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RESUMO

O mercado de alimentos organicos esta em crescimento, em razao da opc¢ao dos consumidores
por produtos que ndo utilizam quimicos sintéticos. Na agricultura comercial por sua vez, ha
um aumento significativo de pragas resistentes a agrotoxicos o que tem levado ao uso cada
vez mais intensivo de pesticidas quimicos. No Brasil, a mosca do Mediterraneo (Ceratitis
capitata) € um dos obstdculos que impedem o crescimento do comércio de frutas,
principalmente com o mercado externo. Neste cenario, os biopesticidas vém ganhando espaco
e 0s Oleos essenciais (OE) ocupam posi¢do de destaque. Lippia insignis e Lippia lasiocalycina
sd0 espécies nativas do semiarido brasileiro que produzem OGleos essenciais que ja se
mostraram eficazes contra C. capitata. Este estudo buscou aperfeicoar a hidrodestilacdo de
OE de L. insignis e L. lasiocalycina objetivando maior rendimento e melhor qualidade com o
objetivo de sua utilizacdo como inseticidas. Em virtude da grande volatilidade dos OEs a
busca por formulacdes que possam melhorar a sua estabilidade e eficacia tem sido algo
constante. Assim, esse estudo também objetivou desenvolver nanoemulsdes dos OEs dessas
espécies utilizando polisorbato e ultrassom como método para produzir nanoemulsdes
estaveis e eficientes contra adultos e larvas de C. capitata. Os resultados mostraram que 0 uso
de menor quantidade de agua e menor tempo de destilagdo aumenta o rendimento de OE das
espécies e a composicdo quimica pode mudar em funcdo dos fatores estudados (proporcéo
solvente:biomassa e tempo). As nanoemulsdes de L. insignis e L. Lasiocalycina mostraram ser
estaveis e promissoras como inseticidas.

Palavras-chave: C. capitata, hidrodestilacdo, nanoparticulas.



ABSTRACT

The organic food market is growing, as consumers are increasingly opting for more
natural products. In addition, there is an rise in crop pest resistance, which has led to the
increasing use of chemical pesticides. In Brazil, Mediterranean fruit fly (Ceratitis capitata) is
one of the obstacles that hinders the growth of the fruit trade. In this scenario, biopesticides
have been gaining ground, and essential oils (EO) occupy a prominent position. Lippia
insignis and Lippia lasiocalycina are native semi-arid species that produce essential oils that
have proven to be effective against Ceratitis capitata. This study aimed to improve the
hydrodistillation of OE of L. insignis and L. lasiocalycina aiming at higher yield and better
quality to be used as insecticides. Due to the great volatility of the OEs, the search for
formulations that can improve its stability and effectiveness has been constant. Thus, this
study also aimed to develop nanoemulsions of the OEs of these species using polysorbate and
ultrasound as a method to produce stable and efficient nanoemulsions against adults and C.
capitata larvae. The results showed that the use of less water and less time increases the EO
yield of the species and the chemical composition may change depending on the factors
studied (solvent ratio: biomass and time). The nanoemulsions of L. insignis and L.
Lasiocalycina have nanometric characteristics and have been shown to be stable and efficient
as insecticides.

Key words: C. capitata, hydrodistillation, nanoparticles.
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1 INTRODUCAO GERAL

A fruticultura representa importante atividade no setor do agronegécio na
economia brasileira, mas ainda tem muito potencial de crescimento, especialmente para
exportagcdo. Frutas como mangas, goiabas, mamdes, acerolas, cajus, graviolas,
representam grande impacto na balanga comercial do Brasil, especialmente para o
Nordeste do pais, onde sdo fundamentais para a economia da regido. A predominancia
de clima semiarido e utilizacdo de diferentes sistemas de irrigacdo, especialmente no
Vale do Rio S&o Francisco, tornam estas culturas relevantes economicamente, seja no
agronegocio, seja para pequenos produtores rurais.

No Vale do Sédo Francisco, 30% da producdo € voltada para a exportacdo, com
potencial para aumentar, mas os entraves fitossanitarios ainda sdo uma barreira a ser
vencida. Como exemplo, uma praga da familia Tephritidae, uma das maiores dentro da
Ordem Diptera - a mosca do mediterraneo - Ceratitis capitata (Wiedemann). Apés
depositarem os ovos no interior dos frutos, suas larvas se desenvolvem alimentando-se
da polpa, 0 que os torna improprios para consumo, seja in natura ou mesmo na
industria, inviabilizando a sua comercializacdo. As diferentes técnicas de manejo até
entdo utilizadas ndo estdo sendo capazes de evitar prejuizos de milhdes de ddlares
anuais pelos controles impostos por quase todos 0s paises importadores.

Os agrotdxicos até entdo utilizados, em sua maioria, tém restricGes quanto ao
nivel de impacto a0 meio ambiente e a saide do consumidor. Por esta razdo, fontes
alternativas naturais vém sendo pesquisadas, com a utilizacéo de controle biolédgico e de
produtos isentos de agrotoxicos quimicos. Dentro desta perspectiva busca-se no proprio
ecossistema do semidrido, com caracteristicas climaticas unicas e uma flora endémica,
uma possibilidade de combate a mosca do mediterraneo.

O semiarido apresenta uma flora rica em espécies aromaéticas, que produzem
6leos essenciais, como atrativos para polinizadores, antiherbivorismo, contra
fitopatdgenos, transpiracdo, dentre outras fungdes, com destaque para as variedades da
familia Verbenaceae. Esses compostos estdo sendo pesquisados para uso contra
bactérias, fungos, insetos. Porém, o rendimento de extracdo desses 6leos é normalmente
baixo e por ndo serem misciveis em &gua, dificultam o seu uso.

Nesse cenