESIMONE et al., 2007). Além disso, a noz apresenta teor em
polifenois, incluindo 4cido clorogénico, acido quinico, ¢ maior propor¢do em acido tanico,
catequina e epicatequina (ODEBODE, 1996). Porém a pesquisa sobre a resina de C. nitida
nao ¢ muito enfatizada, de acordo com estudo anterior (FRANKENBERGER, 2017), a fra¢ao
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nao-volatil da resina ¢ composta por triterpenos pentaciclicos do tipo oleanano e ursano, com
13,0% de o-amirina e 7,0% de 6leo essencial, sendo que em uma analise de predi¢do em
headspace - CG-EM apresentou composi¢do monoterpénica, sendo a-felandreno e p-cimeno
os compostos volateis majoritarios (FRANKENBERGER et al., 2018). As investigacdes
farmacoldgicas para o uso da resina de C. nitida continuam escassas, sendo um material

vegetal com potencial para investigagdo quimica e atividade bioldgica.

3.6PLANTAS MEDICINAIS E HIDROPONIA

Antes de abordar sobre o cultivo hidropdnico € necessario apresentar uma introducdo
sobre o cultivo convencional de plantas medicinais, sendo o cultivo em solo o mais
abrangente e utilizado, por ser acessivel a baixo custo (HEIMLER; ROMANI; IERI, 2017;
STRZEMSKI et al., 2020). No entanto este modelo de cultura mostra varios obstaculos para o
fornecimento de um material vegetal padronizado em um marcador quimico. Os fatores
ecoldgicos como variacao na irrigagdo, sazonalidade e oferta de nutrientes adequados no solo
impactam diretamente na qualidade do material vegetal (YUAN et al.,, 2020).Como
alternativa encontra-se a hidroponia, onde ¢ possivel suplementar os nutrientes adequados,
evitar o ataque de pragas presentes no solo e otimizar a irrigagdo com agua de forma eficiente
e racional (PRADHAN; DEO, 2019; STRZEMSKI et al., 2020).

O cultivo hidropdnico ja esta bem consolidado como ferramenta para a produgdo de
hortalicas e verduras, sendo crescente o emprego principalmente em paises com escassez de
agua e solo, ou que sofreram com mudancgas climaticas, desastres naturais e urbanizagdo
(AIRES, 2018; SHARMA et al., 2018). A hidroponia tem se apresentado como uma
alternativa vidvel para a otimizacdo na producdo de plantas medicinais e a obtengdo de
metabolitos secundarios, geralmente apresentando menor tempo de crescimento da planta até
a fase de colheita em um sistema controlado, melhorando assim a produtividade de material
vegetal. Além disso, essa técnica ndo necessita de grandes espacos de cultivo e solo,
representando assim uma alternativa possivel de ser aplicada em escala industrial
(MAIRAPETYAN et al., 2018). Por ndo necessitar de solo, os canteiros podem ser compostos
por perlita, areia e outros substratos reutilizaveis, e a nutricdo das raizes ¢ feita com solucao
nutriente composta por minerais. Além deste modelo, ¢ crescente a utilizacdo do canteiro

vertical, no intuito de produzir em larga escala em menor espago, aumentando a
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produtividade. No entanto, este modelo de cultivo hidroponico apresenta custo elevado, sendo
utilizado para espécies com maior valor agregado. Em canteiros com pouca incidéncia de luz
pode ser empregadas lampadas de LED (light emitting diode) como recurso para estender o
periodo de fotofase com o objetivo de aumentar a produtividade de material vegetal
(BUYEYE et al., 2022).

O cultivo hidroponico de plantas medicinais pode ser realizado por diferentes
métodos de irrigagdo, com destaque para os tipos de gotejamento, fluxo continuo e por
imersdo das raizes em solugdo foliar (PRADHAN; DEO, 2019). Além disso, a estrutura do
canteiro pode apresentar variacdes, como em forma de calha,recomendado para espécies
rasteiras; canteiro vertical, na forma de bolsas de feltro instaladas na parede; e como canteiro
em forma de calhetdo, recomendado para espécies arbustivas.

Dentre as espécies ja cultivadas e avaliadas em hidroponia encontram-se Acmella
oleracea, a qual produziu alto teor de polifendis totais, assim como no solo, porém com
estruturas quimicas diferentes (NASCIMENTO et al., 2020b). O mesmo evento foi
demonstrado por Strzemski et al. (2020) através da espécie Carlina acaulis, uma espécie
amplamente utilizada na etnofarmacologia da Europa, a qual produziu os mesmos teores de
acido clorogénico e acido 3,5-dicafeoilquinico (STRZEMSKI et al., 2020). Em outro estudo
utilizando Mentha piperita ocorreu producdo superior de material vegetal através do cultivo
hidropdnico utilizando canos de polietileno com 30-40 cm de didmetro e substratos como
residuo vulcanico e cascalho, sendo que o material vegetal hidroponico apresentou o mesmo
teor de 6leo essencial comparado com outras culturas de solo (MAIRAPETYAN et al., 2018).
A partir dos exemplos ilustrados e das referéncias consultadas, ¢ possivel afirmar que o foco
na producdo de marcadores quimicos foi principalmente para polifendis, dleos essenciais,
flavonoides heterosideos, entre outros (DAYANI; SABZALIAN, 2017).

Sobre a D. ambrosioides, um unico estudo avaliou a influéncia da oferta de
diferentes nutrientes na micropropagagdo da espécie in vitro, mostrando um maior
crescimento nos segmentos nodais e apicais na presenca de meio de cultura basico (DE
CARVALHO et al.,, 2018). No entanto, ndo foram encontradas pesquisas comparando

qualitativamente os metabolitos secundarios produzidos pela espécie em diferentes cultivos.
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3.7NANOEMULSOES

Emulsao é uma formulagdo composta por dois liquidos imisciveis, em que uma fase
se encontra dispersa dentro de outra fase na presenca surfactantes (moléculas anfifilicas
conhecidas também como tensoativos, que promovem a jun¢do de moléculas imisciveis). A
emulsdo pode ser composta por uma fase aquosa e outra fase oleosa ou particulas sélidas,
sendo o processo de formacgdo da emulsdo chamado de emulsificagdo. Este processo pode ser
realizado através de diferentes métodos, incluindo agitacdo simples, formacao com o auxilio
de rotores, injecdo liquida através de membrana porosa, homogeneizacdo sob alta pressdo ou
com aparelhos de ultrassom (AKBARI; NOUR, 2018). Dentre os processos que envolvem
agitacdo, encontra-se o processo de emulsificagdo espontanea, o qual depende principalmente
de variaveis como tensdo interfacial, viscosidade, regido de transicdo de fase, estrutura e
concentragdo de surfactante (BOUCHEMAL et al., 2004).

A diferenca entre uma microemulsdo ¢ uma nanoemulsdo ¢ a propor¢ao envolvida
entre o surfactante e 6leo, sendo que a composicdo pode ser a mesma para os dois tipos de
formulacdes. Dependendo da concentracdo de 6leo na formulagdo, ¢ necessaria a adigdao de
um co-surfactante, para reduzir a tensao interfacial e aumentar a estabilidade termodinamica
das microemulsdes (PAVONI et al., 2020)

Dentre as principais diferencas das microemulsdes e nanoemulsdes, além do tamanho
da particula formada, encontram-se os problemas de estabilidade. Nanoemulsdes sao
cineticamente mais estaveis que as microemulsdes (BOUCHEMAL et al., 2004), ocorrendo
em menor propor¢do os fendmenos de instabilidade como creaming, floculagdo, coalescéncia
e sedimentagao (SHARMA et al., 2020). Além disso, necessita-se de menor concentragao de
tensoativos para uma nanoemulsdo, sendo um fator importante a ser considerado para o
desenvolvimento de produtos inseticidas. Microemulsdes necessitam de cerca de 20% ou mais
de tensoativos, ao passo que para a formacdo de nanoemulsdo ¢ necessario em torno de 3 a
10% (BOUCHEMAL et al., 2004).

A biotecnologia esta envolvida no desenvolvimento de novos produtos que serdo
utilizados na industria de alimentos, na otimizagdo de processos na agricultura, no diagndstico
e tratamento médicos, na engenharia biomolecular, e dentre esses avangos encontra-se a

nanotecnologia (FAKRUDDIN; HOSSAIN; AFROZ, 2012).
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As nanoemulsdes sdo sistemas com tamanho de particula entre 20 a 200 nm, capazes
de melhorar o sistema de entrega de farmacos lipossoluveis, assim como substancias apolares
como Oleos essenciais e insumos, como vitaminas e compostos isolados de plantas com
caracteristicas hidrofobicas (SOLANS et al., 2005). As nanoemulsdes partem do conceito das
emulsdes, sendo uma das formas farmacéuticas que utiliza sistemas tensoativos capazes de
dispersar dois liquidos imisciveis (GASCO; GALLARATE; PATTARINO, 1991).

O crescente interesse em desenvolver novas nanoemulsdes ocorre devido ao grande
numero de possibilidades de aplicagdes, como nos tratamentos médicos cutaneos, na
farmacologia e na agricultura (NASTITI et al., 2017; NENAAH; IBRAHIM; AL-ASSIUTY,
2015). As nanoemulsdes tém sido desenvolvidas para melhorar a permeacdo cutdnea de
medicamentos e ativos lipossoluveis, que ndo conseguem atravessar a barreira trans
epidérmica com facilidade. Além disso, com a melhora da solubilidade em wveiculos
hidrossoltveis, ocorre um aumento nas opgdes em veiculos para a sua incorporacdo, como
géis aquosos e logdes. Outro fator importante ¢ que as nanoemulsdes podem reduzir a
possibilidade de irritagdo cutdnea de determinadas substancias, utilizando em alguns casos a
lecitina de soja ou lecitina de ovo como agente emulsificante, contribuindo para o
desenvolvimento de veiculos inertes (NASTITI et al., 2017). Sobre o aspecto em aplicagdao na
agricultura, as nanoemulsdes encontram-se como um recurso para melhorar a
hidrossolubilildade da substancia empregada, facilitando a aplicacdo pelos agricultores
(FENG et al., 2018; MANJUNATHA; NAIK; USHARANI, 2019)

As nanoemulsdes apresentam-se transparentes ou translicidas a olho nu,
monofasicas, opticamente isotropicas, lipofilicas (logP 1-3) (NASTITI et al., 2017),com alta
estabilidade cinética e geralmente necessitam de baixa energia para serem formuladas
(FERNANDES et al., 2014; JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; LI et al., 2017; SOLANS
et al., 2005).

Para a obtencdo das nanoemulsdes pode-se utilizar diferentes técnicas, sendo
divididas em preparacdes envolvendo: 1) alta energia de emulsificagdo (incluindo neste grupo
o método de alta energia de agitacdo, emulsificagdo ultrassonica, homogeneizagdo de alta
pressao, microfluidizagcdo, emulsificagdo de membrana); 2) baixa energia de emulsificacao
(onde incluem-se as técnicas de temperatura de inversdo de fase, técnica de inversdo de ponto
de emulsdo e técnica de emulsificagdo espontanea) (JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015;
PRASAD; MOHANTA; SUDHAKAR, 2019). O método de emulsificagdo espontanea ocorre
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quando a fase oleosa ¢ vertida sobre a fase aquosa sob agitacdo tornando um sistema coloidal
cineticamente estavel, ocorrendo dispersdo de dois liquidos imisciveis. Em uma nanoemulsao,
goticulas esféricas formam a fase dispersa, sendo liquido em uma fase continua no entorno.
Este efeito deve-se a formagao de micelas promovidas pelo sistema de tensoativos escolhido
(Figura 11) (ASWATHANARAYAN; VITTAL, 2019; PIORKOWSKI; MCCLEMENTS,
2014). As formulagdes geralmente sdo compostas por uma combinac¢do de tensoativos (ou
surfactantes), sendo, no minimo, um tensoativo com maior afinidade pela fase aquosa e o
outro com maior afinidade pela fase oleosa. Entre os exemplos de surfactantes comumente
utilizados encontram-se os surfactantes anidénicos como lauril sulfato de s6dio e nao-i6nicos

como tween 80, polisorbato 20, Briju 58 e Triton X-100 (LI et al., 2017).

Figura 11.Método de emulsificagdo espontanea.
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Fonte: (PIORKOWSKI; MCCLEMENTS, 2014).

A caracterizacdo das nanoemulsdes pode ser realizada através de espectroscopia por
espalhamento de luz dindmico (mais conhecido pela sigla em inglés DLS, dynamic light
scattering) sendo possivel avaliar o tamanho do didmetro interno da particula (de 3 nm a 5
um), carga e polidispersibilidade através do efeito de espalhamento de Rayleigh (fendémeno
em que o tamanho da nanoparticula corresponde a 1/10 do comprimento de onda da luz
incidente (ASWATHANARAYAN; VITTAL, 2019). DLS registra a intensidade das
flutuagdes resultantes da localizagao espacial devido ao movimento browniano das pequenas
particulas sobre o momento em que ocorre o espalhamento da luz (BHATTACHARIEE,
2016; LI et al., 2017, PRASAD; MOHANTA; SUDHAKAR, 2019).

Além disso, avaliar a integridade da aparéncia da formulag¢ao ¢ importante, em uma
avaliacdo macroscopica deseja-se auséncia de separacao de fase, creaming ou sedimentagdo a

temperatura ambiente (FERNANDES et al.,, 2014; SOLANS et al., 2005). O creaming
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consiste em um efeito de separacdo gravitacional de fase, quando ocorre a presenca de duas
densidades relativas diferentes (ASWATHANARAYAN; VITTAL, 2019).

Baseando-se na crescente procura por novos ativos para o mercado cosmético,
medicina, saneantes e para o controle de pragas e doengas visando producdo de alimentos,
varios insumos, como polifenois, 6leos fixos, Oleos essenciais, vitaminas € outros extratos
vegetais tém sido utilizados no desenvolvimento de novos produtos conciliando as técnicas de
nano formulagdes, visando melhorar a estabilidade quimica, solubilidade em agua e eficacia
(BARRADAS; DE HOLANDA E SILVA, 2020; YANG et al., 2020). Para os 6leos fixos, por
exemplo, os quais sdo utilizados na indudstria cosmética como recurso hidratante, antioxidante
e agente reparador cutineo, sdo encapsulados em carreadores lipidicos nanoestruturados para
evitar a oxidagdo devido a presenca de acidos graxos poli-insaturados(YANG et al., 2020).
Isto ¢ desejavel ndo so6 para Oleos fixos, mas para outros ativos como vitaminas, extratos
vegetais, corantes naturais e ativos utilizados como preservantes de alimentos
(ASWATHANARAYAN; VITTAL, 2019).

Voltando ao foco dos ativos naturais nanoemulsionados com atividade repelente ¢
inseticida, algumas publicacdes ja& mostraram como essas formulagdes sao promissoras; em
um trabalho utilizando uma fracdo apolar de Manilkara subsericea (5%) resultou em uma
nanoformula¢do com tamanho médio de diametro de 155 nm induzindo a mortalidade em
Dysdercus peruvianus, uma praga no cultivo de algoddo (FERNANDES et al., 2014). Os
Oleos essenciais de Ageratum conyzoides, Achillea fragantissima ¢ Tagetes minuta foram
incorporados a nanoemulsdes pela técnica de homogeneizagdo sob alta pressao, alcancando
um tamanho médio de 49 a 136 nm, apresentando assim um aumento da atividade inseticida
por fumigacao e por contato pelo método de ensaio em superficie tratada (papel-filtro) contra
Callosobruchus maculatus, uma praga de infestacdo de sementes de feijdo (NENAAH;
IBRAHIM; AL-ASSIUTY, 2015).

As nanoemulsdes sdo preparadas utilizando diferentes sistemas de tensoativos, os
quais podem ter composi¢do biodegraddvel ou ndo. Nanoemulsdes com tensoativos
biodegradaveis sdo consideradas ecologicamente sustentaveis e tem crescido o interesse em
investiga-las para uso em cosméticos (YANG et al., 2020), saneantes e no controle de pragas
e vetores (OLIVEIRA et al., 2017).

Apesar de observar estudos na area de inseticidas com o uso de OE’s, observam-se

lacunas no que se refere a obtencao padronizada deles, além da obtengdo de material vegetal
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de forma sustentdvel, evitando o desgaste de solo e realizando o consumo consciente de agua
e fertilizantes. Existe disponivel no mercado uma formulagdo baseada na composi¢ao quimica
do 6leo volatil de D. ambrosioides, padronizada em seus 2 compostos majoritarios (o-
terpineno e p-cimeno) juntamente com limoneno, sendo este ultimo adicionado para ampliar o

espectro de atividade (BAYER, 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1MATERIAL VEGETAL

4.1.1Dysphania ambrosioides

As partes aéreas de D. ambrosioides foram coletadas durante o verdo, pela manha, no
Horto Didéatico de Plantas Medicinais do Hospital Universitario HU/CCS (HORTO-
HU/CCS), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC, Floriandpolis, Brasil,
27°35'50.3"S 48°31'01.3"0). A identificacdo botanica foi realizada pelos botanicos Dr. Pedro
Fiaschi e Dr". Juliana de Paula-Souza comum exemplar selecionado para a confec¢do de
exsicata (Figura 12), a qual foi depositada no herbario FLOR sob o nimero 68439. O material
vegetal foi submetido a estabilizagdo por secagem sobre bancada, localizada no laboratério de
Farmacognosia — UFSC, em temperatura controlada (22+ 2° C) por 15 dias e as sementes
separadas para germinacdo (Figura 13), com a finalidade de obter mudas futuras para
transplante em cultivo hidroponico. As partes aéreas de D. ambrosioides- cultivo em solo
foram submetidas a secagem sobre bancada para a obtencdo de material vegetal seco, no
intuito de prevenir a degradacdo provocada por fungos. Isto ¢ importante para o processo de
extracdo do 6leo essencial, visando contornar possiveis problemas de contamina¢do em seu
armazenamento, podendo ocasionar alteragcdes na composi¢do quimica e nos resultados
biologicos posteriores. Em seguida, as partes aéreas secas foram submetidas a extragao do

Oleo essencial conforme sera descrito o item 4.2.

Figura 12.Exsicata de D. ambrosioides.

Fonte: O autor.
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Figura 13.Material vegetal deD. ambrosioides coletado do solo.

Fonte: O autor.A) Planta inteira; B) Separacdo das Sementes e C) Sementes.

As sementes de D. ambrosioides foram coletadas em fevereiro de 2018 pela manha,
no HORTO-HU/CCS, as quais permaneceram sob bancada por 7 dias a temperatura ambiente

e entdo levadas para a semeadura no cultivo hidropdnico, conforme sera descrito no item 4.5.

4.1.2Mentha pulegium

As partes aéreas de M. pulegium foram coletadas no Laboratério de Hidroponia -
UFSC (27 27°34'58.0"S 48°30'20.1"0), sendo um exemplar selecionado para a confecgao de
exsicata, identificada pela botanica Silvia Venturi e depositada no Herbario FLOR (UFSC)
sob numero 68464. A espécie foi cultivada em um canteiro vertical (Figura 14 e Figura 15),
onde recebia rega duas vezes ao dia com solugdo foliar Dripsol®. Apods a coleta, as partes
aéreas (Figura 16) foram secas sobre bancada em temperatura ambiente por 30 dias, e em

seguida foi realizada a extragdo do dleo essencial.
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Figura 14.Canteiro vertical com mudas de M. pulegiumuti
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Fonte: O autor.

Figura 15.Visao geral do canteiro vertical com mudas de M. pulegiumutilizadas no estudo.

.

Fonte: O autor. A) plantio inicial das mudas. B) coleta do material vegetal, apds 60 dias.
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Figura 16.Partes aéreas de M. pulegium no momento da coleta.

Fonte: O autor.

As partes aéreas de M. pulegium foram submetidas a secagem sobre bancada para a

obtencdo de material vegetal seco, no intuito de prevenir a degradagdo provocada por fungos.

4.1.3Cola nitida

A resina bruta proveniente do tronco da arvore de C. nitida foi coletada na regido
oeste da Republica de Camardes — Africa Central, em Bangangté, capital de Ndé (5°09°00” N
10°31°00”L) em margo de 2014, acondicionada em saco plastico preto a temperatura ambiente
e fornecida pelo professor Dr. Louis Pergaud Sandjo em agosto de 2014. O material vegetal
foi identificado como originado da espécie Cola nitida por comparagdo de exsicata depositada
no Herbario Nacional de Yaoundé — Camardes-Africa sob namero 14590SRF. No momento
da chegada ao Brasil, a resina bruta foi submetida & maceragdo com CHCl3/MeOH (1:1, v/v)
por dez dias, filtrada e concentrada em rotaevaporador sob pressdo reduzida, no intuito de

obter um extrato com melhor estabilidade e ser investigado em um maior prazo de tempo,
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obtendo assim o extrato resinoso concentrado (Figura 17), conforme descrito na dissertagao

de mestrado da autora (FRANKENBERGER, 2017).

Figura 17.Extrato resinoso concentrado da resina de C. nitida

Fonte: O autor.

4.20BTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Para a obtengdo do 6leo essencial de D. ambrosioides- cultivo em solo (DaSOE),
39,36g de material vegetal seco rasurado foi inserido em baldo volumétrico de 1 L juntamente
com 600 mL (m/v) de dgua destilada e submetido a hidrodestilagdo em aparelho de clevenger
por 3,5 h. Em seguida aguardou-se 10 minutos e o 6leo essencial foi coletado, adicionado
sulfato de sodio (1,0g) para a remog¢ao de eventual fracdo aquosa (hidrolato) e devidamente
armazenado sob refrigeragdo (4° C + 2° C).O rendimento extrativo do 6leo essencial foi
expresso em volume (mL) e porcentagem (%) em relagdo ao material vegetal seco. O
experimento foi conduzido em capela de exaustdo e com luz apagada durante as extragdes. O
hidrolato foi armazenado sob refrigeracao.

O o6leo essencial de M. pulegium (MpOE) foi obtido através da hidrodestilagdo em
aparelho de clevenger com um baldo volumétrico de 1 L contendo 46,88g de material vegetal
seco e rasurado e 650 mL de agua destilada (m/v). A extragdo durou 2 h; em seguida
aguardou-se 10 minutos e entdo o 6leo essencial foi coletado, adicionado sulfato de sddio

(1,0g) para retirada de qualquer residuo de fracdo aquosa e armazenado sob refrigeracdo. O
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rendimento extrativo do 6leo essencial foi expresso em volume (mL) e porcentagem (%) em
relacdo ao material vegetal seco. Uma aliquota do hidrolato foi separada para avaliacdo de
atividade bioldgica e o restante foi filtrado e submetido a secagem em rotaevaporador sob
pressao reduzida e armazenado sob congelador.

Para a extragdo do oleo essencial de C. nitida (CnOE) foram utilizados 71,0g de
extrato resinoso concentrado obtido pela maceracdo da resina bruta em CHCIl3;/MeOH (1:1,
v/v) por dez dias seguido por filtragdo com papel filtro e algoddo e retirada do solvente
extrator em rotaevaporador sob pressao reduzida originando o extrato resinoso concentrado. O
extrato resinoso concentrado foi pesado em baldo volumétrico com 200 mL (m/v) de agua
destilada. Em seguida foi levado a hidrodestilagdo em aparelho de clevenger por 3,0 h. Apos
este periodo aguardou-se 10 minutos e em seguida o o6leo essencial foi coletado, adicionado
sulfato de soédio (1,0 g) para retirada de residuo de fragdo aquosa e armazenado sob
refrigeracdo. O rendimento extrativo do o6leo essencial foi expresso em volume (mL) e
porcentagem (%) em relacdo ao material vegetal seco (g). O hidrolato foi armazenado sob
refrigeracdo. Uma aliquota para a caracterizacdo por CG-EM foi retirada e secada em
rotaecvaporador sob pressdao reduzida. O residuo resultante na filtracdo foi armazenado para

uma futura pesquisa.

4.3CARACTERIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS E HIDROLATOS

Os 6leos essenciais e os respectivos hidrolatos foram analisados através da técnica de
CG-EM, utilizando um cromatdgrafo a gas Perkin-Elmer Clarus 680 com coluna capilar de
silica apolar Elite SmS (coluna com 5% de difenil-polisiloxano e 95% de dimetil-polisiloxano
e dimensdes de 30 m x 0.25 mm, espessura de 0.25 pum) acoplado a um espectrdmetro de

massas Perkin-Elmer Clarus SQ8, sob as condi¢des analiticas descritas na Tabela 1.
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Tabela 1.Condig¢des analiticas (CG-EM) utilizadas para a caracterizacdo dos 6leos essenciais €

hidrolatos.

CnOE

DaSOE

MpOE

Hidrolato (Cn,
DaS e Mp)

Dilui¢ao da amostra

1% com éter dietilico P.A. (v/v)

Volume de injegdo
Gas de arraste
Rampa de

35°C (4 min) até

0,5 ul
Hélio (He,, tipo 5.0, com 99.999% de pureza) 1mL/min

80°C (4 min.) até

35°C (4 min.) até

80°C (4 min.)

até 110°Ca2°

C/min., 110°C

por 1 min., em
seguida até 130°

110°Ca?2°
C/min., 110°C
por 1 min., em
seguida até 130°C

110°Ca?2°
C/min., 110°C
por 1 min., em
seguida até 130°C

90°C a 20° C/min,
até 130°C a 5°

C/min, 130°C (1

min) eaté 250°C a

temperatura

15° C/min a 5°C/min., 130°  a 5°C/min., 130° C a 5°C/min.,
C (1 min.), C (1 min.), 130°C (1 min.),
finalizando em finalizando em finalizando em
250°C a 15° 250° Cal5° 250° Cal5°
C/min C/min C/min
Temp. do injetor 250°C
Modo de inje¢do split (10 mL/min) split (50 mL/min) split (5
mL/min)
Solvent-delay 4 minutos
Temp. da fonte 180°C
Temp. da linha de 220°C
transferéncia
Ionizacdo IE 70 eV
Faixa de scan 30 a 600 Da

A identificagdo dos compostos presentes no oOleo volatil e hidrolato de D.
ambrosioides foi realizada com o auxilio da biblioteca NIST-MS (2011), comparando com a
similaridade no padrdo de fragmentacdo das estruturas de referéncia. Os métodos analiticos
foram desenvolvidos a partir de um método padrdo proposto por (ADAMS, 2007). A
propor¢do de cada composto foi determinada calculando o valor da area sob a curva,
considerando os picos identificados na ordem de magnitude de e'’ (o que significa que a
sensibilidade de deteccdo com fator de resposta 10 — relag@o entre o incremento de area sob a
curva de cada pico e incremento de massa do analito) ¢ e’. Com isso os picos referentes ao
ruido foram desconsiderados. Foram realizadas analises com o objetivo de comparar com 0s
tempos de reten¢ao da série homodloga de alcanos (C9, 11, 13, 15, 17, 19) e de padrodes
analiticos (o-pineno, >97% de pureza, fabricante Sigma-Aldrich, China; B-pineno, >97% de
pureza, fabricante Sigma-Aldrich, China) e comparacdo com literatura de referéncia
(ADAMS, 2007). Através das informacgdes obtidas pelo tempo de retencao de cada alcano (da

série homologa de n-alcanos) utilizando o método cromatografico utilizado para a anélise de
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caracterizagdo dos 6leos essenciais, ¢ possivel calcular o indice de retengdo de cada composto

identificado, seguindo a Equag¢ao 1 abaixo.

Equaciao 1. Foérmula para calcular o indice de retencao (IR) para andlise em temperatura
programada

IR =100[((¢tR —tRz))/((tR(z+1)~tRz))

Sendo tR= tempo de retencdo do composto desconhecido; tRz = tempo de retengao no n-
alcano anterior; tR (z + 1) = tempo de retencdao do n-alcano posterior.

A avaliagdo da presenca de ascaridol no o6leo volatil de D. ambrosioides- cultivo em
solo foi realizada utilizando o modo SIR (selecting ion recording), selecionando os ions
diagnésticos conforme literatura de referéncia: m/z 43; 55; 69; 79; 93; 107; 121 e 136 Da
(CHU et al., 2008).

A propor¢do de cada composto do 6leo volatil e hidrolato de M. pulegium foram
determinadas calculando o valor da area sob a curva, considerando os picos identificados na
ordem de magnitude de ¢'°. Os dados foram processados pelo software Turbo Mass 6.1.0 ¢ a
identificacao dos compostos foi realizada com o auxilio da biblioteca NIST-MS (2010, versao
2.0), comparando com a similaridade no padrao de fragmentac¢do das estruturas de referéncia,
e através da comparagdo com os tempos de retencdo da série homologa de alcanos (C9, 11,
13, 15, 17, 19) e de padrdes analiticos (a-pineno, > 97% de pureza, fabricante Sigma-Aldrich,
China; B-pineno, >97% de pureza, fabricante Sigma-Aldrich, China) e comparacdo com
literatura de referéncia (ADAMS, 2007).

O cromatograma do 6leo volatil de C. nitida, assim como o hidrolato, foi analisado
em modo TIC e os picos foram integrados para a obtengao da area sob a curva de cada pico.
Os dados foram processados pelo software Turbo Mass 6.1.0 e a identificagdo dos compostos
foi realizada com o auxilio da biblioteca NIST-MS (2010, versdo 2.0), comparando com a
similaridade no padrio de fragmentacdo das estruturas de referéncia, e através da comparagao
com os tempos de retengdo da série homodloga de alcanos (C8 — C20) e de padrdes analiticos
(a-pineno, >97% de pureza, fabricante Sigma-Aldrich, China; B-pineno, >97% de pureza,
fabricante Sigma-Aldrich, China) e comparagdo com artigos e literatura de referéncia

(ADAMS, 2007).
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4 4ATIVIDADE BIOLOGICA EM ENTOMOLOGIA AGRICOLA

Os bioensaios entomologicos foram realizados no Laboratério de Entomologia
Agricola — Centro de Ciéncias Agrarias — UFSC, sob coordenacao do Prof. Dr. Alex Sandro
Poltronieri. O ensaio foi realizado com a espécie Sitophilus zeamais, uma praga de
armazenamento que reduz a massa de graos de milho, além de contamina-los com fungos
causando déficit de qualidade e produtividade.

Outras espécies avaliadas foram o pulgdo de couve Brevycorine brassicae e Lipaphis
pseudobrassicae, pertencente a mesma familia Aphididae.

Sendo assim, ¢ importante investigar novas op¢des de bioinseticidas para estas
espécies, as quais representam um grande problema na estocagem de alimentos e na produgao

de hortaligas na agricultura organica.
4.4.1Criacao de Sitophilus zeamais

Insetos adultos nao-sexados de S. zeamais (Motschulsky, 1855) (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE) com 15 dias de idade foram coletados de uma criagdo artificial (gaiola
plastica com graos de milho) mantida em condi¢des controladas em uma sala de criagdo (25 +
2° C, 60 £ 10% de umidade relativa e fotofase de 12 h) (Figura 18).0s insetos foram
identificados pelo professor Dr Alex Sandro Poltronieri — Laboratério de Entomologia

Agricola da Universidade Federal de Santa Catarina (Labento — UFSC).

Figura 18.Criacdo de S. zeamais - sala de criagao

Fonte: O autor.
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4.4.2Criacao de Brevicoryne brassicae

Os insetos foram identificados pelo professor Dr. Alex Sandro Poltronieri —
Laboratorio de Entomologia Agricola da Universidade Federal de Santa Catarina (Labento —
UFSO).

Insetos adultos de B. brassicae foram obtidos a partir de folhas de couve-manteiga
infestadas coletadas da horta experimental do Centro de Ciéncias Agrarias — UFSC, e de
folhas de brécolis infestadas coletadas da horta experimental da EPAGRI — CIRAM (Erro!
Fonte de referéncia nao encontrada., ilustracdo 1). A selecdo dos insetos foi realizada
através de identificacdo microscopica, excluindo os insetos parasitados, alados ou de outras
espécies. Foram inoculados seis insetos fémeas adultas/placa e deixados em repouso por 24 h
na sala de criagdo. Apos este periodo, os insetos adultos foram retirados, permanecendo 10
ninfas de 1° instar (insetos no primeiro estagio de vida, onde ndo ocorreu a maturidade sexual,

porém apresenta a mesma morfologia que o inseto adulto) por placa (Figura 19, ilustracdo 2).

Figura 19.Folha de couve infestada por afideos (1); Foto ampliada de B. brassicae adultos e
ninfas (2).

Fonte: O autor. A) inseto adulto; B) ninfa de 1° instar.

4.4.3Coleta de Lipaphis pseudobrassicae

Os insetos adultos de L. pseudobrassicae foram coletados de folhas de couve do

canteiro experimental do LabHidro — CCA — UFSC (Figura 20) e identificados pelo professor
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Dr. Alex Sandro Poltronieri — Laboratorio de Entomologia Agricola da Universidade Federal
de Santa Catarina (Labento — UFSC) com confirmacdo dada pela entomologista Maria

Aparecida Cassilha Zawadneak.

Figura 20.Insetos adultos de L. pseudobrassicae, A. em folha infestada; B. Foto ampliada do
inseto adulto e ninfas.

A) g
Lo

Fonte: O autor.

4.4.4Atividade repelente

4.4.4.1Método de livre chance de escolha em papel-filtro tratado versus S. zeamais

Para a avaliacdo da atividade repelente, escolheu-se o ensaio pelo método de escolha
em papel-filtro (NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2009). Sobre discos de papel
filtro com 9,0 cm de diametro (marca Advantec, No. 2. 90,0 mm, Toyoroshi Kaisha Ltda.,
Japan) foram aplicados 1,0 mL de tratamento para cada disco, permanecendo em secagem por
24 h em capela a temperatura ambiente; em seguida os discos foram divididos e uma metade
de papel tratado com controle positivo, controle negativo ou com solugdo de 6leo essencial foi

inserida em placa de petri de 9 cm de didmetro, e a outra metade sendo com controle negativo.
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Cada placa correspondeu a uma repeticdo, totalizando seis repeti¢des para cada tratamento. O
experimento foi conduzido em um modelo completamente randomizado entre o tratamento:
6leo essencial a 1% (OE de C. nitida, D. ambrosioides- cultivo em solo ou M. pulegium)
diluido em veiculo (dimetilsulfoxido a 1% e dgua destilada gsp); controle positivo Citromax®
a 1% (extrato de Azadirachta indica Juss.; também conhecido por extrato de neem,
padronizado em azadiractina 0,12%) diluido em veiculo; e controle negativo, sendo somente o
veiculo.

Em cada placa foram inseridos 20 insetos de S. zeamais e a contagem dos insetos em

cada lado realizada apds 1h, 3h e 24h (Figura 21).

Figura 21.Repeticao contendo papel-filtro e insetos inoculados.

Fonte: O autor. A) controle negativo; B) tratamento.

O resultado foi calculado baseado na porcentagem de repeléncia (PR), Equagao 2 e

interpretado conforme os dados do Quadro 2.

Equacao 2. Calculo da Porcentagem de Repeléncia

PR = [(Nc - Nt) x (Nc + Nt)'] x 100
Onde: Nc = niimero de insetos na drea com controle negativo (ou nao-tratada); Nt = nimero
de insetos na area com controle positivo, tratamento ou controle negativo.
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Quadro 2.Interpretacdo da porcentagem de repeléncia

Taxa de repeléncia (%) Interpretagdo
>(0,01 a <0,1 Sem repeléncia
0,1a20 Repeléncia muito baixa
20,1 a40 Baixa repeléncia
40,1 a 60 Repeléncia moderada
60,1 a 80 Repelente
80,1 a 100 Muito repelente

Fonte: (LANGSI et al., 2018)

4.4.5Atividade inseticida

4.4.5.1Método de superficie tratada com papel-filtro versus S. zeamais

Para este ensaio foram utilizados disco de papel-filtro com 9,0 cm de diametro em
placas de petri do mesmo tamanho. Em cada disco foi aplicado 1 mL de solugdo de tratamento
sendo realizados 10 repeticdes para cada tratamento. O experimento foi conduzido em um
design completamente randomizado entre o tratamento: 6leo essencial a 1% (DaSOE, MpOE
e CnOE) diluido em veiculo (acetona gsp); controle positivo (Citromax® a 1% diluido em
veiculo); e controle negativo, sendo somente o veiculo gsp. Apds a aplicacdo do tratamento,
as placas permaneceram abertas a temperatura ambiente e sob capela por 20 minutos (para
evaporagdo do solvente) e em seguida foram inoculados 20 insetos de S. zeamais em cada
placa (correspondendo a 1 ensaio) (método adaptado de (DANGA et al., 2015). Os insetos
vivos e mortos foram contados a cada 24 h até 120 h, com o auxilio de um pincel de cerdas
macias. Os dados foram calculados utilizando a equacdo de célculo da porcentagem de
mortalidade (Equacdo 3) e os resultados avaliados com programa estatistico e interpretados

conforme Quadro 3.

Equacgao 1. Calculo da mortalidade pela Formula de Abbott

IR =[(T-C)x T"'] x 100
Onde: T= niimero de insetos vivos no controle negativo, C= niimero de insetos vivos no
tratamento ou controle positivo.
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Quadro 3.Interpretacdo da porcentagem de mortalidade.

Mortalidade (%) Interpretagdo
0a20 Seletivo
21 a40 Baixa toxicidade
41 a 60 Meédia toxicidade
61a100 Alta toxicidade

Fonte: (“normas inseticidas embrapa”, [s.d.])

4.4.5.2Ensaio de mortalidade sobre superficie tratada com grdos versus S. zeamais

Graos de milho foram armazenados em freezer por 48 h, mantidos a temperatura
ambiente por 72 h, pesados (66,0 g de milho, suficientes para 6 repeti¢des) e a seguir
borrifados com 6,6 mL de tratamento com 6leo essencial a 1% (DaSOE, MpOE e CnOE)
diluido em veiculo (acetona gsp); controle positivo Citromax® a 1% diluido em veiculo; e
controle negativo, sendo somente o veiculo. A massa de graos de milho tratado foi mantida
em capela a temperatura ambiente por 20 minutos (Figura 22-A); apos os graos tratados foram
pesados (10,0 = 0,1 g de milho para cada gaiola) (Figura 22-B) e em seguida 20 insetos de S.
zeamais foram inoculados em cada gaiola (repeticao). Foram realizadas seis repeti¢des para
cada ensaio. Os dados foram calculados utilizando a equacao de indice de resposta (Equacao

3) e os resultados avaliados com programa estatistico.

Figura 22 .Massa de graos tratados.

Fonte: O autor. A) Aplicacdo do tratamento sobre a massa total de graos utilizados para as
repeti¢des e secagem; B) milho pos-tratamento pesado para cada repeticao.
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4.4.6Avaliacao de perda de massa de graos

Apo6s a contagem de 120 h do ensaio de mortalidade sobre superficie tratada com
graos frente a S. zeamais (item 4.4.5.2), as repeticoes foram pesadas e armazenadas na sala de
criacdo por 30 dias, sendo pesadas novamente ao final deste periodo e comparadas com a
massa inicial. A avaliagdo de perda de massa de graos consistiu na diferenca entre a massa
inicial e da massa final, sendo os resultados calculados em média e avaliado no programa
estatistico. Além disso, os dados foram tabelados na forma de porcentagem de perda de massa

de graos + desvio padrao.

4.4.7Método de toxicidade de contato versus B. brassicae

As amostras de Oleos essenciais de C. nitida e de M. pulegium foram avaliadas
quanto ao potencial inseticida frente a insetos de B. brassicae L. (HEMIPTERA:
APHIDIDAE) com 24 h de idade (ninfas de 1° instar). Nesta etapa de experimentos, ndo havia
quantidade suficiente de Oleo essencial de D. ambrosioides- cultivo em solo, portanto esta
op¢ao de tratamento ndo foi considerada.

Para o preparo do meio de cultura utilizou-se 200 mL de 4gua destilada aquecida, em
um béquer, por 2 min. em forno de micro-ondas, em seguida foi adicionado 4 g de meio Agar
simples a 2% (m/v; fabricante Biolag, lote PCA 80329), composto por triptona (5g/L), extrato
de levedura (2,5 g/L), D-glicose anidra ACS (1g/L) e agar bacteriologico (15g/L); agitado e
aquecido por mais 15 segundos. Em seguida a solugdo foi resfriada até 45° C e entdo inserida
em placas de petri descartaveis com 6,0 cm de diametro (Figura 23-A). Quando o meio estava
quase gelificado foi inserido o disco de folha de couve (6,0 cm de didmetro) (Figura 23-B).
Para os ensaios utilizou-se Brassica oleraceae L. var. acephala, Brassicaceae (couve-manteiga
organica comprada no Mercado S@o Jorge — Florianopolis, SC), sendo as folhas lavadas em
dgua corrente e deixadas em contato com solug¢do de hipoclorito de sédio a 0,5% por 1
minuto. Em seguida as folhas foram enxaguadas, secas em papel toalha e cortadas com o
auxilio de molde metélico circular com 6,0 cm de diametro, mantidas sob temperatura

ambiente 25° C + 2° C e umidade relativa de 70% =+ 10% até a sua utilizagdo.
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Figura 23.Placas utilizadas para o ensaio de mortalidade em discos de couve.

Fonte: O autor. A) placa com meio de cultura agar simples; B) placa com meio de cultura agar
simples e couve-manteiga.

Para cada placa de petri foram inoculados seis insetos adultos fémease deixados em
repouso por 24 h na sala de criacdo. Apos este periodo, os insetos adultos foram retirados,
permanecendo 10 ninfas de 1° instar por placa.

Em cada placa foram aplicados trés borrifos (0,25 mL) de solugdo com tratamento
(OE de C. nitida ou OE de M. pulegium) a 1,0% em veiculo (DMSO a 1% e agua qsp);
controle positivo (Citromax® a 1%) em veiculo ou controle negativo (somente veiculo). No
intuito de investigar o potencial de subproduto da hidrodestilagdo, os hidrolatos de C. nitida e
M. pulegium também foram utilizados como tratamento, porém sem diluigdo em veiculo;
neste caso foram borrifadas trés vezes sobre a placa (0,75 mL no total). Foram realizadas seis
repeti¢des para cada tratamento.

Ap6s a aplicacdo do tratamento, as placas foram acondicionadas na sala de criagdo
por 24 h e entdo os insetos mortos e vivos foram contados, com o auxilio de um pincel de
cerdas macias e os resultados calculados utilizando a equagdo de célculo da porcentagem de

mortalidade (Equacdo 3). Foram realizadas cinco repeti¢des para cada ensaio.
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4.4.8Método de toxicidade de contato versus L. pseudobrassicae

Os oleos essenciais das espécies eleitas para o presente estudo foram avaliados
quanto ao potencial inseticida frente a insetos adultos de Lipaphis pseudobrassicae L.
(HEMIPTERA: APHIDIDAE).

A metodologia de preparagdo das placas foi semelhante ao item 4.4.7, sendo que para
este ensaio foram coletados insetos adultos de couves hidropdnicas infestadas (LabHidro-
UFSC). Cada folha infestada foi agitada sobre uma superficie limpa e os insetos que cairam
espontaneamente foram transferidos para as placas do bioensaio, com o auxilio de um pincel
de cerdas macias. Apos a transferéncia, foi verificado se todos os insetos estavam vivos (n=
10 insetos/placa, representando 1 repeti¢ao).

Em cada placa foram aplicados cinco borrifos (0,42 mL) de solugdo com tratamento
(MpOE e CnOE) a 1,0% em veiculo (DMSO a 1% e agua gsp); controle positivo (Citromax®
a 1%) em veiculo ou controle negativo (somente veiculo). Foram realizadas seis repeticdes
para cada tratamento.

Apo6s a aplicacdo do tratamento, as placas foram acondicionadas na sala de criagdo
por 24 h e entdo os insetos mortos e vivos foram contados, com o auxilio de um pincel de
cerdas macias e os resultados calculados utilizando a equagdo de célculo da porcentagem de

mortalidade (Equacao 3).

4.4.9 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA) e teste
pos hoc de Tukey, sendo os dados processados com software GraphPad Prism 8.0.1 (Inc. San
Diego, CA).Os valores de p < 0,05 foram considerados indicativos de significancia. Os
resultados foram apresentados como a média + desvio padrdo da média para cada grupo de

experimentos.

4.5CULTIVO HIDROPONICO DE D. ambrosioides

Apobs observar o potencial da espécie D. ambrosioides- cultivo em solo contra

insetos, decidiu-se avaliar a possibilidade de obtencdo desta planta para uso em larga escala
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industrial. Para isso foi conduzido um estudo comparativo de obtencdo entre a espécie
coletada no solo e cultivada em hidroponia. O estudo de cultivo foi realizado no Laboratorio
de Hidroponia - UFSC (27 27°34'58.0"S 48°30'20.1"0).

Para a germinacao das sementes coletadas da espécie-cultivo em solo, espuma
fenolica seca (marca Green up, 2,5 x 2,5 x 3,0 cm/célula) foi imersa por 12 h em uma solugdo
de carbonato de calcio em agua (15g: 20 L, m/v) para equilibrar em pH 10,0; em seguida a
espuma foi lavada 2 vezes com agua corrente. Apds escorrer o excesso de agua, a espuma foi
acondicionada em uma bandeja pléstica, e entdo as sementes (média de 50 sementes/c¢lula)
foram colocadas com o auxilio de uma espatula; em seguida borrifou-se com 4gua o suficiente
para manter toda a espuma imida e levou-se a estufa (20° C, 1dampada incandescente com 80%

de energia) por 10 dias (Figura 24).

Figura 24.Germinacao de sementes de D. ambrosioides em espuma fendlica.

Fonte: O autor.

Em seguida as células com as sementes germinadas ficaram sob bancada sendo
irrigadas, alternando dgua e solugdo nutritiva para folhosas Dripsol® (complexo de minerais)
(FURLANI, 1999), com condutividade elétrica de 1,5 dS/m, temperatura ambiente e pH 5,5 +
0,5 por 10 dias, onde ao final deste tempo cada muda alcangou o tamanho aproximado de 8,00
cm.

A solugao foliar (Dripsol®) consistia em uma solu¢do usualmente empregada no
cultivo de hortalicas a qual continha uma mistura de minerais elementares conforme descrito

no Quadro 4, com condutividade elétrica de 1,5 dS/m.
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Quadro 4.Composicao quimica da solucdo foliar Dripsol®.

Nutriente mg/L Nutriente mg/L
Nitrogénio-nitrato 178,80 | Boro 0,30
Nitrogénio-amonio | 7,50 Cobre 0,15
Fosforo 39,30 Fluor 1,50
Potassio 249,00 | Manganés 0,50
Calcio 138,80 | Molibdénio | 0,04
Magnésio 40,00 Zinco 0,85
Enxofre 60,00

Fonte: material suplementar de(NASCIMENTO et al., 2020a).

Para decidir sobre o melhor método de cultivo hidroponico, foram utilizadas
embalagens plasticas medindo 11,0 cm de altura x 16,0 cm de comprimento x 10,0 cm de
largura, nas quais foram inseridas trés combinagdes diferentes de substratos: 1. Areia e
solucao foliar (SF, Dripsol®); 2. Fibra de coco + fibra de arroz em vaso + SF 3. SF com
raizes suspensas. Os experimentos foram realizados em triplicata. Ao final de 30 dias, as
folhas dos trés cultivos foram coletadas, medidas e inseridas frescas em vials e analisadas em
headspace- CG-EM, conforme citado no item 4.6 As mudas foram plantadas no mesmo dia e
as medicoes realizadas 30 dias apds o replante. O tamanho das plantas e as folhas foram
avaliados com o auxilio de régua e trena, e os valores calculados em média & desvio padrao.

Em um segundo experimento, a partir da decisdo sobre o melhor cultivo do
experimento anterior, foi realizado a germinagdo de sementes coletadas da D. ambrosioides-
cultivo em solo submetido ao mesmo procedimento ao experimento anterior ¢ apos 10 dias as
mudas foram replantadas em um canteiro suspenso de calhetdo composto por camadas de
areia, perlita expandida e pedras, onde foram dispostas 9 células com espacamento de 16,0 cm
x 12,0 cm entre cada célula. O canteiro foi irrigado por um sistema automatizado duas vezes
ao dia, com duracao de 5 minutos cada rega, utilizando 4dgua e solucdo nutritiva para folhosas
por 30 dias. Com o objetivo de comparar a composicao da fracdo volatil de cada 6rgao
vegetal, foram coletadas amostras das raizes e das folhas jovens e apds 30 dias, as folhas,
raizes e caule foram coletados e acondicionados em vialspara headspacecom capacidade para
20 mL e analisados em headspace-CG-EM. As partes aéreas foram coletadas pela manha,
durante o verdao; o material vegetal foi submetido a secagem sobre bancada por 15 dias e em

seguida levado a extracdo do 6leo essencial.
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4.6CARACTERIZACAO QUIMICA DA FRACAO VOLATIL

Para a caracterizacdo dos compostos voldteis e consequente comparagdo dos
mesmos, folhas frescas de D. ambrosioides foram coletadas de cada método de cultivo
hidroponico (3 g de cada método, em triplicata) e mantidas em vials para headspace com
septo de PTFE (politetrafluoroetileno) a 3° C até o dia de analise. As amostras congeladas
permaneceram por 4 h a temperatura ambiente e avaliadas utilizando amostrador tipo
headspace 40/110 Trap sampler Perkin-Elmer sob as condig¢des: temp. forno 100° C por 10,
20 psi de presséo por 2’, temp. da agulha de 120° C. O aquecimento da amostra gerou uma
pressdo de vapor, o qual foi injetado diretamente para a coluna capilar do CG, seguindo o
método analitico a seguir.

Para a obtencdo do o6leo essencial de D. ambrosioides do cultivo hidropdnico
(DaHiOE), 46,08 g de material vegetal seco rasurado (partes aéreas) foi inserido em baldo
volumétrico de 1 L juntamente com 600 mL (m/v) de agua destilada e submetido a
hidrodestilagdo em aparelho de clevenger por 3,5 h. Em seguida aguardou-se 10 minutos e o
oleo essencial foi removido, adicionado sulfato de sédio (1,0 g) para retirada de qualquer
residuo aquoso e devidamente armazenado sob refrigeracdo (4° C + 2° C). O hidrolato foi
coletado e armazenado sob refrigeracdo. O experimento foi conduzido em capela de exaustao
e ao abrigo da luz durante as extragdes.

Como técnica complementar de identificagdo e comparagao dos principais compostos
dos oleos essenciais de D. ambrosioides- cultivo em solo (caracterizado conforme item 4.3) e
D. ambrosioides- cultivo hidropdnico foram realizados os experimentos de Ressondncia
Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono 13 (RMN-'H e "°C). Utilizou-se o espectrometro
de ressonancia magnética nuclear do fabricante Brucker, modelo Fourier 300 MHz e os dados
foram processados utilizando o software Topspin 3.1. As amostras foram preparadas a 20
uL/550 pL com solvente cloroféormio deuterado (pureza de 99,8%) com tetrametilsilano
(TMS, 0,05%) como padrao interno.

Com o objetivo de comparar a composi¢do quimica da dgua de cocgdo (solo versus
hidropdnico), a mesma foi filtrada e concentrada em rotaevaporador sob pressdo reduzida e
mantida em congelador até o momento da andlise, originando o extrato bruto aquoso de D.

ambrosioides — hidroponico (DaHiE, 0,628 g) e o extrato bruto aquoso de D. ambrosioides—
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solo (DaSE, 0,560 g). Os extratos foram avaliados quanto ao teor de umidade em balanga de
infravermelho Ohaus MB-45, a 130° C por 10 minutos, sendo 1° C/1 min, modo AFREE.

Os extratos foram investigados perante atividade repelente e inseticida contra S.
zeamais (DaHiE e DaSE, de acordo com os métodos descritos em 4.4.4.1 ¢ 4.4.5.1) pela aluna
de Agronomia Thais da Silva Labes, e os resultados foram publicados juntamente com a
comparacdo da fragdo volatil de ambos os cultivos, hidroponico e solo, assim como a

atividade bioldgica contra S. zeamais (FRANKENBERGER et al., 2022a).

4 7AVALIACAO BIOLOGICA DO OLEO ESSENCIAL DE D. ambrosioides- CULTIVO
HIDROPONICO

O oleo essencial de D. ambrosioides- cultivo hidroponico foi testado contraa
espécieS. zeamais, seguindo o mesmo procedimento descrito em 4.4.4.1, 4.4.5.2 e 4.4.6. Foi
realizado também o bioiensaio contra osafideos B. brassicaee L. pseudobrassicae (conforme

itens 4.4.7 ¢ 4.4.8). Os resultados foram analisados conforme item 4.4.9.

4.8DESENVOLVIMENTO DAS NANOEMULSOES

As nanoemulsdes foram desenvolvidas no Laboratorio de Farmacotécnica e
Cosmetologia — Centro de Ciéncias da Satde — UFSC, sob coordena¢do do Prof. Dr. Thiago

Caon e com o auxilio da pos-doutoranda Débora Fretes Argenta.

4.8.1Diluente dos 6leos essenciais

Para avaliar a estabilidade dos oOleos essenciais nos solventes envolvidos no
desenvolvimento da formulacdo em nanoemulsdo, os 6leos essenciais de D. ambrosioides-
cultivo hidroponico, M. pulegium e C. nitida foram diluidos em etanol e acetona e avaliados
no dia ; e no dias, utilizando diluigdes de 10 e 50 uL/mL em etanol, acetona e em uma
mistura de etanol/acetona (1:1 v/v) e agitados em banho de ultrassom por 30 min. sob
temperatura ambiente (25° C), conforme pardmetros definidos pela Farmacopeia Brasileira

(2019) (FARMACOPEIA, 2019). O 6leo essencial de D. ambrosioides- cultivo em solo nio
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foi incluido na etapa de desenvolvimento de nanoemulsdo, pois em um planejamento prévio

foi visto que ndo havia quantidade suficiente de 6leo essencia para os testes.

4.8.20btenciao das nanoemulsdes

Em um béquer A foram pesados o 6leo essencial (8,0%, 0,04g), span® 80 (oleato de
sorbitan, 1,0%, 0,05g) e como solvente organico, uma solu¢ao de acetona/etanol (1:1, v/v, 15
mL). Em um béquer B foram pesados tween® 80 (monoleato de sorbitan etoxilado 20 EO,
1,0%, 0,05g) e 4gua deionizada (30 mL). Aos dois béqueres foram inseridos agitadores
magnéticos e levados a agitagdo (agitador Multistirrer VELP Scientifica) por 5 min. Ao final
deste periodo, verteu-se o béquer A em B, com o auxilio de uma seringa plastica; em seguida
a solucao permaneceu sob agitagdao por 30 min. Terminado este tempo, a solucao foi levada ao
rotaevaporador sob pressdo reduzida (Marca Buchi) para a retirada dos solventes, até restar
5,0 mL de solugdo final. O pH da solucdo foi verificado em triplicata e armazenada até o dia
seguinte, onde foram avaliados PDI, potencial zeta, tamanho de particula e caracteristicas

macroscopicas.

4.8.3Caracterizacao das nanoemulsoes

4.8.3.1Determinagdo do valor de pH

Para a determinacdo do pH, os Oleos essenciais foram analisados sem dilui¢do no
diap da formulagdo das nanoemulsdes utilizando um pH-metro digital marca MS Tecnopon

(modelo mPA210).

4.8.3.2Estabilidade

As nanoemulsdes desenvolvidas com o6leos essenciais foram avaliadas quanto a
estabilidade fisica mantidas sobre refrigeracdo (4 + 2° C) por 30 dias, sendo realizados a
avaliacdo de cor e uniformidade, determinacdo do pH (com o mesmo equipamento do item
4.8.3.1), potencial zeta, tamanho de particula e indice de poli dispersdo. As avalia¢des foram

realizadas no tempo zero (do) e apos 30 dias (d3).
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4.8.3.3Distribui¢do de tamanho de particula e potencial zeta

O tamanho médio da particula, o indice de poli dispersdo e o potencial zeta foram
determinados por Dinamic Light Scattering, utilizando o equipamento Malvern ZetaSizer® e
os dados obtidos foram analisados no software ZetaSizer versao 7.10.

Para a avaliacdo do potencial zeta as amostras de nanoemulsdes foram diluidas em
solugdo NaCl 1 nM. Cada formulacdao foi preparada a 1:10, v/v para 1,5 mL de solugdo,
utilizando uma cubeta de acrilico com duas entradas e selecionando os experimentos para a
temperatura de 25° C e tempo de equilibrio de 120 segundos. As analises foram realizadas em
triplicata.

O indice de polidispersao (PDI) e tamanho da particula foram avaliados com a
mesma aliquota amostral e foram realizadas em triplicata. A formulagdo foi preparada a 1:10,
v/v para gsp 1,5 mL de solugdo, utilizando dgua miliQ como solvente. Os experimentos foram
realizados a 25° C com uma cubeta de acrilico (COD. DTS 1070), angulo de detecgdo de 173°

e tempo de equilibrio de 30 segundos.

4.8.3.4Analise qualitativa dos compostos voldteis na nanoemulsdo

Para a analise qualitativa dos compostos do 6leo essencial presentes nananoemulsdo,
as formulacdes e os seus respectivos 0leos essenciais foram avaliados utilizando a técnica de
dessor¢do térmica por headspace-CG-EM sem solvente, com 10 uLL em cada vial de 20 mL,
sendo utilizado o amostrador headspace Perkin-Elmer 40/110 trap com as seguintes
condigdes de anélise: Temp. da agulha 65° C, temp. de transferéncia 65° C, temp. de forno 60°
C, pressao de 20 psi, tempo de pressdo 1 min., tempo de injecdo 30 seg., tempo de
transferéncia 0,2 min., tempo de forno 20 min., pressdo de inje¢do 30 psi. Quanto ao método
cromatografico, foi utilizado coma condi¢ao seguinte: gas de arraste Hélio (1 mL/min); rampa
de temperatura: 130° C até 250° C (15° C/min); temp. injetor 250° C, modo de inje¢do split
(50 mL/min); e as condi¢gdes do espectrometro de massas seguindo: solvent delay de 1 min,
temp. da fonte de 180° C, temp. da linha de transferéncia de 220° C; energia de ionizagdo de
70 eV e faixa de scan de 30 a 600 Da. Os equipamentos foram os mesmos utilizados para a

analise dos 6leos essenciais por HS-CG-EM (item 4.3).
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4.9COMPARACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA DAS NANOEMULSOES E OLEOS
ESSENCIAIS

4.9.1.1Método de toxicidade de contato versus B. brassicae

As amostras de nanoemulsdes (NE) e de o6leos essenciais (OE) (Tabela 2) foram
avaliadas quanto ao potencial inseticida frente a insetos de B. brassicae com 24 h de idade
(ninfas de 1° instar) criados da mesma forma descrita no item 4.4.2.

Em cada placa foram aplicados trés borrifos (0,25 mL) de solu¢do com tratamento
(conforme mostrado na Tabela 2) a 1,0% em veiculo (DMSO a 1% e agua gsp); controle

positivo (Citromax® a 1%) em veiculo ou controle negativo (somente veiculo).

Tabela 2.Solugdes tratamento empregadas no ensaio de toxicidade de contato versus B.
brassicae

Amostra Descrig¢ido
1 OE de D. ambrosioides- HI
2 OE de M. pulegium
3 OE de C. nitida
4 NE de D. ambrosioides-HI
5 NE de M. pulegium
6 NE de C. nitida

OE = 6leo essencial; HI= cultivo hidroponico; NE= nanoemulsao

Ap6s a aplicagdo dos tratamentos, as placas foram acondicionadas na sala de criagdo
por 24 h e entdo os insetos mortos e vivos foram contados, com o auxilio de um pincel de
cerdas macias e os resultados calculados utilizando a equagdo para o calculo da porcentagem

de mortalidade (Equacgao 4). Foram realizadas cinco repeti¢cdes para cada ensaio.

4.9.1.2Método de toxicidade de contato versus L. pseudobrassicae

As amostras de nanoemulsdes (NE) e de 6leos essenciais (OE) (Tabela 2) foram
avaliadas quanto ao potencial inseticida frente a insetos adultos de L. pseudobrassicae
conforme descrito no item 4.4.8. Em cada placa foram aplicados cinco borrifos (0,42 mL) de

solugdo com tratamento (conforme mostrado na Tabela 2) a 1,0% em veiculo (DMSO a 1% e
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agua qsp); controle positivo (Citromax® a 1%) em veiculo ou controle negativo (somente

veiculo), sendo realizadas seis repeticdes para cada tratamento.

4.9.2 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia de uma via (ANOVA) e teste

pos hoc de Tukey, conforme descrito no item 4.4.9.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.10BTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Abaixo estdo apresentados os rendimentos obtidos para os 6leos essenciais extraidos
das trés espécies eleitas para o presente estudo visando sua caracterizacdo e avaliagdo do
potencial inseticida.

As partes aéreas secas de D. ambrosioides- cultivo em solo foram submetidas a
hidrodestilagdo para a obtencdo do 6leo essencial (DaSOE) apresentando um rendimento de
1,07 = 0,01%, sendo este resultado similar ao descrito para a espécie coletada na Africa
(1,0%, conforme Farmacopeia Africana, 2014), material vegetal coletado em Caceres-MT,
Brasil com rendimento de 1,15% (DEGENHARDT et al., 2016) e espécie coletada no México
com rendimento de 1,2% (SAGRERO-NIEVES; BARTLEY, 1995). Entretanto, um estudo
conduzido por Pavela e Benelli, 2016 revelou rendimento de 0,08% para espécie coletada em
Camardes-Africa (PAVELA; BENELLI, 2016). Ressaltar o motivo da nio obtencido do 6leo
essencial da planta por hidroponia.

Quanto a forma de preparo das partes aéreas secas para a hidrodestilacdo, em uma
analise prévia utilizando o material vegetal triturado em moinho de facas, foi visto que o
rendimento de 6leo essencial foi de 0,43%, menor que o rendimento utilizando as partes
aéreas rasuradas. Este evento pode ser explicado pela preservagdo da ruptura dos tricomas
glandulares pelo método de rasurar o material vegetal no momento da hidrodestilagao.

A hidrodestilagdo conduzida com as partes aéreas secas de M. pulegium apresentou
um rendimento de 2,24 + 0,21% para o dleo essencial. Este rendimento foi semelhante ao
encontrado em outro estudo utilizando M. pulegium coletado no Norte do Marrocos (partes
aéreas secas a temperatura ambiente por duas semanas, em hidrodestilacdo por 2 h com
rendimento de 1,8%) (CHERRAT et al., 2014). Em um estudo conduzido com material
vegetal cultivado em casa de vegetacdo (com vaso e terra) demonstrou que a producio de
pulegona, assim como os tricomas, foi estimulada em resposta ao estresse provocado pela
menor oferta hidrica e intensidade da luz (BENLARBI et al., 2014); em outro estudo, a
espécie M. pulegium procedente do Egito foi avaliada em cultivo hidropdnico sob irrigacao
por gotejamento, originando um rendimento de 0,19% de 6leo essencial contendo 88,05% de

pulegona e 5,75% de isomentona (AZIZ; CRAKER, 2009). E importante ressaltar que o
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rendimento obtido de 6leo essencial originado em canteiro hidroponico vertical no presente
estudo foi superior ao observado em literaturas com a mesma espécie obtida pelo cultivo
convencional (solo) e pelos relatos de cultivo hidropdnico. Este evento pode ser explicado
pelo local em que a espécie foi cultivada, devido a variagdes na incidéncia de luz e salinidade.
A espécie M. pulegium cultivada em locais com aumento de salinidade na 4gua como no
Egito, por exemplo, promove um rendimento menor de 6leo essencial, fazendo com que
paises como esse adquiram o 6leo essencial por importagcdo (AZIZ; CRAKER, 2009).0 6leo
essencial extraido da espécie coletada em Cabo Verde originou um rendimento de 0,3%,
enquanto que a espécie coletada em Portugal apresentou 0,6% de rendimento de Odleo
essencial (ROCHA et al., 2015). Cabe destacar que influéncias externas, como solo, clima,
altitude, nutrientes, ataque de insetos herbivoros, podem acarretar em alteragdo da produgao
do 6leo essencial, na qualidade, no que refere-se aos fitoconstituintes presentes no OE como
na quantidade de obten¢do, seu rendimentos em relacdo a quantidade de planta utilizada
(PRINS; VIEIRA; FREITAS, 2010). Desta forma, um cultivo controlado pode auxiliar na
constancia do OE e viabilizar seu uso industrial.

Considerando a disponibilidade de material vegetal, a espécie M. pulegium foi
selecionada para a avaliagdo dos seus componentes volateis, visto que o material vegetal foi
originado de um cultivo ndo-convencional. A eleicdo desta espécie no presente estudo
também estd apoiada pela observacdo por analise prévia por HS-CG-EM, realizada pelo nosso
grupo de pesquisa, da presenga de elevada concentragdo do fito constituinte pulegona em seu
Oleo essencial, composto que tem apresentado em estudos anteriores seu potencial sobre o
controle de insetos. Outro fator importante para sua escolha, ¢ que existem publicacdes
robustas sobre o emprego da pulegona e do 6leo essencial de M. pulegium contra insetos,
sendo util como comparativo de atividade perante os outros 6leos essenciais investigados
neste estudo.

A resina coletada do tronco da arvore de C. nitida foi escolhida para investigagao,
devido a existirem relatos etnobotanicos sobre o emprego de resinas como incenso em
cerimonias religiosas em tribos africanas, com o objetivo de atrair bons espiritos, protecao
espiritual e como repelente de insetos. Neste ambito, encontram-se também as resinas das
espécies Commiphora myrrha (mirra) e Boswellia thurifera (olibano), as quais desempenham
fungdes similares de uso popular (IZZO; LODI; VAZQUEZ DE AGREDOS PASCUAL,

2021). Além disso, a resina de C. nitida ndo apresenta publicagdes referentes a composi¢do da
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fragdo volatil, tampouco qualquer resultado em atividade bioldgica desta fragdo.A partir do
extrato resinoso concentrado de C. nitida foi possivel obter o rendimento de 5,89 + 1,63% de
oleo essencial, sendo que ndo existem informacdes prévias referente ao rendimento deste
material vegetal para realizar comparagao de informagdes.

Os oleos essenciais sdo encontrados nos tricomas glandulares (tecidos secretores
localizados na superficie de 6rgdos vegetais, principalmente nas flores e folhas) e outras
estruturas secretorias (SHARIFI-RAD et al., 2017). Um estudo publicado em 2016 mostrou
imagens histologicas da espécie D. ambrosioides, onde os tricomas glandulares encontram-se
nas faces abaxial e adaxial da folha, além de estarem nos galhos e peciolos (SA et al., 2016).
Na espécie M. pulegium, o 6leo essencial também ¢ encontrado nos tricomas glandulares, nas
faces abaxial e adaxial das folhas (BENLARBI et al., 2014). Os o6leos essenciais podem ser
extraidos também de oleoresinas, como no caso da C. nitida, especialmente em espécies de
Pinus e coniferas (AWADH ALI et al., 2008; CIESLA, 2009). A producao da oleoresina ¢
estimulada quando o tronco da arvore sofre injlria provocada pelo ataque de insetos, os quais

sdo repelidos (CIESLA, 2009).

5.2CARACTERIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A analise dos fitoconstituintes presentes nos oleos essenciais de D. ambrosioides-
cultivo em solo, M. pulegium e C. nitida foi realizada por CG-EM com comparagdo com a
biblioteca NIST e literatura especializada.

Os oleos essenciais, assim como os hidrolatos, podem ser analisados para a
identificacdo dos seus compostos volateis através da técnica em cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A técnica hifenada com espectrometria de
massas (EM) ¢ relativamente recente e demonstra-se como uma técnica mais robusta para a
identificacdo de compostos desconhecidos, sendo antes usada a técnica hifenada com
ionizagdo por chama (mais conhecido pelo nome em inglés- FID, flame ionization detector).
A principal diferencga entre EM e FID ¢é que, no primeiro caso, os compostos sao identificados
através do respectivo espectro de massas, o qual pode ser comparado a uma biblioteca
espectral onde os fragmentos sdo comparados aos espectros previamente identificados, sendo
que o espectro representa como uma impressao digital de cada composto. J4 na técnica por

FID, a amostra ¢ preparada com uma sériec homologa de n-alcanos, e os compostos sdo
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identificados comparando o tempo de retencdo dos mesmos ao tempo de retencdo do alcano
anterior e posterior ao tempo de retencdo, e a posi¢do identificada (expressa como indice de
Kovatz, KI, quando aplicado com analise isotérmica, indicada para compostos isolados ou
como indice de retencdo, utilizando o método cromatografico eleito para analise de 6leos
essenciais ou amostras complexas) ¢ comparada com referéncias conhecidas. O compéndio
mais conhecido ¢ do autor Robert Adams (ADAMS, 2007), sendo utilizada a série homdloga
de n-alcanos como uma ferramenta adicional para auxiliar na identificagdo de um composto
desconhecido, podendo ser empregada em analises também por EM. No entanto, neste estudo
ndo ocorreu coincidéncia entre os indices de retencdo, conforme esperado, como pode ser
visualizado nas tabelas de identificacdo dos respectivos dleos essenciais e hidrolatos; sendo
assim, priorizou-se a identificagdo dos compostos baseando-se no perfil de fragmentagao das
massas pelo espectro obtido de cada composto, comparando os dados a biblioteca NIST e pela
literatura (ADAMS, 2007).

Para as analises por CG-EM ou CG-FID a amostra pode ser injetada através da
inje¢do manual ou automatica. Em ambos os casos ¢ necessaria a adicdo de um solvente,
geralmente organico, lipossoluvel.

Como pode ser observado na Figura 25, o 6leo essencial de D. ambrosioides- cultivo
em solo (DaSOE) revelou a presenga de seis componentes volateis, sendo evidenciado como
majoritarios os terpenos a-terpineno (5, Tr= 6,01 min, Figura 26, 43,4%), p-cimeno (6, Tr=
6,22 min, Figura 27, 19,81%) e terpinoleno (13, Tr= 15,68 min, Figura 28, 34,3%) (Tabela 3).
A composi¢ao encontrada no DaSOE foi similar & composi¢do quimica do 6leo essencial da
variedade ambrosioides encontrada em paises como China e Brasil (CHU; FENG HU; LIU,
2011). A espécie D. ambrosioides var. antihelminticum ¢é rica em ascaridol, diferente da
espécie D. ambrosioides var. ambrosioides (AIT SIDI BRAHIM et al., 2015; KASALI et al.,
2006) presente em paises como Marrocos ¢ também no Brasil. Na amostra analisada foi
encontrada apenas 1,85% de ascaridol (7, Figura 29). As estruturas quimicas dos principais
compostos identificados no o6leo essencial de D. ambrosioides- cultivo em solo estdo
ilustradas na Figura 30 — a-terpineno (5), p-cimeno (6), Y-terpineno (12), terpinoleno (13),
ascaridol (7) e enoato de 2-metilbutil-2-octila (14).



Figura 25.Cromatograma do 6leo essencial de D. ambrosioides-cultivo em solo, obtido por

CG-EM.1. geral; 2-4. expandido
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Continuacao. Figura 25. Cromatograma do 6leo essencial de D. ambrosioides-cultivo em solo,
, 18Miy2018+1532:8

obtido por CG-EM. 1. geral; 2-4. expandido
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Tabela 3.Compostos identificados no 6leo essencial de D. ambrosioides- cultivo em solo.
IR-T™ IR Tr Composto identificado m/z DaSOE%
(min) Experimental

403 1125 6,01 a-terpineno 135,9867 43,40
444 1135 6,22 p-cimeno 134,0090 19,81
660 1186 7,30 y-terpineno 136,0389 0,63
2336 1709 15,68 Terpinoleno 136,0465 34,32
3041 1999 19,21 Ascaridol 168,0369 1,85
4760 1954 27,81 Enoato de 2-metilbutil-2- 212,2235 0,09

octila
% compostos identificados 100,00
% monoterpenos - hidrocarbonetos 98,16
% monoterpenos oxigenados 1,90
% sesquiterpenos - hidrocarbonetos -

% sesquiterpenos oxigenados -
IR- TM = indice de retengdo para coluna elite 5-ms calculado pelo software TurboMass®; IR:
indice de retengdo calculado pela formula de indice de retengio, utilizando a série homologa
de n-alcanos; Tr = Tempo de retencdo (min); m/z = relagdo massa/carga do fragmento
abundante; porcentagem em area relativa de DaSOE = oleo essencial de D. ambrosioides
solo.

Flgura 26.Espectro de massas do composto em Tr 6,01 min., o-terpineno.
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Figura 27.Espectro de massa do composto em Tr 6,22 min, p-cimeno.
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Figura 28.Espectro de massa do composto em Tr 15,68 min, terpinoleno.
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Figura 29.Espectro de massa do composto em Tr 19,21 min, ascaridol.
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Figura 30.Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados no dleo essencial de D.

ambrosioides- cultivo em solo.
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a-terpineno, p-cimeno, y-terpineno, terpinoleno, ascaridol e enoato de 2-metilbutil-2-octila,

respectivamente.
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O o6leo essencial obtido a partir das partes aéreas de M. pulegium revelou a presenca
de 26 compostos dos quais 20 substancias foram identificadas através da comparagcdo com
dados fornecidos pela biblioteca NIST em comparagdo com o respectivo espectro de massa
coletado (Figura 31). A partir do célculo da area sob a curva dos picos identificados
evidenciou-se a presenca de isomentona (Tr= 12,11 min, Figura 32, 12,56%), pulegona (Tr=
13,81 min, Figura 33, 56,5%) e verbenona (Tr= 16,19 min, Figura 34, 13,42%) como os

terpenos majoritarios (Tabela 4).

Figura 31.Cromatograma do dleo essencial de M. pulegium obtido por CG-EM.1. geral. 2-3.

expandido.
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Continuacdo. Figura 31. Cromatograma do 6leo

EM.1. geral. 2-3. expandido.
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Tabela 4.Compostos identificados no 6leo essencial de M. pulegium.

IR-TM IR Tr (min) Composto identificado m/z MpOE%
Experimental
770 1219 7,85 a-pineno 136,0901 0,37
893 1265 8,47 B-pineno 136,1022 0,06
912 1271 8,56 B-pineno - isdmero 136,1011 0,32
939 1282 8,70 [-mirceno 136,0127 0,10
961 1290 8,81 3-Octanol 129,1119 1,17
1083 1320 9,42 L-limoneno 136,1220 1,07
1097 1323 9,49 Eucaliptol 154,1486 0,11
1581 1440 11,91 Isomentona 154,1889 7,62
1622 1452 12,11 Isomentona 154,1897 12,56
1640 1458 12,20 Isomentol 156,2689 0,34
1662 1465 12,31 Isopulegona 152,1529 0,93
1726 1485 12,63 Levomentol 156,2919 0,34
1753 1494 12,77 n.i. 154,1121 0,05
1851 1528 13,26 n.i. 148,1123 0,15
1961 1567 13,81 Pulegona 152,1185 56,49
2019 1588 14,10 Piperitona 152,1722 3,41
2085 1612 14,43 (-)-carvona 150,1305 0,29
2188 1651 14,94 n.i. 179,2236 0,04
2258 1678 15,29 (-)-cis-carano 138,2618 0,01
2438 1751 16,19 Verbenona 150,1147 13,42
2760 1888 17,80 Isocariofileno 204,1644 0,31
2869 1938 18,35 Humuleno 204,1312 0,55
2940 1971 18,70 -copaeno 204,0889 0,11
3185 1995 19,93 n.i. 207,0114 0,02
3243 1994 20,22 n.i. 207,0387 0,02
3269 1993 20,35 n.i. 207,0097 0,09
% compostos identificados 99,63
% monoterpenos - hidrocarbonetos 1,93
% monoterpenos oxigenados 82,09
% sesquiterpenos - hidrocarbonetos 0,97

% sesquiterpenos oxigenados -

IR- TM = indice de retencdo para coluna elite 5-ms calculado pelo software TurboMass®; IR:
fndice de retengdo calculado pela formula de indice de retencdo pelo método descrito por
Adams, 2007, utilizando a série homologa de n-alcanos; Tr = Tempo de reten¢do (min); m/z =
relacdo massa/carga do fragmento abundante; porcentagem em area relativa de MpOE = 6leo
essencial de M. pulegium; N.i. ndo identificado.



Figura 32.Espectro de massas do composto em Tr 12,11 min., isomentona.
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Figura 34.Espectro de massa do composto em Tr 16,19 min, verbenona.
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A)Espectro de massas do composto identificado verbenona; B) Espectro de massas e

identificacao da biblioteca NIST.

A 1identificagdo dos compostos em maior teor foi realizada a partir da comparagao

dos dados obtidos com a biblioteca NIST e com o perfil de fragmentacdo de cada composto

com a literatura de referéncia (ADAMS, 2007), sendo identificados isomentona (10, Tr=

11,91 min, com match de 935 ¢ match reverso de 950), um isdmero de isomentona (10, Tr=

12,11 min, com match de 930 e match reverso de 945, Figura 32), pulegona (8, Tr=13,81 min,

, com match de 907 e match reverso de 908, Figura 33) e a piperitenona (3, Tr= 14,10 min, ,

com match de 784 e match reverso de 813). Além destes compostos, foram identificadas as

substancias a-pineno (15), B-pineno (16), B-mirceno (17), 3-octanol (18), L-limoneno (19),

eucaliptol (20), isomentol (21), isopulegona (22), levomentol (23), (-)-carvona (24), cis-

carano (25), verbenona (26), isocariofileno (27), humuleno (28) e B-copaeno (29), conforme

ilustrado na Figura 35.



88

Figura 35.Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados no dleo essencial de M.
pulegium.

15 17 18
0.4 % 0.4 % 0,1% 12 % 1,1 % 0.1 %
HO o | HO o | o
o
10 21 2 23 8 9
20,2 % 0,3 % 0,9 %; 2 03 % 56,5 %; 3,41 %:
\<>< ﬁ Q g
0 0 A
24 25 26 27 28 29
0,3 %: 0,01 % 13,4 %; 0,3 %; 0,6 %; 0,1 %;

a-pineno, B-pineno, B-mirceno, 3-octanol, L-limoneno, eucaliptol, isomentona, isomentol,
isopulegona, levomentol, pulegona, piperitenona, (-)-carvona, cis-carano, verbenona,
isocariofileno, humuleno e B-copaeno, respectivamente.

Em um estudo conduzido em Portugal, comparou-se a composicao do 6leo essencial
de M. pulegium coletada em duas diferentes regides, apresentando diferencas relevantes na
composi¢ao das substincias majoritarias: 30,4% de mentol, 15,3% de mentona e 14,7% de
acetato de mentila para a espécie coletada em Cabo Verde e 61,4% de pulegona e 20,1% de
mentona para a planta coletada em Portugal (ROCHA et al., 2015).

A andlise cromatografica do 6leo essencial de C. nitida (Figura 36) apresentou como
terpenos majoritarios o-felandreno (33, 45,8%) e p-cimeno (6, 20,3%) (Tabela 5). A
identificacao foi realizada confrontando os dados obtidos pela biblioteca NIST e comparando
o perfil de fragmentagdo com dados da literatura (ADAMS, 2007), resultando em 10
compostos identificados. A identificagdo de a-felandreno (33,Tr= 6,49 min, Figura 37)
apresentou match de 889 e match reverso de 893, enquantop-cimeno (6, Tr= 6,69 min, Figura

38) apresentou match de 902 e match reverso de 910. As estruturas dos principais compostos
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identificados no 6leo essencial de C. nitida encontram-se na Figura 39, apresentando os
compostos minoritdrios ciclofencheno (30), B-terpineno (31), p-ment-3-eno (32), (+)-4-careno
(34), D-silvestreno (35), B-felandreno (36), 2-hidroxicineol (37) e a-tujeno (38).

Realizando um levantamento em bases de dados cientificos com relacao aos 6leos
essenciais extraidos de espécies de Cola pode-se constatar auséncia de dados que pudessem
contribuir para a correlagdo aos resultados apresentados no presente estudo para a Cola nitida.
Considerando que esta espécie vegetal pertence a familia Malvaceae, em um trabalho
publicado em 2009 foi investigado a composicao quimica volatil de espécies coletadas na
Amazoénia, incluindo Gossypium hirsutum L., no qual as flores apresentaram 21,4% de a-
pineno e 11,1% de B-cariofileno (MAIA; ANDRADE, 2009). Na espécie Malva sylvestris, as
folhas e flores contém eugenol (46,7% e 10,3%, respectivamente) (CECOTTI et al., 2016).
Comparando estes dados com a composi¢do encontrada no 6leo volatil de C. nitida no
presente estudo, foi possivel observar que ndo houve similaridades na composi¢do quimica,

sendo um assunto em potencial para investigagdes futuras.

Figura 36. Cromatograma do oleo essencial de C. nitida obtido por CG-EM.1. geral; 2.
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Continuacao. Figura 36. Cromatograma do o6leo essencial de C. nitida obtido por CG-EM.1.

geral; 2. expandido.
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Figura 38.Espectro de massas do composto em Tr 6,69 min., p-cimeno.
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A)Espectro de massas do composto identificado p-cimeno; B) Espectro de massas e

identificacao da biblioteca NIST.

Tabela 5.Principais compostos identificados no 6leo essencial de C. nitida.

IR-TM IR Tr (min) Composto identificado  m/z Experimental ~ CnOE%
333 1109 5,66 Ciclofencheno 135,9902 7,67
438 1134 6,19 B-terpineno 136,0510 1,45
486 1145 6,43 p-ment-3-eno 137,9998 3,14
499 1148 6,49 o-felandreno 136,0053 45,84
522 1154 6,61 (+) -4-careno 135,9549 5,02
539 1158 6,69 p-cimeno 134,0083 20,31
550 1160 6,75 D-silvestreno 135,9714 2,95
556 1162 6,78 B-felandreno 136,0081 8,12
1173 1339 9,87 2-Hidroxicineol 170,1528 2,54
2262 1681 15,31 a-tujeno 136,0392 2,96

% compostos identificados 100,00
% monoterpenos - hidrocarbonetos 97,46
% monoterpenos oxigenados 2,54

% sesquiterpenos - hidrocarbonetos
% sesquiterpenos oxigenados

IR- TM = indice de retencdo para coluna elite 5-ms calculado pelo software TurboMass®; IR:
Indice de retengdo calculado pela formula de indice de retengdo pelo método descrito por
Adams, 2007, utilizando a série homologa de n-alcanos; Tr = Tempo de reten¢do (min); m/z =
relagdo massa/carga do fragmento abundante; porcentagem em area relativa referente ao oleo

essencial de C. nitida. N.1. ndo identificado.
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Figura 39.Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados no 6leo essencial de C.

nitida.
30 31 32 33 34
7,7 % 1.4 % 3,1% 45,8 % 5,0 %
HO
6 35 36 37 38
20,3 % 3,0 % 8,1 % 2,5% 3,0 %

Ciclofencheno, p-terpineno, p-ment-3-eno, a-felandreno, (+)-4-careno, p-cimeno, D-
silvestreno, B-felandreno, 2-hidroxicineol e a-tujeno, respectivamente.

No intuito de identificar a composi¢do quimica do subproduto resultante do processo
de hidrodestilacdo de cada espécie vegetal investigada, o hidrolato, advindo da extragdo do
0leo essencial, foi submetido a concentracao sob pressao reduzida para a obtengao do residuo
aquoso o qual foi avaliado por CG-EM. O hidrolato da hidrodestilagdo com D. ambrosioides
— cultivado em solo ndo forneceu um cromatograma conclusivo e adequado para a
identificagcdo dos compostos, desta forma nao foi apresentado no presente trabalho.

A analise do hidrolato de M. pulegiumrevelou a presenca de 9 compostos, os quais
todos foram identificados (Figura 40) (Tabela 6), com a presenca majoritaria da pulegona (8,
Tr = 13,60, 58,59%) e verbenona (26, Tr= 16,01, 27,72%), e dos compostos minoritarios p-
mentona (39), D-isomentona (10), isomentol (21), isopulegona (22), 6xido de L-pulegona (40)
e piperitona (9) (Figura 41). Em uma comparagcdo com a composicao do 6leo essencial, foi
observado que hé a presenca de mais monoterpenos oxigenados identificados no hidrolato do
que no dleo essencial (100% e 82,1%, respectivamente), porém com teores semelhantes de
pulegona. A composi¢do majoritaria do hidrolato mostrou-se diferente quando comparado a
literatura; Petrakis et al. (2014) encontrou 97,9% de piperitona no hidrolato extraido por
hidrodestilacdo (PETRAKIS et al., 2015), enquanto que neste estudo foram encontrados
58,6% de pulegona e 27,7% de verbenona.



Figura 40.Cromatograma do

Expandido.
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hidrolato de M. pulegium obtido por CG-EM.1. geral. 2.
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Tabela 6.Compostos identificados no hidrolato de M. pulegium.

94

IR-TM IR Tr Composto m/zexperimental (%)
(min) identificado
2156 1431 11,78 p-mentona 154,1981 0,47
2194 1443 11,97 D-isomentona 154,1689 2,78
2214 1450 12,07 Isomentol 156,4245 0,64
2239 1458 12,20 Isopulegona 152,1945 0,98
2298 1477 12,49 Isomentol 156,9190 0,51
2424 1518 13,12 Oxido de trans-pulegona 168,2665 1,68
2519 1552 13,60 Pulegona 152,1818 58,59
2588 1576 13,94 Piperitona 152,2217 6,63
3002 1736 16,01 Verbenona 150,1424 27,72
% compostos identificados 100,00
% monoterpenos - hidrocarbonetos -
% monoterpenos oxigenados 100,00

% sesquiterpenos - hidrocarbonetos
% sesquiterpenos oxigenados

IR- TM = indice de retenc@o para coluna elite 5-ms calculado pelo software TurboMass®; IR:
Indice de retencdo calculado pela formula de indice de retengdo pelo método descrito por
Adams, 2007, utilizando a série homologa de n-alcanos; Tr = Tempo de retengdo (min); m/z =

relagdo massa/carga do fragmento abundante;% = porcentagem em area relativa.

Figura 41.Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados no hidrolato de M.
pulegium.
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p-mentona, D-isomentona, isomentol, isopulegona, 6xido de L-pulegona, pulegona, piperitona
e verbenona, respectivamente.
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O hidrolato obtido da hidrodestilagdo da espécie vegetal C. nitida, apresentou o
rendimento de 0,11% apos a secagem por rotaevaporador sob pressdo reduzida. Através da
analise da amostra por CG-EM foi possivel obter o cromatograma (Figura 42), sendo 2-
hidroxicineol (37, 21,4%) o composto majoritdrio e trans-2-caren-4-ol (43, 18,2%) e 2,3-
bornanediol (48, 14,6%) como os compostos secundarios, além das substancias minoritarias:
timoquinona (41), endo-borneol (42), 2,3-pinanediol (44), p-mentano-1,2,3-triol (45), cis-
piperitol (46), cis-carveol (47), 2,3-bornanediol (48), 3-metil-4,7-dioxo-oct-2-enal (49), 2(-3-
oxobutil)-ciclohexanona (50), trans-2-ciclohexen-1-ona (51), 6-(-3-hidroxi-but-1-enil)-1,5,5-
trimetil-7-oxabiciclo [4.1.0] heptan-2-ol (52) e 6-metil-5-(1-metiletil)-5-hepten-3-in-2-ol (53)
(Tabela 7). A presenga de substancias hidroxiladas sdo as responsaveis pela solubilidade
destes compostos na fragdo aquosa. Foram identificados 16 compostos, os quais estdo
ilustrados na Figura 43, sendo possivel observar diferengas com relacdo aos fitoconstituintes
majoritarios presentes no OE em relagdo ao hidrolato, com a presenca majoritaria de
compostos mais polares no hidrolato. Nao foram encontrados relatos de outras espécies da
familia Malvaceae ou do género Cola relacionando estes compostos volateis ao potencial

contra insetos.

Figura 42.Cromatograma do hidrolato de C. nitida, obtido por CG-EM.I. geral. 2-4.
Expandido.
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Continuacao. Figura 42. Cromatograma do hidrolato de C. nitida, obtido por CG-EM.1. geral.
2-4. Expandido.
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Continuacao. Figura 42. Cromatograma do hidrolato de C. nitida, obtido por CG-EM.1. geral.

2-4. Expandido.
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Tabela 7.Compostos identificados no hidrolato de C. nitida.
IR-TM IR Tr Composto m/z CnH(%)
(min) identificado experimental

1963 1568 13,82 Timoquinona 164,0700 0,78
2200 1656 15,00 Endo-borneol 154,3312 5,11
2272 1684 15,36 Trans-2-Caren-4-ol 151,9831 18,22
2326 1705 15,63 2-Hidroxicineol 170,0404 21,37
2386 1730 15,93 2,3-Pinanediol 170,1055 5,18
2513 1782 16,57 p-mentano-1,2,3-triol 189,4301 0,53
2557 1801 16,79 Cis-piperitol 153,1173 0,91
2585 1813 16,93 Cis-carveol 152,0115 1,70
2624 1829 17,12 Cis-carveol 152,0511 6,40
2652 1841 17,26 2,3-Bornanediol 170,0495 14,64
2700 1862 17,50 3-metil-4,7-dioxo-oct-2-enal 168,0785 3,57
2729 1875 17,65 2-(-3-oxobutil) - ciclohexanona 168,0585 9,30

IR- TM = indice de retengdo para coluna elite 5-ms calculado pelo software TurboMass®; IR:
indice de retengdo calculado pela formula de indice de retengdo pelo método descrito por
Adams, 2007, utilizando a série homologa de n-alcanos; Tr = Tempo de retengdo (min); m/z =
relacdo massa/carga do fragmento abundante; porcentagem em area relativa deCnH =
hidrolato de C. nitida.; n.i. = ndo identificado.



Continuacdo. Tabela 7. Compostos identificados no hidrolato de C. nitida.
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IR-TM IR Tr Composto m/z CnH(%)
(min) identificado experimental
2757 1888 17,79 4-hidroxi-3-metil-6-(1-metiletil), 168,0837 5,42
trans-2-ciclohexen-1-ona
2824 1917 18,12 4-hidroxi-3-metil-6-(1-metiletil), 168,0576 2,48
trans-2-ciclohexen-1-ona (isomero)
2944 1972 18,72 6-(-3-hidroxi-but-1-enil)-1,5,5- 212,6062 1,40
trimetil-7-oxabiciclo [4.1.0] heptan-
2-ol
3043 1999 19,22 n.i. 206,9448 1,07
3086 1998 19,43  6-metil-5-(1-metiletil)-5-hepten-3- 166,0856 1,91
in-2-ol
% compostos identificados 98,93
% monoterpenos - hidrocarbonetos -
% monoterpenos oxigenados 95,62

% sesquiterpenos - hidrocarbonetos

% sesquiterpenos oxigenados

IR- TM = indice de retencgdo para coluna elite 5-ms calculado pelo software TurboMass®; IR:
Indice de retengdo calculado pela formula de indice de retengdo pelo método descrito por
Adams, 2007, utilizando a série homologa de n-alcanos; Tr = Tempo de reten¢do (min); m/z =
relagdo massa/carga do fragmento abundante; porcentagem em darea relativa deCnH =
hidrolato de C. nitida.; n.1. = ndo identificado.
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Figura 43 .Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados no hidrolato de C. nitida.
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Timoquinona, endo-borneol, trans-2-carenol, 2-hidroxicineol, 2,3-pinanediol, p-mentano-
1,2,3-triol, cis-piperitol, cis-carveol, 2,3-bornanediol, 3-metil-4,7-dioxo-oct-2-enal, 2(-3-
oxobutil)-ciclohexanona, 4-hidroxi-3-metil-6-(1-metiletil), trans-2-ciclohexen-1-ona, 6-(-3-
hidroxi-but-1-enil)-1,5,5-trimetil-7-oxabiciclo [4.1.0]heptan-2-ol, 6-metil-5-(1-metiletil)-5-
hepten-3-in-2-ol, respectivamente.

5.2.1Cultivo hidroponico de D. ambrosioides

Com o intuito de padronizar o material vegetal de D. ambrosioides a ser utilizado no
desenvolvimento futuro de um produto comercial realizou-se o cultivo em hidroponia visando
avaliar a influéncia do manejo do material vegetal na composi¢do quimica, cultivo em solo
versus cultivo hidroponico. Esta espécie vegetal foi eleita para investigagdopelo potencial ja
demonstrado, uma vez que ja existe um produto comercial desenvolvido pelo laboratério
Bayer® com o nome de Requiem EC25®; porém este produto é composto somente pelos
terpenos majoritarios (o-terpineno e p-cimeno) presentes na espécie D. ambrosioides var.
ambrosioides, associados ao D- e L-limoneno (os quais aumentam o espectro de atividade)

obtidos por sintese quimica, veiculados em emulsdo e indicados pelo fabricante para aplicagao
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como pesticida contra insetos, acaros, nematddeos e fitopatdgenos (WACHENDORFF-
NEUMANN; DAHMEN; HELL-WEGE, 2014).

O estudo de obtengdo do oOleo essencial pelo cultivo hidroponico representa uma
proposta de alternativa sustentavel, comparada a obtencao por sintese. Outro aspecto que foi
considerado foi sobre a obtencdo de maior concentragdo de ascaridol, visto que este
monoterpeno apresenta um vasto histdrico em potencial inseticida (ALMADIY, 2020;
BENELLI et al., 2020; BOSSOU et al., 2013; CHU; FENG HU; LIU, 2011; HARRAZ et al.,
2015).

O emprego do cultivo hidropdnico tem aumentado para a obteng¢do de plantas
medicinais, no intuito de otimizar as condi¢cdes de cultivo para obter maior rendimento de
material vegetal padronizado em um sistema controlado. A hidroponia pode ser considerada
uma cultura sustentavel, devido ao uso racional de agua e nutrientes, 0s quais sao
constantemente reciclados, além de ndo necessitar de uso de pesticidas, na maioria dos casos.
Este sistema de plantio pode ser reproduzido em escala industrial, visto que ndo necessita de
extensa area de plantagdo comparado ao plantio convencional. Na biotecnologia, a hidroponia
tem servido como fonte de producao de metabolitos secundarios e macromoléculas, como
proteinas (MOON et al., 2020). No entanto, fatores ambientais como temperatura, qualidade
do solo, altitude, umidade do ar, ou a outros fatores como estdgio de crescimento da planta e
uso de fertilizantes pode interferir na variabilidade da composicdo dos metabolitos
produzidos, em particular os 6leos essenciais, os quais podem alterar caracteristicas como
odor e atividade bioldgica.

Em setembro de 2019, durante o periodo de investigacdo sobre o melhor método de
cultivo hidropdnico, houve a oportunidade de participar de uma escola de verdo em Los
Bafios — Filipinas, na instituigdo SEARCA (Southeast Asian Regional Center for Graduate
Study and Research in Agriculture) promovida pelo Centro de Seguranca Alimentar da
Universidade de Hohenheim — Alemanha, direcionada a alunos de doutorado residentes na
Asia, Africa e América do Sul. Esta oportunidade mostrou como o tema hidroponia est4
alcangando relevancia em paises desenvolvidos, visando a padroniza¢do e otimizagdo do
cultivo, eestdo sendo implantados em paises com escassez de recursos hidricos e econdmicos,
como Filipinas. Os métodos mais utilizados coincidiram com os métodos empregados nos

experimentos realizados para esta pesquisa.
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O método-piloto utilizando as raizes suspensas com solu¢do foliar (Dripsol®) em
livredemandafoi realizado para avaliar se esta espécie cresceria de forma otimizada em um
sistema de floating (ou leito flutuante), sendo que este método ¢ utilizado atualmente para o
cultivo de hortaligcas, como alface, ricula e agrido por ser um método de facil manejo (Figura
44). O método-piloto utilizando substrato de fibra de coco e fibra de arroz (Figura 45-A;
Figura 46) foi testado porque este método ¢ utilizado para o cultivo de morango, tomate e
outros frutos, os quais normalmente sdo suscetiveis ao ataque de patdgenos e por isso evita-se
o cultivo hidroponico destes em local aberto, sendo recomendado o uso de vasos em casas de
vegetacdo. O método-piloto em vaso de areia com solucdo foliar (Figura 45-B e Figura 47) foi
realizado para avaliar se a planta se adaptaria ao sistema de plantio em canteiro em forma de
calhetdo, composto por uma larga camada de areia na superficie. O tamanho foliar e altura de
cada planta obtida foram medidos e comparados conforme os resultados mostrados na Tabela

8)

Figura 44 .Exemplo de canteiro hidroponico com hortaligas pelo método de leito fluidizado.

Fonte: O autor.
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Figura 45.Estudo-piloto de cultivo de D. ambrosioides.

Fonte: O autor. A) modelo de vaso com substrato (fibra de coco e arroz); B) modelo
utilizando somente solucdo foliar (com as raizes suspensas).

Fonte: O autor. A) Modelo de vaso com substrato (fibra de coco e arroz) e solucdo foliar;
Modelo de cultivo com raizes suspensas em solugao foliar.

Figura 47.Evolucao do crescimento de D. ambrosioides em estudo-piloto durante 30 dias de
cultivo em areia + solucdo foliar.

Fonte: O autor. A) tempo zero; B) apds 10 dias; C) apos 20 dias; D) apos 25 dias; E) apos 30
dias.
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Tabela 8.Tamanho médio da planta e folhas de D. ambrosioides em diferentes cultivos

Tipo de cultivo Altura (cm)  Tamanho foliar (cm)
Areia + SF em vaso 32,67 +0,58 4,50+ 1,00
SF em vaso com substrato™® 43,67 £0,58 3,83 +£0,58
SF com raizes suspensas 27,66 £ 0,58 3,67+0,28

SF: solugao foliar Dripsol®. *fibra de coco e fibra de arroz. Os resultados foram expressos na
forma de média dos tamanhos encontrados em cm + desvio padrao.

Apos a avaliagdo dos trés cultivos-piloto, observou-se que o cultivo utilizando vaso
com substrato de fibras de arroz e coco com solucdo foliar (SF) originou plantas com maior
tamanho em altura (43,67 £+ 0,58 cm) e no cultivo em areia com SF foi possivel obter plantas
com maior tamanho foliar (4,50 = 1,00 cm), sendo este o cultivo eleito como método para
prosseguir no intuito de obter maior volume material vegetal hidropdnico. Através da
avaliagdo dos cromatogramas obtidos por headspace-CG-EM foi possivel concluir que
todasas formas de cultivo-piloto (Figura 48) apresentaram a mesma composicdo volatil, em
relagdo as substancias majoritarias. O método analitico utilizando amostrador tipo Headspace
dindmico conectado diretamente a coluna do cromatdgrafo gasoso tem sido empregado para a
analise de amostras volateis, incluindo material vegetal fresco ou seco, 0leos essenciais e
nanoemulsdes, porém ainda se apresenta como uma técnica recente, visto que em trabalhos
anteriores ha maior prevaléncia de experimentos com Headspace-SPME-CG-EM (SPME, do
inglés, solid phase microextraction) (DIAS et al., 2012; LUCCA et al., 2015). Esta técnica
ndo necessita de uso de solventes organicos, contribuindo para a reducdo nos rejeitos
ambientais, contudo, ¢ um método que demanda grande consumo de gas de arraste,
aumentando o seu custo.

Os picos dos compostos majoritarios apareceram saturados nos cromatogramas, pois
o principal objetivo neste momento era observar o pico de ascaridol (7), o qual apareceu
utilizando o método SIR com Tr= 19,24 min (Figura 48-C), porém em ordem de magnitude ¢
(na forma de composto minoritario). A identificacdo do ascaridol foi realizada com o auxilio
da biblioteca NIST, onde o espectro de massas foi comparado a referéncias, acusando um
match de 811 e um match reverso de 832. O valor de match ¢ calculado a partir da razdo de
quanto de similaridade existe entre o analito e a referéncia, enquanto o match reverso ¢ a
razdo entre referéncia e analito. Quanto mais préximo de 1000 significa que ha 100% de

similaridade.
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Figura 48.Cromatogramas comparativos obtidos por folhas frescas de D. ambrosioides a partir de diferentes substratos para cultivo hidropdnico,
obtidos por CG-EM.
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O primeiro plantio foi realizado no verdo sendo possivel realizar a primeira coleta
apods 30 dias e nos seis meses subsequentes (Figura 49). O motivo deste resultado pode estar
relacionado a maior oferta de nutrientes e irrigacdo adequada durante todo o crescimento da
planta, porém apos seis meses a planta estava desgastada e infestada por herbivoros. Este
efeito ja era esperado neste modelo de cultivo, o qual ndo demandou o uso de pesticidas.
Sendo assim, apos este periodo as plantas antigas foram retiradas e um novo plantio foi
realizado no inverno, o qual originou novas plantas ap6s 30 dias. Este evento em hidroponia
também foi mostrado por Maggini et al. (2012), onde as espécies Echinaceae augustifolia e
Ocimum basilium mostraram crescimento acelerado (MAGGINI et al., 2012). Em outro
estudo de cultivo hidroponico de Carlina acaulis, foi possivel concluir que o cultivo
hidroponico promoveu crescimento mais rapido da planta. O rendimento de material vegetal
foi menor comparado ao proveniente do solo, porém ¢ possivel obter um rendimento
satisfatorio apos sucessivos ciclos de cultivo em menor tempo (STRZEMSKI et al., 2020).
Este evento mostra-se como um indicativo de que o cultivo hidropdnico pode ser considerado

um candidato para a obtencdo de material vegetal em escala industrial.

Fonte: O autor.
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O rendimento do 6leo essencial obtido das partes aéreas de D. ambrosioides- cultivo
hidroponico (DaHiOE) foi de 0,54 + 0,03%, menor que o rendimento apresentado
anteriormente para D. ambrosioides- cultivo em solo (1,07 + 0,01%). Esta diferenca pode ser
explicada devido as partes aéreas (cultivo em solo) terem sido coletadas de plantas no estagio
adulto, e ja havia produzido flores e sementes anteriormente. Além disso, a planta cultivada
em solo esteve susceptivel as variagcdes de amplitude térmica e recebimento irregular de
irrigagdo pela chuva. A planta hidroponica foi coletada apds 30 dias desde o replante das
mudas para o canteiro hidropdnico, estagio onde foi observada uma maior densidade de
producdo de folhas e inicio de formagdo de flores e sementes. Nao foi realizada a avaliagdo de
massa foliar da planta inteira, mas verificou-se que foram necessarios apenas 1,92 m® de
canteiro hidropdnico para cada planta. Sobre o melhor método de preparo do material vegetal
para extragao do oleo essencial por hidrodestilagdo, em uma analise prévia utilizando o
material vegetal seco triturado em moinho de facas, verificou-se que o rendimento de 6leo
essencial foi de 0,11%, menor que o rendimento utilizando as partes aéreas secas rasuradas.
Em ambos os cultivos (solo e hidropdnico) as plantas foram coletadas no verdo, na mesma
cidade, em areas sem cobertura e recebiam a mesma intensidade de luz, temperatura e
quantidade de chuvas, sendo que ambos os materiais vegetais foram coletados durante a fase
de floracdo e producdo de sementes, ou seja, na mesma fase de crescimento vegetativo. Sendo
assim, as diferencas entre os cultivos foram baseadas na irrigacdo complementar, onde as
plantas em solo recebiam rega com agua corrente uma vez por semana € no cultivo
hidroponico as plantas recebiam solugdo foliar trés vezes ao dia por 5 minutos. Outro fator
que pode ter impactado no rendimento de 6leo essencial ¢ a idade da planta (efeito
ontogenético); plantas com mais idade apresentam maior nimero de tricomas glandulares, os
quais sdo produzidos como mecanismo de defesa contra agressdes externas, incluindo insetos
e patdgenos ou como forma adaptativa em um ambiente com outras espécies de plantas.

A obtencdo de 6leos essenciais de plantas hidroponicas ainda ¢ um tema recente e
implica em varios obstaculos para a sua consolidagcdo como recurso na industria. Um sistema
de refrigeragdo e irrigag¢ao eficiente demanda um maior gasto de energia elétrica (PANDEY;
JAIN; SINGH, 2009). Além disso, ¢ necessaria mao-de-obra qualificada para o manejo deste
cultivo, tomando precaucdes na limpeza das calhas e vasos, evitando a contaminagdo por
fungos e limo. Sendo assim, torna-se necessario intensificar as pesquisas investigando

diferentes variaveis envolvendo o cultivo hidroponico, como diferentes volumes e horarios de
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irrigacdo, diferentes propor¢des na composicdo da solucdo nutriente foliar, comparar a
composicao da espécie situada em canteiro a céu aberto com canteiro em casa de vegetacao,
no intuito de otimizar a produ¢do de um marcador fitoquimico especifico em um menor
tempo possivel.

Abaixo estdo apresentados os cromatogramas do 6leo essencial obtido a partir da

espécie cultivada em solo e do 6leo essencial obtido a partir da planta em cultivo hidroponico
(Figura 50).

Figura 50.Cromatogramas do oOleo essencial D. ambrosioides-cultivo hidropdnico e solo,
obtidos por CG-EM.
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A)Cultivo hidropdénico. B) Cultivo em solo C) cromatograma expandido — cultivo
hidroponico (Tr 4,52 a 7,38 min); D)cromatograma expandido — cultivo hidroponico (Tr

14,94 a 19,93 min); E) cromatograma expandido — cultivo hidroponico (Tr 26,12 a 32,89
min).
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Continuacdo. Figura 50. Cromatogramas do Oleo

essencial D. ambrosioides-cultivo
hidropdnico e solo, obtidos por CG-EM.
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A)Cultivo hidroponico. B) Cultivo em solo C) cromatograma expandido — cultivo
hidroponico (Tr 4,52 a 7,38 min); D)cromatograma expandido — cultivo hidropoénico (Tr

14,94 a 19,93 min); E) cromatograma expandido — cultivo hidroponico (Tr 26,12 a 32,89
min).

Através da comparacdo dos respectivos cromatogramas foi possivel evidenciar
diferengas na sua composicao quimica (Figura 50), onde o cultivo em solo (DaSOE) revelou
como compostos majoritarios a-terpineno (5, Tr= 6,01 min, 43,4%) e terpinoleno (13, Tr=

15,68 min, 34,3%) enquanto que o cultivo hidropdnico (DaHiOE) proporcionou a formagao
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como compostos majoritarios além do a-terpineno, ja observado no solo (5, Tr= 6,01 min,
49,05%, Figura 51), o acetato de trans-crisantenila (54, Tr= 15,57 min, 35,4%, Figura 53)
(Tabela 9). A identificagdo dos compostos foi a partir dos dados obtidos comparados aos
dados da biblioteca NIST; o diterpeno acetato de trans-crisantenila apresentou um match de
747 e match reverso de 764. Além dos compostos citados, foram encontradas as substancias
p-cimeno (6), y-terpineno (12), acetato de 2,6,6-trimetil-biciclo [3.1.1] hept-2-en-ol
(55),geranil tiglato (56) e D-limoneno (57), como compostos secundarios no 6leo essencial de
D. ambrosioides — cultivo hidroponico.

As andlises por CG-EM foram realizadas sequencialmente sob as mesmas condigdes
analiticas. A composi¢do encontrada no DaSOE foi similar com a composi¢do quimica do
oleo essencial da variedade ambrosioides (CHU; FENG HU; LIU, 2011) encontrada em
paises como China e Brasil. A espécie D. ambrosioides var. antihelminticum ¢é rica em
ascaridol, diferente da espécie D. ambrosioides var. ambrosioides (AIT SIDI BRAHIM et al.,
2015; KASALI et al., 2006) presente em paises como Marrocos e também no Brasil.

Os compostos a-terpineno e acetato de frans-crisantenila também estao presentes no
6leo essencial da espécie Artemisia absinthium, porém em porcentagens menores (0.2% e
0.1%, respectivamente), sendo que o ultimo citado encontra-se presente também no 6leo
essencial da espécie Chrysantemum coronarium (7.6%) (LLORENS-MOLINA et al., 2017;
MFARREJ; RARA, 2019) e na espécie Tanacetum parthenium (22,1%) (POLATOGLU et
al., 2010). Sobre o oleo volatil de D. ambrosioides- cultivo hidropdnico, ¢ importante ressaltar
sobre a vantagem da auséncia do monoterpeno ascaridol, podendo ser considerado mais
seguro para a utilizacdo para consumo humano (DEGENHARDT et al., 2016). Este resultado
também pode ser considerado para uma reflexdo sobre a dificuldade em padronizar o material
vegetal e obter o rendimento esperado da fracdo de interesse. No caso da espécie D.
ambrosioides, parece que somente a irrigagdo e a composi¢do da solucdo foliar ndo foram
suficientes para estimular a producao de ascaridol ou promover a formag¢do de uma
composi¢ao quimica similar ao 6leo essencial da espécie obtida pelo cultivo em solo. No
entanto, novas investigacdes poderiam ser realizadas, utilizando diferentes composi¢des de
solugdo foliar, além de diferentes sistemas de iluminacgdo e irrigacdo, para avaliar o impacto
sobre a producdo de metabdlitos secundarios, especialmente os 6leos essenciais. Sendo assim,
este modelo de cultivo poderia ser empregado em culturas de alto valor agregado ou que

apresentam alta variabilidade quimica.
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Como um dado complementar, uma publicagdo mostrou que a composi¢do quimica

dos Oleos essenciais das espécies Croton tetradenius e C. pulegiodorus apresentam

similaridades com a composi¢do do 6leo essencial de D. ambrosioides- hidropdnico, contendo

a-terpineno, p-cimeno e acetato de frams-crisantenila em maiores presencas. No entanto, o

foco de investigacdo foi para atividade antimicrobiana contra Staphilococcus aureus,

demonstrando grande potencial de atividade (ROCHA et al., 2021); esta seria uma abordagem

interessante para investigar outras atividades com o o6leo essencial de D. ambrosioides-

hidropodnico.

Tabela 9.Principais compostos identificados no 6leo essencial de D. ambrosioides.

IR- IR Tr  Composto identificado m/z DaHiOE%  DaSOE%
™ (min) Experimental
403 1125 6,01 a-terpineno 135,9946 49,05 43,40
444 1135 6,22 p-cimeno 134,0090 6,45 19,81
660 1186 7,30 y-terpineno 136,0465 0,50 0,63
2314 1652 15,57 Acetato de ¢- 193,7552 35,38 -
crisantenila
2336 1709 15,68 Terpinoleno 136,0459 - 34,32
3040 1999 19,20 Acetato de 2,6,6- 194,3422 2,29 -
trimetil-biciclo [3.1.1]
hept-2-en-ol
3041 1955 19,21 Ascaridol 168,0433 - 1,85
4729 1954 27,65 Geranil tiglato 236,2312 2,42 -
4742 1955 27,72 (-) Limoneno 135,9567 3,91 -
4760 1955 27,81 Enoato de 2- 212,1938 - 0,09
metilbutil-2-octila
% compostos identificados 100,00 100,00
% monoterpenos - hidrocarbonetos 59,91 98,15
% monoterpenos oxigenados - 1,85
% sesquiterpenos - hidrocarbonetos - -
% sesquiterpenos oxigenados 2,42 -

IR- TM = indice de retengdo para coluna elite 5-ms calculado pelo software TurboMass®; IR:
indice de retengdo calculado pela formula de indice de retengdo pelo método descrito por
Adams, 2007, utilizando a série homologa de n-alcanos; Tr = Tempo de retengdo (min); m/z =
relagdo massa/carga do fragmento abundante; porcentagem em darea relativa de DaHiOE =
Oleo essencial de D. ambrosioides hidropdnico; DaSOE = 6leo essencial de D. ambrosioides

solo.



Figura 51.Espectro de massas do composto em Tr 6,01 min., a-terpineno.
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Figura 53.Espectro de massas do composto em Tr 15,57 min., acetato de trans-crisantenila.
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Figura 54.Principais compostos identificados no oleo essencial de D. ambrosioides —
cultivohidroponico.
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a-terpineno, p-cimeno, y-terpineno, acetato de frams-crisantenila, acetato de 2,6,6-trimetil-
biciclo [3.1.1] hept-2-en-ol, geranil tiglato e D-limoneno, respectivamnete.
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Através da andlise do cromatograma do hidrolato de D. ambrosioides — cultivo

hidroponico (Figura 55) mostrou a presenca do composto majoritariocis-p-menta-2,8-dien-1-

ol (61, Tr 13,64 min),e além deste monoterpeno oxigenado foram identificados trans-2-caren-

4-ol (58), p-cimen-8-ol (59), 5-isoprenil-2-metil-7-oxabiciclo[4.1.0] heptan-2-o0l (60) e acetato

de 2,6,6-trimetil- biciclo [3.1.1] hept-2-en-4-ol (62), sendo os dados obtidos apresentados na

Tabela 10 e as estruturas quimicas ilustradas na Figura 56.

Figura 55.Cromatograma do hidrolato de D. ambrosioides - cultivo hidropdnico, obtido por

119
zzzzzzzzzz

» 27-Oct-2021 + 19:18:40

Scan El+

Tabela 10.Composicao do hidrolato de D. ambrosioides-cultivo hidroponico.

IR-TM IR Tr (min) Composto m/z Experimental % area
identificado
2333 1456 12,17 Trans-2-Caren-4-ol 150,5583 0,59
2287 1473 12,44 p-cimen-8-ol 150,2096 0,27
2450 1528 13,25 5-isoprenil-2-metil-7- 168,3101 2,01
oxabiciclo [4.1.0] heptan-2-ol
2528 1555 13,64 Cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 152,1170 89,04
2826 1666 15,13 Acetato de 2,6,6-trimetil- 195,2047 8,09
biciclo [3.1.1] hept-2-en-4-ol
% compostos identificados 100,0
% monoterpenos - hidrocarbonetos -
% monoterpenos oxigenados 91,91

% sesquiterpenos - hidrocarbonetos
% sesquiterpenos oxigenados

n.i. = ndo identificado.



114

Figura 56.Principais compostos identificados no hidrolato de D. ambrosioides — cultivo

hidropoénico.
OH OH OH
OH o
0
OJ\
58 59 60 61 62
0,59 % 0.27 % 2.01% 89,04 % 8,09 %

trans-2-caren-4-ol, p-cimen-8-ol, 5-isoprenil-2-metil-7-oxabiciclo[4.1.0]heptan-2-ol, cis-p-
menta-2,8-dien-1-ol e acetato de 2,6,6-trimetil- biciclo [3.1.1] hept-2-en-4-ol,
respectivamente.

Com o objetivo de avaliar o motivo da diferenca na composi¢ao e em qual ponto do
crescimento da planta cessou a producdo de ascaridol, as partes aéreas do cultivo em solo e as
mudas obtidas em espuma fenolica a partir das sementes coletadas da D. ambrosoides- cultivo
em solo, foram analisadas por headspace-CG-EM e os cromatogramas obtidos foram
comparados as analises das folhas, raizes e caule da planta adulta coletados do solo (Figura
57), e a partir do célculo da é4rea sob a curva foi possivel observar que o teor de ascaridol de
D. ambrosioides— cultivo em solo (6,09%) reduziu ap6s a germinagdo em espuma fendlica
(3,77%) para o cultivo hidropdnico (Tabela 11). Nas literaturas avaliadas foi possivel verificar
que ocorreu produgdo dos mesmos compostos encontrados ao método convencional (solo),
porém em propor¢des diferentes, sendo relatado pelos autores que este evento pode variar de

acordo com cada espécie (MAIRAPETYAN et al., 2018).



Figura 57.Cromatogramas de diferentes partes vegetais de D.

ambrosioides, obtido por CG-EM.
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A)Raiz de mudas apds germinagdo na espuma fenodlica - hidropdnico; B) raiz de planta adulta — cultivado em solo;
cultivo em solo; D) folhas de mudas — cultivo hidropdnico; E) caule e folhas de planta adulta — cultivo em solo;

cultivo hidropdnico.

C) folhas de planta adulta —
F) caule de planta adulta —
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A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 57 foi possivel observar que na
andlise da raiz jovem germinada em espuma fendlica apareceu com maior intensidade o
contaminante acetil tributil citrato, um composto encontrado comumente em tubos plasticos e
caixas plasticascompostos por PVC, sendo quematerial também compde parte do sistema de
irrigacdo hidroponico. Além deste contaminante, foram encontrados os monoterpenos o-
pineno e terpinoleno, sendo este Ultimo o principal composto encontrado na folha da planta
adulta. Ja na raiz adulta, houve a presenca de 66,4% de a-pineno e 16,6% de B-pineno. Estes
monoterpenos sao comuns de serem encontrados em raizes, os quais inibem o crescimento
precoce das raizes pelo aumento da peroxidagdo lipidica (SINGH et al., 2006). Avaliando a
composi¢ao quimica das folhas, pode-se observar que a folha adulta do cultivo em solo
apresentou 53,07% de a-terpineno, o monoterpeno precursor da formagdo do ascaridol. Esta
informacao mostra que a regido em que a planta estava cultivada (Horto-HU/CCS) poderia
ndo ter recebido incidéncia de luz suficiente para a conversdo em ascaridol. A composi¢ao do
caule e da folha adulta (ambos provenientes do cultivo em solo) foi analisada com o proposito
de avaliar se seria viavel fazer a extragdo das partes vegetais separadas ou todas juntas; como
a composicao foi semelhante, foi decidido fazer a hidrodestilacdo das partes aéreas — caule e

folhas (Tabela 11).

Tabela 11.Principais compostos identificados em D. ambrosioides - solo, sendo partes
vegetais frescas.

IR Tr Composto m/z %A %B %C %D %E %F
identificado
367 5,83 Hexanal 99,7679 - 8,82 - - - -
772 7,86 a-pineno 136,1379 5,77 66,4 0,32 0,20 0,17 0,45
913 8,57 B-pineno 136,2003 - 16,5 - - - -
1041 9,21 Terpinoleno 136,1181 4,20 3,82 5,01 48,9 37,4 33,1
1067 9,33 p-cimeno 134,0891 - 436 349 105 17,1 2,76

IR: Indice de retengdo para coluna elite 5-ms; Tr: Tempo de reten¢io (minutos); m/z: relagio
massa/carga do fragmento abundante (experimental); %: porcentagem em 4rea relativa. N.i.
ndo identificado. A) raiz de mudas; B) raiz de planta adulta; C) folhas de planta adulta; D)
folhas de mudas; E) caule e folhas de planta adulta; F) caule de planta adulta.
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Continuacao. Tabela 11. Principais compostos identificados em D. ambrosioides - solo, sendo
partes vegetais frescas.

IR Tr Composto m/z %A  %B  %C %D %E % F

identificado
1186 9,93  y-terpineno 136,0903 - - 0,58 0,58 0,68 0,45
1958 13,79 o-terpineno 136,1172 - - 53,07 3598 40,01 57,78

2260 15,30  Ascaridol 168,1192 - - 6,09 3,77 4,57 5,41
3509 21,55 Acetil 402,2207 90,03 - - - - -
tributil
citrato

IR: Indice de retengdo para coluna elite 5-ms; Tr: Tempo de reten¢io (minutos); m/z: relagio
massa/carga do fragmento abundante (experimental); %: porcentagem em 4rea relativa. N.i.
ndo identificado. A) raiz de mudas; B) raiz de planta adulta; C) folhas de planta adulta; D)
folhas de mudas; E) caule e folhas de planta adulta; F) caule de planta adulta.

5.3ANALISE ESPECROSCOPICA DO OLEO ESSENCIAL DE D. ambrosioides

O método analitico espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) pode
ser utilizado como uma ferramenta complementar para a identificagdo de compostos em 6leos
essenciais, através de regides distintas € possivel obter informagdes importantes, como a
presenca de grupamentos funcionais pelos tipos de deslocamento quimico de carbono e
hidrogénio (MAHANTA et al., 2020).

Como pode ser observado na Figura 58 em ambos os espectros demonstram a
presenca de sinais entre 0,6-2,5 ppm referente a natureza terpénica, dos hidrogénios
alifaticos,assim como a regido de 4,0-6,0 ppm referente aos hidrogénios ligados aos carbonos
oxigenados e hidrogénios olefinicos dos componentes presentes o 6leo essencial. O oleo
essencial de D. ambrosiodes- cultivo hidroponico revelou deslocamento quimico referente ao
acetato de ¢-crisantenila em 5,57 ppm relativo ao H-3 (NAPOLI et al., 2020), ¢ com maior
presenca dos deslocamentos referentes aos dois compostos majoritarios, a-felandreno e p-
cimeno. No espectro de 'H da D. ambrosiodes- cultivo em solo foi possivel observar o
deslocamento de 6,46 ppm referente ao H-3 do ascaridol, semelhante ao encontrado em
literatura (DEGENHARDT et al., 2016) e deslocamentos no espectro de *C (Figura 59),
regido entre 15 e 50 ppm referente aos carbonos alifaticos, entre 120 e 140 ppm referente aos
carbonos olefinicos e entre 70 e 80 ppm estdo os carbonos oxigenados, concordando com
dados da literatura (CAVALLI et al., 2004), e coincidindo com os encontrados para as

substancias a-terpineno e p-cimeno no OE do cultivo hidropdnico.
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Além destes deslocamentos, foram identificados 145,8 ppm e 1424 ppm em
DaHiOE, indicativos de carbono insaturado ou ntcleo aromatico; 136,4 ppm em DaHiOE e
DaSOE, possivelmente para C-1 do p-cimeno; 133,0 ppm em DaHiOE e DaSOE,
possivelmente para C-1 do a-terpineno.

Foram realizadas andlises complementares em 2D — HSQC, no intuito de auxiliar na
identificacdo das correlagdes existentes, onde identificou-se os deslocamentos quimicos:
129,0 ppm (C-2 e C-6) em DaHiOE e DaSOE, que correlacionou com 7,13 ppm (H-2 e H-6),
possivelmente do p-cimeno (DEGENHARDT et al., 2016); também foram encontradas
correlagdes entre 126,2 ppm (C-3 e C-5) e 7,11 (s, H-3 e H-5), possivelmente do p-cimeno.
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Figura 59.Espectros de RMN 13C (300 MHz, CDCls, TMS) do 6leo essencial de D. ambrosioides- A) cultivo hidroponico e B) cultivo em solo.
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Na amostra de 6leo essencial de D. ambrosioides — cultivo hidropdnico ndo foi
possivel identificar a presenga de ascaridol como esperado, sendo que a formagao ocorreria a
partir da oxidagdo do a-terpineno, abundante em ambas as amostras (Figura 60), enquanto que
o 6leo essencial de D. ambrosioides — cultivo em solo apresentou o-terpineno e terpinoleno
como 0s compostos majoritarios. Esta variacdo na composi¢do pode estar relacionada ao fato
desta espécie crescer preferencialmente em solo arenoso e seco, diferente do meio no cultivo

hidropdnico, com suporte de nutrientes e irrigagdoconstante.

Figura 60.Formacao do ascaridol e seus produtos de degradagao.
OH
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5.4ATIVIDADE BIOLOGICA

A espécie D. ambrosioidesapresenta um histérico considerdvel sobre o potencial
contra insetos, utilizando a planta inteira triturada (CHOUGOUROU et al., 2016; DENLOYE
et al., 2010; LIMA-MENDONCA et al., 2013; PROCOPIO et al., 2003) e o 6leo essencial
(BOSSOU et al., 2013; DENLOYE et al., 2010; FIGUEIREDO; ROCHA; FREITAS, 2019).
Existem também publicac¢des avaliando a atividade contra S. zeamais (CHU; FENG HU; LIU,
2011; LANGSI et al., 2018). A investigagdo sobre essa espécie ¢ intensa, principalmente pela
diferenca na sua composi¢ao fitoquimica, o que confere diferentes resultados de atividade
bioldgica. No presente trabalho, visou principalmente obter o 6leo essencial para uso em
escala industrial e seu potencial inseticida e repelente, um enfoque diferente comparado com

as publicacdes anteriores.
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5.4.1Atividade repelente

5.4.1.1Ensaio de repeléncia pelo método de escolha em papel-filtro tratado

Para avaliar o potencial repelente dos 6leos essenciais das espécies vegetais eleitas
no presente estudo sobre o S. zeamais foi utilizado o método de escolha utilizando-se a
concentragdo de 1% de cada dleo essencial no teste de superficie tratada utilizando papel-
filtro. Esta concentragdo foi eleita no intuito de comparar & mesma concentragao do controle
positivo, Citromax®.

Comparando com os parametros interpretados no Quadro 2, os resultados mostraram
que apos 1 h de tratamento o 6leo essencial de M. pulegium (MpOE) promoveu baixa
repeléncia, semelhante ao controle positivo e apds 24 h, MpOE apresentou moderada
atividade, semelhante ao controle positivo (p < 0,05) (Tabela 12).Considerando a atividade
conforme o componente majoritario de cada amostra, a pulegona (MpOE) contribuiu para o
efeito repelente imediato (1 h) e para o efeito tardio, em 24 h. O efeito repelente imediato
pode estar relacionado ao modo de agdo neurotoxico (KOUL; WALIA; DHALIWAL, 2008).
Outro dado importante ¢ que monoterpenos oxigenados ja demonstraram atividade inseticida
e repelente contra S. zeamais, como a pulegona e o ascaridol (ABDELLI et al., 2016; CHU;
FENG HU; LIU, 2011). O ¢6leo essencial de M. pulegium apresentou atividade repelente
semelhante ao controle positivo apés 1 h de aplicacdo. Este efeito também pode ser
visualizado apos 24 h. Os 6leos essenciais de C. nitida e D. ambrosioides — cultivo em solo
apresentaram atividade atrativa ou nenhuma atividade. Estes resultados mostraram que o dleo
essencial de M. pulegium promoveu melhor desempenho como acdo fumigante, onde a agdo ¢

pela penetragdo no corpo do inseto via sistema respiratorio.

Tabela 12.Resultado do ensaio de repeléncia pelo método de escolha.

Tratamento 1h 24 h
CnOE -11,41 + 36,88 9,00 + 17,92
DaSOE 9,00+ 17,92 -17,00 £ 11,60
MpOE 25,60 +£31,91%* 44,65 +30,11*
Controle positivo 30,71 +£13,92%* 40,97 £ 23,67*

Resultados expressos em porcentagem de repeléncia + desvio padrdo, calculado conforme
equacdo 2; CnOE= oleo essencial de C. nitida (1.0%); DaSOE = oleo essencial de D.
ambrosioides-solo (1.0%); MpOE = 6leo essencial de M. pulegium (1.0%); Controle positivo
= extrato de neem Citromax® (1.0%).
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5.4.2Atividade inseticida

5.4.2.1Ensaio de mortalidade sobre superficie tratada com massa de grdos

O ensaio de mortalidade sobre graos tratados foi baseado na metodologia de
(ARAUJO et al., 2019; VAZQUEZ-COVARRUBIAS et al., 2015), para avaliar a capacidade
de cada tratamento em atuar sobre o aparelho digestivo do inseto, apds a ingestdo de milho
tratado (RESTELLO; MENEGATT; MOSSI, 2009).A a¢ao de controle sobre pragas de graos
armazenados revela-se através da toxicidade através das vias respiratorias (fumigagdo), da
cuticula (contato) e da ingestdo (graos tratados) (RESTELLO; MENEGATT; MOSSI, 2009).

Os oleos essenciais de D. ambrosioides — solo (DaSOE) e M. pulegium (MpOE)
mostraram alta toxicidadedurante todo o periodo de experimento (p<0.05), como pode ser
demonstrado na Tabela 13 e comprado aos pardmetros interpretados no Quadro 3.Um estudo
demonstrou que terpenos como pulegona, terpinoleno e careno apresentam afinidade pelo
receptor de tiramina, um alvo desejavel porque estd presente em insetos e ausente em
humanos (OCAMPO; BRAZA; NELLAS, 2020).

Os resultados referentes ao teste com oleo essencial de C. nitida foram descartados,
pois como pode ser visualizado na Tabela 13, pois ocorreram valores negativos ap6s o calculo

da férmula de Abbott, sendo incoerente para resultados de mortalidade.

Tabela 13.Resultado do ensaio de mortalidade sobre superficie tratada com massa de graos.

Tratamento 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

CnOE X X X X X
DaSOE 89,9 £4,66*  98,00+4,2* 98,00 +4,2* 98,00 +4,2* 98,00 +4,2*
MpOE 98,3 +2,65* 100,0+0,0* 100,0+0,0* 100,0+0,0* 100,0+0,0*
Controle 0,17+0,41 1,00 + 1,00 1,00 + 1,00 1,00 + 1,00 1,00 + 1,00
negativo

CnOE = ¢6leo essencial de C. nitida (1%) e veiculo gsp 0,5 mL; DaEOS = 6leo essencial de D.
ambrosioides solo (1.0%) e veiculo gsp 0,5 mL; MpOE = 6leo essencial de M. pulegium (1%)
e veiculo gsp 0,5 mL; controle negativo(veiculo) = DMSO 1% e agua destilada gsp 0,5 mL,
v/v. Resultados expressos pela média + desvio padrdo. X= resultado descartado. * = Nao
houve diferenca estatistica entre os resultados (p< 0,05).
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5.4.3Avaliacao de perda de massa de graos tratados

A avaliagdo de perda de massa de graos ¢ importante para determinar o potencial de
um tratamento produzir o efeito de inapeténcia pelo inseto, visto que este controle melhora o
rendimento total dos graos.

A avaliacdo apds 30 dias (Tabela 14) mostrou a melhor prevencao da perda de massa
de graos através dos tratamentos com o 6leo essencial de D. ambrosioides- cultivo em solo e
de M. pulegium, sendo que nao houve diferenca estatistica entre os dois tratamentos. O dleo
essencial de C. nitida ndo apresentou atividade, semelhante ao controle negativo, o qual era
composto somente por acetona qsp 1 mL por repeti¢do. Um estudo prévio utilizando extrato
de sementes de A4. indica (p6 da planta a 5%, m/m) mostrou uma perda de massa de graos de
0,17% apos 30 dias; outra espécie, Chrysanthemum cinerariaefolium mostrou 0,07% de perda
de massa de graos (p6 da planta a 5%, m/m) ap6s 28 dias (SHIBERU, 2017). Estes resultados
podem estar relacionados a interferéncia na taxa de reprodu¢do do inseto, prevenindo o
desenvolvimento de ninfas de primeiro instar e consequente aumento na densidade de
populagdo. Os resultados observados podem ser explicados por outro mecanismo; o de
provocar inapeténcia em insetos herbivoros, os quais sdo diretamente afetados por metabolitos

secundarios produzidos pelas plantas como resposta de defesa. (VALCARCEL et al., 2021).

Tabela 14.Resultado do ensaio de perda de massa de grios tratados ap6s 30 dias.

Tratamento Massa dg Massa dsg % de perda de massa de
graos
CnOE 10,30 £0,78 10,08 +0,74 2,3+0,82%
DaSOE 10,03 £0,23 9,92 +0,26 1,3 +0,52%*
MpOE 10,12 £0,52 10,02 +0,50 1,0 £0,63%*
Controle negativo 10,22 £0,39 9,97 £0,42 2,7+0,52%

CnOE = 6leo essencial de C. nitida 1% em acetona qsp 1 mL; DaEOS = 6leo essencial de D.
ambrosioides solo 1.0% em acetona gsp 1 mL; MpOE = 6leo essencial de M. pulegium 1%
em acetona qsp 1 mL; Controle negativo = acetona gsp 1 mL.Resultados expressos pela
média + desvio padrao. Foram realizadas 6 repeti¢des para cada tratamento. * = Nao houve
diferenca estatistica entre os resultados (p< 0,05).
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5.4.4Atividade inseticida contra B. brassicae

O afideo B. brassicae ¢ considerado uma praga na agricultura, e junto com outras
pragas, provocam perdas na colheita que variam entre 10 e 50%, sendo alvo constante de
aplicacdo de produtos quimicos inseticidas. Porém o seu uso prolongado acarreta em
contaminagdo do solo, estimula a resisténcia do inseto, além de promover toxicidade para o
consumo (PAVELA, 2006). Sendo assim, torna-se necessaria a busca por novos tratamentos
mais seguros ¢ eficientes contra o B. brassicae no campo.

Os Oleos essenciais de C. nitida € M. pulegium foram avaliados contra ninfas de 1°
instar de B. brassicae. O 6leo essencial de D. ambrosioides- solo ndo foi avaliado, pois nao
havia volume suficiente para os bioensaios. Os tratamentos ndo demonstraram atividade
similar ou superior ao controle positivo (p < 0,05), porém o seu uso poderia ser considerado,
pois o Oleo essencial de C. nitida provocou cerca de 50% de mortalidade e o 6leo essencial de
M. pulegium provocou cerca de 70% de mortalidade (Tabela 15). Estes resultados mostram
que o o6leo essencial composto majoritariamente por monoterpenos oxigenados apresenta
maior potencial inseticida que o 6leo essencial composto por monoterpenos hidrocarbonetos.
O método utilizado avaliou o potencial inseticida aplicando o tratamento diretamente sobre o
inseto, provocando morte por contato. Como o controle negativo foi semelhante ao controle
ambiental, ndo foi aplicada a formula de Abbott sobre os resultados, sendo os mesmos

expressos como porcentagem dos insetos mortos, sem considerar o controle negativo.

Tabela 15.Resultado de mortalidade apds 24 h.

Tratamento % apds 24 h
CnOE 50,00 £ 18,71
MpOE 70,00 + 17,32

Controle positivo 100,00 + 0,00
Controle negativo 4,00 + 5,48
Controle ambiental 0,00 £+ 0,00

CnOE = ¢6leo essencial de C. nitida (1%) em DMSO 1% e 4gua qsp 0,75 mL; MpOE = 6leo
essencial de M. pulegium (1%) em DMSO 1% e agua gsp 0,75 mL; Controle positivo =
Citromax® 1.0% DMSO 1% e agua qsp 0,75 mL; Controle negativo = DMSO 1% e agua qsp
0,75 mL; controle ambiental = nenhum tratamento. Resultados expressos pela média + desvio
padrao. Foram realizadas 5 repeti¢des para cada tratamento.
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5.5COMPARATIVO DE ATIVIDADE BIOLOGICA: SOLO VERSUS HIDROPONICO

5.5.1Atividade repelente contra S. zeamais

Comparando a atividade repelente das amostras provenientes dos 6leos essenciais
dos dois cultivos foi possivel observar que o 6leo essencial de D. ambrosioides- hidroponico
apresentou melhor desempenho em repeléncia. Este efeito deve-se possivelmente a presenga
do acetato de ¢-crisantenila, uma vez que o fito constituinte foi detectado somente na amostra
cultivada por hidroponia. Em um primeiro momento, seria viadvel concluir que os dois
compostos majoritarios (a-felandreno e p-cimeno) seriam os responsaveis pela atividade
repelente, porém estavam presentes em ambas as amostras. Outra hipdtese seria que o acetato
de t-crisantenila atuou sinergicamente ao o-felandreno e p-cimeno, promovendo melhor
resposta em atividade repelente contra S. zeamais. O resultado negativo observado para
DaSOE apds 24 h significam que o tratamento apresentou mais atividade atrativa do que

repelente, como visualizado no 6leo essencial de D. ambrosioides-solo apos 24 h (Tabela 16).

Tabela 16.Resultado do ensaio de repeléncia pelo método de escolha contra S. zeamais.

Tratamento 1h 24 h
DaHiOE 3,10 + 40,65 39,07 £ 41,45%
DaSOE 9,00+ 17,92 -17,00 £ 11,60
Controle positivo 30,71 £ 13,92 40,97 £23,67*

Resultados expressos em porcentagem de repeléncia + desvio padrio. DaHiOE = o6leo
essencial de D. ambrosioides — cultivo hidropdnico; DaSOE = oleo essencial de D.
ambrosioides — cultivosolo; Controle positivo= Citromax®.* = nao houve diferenca estatistica
entre os tratamentos (p< 0,05).

5.5.2Atividade inseticida contra S. zeamais

5.5.2.1Ensaio de mortalidade sobre superficie tratada com massa de grdos

Os 6leos de D. ambrosioides — cultivo em solo (DaSOE) eD. ambrosioides — cultivo
hidropdnico (DaHiOE) mostraram alta atividade durante todo o periodo de experimento
(p<0.05), como pode ser demonstrado na Tabela 17. Nao houve diferenca estatistica entre os
6leos provenientes dos dois cultivos apds 48 h. Portanto, pode-se afirmar que ambos os dleos

essenciais de D. ambrosioides podem ser uma alternativa de controle de S. zeamais em graos
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armazenados. Estes dados completam a conclusdo mostrada em um estudo anterior, onde foi
avaliado o potencial inseticida por fumigacdo do 6leo essencial de D. ambrosioides contendo

29,7% de ascaridol (CHU; FENG HU; LIU, 2011).

Tabela 17.Resultado do ensaio de mortalidade sobre superficie tratada com massa de graos.

Tratamento 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

DaHiOE 543+224 88,7+21,10%¥ 88,7+21,10%¥ 88,7+21,10¥ 88,7+21,10%
DaSOE 89,9+4,66 98,00 +4,2* 98,00 £4,2* 98,00 £4,2* 98,00 +4,2*
Controle 0,17 +0,41 1,00 + 1,00 1,00 + 1,00 1,00 + 1,00 1,00 + 1,00
negativo

DaHi= 6leo essencial de D. ambrosioides — hidroponico(1,0%); DaS = 6leo essencial de D.
ambrosioides solo (1.0%); Pos = controle positivo (Citromax® 1.0%). Resultados expressos
pela média + desvio padrao. * = ndo ocorreu diferenca estatistica entre os tratamentos (p<
0,05).

5.5.3Avaliacdo de perda de massa de graos tratados

A avaliacdo de perda de massa de graos ¢ util para calcular o quanto se pode prevenir
o consumo de massa de grdos pelo inseto de forma quantitativa. Através do resultado, ¢
possivel mensurar o quanto de dano econdmico pode ser prevenido pela perda de massa de
graos (CANEPPELE et al., 2003; G ANTUNES et al., 2011).

A avaliagdo apos 30 dias (Tabela 18) demonstrou uma prevencdo de perda de massa
de graos pelos tratamentos com o 6leo essencial de D. ambrosioides- cultivo em solo e

hidropdnico, superiores ao mostrado pelo controle positivo.

Tabela 18.Resultado do ensaio de perda de massa de graos tratados apds 30 dias.

Tratamento Massa dg Massa dsg % de perda de massa de
graos
DaHiOE 10,33 +£ 0,55 10,23 £ 0,55 1,0 = 0,00%*
DaSOE 10,03 £ 0,23 9,92 £0,26 1,3 £0,52%%*
Controle negativo 10,22 +£ 0,39 9,97+0,42 2,7+0,52%

DaHIOE = ¢leo essencial de D. ambrosioides - hidroponico 1.0% em acetona gsp 1 mL por
repeti¢cdo; DaSOE = oleo essencial de D. ambrosioides solo 1.0% em acetona gsp 1 mL por
repeti¢do; MpOE = oleo essencial de M. pulegium 1% em acetona qsp 1 mL por repeti¢ao;
controle negativo = acetona qsp 1 mL por repeticdo. Resultados expressos pela média +
desvio padrdo. Foram realizadas 6 repeti¢des para cada tratamento.* = ndo ocorreu diferenca
estatistica entre os tratamentos (p < 0,05).

A inapeténcia do milho tratado pelo inseto pode ter sido provocada pela composi¢do

dos o6leos essenciais, principalmente pela presenca da substancia p-cimeno, comum nos dois
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tratamentos, ¢ que ja demonstrou atividade de inapeténcia contra insetos, como contra o

besouro da batata, Leptinotarsa decemlineata (DE ELGUEA-CULEBRAS et al., 2017).

5.5.4Atividade inseticida contra B. brassicae

O dleo essencial de D. ambrosioides- hidroponico foi avaliado contra ninfas de 1°
instar de B. brassicae. O tratamento demonstrou atividade similar ao controle positivo (p <
0,05), mostrando potencial como inseticida contra B. brassicae (Tabela 19).

Comparando a interpretagdo sobre a porcentagem de mortalidade (Quadro 3), o 6leo
essencial de D. ambrosioides- cultivo hidroponico apresentou alta toxicidade contra os
insetos, demonstrando potencial inseticida dos compostos volateis para utilizagdo em
canteiros, especialmente em estufas ou sistemas fechados (MOTAZEDIAN et al., 2014). Essa
acdo inseticida pode ser atribuida ao efeito sinérgico do acetato de trams-crisantenila, um
terpenoide, associado aos monoterpenos majoritarios, a-terpineno e p-cimeno. Esta evidéncia
pode ser confirmada por outro estudo, o qual mostrou forte atividade inseticida promovida
pelos terpenos hidrocarbonetos (E)-cariofileno mirceneno e a-pineno, obtidos a partir do 6leo
das inflorescéncias de Cannabis sativa, testado contra M. persicae, um afideo comum em

brassicas (BENELLI et al., 2018).

Tabela 19.Resultado de mortalidade apds 24 h.

Tratamento % ap6s 24 h
DaHiOE 86,00 £ 13,42%
Controle positivo 100,00 + 0,00%*

Controle negativo 4,00 £ 5,48

Controle ambiental 0,00 £+ 0,00

DaHinOE = o6leo essencial de D. ambrosioides- hidropdnico 1% em DMSO a 1% e agua
gsp0,75 mL; controle positivo = Citromax® 1.0% em DMSO a 1% e agua qsp0,75 mL;
controle negativo = DMSO a 1% e 4gua qsp0,75 mL; controle ambiental = nenhum
tratamento. Resultados expressos pela média + desvio padrdo.* = ndo ocorreu diferencga
estatistica entre os tratamentos (p < 0,05). Foram realizadas 5 repeti¢cdes para cada tratamento.

5.6NANOEMULSOES

Com o intuito de melhorar a solubilidade dos 6leos essenciais estudados em agua,
melhorar a eficdcia nos ensaios inseticidas e aumentar a estabilidade do produto foram

desenvolvidas nanoemulsdes dos Oleos essenciais. Esta proposta também foi baseada em
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publicacdes prévias mostrando o potencial da nanotecnologia no desenvolvimento de
produtos inseticidas com maior atividade se comparado com o produto na sua forma bruta,
como um extrato ou 6leo volatil (HEYDARI et al., 2020; LOPES MARTINS et al., 2021;
MASSOUD et al., 2018).

5.6.1Solubilidade e pH dos dleos essenciais

Todos os 6leos essenciais foram soliveis em etanol e em acetona, no primeiro dia
(dia ;) e ao final de 30 dias (dia 30) nas concentragdes avaliadas 10 uL/mL e 50 uL/mL. O pH
dos 6leos essenciais utilizados no desenvolvimento das nanoemulsdes foram avaliados no dia

0, sendo a formula¢do com o 6leo essencial de M. pulegium a mais acida (Tabela 20).

Tabela 20.Valores de pH dos 6leos essenciais.

Oleo essencial pH Temperatura (° C)
C. nitida 5,79 24,0
D. ambrosioides- cultivo hidroponico 6,77 24,0
M. pulegium 2,74 24.0

5.6.2Caracterizacao

Para a obtengdo das nanoemulsdes foi eleita a técnica de emulsificagdo espontanea
6leo em agua (o/a), devido ao procedimento ser mais rapido e simples, pensando na sua
posterior producao industrial, além de contribuir para a obten¢do de produtos com melhor
solubilidade em &gua, facilitando a aplicacdo pelo agricultor. Além disso, esta técnica
demanda uma menor concentragdo de tensoativos comparado ao desenvolvimento de
microemulsdo, ndo necessitando de aquecimento. Este ¢ um fator importante a ser
considerado, para que mantenha a integridade da composicdo do Oleo essencial
(ASWATHANARAYAN; VITTAL, 2019).

Observando o tamanho do diametro médio de particula das formulagdes (Tabela 21)
¢ possivel concluir que as formulagdes chegaram a escala nanométrica, abaixo de 200 nm

(Figura 61).
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Figura 61.Gréficos de distribui¢do de tamanho da nanoemulsao de A)C. nitida; B) D. ambrosioides- cultivo hidroponico; C) M. pulegium
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Tabela 21.Resultados da analise de tamanho de didmetro, indice de polidispersdo e potencial zeta das formulagdes contendo 1% de oleo
essencial.

Nanoemulsdo pH Diametro (nm) indice de polidispersio Potencial zeta (mV)
Dy D3 Dy D3 Dy Dso Dy Dso
C. nitida 7,25 6,35 158,51 4,75  157,12+4,17 0,094+0,01  0,132+0,00 -16,54+£6,01 -12,49+6,01
D. ambrosioides- 7,86 6,88  154,59+15,52 148,39+0,59 0,090+0,04 0,109+0,02 -26,15+£4,90 -24,99+9,50
hidroponico
M. pulegium 5,11 4,13 203,45+14,33 193,93 0,090 + 0,04 0,06 -14,60 + 0,70 -7,1

Resultados expressos em média + desvio padrao (n=3, exceto para a avaliacao apos 30 dias da nanoemulsao de M. pulegium, a qual foi analisada
em uma unica formulagdo). D, = representa o tempo zero; D3y = representa a avaliagdo apos 30 dias.
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Para a analise do potencial zeta foi utilizada uma solugdo de NaCl 0,1 mM para
auxiliar na diferenca de condutividade elétrica. Os resultados das médias obtidas foram
comparados em modulo, utilizando como referéncia os dados do Quadro 5
(BHATTACHARIJEE, 2016; GROSS et al., 2016) e mostraram que as formulagdes
apresentaram estabilidade, conforme os dados da tabela anterior. As formulagdes
apresentaram valores de potencial zeta negativos, sendo formulagdes de pH basico. Sendo
assim, a nanoemulsdo de 6leo essencial de M. pulegium apresentaram potencial zeta < 10,
mesmo apds 30 dias de estoque em geladeira.

Ocorreram diferengasde pH apo6s 30 dias, devido a quebra gradual da nanoemulsao,
mostrando pH’s apds 30 dias mais proximos dos valores de pH de cada 6leo essencial bruto.
Esses dados mostram que serd necessdrio reavaliar a composicdo e concentracdo dos

tensoativos utilizados, para melhorar a estabilidade das formulagdes.

Quadro 5.Avaliagao do potencial zeta.

Valor de potencial zeta (mV)  Avaliagdo

+0-10 Muito instavel
+10-20 Relativamente estavel
+20-30 Moderadamente estavel
+30 Muito estavel

Fonte: (BHATTACHARIJEE, 2016)

Os resultados de PDI também foram comparados com literatura, onde o desejavel
seria PDI < 0,1 (levemente monodisperso), sendo PDI 0,1 a 0,4 = moderadamente disperso ou
PDI > 0,4 (muito polidisperso) (BHATTACHARJEE, 2016). De acordo com essas
informagdes, ¢ possivel comparar com os dados obtidos e afirmar que todas as formulagdes
permaneceram monodispersas mesmo apods 30 dias. Isto quer dizer que nao ocorreu variagao

na morfologia da particula (Figura 62).
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Figura 62.Grafico de distribuicdo do potencial zeta da nanoemulsao de A) C.nitida; B) D. ambrosioides- cultivo hidroponico; C) M. pulegium
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5.6.2.1Teor de 6leo essencial da nanoemulsdo

Considerando que as amostras de oleo essencial de D. ambrosioides- cultivo
hidropdnico, M. pulegium e C. nitida utilizadas para o preparo das nanoemulsdes haviam sido
obtidas no segundo ano do doutorado, ¢ as nanoemulsdes preparadas ha menos de um més
antes do lockdown da pandemia, optou-se por previamente avalid-las por HS-CG-EM, no
intuito de detectar possiveis alteragdes que pudessem ter ocorrido em sua composi¢ao
quimica. As andlises por HS-CG-EM (Figura 63) mostraram a presenca de compostos volateis
na nanoemulsdo, com diferencas se comparado a composi¢ao do 6leo essencial inicial. Isto
pode ser devido a resposta perante o contato com os solventes envolvidos no desenvolvimento
da nanoemulsdoou instabilidade da composicao apds longo periodo de tempo (maior que 30
dias).Outra hipdtese seria que os compostos oxigenados poderiam ter sido carregados
juntamente com a fase aquosa no momento da secagem em rotaevaporador, restando na
nanoemulsdo os monoterpenos mais lipofilicos. Sobre o teor dos compostos volateis na
nanoemulsdo, ndo foi possivel avaliar devido as restricdes de acesso ao laboratério por conta
da pandemia. As andlises foram realizadas tardiamente, ndo mostrando a real composi¢ao da
formulagao.

Através da andlise dos cromatogramas do 6leo essencial de C. nitida e da sua
respectiva nanoemulsdo foi possivel observar a presenga do composto Z-2,7-dimetiloct-3-em-
5-ino (60) na nanoemulsdo, provavel produto de conversao dos compostos a-felandreno (33) e

p-cimeno (5), presentes no 6leo essencial inicial (Tabela 22).

Figura 63.Cromatogramas comparativos entre o 60leo essencial de C. nitida e nanoemulsao,
obtido por CG-EM.
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A)dleo essencial de C. nitida; B)nanoemulsdao com 6leo essencial de C. nitida.
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Tabela 22.Composicao do 6leo essencial de C. nitida utilizado no preparo da nanoemulsao

IR Tr (min) Composto identificado m/z Experimental % area
1337 7,69 y-terpineno 135,9725 4,59
1361 7,81 Z-2,7-Dimetiloct-3-en-5-ino 135,9434 12,46
1409 8,05 Canfeno 135,8902 1,12
1479 8,40 B-terpineno 135,9383 0,96
1497 8,49 3-Careno 135,8828 0,84
1509 8,55 p-ment-3-eno 137,9484 1,69
1573 8,87 p-ment-4-(8) -eno 137,9549 14,60
1590 8,95 a-felandreno 135,9491 10,15
1623 9,12 a-terpineno 135,9145 1,71
1656 9,28 p-cimeno 133,9412 33,92
1678 9,39 D-limoneno 135,9346 17,96

IR: Indice de retengdo para coluna elite 5-ms; Tr: Tempo de reten¢io (minutos); m/z: relagio
massa/carga do fragmento abundante; porcentagem em area relativa.

Figura 64.Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados no 6leo essencial de C.
nitida utilizado no preparo da nanoemulsao.
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y-terpineno, (Z)-2,7-dimetiloct-3-em-5-ino, canfeno, B-terpineno, 3-careno, p-ment-3-eno, p-
ment-4-(8)-eno, a-felandreno, a-terpineno, p-cimeno e D-limoneno, respectivamente.

Através da comparagdo dos cromatogramas e dos dados compilados obtidos pelas
analises do o6leo essencial de C. nitida e sua respectiva nanoemulsao foi possivel verificar que
houve diferengas na composicdo volatil, tendo uma maior presenca do composto Z-2,7-
dimetiloct-3-em-5-ino na nanoemulsdo (82,2%, conforme ilustrado na Figura 65), parecendo
que houve a ruptura do ciclohexadieno devido a degradacdo da nanoemulsdo (Tabela 22 e
Tabela 23). Este evento ocorreu provavelmente pelo maior tempo de armazenamento (maior
que 30 dias), visto que nos ensaios de caracterizagdo da nanoemulsdo, as mesmas

apresentaram estabilidade ap6s 30 dias.



Tabela 23.Composi¢ao da nanoemulsao com 6leo essencial de C. nitida.

135

IR Tr (min) Composto identificado m/z experimental % area
1347 7,74 y-terpineno 135,9530 4,07
1369 7,85 Z-2,7-Dimetiloct-3-en-5-ino 135,9721 82,21
1430 8,15 canfeno 135,9271 12,28
1504 8,52 3-Careno 135,9282 1,21
1583 8,92 a-felandreno 135,9532 0,12
1669 9,35 D-limoneno 135,9778 0,08
1687 9,44 1,3,8-p-mentatrieno 133,8917 0,02

IR: Indice de retengdo para coluna elite 5-ms; Tr: Tempo de reten¢io (minutos); m/z: relagio

massa/carga do fragmento abundante; porcentagem em area relativa.

Figura 65.Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados na nanoemulsdo com
6leo essencial de C. nitida.
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y-terpineno, (Z)-2,7-dimetiloct-3-em-5-ino, canfeno, 3-careno , a-felandreno e D-limoneno,
respectivamente.

Através da andlise comparativa do 6leo essencial de D. ambrosioides e a sua

respectiva nanoemulsdo foi possivel observar que houve uma conversdo do B-terpinoleno em

a-terpinoleno, provavelmente devido a degradagdo causada durante o longo prazo de

armazenamento ou por ndo ter sido incorporado completamente na nanoemulsdo

(GADHAVE, 2014; MONTES DE OCA-AVALOS; CANDAL; HERRERA, 2017).

Figura 66.Cromatogramas comparativos entre o Oleo essencial de D. ambrosioides -
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_ hidropénico e nanoemulsdo, obtidos por CG-EM.
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A)oleo essencial de D. ambrosioides - hidroponico; B)nanoemulsao com 6leo essencial de D.
ambrosioides - hidroponico.
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Tabela 24.Composicao do o6leo essencial de D. ambrosioides- hidropdnico utilizado no
preparo da nanoemulsdo.

IR Tr (min)  Composto identificado  m/z Experimental % area
1630 9,15 B-terpinoleno 135,9843 30,01
1661 9,31 p-cimeno 133,9569 43,46
1671 9,36 D-limoneno 136,0142 1,72
2539 13,70 a-terpineno 136,0050 24,81

IR: Indice de retengdo para coluna elite 5-ms; Tr: Tempo de reten¢io (minutos); m/z: relagio
massa/carga do fragmento abundante; porcentagem em area relativa.

Figura 67.Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados no 6leo essencial de D.
ambrosioides- hidropdnico utilizado no preparo da nanoemulsao.
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B-terpinoleno, p-cimeno, D-limoneno e a-terpineno, respectivamente.

Tabela 25.Composi¢ao da nanoemulsdo com 6leo essencial de D. ambrosioides

IR Tr (min) Composto identificado m/z experimental % area
1650 9,25 p-cimeno 134,0191 3,51
2526 13,63 a-terpinoleno 134,0415 88,27
2826 15,13 1,2-dimetil-3-vinil-1,4-ciclohexadieno 134,1431 8,22

IR: Indice de retengdo para coluna elite 5-ms; Tr: Tempo de reten¢io (minutos); m/z: relagio
massa/carga do fragmento abundante; porcentagem em area relativa.

Figura 68.Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados na nanoemulsao com
6leo essencial de D. ambrosioides- hidropdnico.
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p-cimeno, a-terpinoleno e 1,2-dimetil-3-vinil-1,4-ciclohexadieno, respectivamente.

Através da avaliacao dos cromatogramas obtidos pela analise do dleo essencial de M.
pulegium e de sua nanoemulsdo € possivel concluir que houve a degradacao dos compostos de
maior tempo de retengdo, restando apenas os compostos mais volateis 3-careno, canfeno
(obtido pela conversao do B-felandreno) e B-mirceno. Este evento pode ter ocorrido devido ao

maior tempo de armazenamento antes da analise.



Figura 69.Cromatogramas
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A)obleo essencial de M. pulegium; B)nanoemulsdo com 6leo essencial de M. pulegium.

Tabela 26.Composicdo do oOleo essencial de M. pulegium utilizado no preparo da

nanoemulsdo.

IR Tr(min) Composto identificado  m/z Experimental % érea
1361 7,81 3-Careno 135,9389 8,64
1482 8,41 B-felandreno 135.9538 0,77
1500 8,50 -mirceno 135,9851 4,61
1549 8,75 3-octanol 129,0232 4,78
1581 8,91 1 (7), 8-p- mentadieno 135,9390 0,28
1649 9,25 p-cimeno 133,9461 2,41
1667 9,34 L-limoneno 135,9611 3,34
1681 9,41 Eucaliptol 154,0487 1,73
2157 11,79 p-mentona 153,9753 15,10
2199 12,00 L-mentona 154,0022 17,14
2529 13,65 Pulegona 151,9621 39,69
2587 13,94 Isopiperitenona 151,9865 1,49

IR: Indice de retengdo para coluna elite 5-ms; Tr: Tempo de reten¢io (minutos); m/z: relagio
massa/carga do fragmento abundante; porcentagem em area relativa.
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Figura 70.Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados no 6leo essencial de M.
pulegium utilizado no preparo da nanoemulsao.

65 36 17 18 69 6

8.6 % 0.8 %: 4,6% 48 % 03%;  24%
|
o) (@) (@)
(0] o]
19 20 39 70 8 71
3,3 % 1,7 % 15,1 %; 17,1 %, 39,7 %,; 1,5 %;

3-careno, B-felandreno, B-mirceno, 3-octanol, 1-(7), 8-p-mentadieno, p-cimeno, L-limoneno,

eucaliptol, p-mentona, L-mentona, pulegona e isopiperitenona, respectivamente.

Tabela 27.Composi¢ao da nanoemulsao com 6leo essencial de M. pulegium
IR Tr (min)  Composto identificado  m/z Experimental % &rea

1376 7,88 3-Careno 135,9747 88,95
1431 8,16 Canfeno 135,9527 10,89
1505 8,53 -mirceno 135,9800 0,16

IR: Indice de retengdo para coluna elite 5-ms; Tr: Tempo de reten¢io (minutos); m/z: relagio
massa/carga do fragmento abundante; porcentagem em area relativa.

Figura 71.Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados na nanoemulsdo com
6leo essencial de M. pulegium.
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3-careno, canfeno e B-mirceno, respectivamente.

A proxima etapa de avaliacdo da nanoemulsdo deve ser a analise quantitativa dos
compostos volateis (teor), através da realizagdo de curva de calibracdo utilizando padrdes
internos. As avaliagdes de degradacao térmica e de estabilidade em diferentes pH e tempo de
resisténcia a oxidagdo dependeriam da analise quantitativa. Por isso, ndo foi possivel obter

estes resultados nesta tese.
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5.6.3Comparacio da atividade inseticida entre os 0leos essenciais e nanoemulsdes

Os bioiensaios foram realizados na semana seguinte da formulagdo das
nanoemulsdes, portanto, os resultados serdo interpretados considerando que a nanoemulsdo

apresentou a mesma composi¢ao quimica do seu respectivo 6leo essencial.

5.6.3.1Ensaio de mortalidade por toxicidade de contato.

O ensaio de toxicidade de contato foi realizado frente ao afideo B. brassicae,
conhecido popularmente como “pulgdo-de-couve”, sendo uma das principais pragas que
infestam verduras como couve-manteiga, brocolis e couve-flor. Esta praga ¢ nativa da Europa,
porém encontra-se presente globalmente. Este afideo alimenta-se da seiva foliar, causando
amarelecimento e perda das folhas, além de ser um vetor de doengas como virus do mosaico
(AHMED et al., 2020). Assim como o B. brassicae, outra espécie que apresenta 0 mesmo
comportamento alimentar ¢ o L. pseudobrassicae, o qual convive juntamente com o B.
brassicae em folhas de bréssicas. O interesse por descobrir novos tratamentos de controle
deve-se principalmente ao aumento da taxa de reproducdo destes insetos, provocadas pelo
aumento do aquecimento global (VALCARCEL et al., 2021). O ensaio realizado contra B.
brassicaeapresentou atividade inseticidasemelhante ao controle positivo com os tratamentos
MpNE (96,0%), DaHiOE (86,0%) e CnNE (84,0%), conforme mostrado na Tabela 28. Além
das amostras anteriores, foram avaliados dois hidrolatos, os subprodutos da hidrodestilagdo de
M. pulegium e de D. ambrosioides- hidroponico, aplicados a 100% sobre a placa com os
insetos B. brassicae (1 mL/ repeti¢dao), os quais também exibiram alta toxicidade apds 24 h
(92,22 = 10,83% e 90,28 + 9,93%, respectivamente). Os resultados dos bioiensaios contra L.
pseudobrassicae mostraram que os tratamentos DaHiOE (80,0%), DaHiNE (70,0%) e MpOE
(80,0%) apresentaram atividade semelhante ao controle positivo (p<0,05).0 efeito do MpOE
ja era esperado, conforme literatura prévia, onde o 6leo rico em pulegona (81,0%) mostrou
efeito inseticida ap6s 60 min, com LCsy 1,8 mg/mL (SAMPSON et al., 2005). Outro aspecto a
ser observado ¢ que a nanoemulsdo com oleo essencial de M. pulegium nao promoveu a
mesma atividade, pois pela analise qualitativa observou-se que houve maior presenca de
trans-careno, e auséncia de pulegona. De acordo com os dados exibidos, os tratamentosque
exibiram melhor desempenho, de um modo geral, podem ser candidatos para o emprego sobre
os afideos B. brassicae e L. pseudobrassicae em canteiros de hortaligas, sobre folhas de couve

e outras brassicas.
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Figura 72.L. pseudobrassicae mortos apos 24 h de tratamento com a nanoemulsdo de dleo
essencial de D. ambrosioides — cultivo hidroponico.

Fonte: O autor.

Tabela 28.Comparativo entre a atividade inseticida dos 6leos essenciais versus nanoemulsdes

apos 24 h.
Tratamento Atividade contraB. brassicae Atividade contra L. pseudobrassicae
Oleo essencial ~ Nanoemulsio  Oleo essencial Nanoemulsio
C. nitida 50,0 £ 18,71 84,0 £ 16,73% 20,0 + 21,21 30,0 4,47
D. ambrosioides- hidroponico 86,0 +13,41%* 20,0 £29,15 80,0 + 7,07* 70,0 £ 7,07*
M. pulegium 70,0 17,32 96,0 £ 5,48* 80,0 £10,0* 16,0 £ 5,48
Controle positivo (Citromax®) 100,0 £ 0,0%* 92,0 + 8,37*
Controle negativo 4,0 +£5,48 2,0 +4,47
Controle ambiental 0,0+0,0 0,0+ 0,0

Os resultados estdo expressos pela média + desvio padrdo (n= 5 repeticdes, com 10
insetos/repeti¢cao).Os resultados foram analisados com ANOVA 1 via. CnOE = 6leo essencial
de C. nitida; CnNE = nanoemulsao com 6leo essencial de C. nitida; DaHiOE = 6leo essencial
de D. ambrosioides- hidroponico; DaHINE = nanoemulsido com o6leo essencial de D.
ambrosioides - hidroponico; MpOE = 6leo essencial de M. pulegium; MpNE = nanoemulsao
com Oleo essencial de M. pulegium; * = significativamente diferente que o controle negativo
(p <0,05) e atividade similar ao controle positivo (extrato de Neem Citromax®).

Observando as diferencas de atividade inseticida entre os tratamentos — 6leo volatil e
a nanoemulsdo de C. nitida e M. pulegium — foi possivel concluir que o efeito superior da

nanoemulsdo pode ser explicado pela reducdo no tamanho da particula, acelerando a

penetracao através da cuticula do inseto (KASAI et al., 2014).
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6 CONCLUSOES

Através dos materiais vegetais obtidos foi possivel extrair e caracterizar os Oleos
essenciais de D. ambrosioides, C. nitida ¢ M. pulegium. Quanto a espécie D. ambrosioides,
foi realizado um estudo de cultivo hidropdnico, no intuito de avaliar o tempo de crescimento
da planta, assim como o seu desenvolvimento e a produ¢do de metabdlitos secundarios, com
foco nas substancias presentes no Oleo volatil. A espécie mostrou desenvolvimento
satisfatorio, assim como a producdo de compostos volateis, mostrando que o cultivo
hidropdnico pode ser um candidato de método alternativo ao cultivo convencional de D.
ambrosioides. Além disso, ¢ possivel concluir que D. ambrosioides apresentou uma
composi¢do quimica diferente da fracdo volatil, comparado com estudos avaliando a mesma
espécie, porém cultivada em diferentes localidades do Brasil e de outros paises.

Além disso, os Oleos essenciais das espécies vegetais investigadas mostraram potencial
repelente e inseticida contra S. zeamais, principalmente o 6leo essencial de D. ambrosioides e
M. pulegium. Os 0Oleos essenciais de D. ambrosioides — cultivo hidroponico mostrou potencial
atividade inseticida contra B. brassicae e este mesmo Oleo essencial, assim como o 0leo
essencial de M. pulegium apresentou atividade satisfatoria contra L. pseudobrassicae, os quais
convivem e se alimentam do mesmo substrato vegetal, em folhas de brassicas como couve e
brocolis. Sendo assim, o 6leo essencial que mostrou desempenho satisfatorio para ambos os
afideos poderia ser um candidato para o uso na agricultura organica.

Como etapa final desta pesquisa, era esperado obter, caracterizar ¢ avaliar a atividade
inseticida das nanoemulsdes contra os afideos B. brassicae e L. pseudobrassicae, obtidas a
partir dos 6leos essenciaisde D. ambrosioides- cultivo hidroponico, C. nitida e M. pulegium,
porém ndo foi possivel realizar todas as etapas de forma linear, comprometendo os resultados
obtidos. No entanto, foi possivel concluir que as espécies estudadas podem oferecer materiais
vegetais para a obtengdo de oleos essenciais, assim como serem empregados em pesquisa

futuras na busca por novos produtos inseticidas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

v'Os resultados obtidos sobre D. ambrosioides, como a comparagdo dos cultivos em
relacdo & composi¢ao quimica do 6leo essencial e do extrato bruto obtido pela dgua de
cocgdo, assim como a atividade inseticida e repelente contra S. zeamais foram
publicados em 2022, na Revista Brasileira de Farmacognosia (FRANKENBERGER et
al., 2022b);

v'Os oOleos essenciais de D. ambrosioides — cultivo solo e hidroponico e o 6leo
essencial de M. pulegium mostraram grande potencial na preven¢ao da perda de massa
de graos estocados, sendo necessario um novo estudo de aplicacdo pratica em silos e

consequenteavaliagdo econdmica;

v'Foi possivel iniciar o desenvolvimento preliminar de nanoemulsdes utilizando
tensoativos biodegradaveis, e que mostraram potencial em atividade inseticida contra
B. brassicae e L. pseudobrassicae, principalmente a nanoemulsdo contendo o 6leo
essencial de D. ambrosioides- hidroponico, eficaz contra ambas as espécies de afideos.
Estes resultados, assim como a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de C. nitida e

M. pulegium foram reunidos em manuscrito e submetidos a publicagao;

v'No entanto, para obter mais informagdes sobre a estabilidade destas nanoemulsdes,
seria necessario realizar ensaios sobre a sua permanéncia no ambiente, estabilidade
térmica e frente a diferentes condic¢des de luz e pH, visando a obtengdo de um produto

estavel, eficaz e acessivel aos agricultores.
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ANEXO A - Fluxograma da pesquisa

Para um melhor entendimento, foi elaborado um fluxograma contendo uma visao

geral das etapas realizadas.

Cola nitida (extrato resinoso
concentrado) =Cn

Dysphania ambrosigides (partes

aéreas)— solo=Da$

Obtencio do material vegetal

Subproduto: Hidrolato Caracterizacio
(Cn, Das, Mp) CGEM
Obtencio do oleo volatil
Subproduto: Agua de Caracterizacio
. coccio(Das e DaHi) UPLC-EM

Caracterizacio
CG-EM e RMN 1He 13C

Investigacio de atividade
repelente/inseticida versus
Sitophilus zeamais e inseticida

Dysphania ambrosioides

(partes aéreas)

Obtencio do dleo volatil

Desenvolvimento preliminar de
nanoemulsio contendo dleo

comparacio comsolo (Da$ x

DaHi)

Cultivo hidropénico =DaHi essencial (Cn, DaHi, Mp)
1 — - ——eeeeeee ]
Caracterizacio Caracterizacio Caracterizacio
HS- CGEM CG-EM e RMN !He 13C para PDL tamanho, potencialzeta,

pH. % de dleo essencial na

nanoemulsio (recovery

Investigacio de atividade
repelente/inseticida versus
Sitephilus zeamais e inseticida

Investigacio de atividade
inseticida versus Brevveorine
brassicae e Livhaphts
psendobrassicae




ANEXO A - Artigo publicado

Hevista Besikis de Farmamonaosia
hitps:idadogg, 10,1 007/543450-022-00234-0

ORGINAL PAPER

Chemical Composition of Dysphania ambrosioides
from Hydroponics and Soil and Its Activity Against Sitophilus
zZeamais

Larissa Frankenberger " (- Suélin Rover® (3 - Thais Labes da Silva® (%) - Marcia Regina Faita® (3 -
Jorge Luiz Barcelos-Oliveira® (5 - Alex Sandro Poltronieri® () - Christiane Meyre-Silva ' (3 - Maique Weber Biavatt ' (3

Rembed 72 Nowmber 2021/ Acepted: 17 Janusry 2022
i The Authods) under exclusive lienee to Sodedade Brasileira de Farmacognosia 2022

Abstract

The activity and chemical composition of volatile oils and crude extracts from hydrodistillations of acrial parts of Dy phania
ambrogioides (L.) Mosyakin & Clemants, Amaranthacese, grown in hydroponic systems and soil were investigated. The
insecticidal and repellent activities of [ ambrosioides against Sitophilus zasmais were also explored due to its curment use in
pest control. The volatile oil of D). ambrosisides from plants grown in hydroponics and soil was extracted and charactenzed by
gas chromatogruphy coupled to mass spectrometry. The major volatile compounds from the hydroponic plant matenal (yield =
0.54%) were trans<chrysanthenyl acetate (35 38%) and o-erpinene (49.05%), while those from the plants grown in soil (yield =
1L.O7%) were isoierpinolene (34.22% jand o-terpmene (43 40%). Both residual waters were used to obtain crude extracts, which
were analyzed by ubra-performance liquid chromatography coupled with mass s r and contamed nutinoside and some
of its dervatives as major constituents. The study revealed repellency of 28% (1 h) and 55 5% (24 h) by volatile oils from
hydroponic plants and 30% by the crude extrcts after | h and for upto 24 h. Regarding the insecticidal activity by the grain mass
treatad method, both volatile oils presented satisfactory activity up to 120 h, with a response index above 90% after 48 h The
gram mass loss was lower for both oils, reducing oo, 50% of mass loss. Therefore, 0 ambrosioides volatile oils and aude
extracts from hydroponics and soil are both candidates for the development of bioinsccticides against 5. zeamais.

Keywords Epazote - Volatile oils - Maize weevil - Mexican tea - Pest management - Repellent activity

Introduction

Dysphania ambrosisides (L.) Mosyakin & Clemants, syn.
Chenopodium ambrosioides (L.) Crantz, Amamnthaceas, pop-
ularly kmown as “erva-de-santa-mana” “mastne,” “Mexican
tea,” and “epazote,” presents perennial growth. It is native o
the Mesoamerican negion and & abundant in tropical regions
such as Brgil, Mexico, and parts of Africa. Previous experi-
mental studics conducted with extracts o f 2. ambroisoides have
demonstrted anti-inflammatory (Pereira o al. 2015) and anti-
microbizl and antimycobactaral (Jesus o al 201 8) activitics.
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The £ ambrosinides volatile oil (V) showed antileishmanial
(Momzote etal. 2001) and antifingal (Jardim et al. 2008) activ-
ities. A formulation based on the major compounds of the
D ambrosioides VO has been marketed as a product agamst
msects, mites, nemaindss, and phyopathogens (Wachendorff-
Meumann et al 2015). Despite the great potential of this spe-
ces, it is not still cultivaied on an industrial scale. Previous
sudies carnied out with £ ambrosioider VO showed that their
compasition differs according to the location of the crop, with
the main differences being found in relation to the c-epnens
1), pcymene (2), and ascandole (3) contents (Singh and
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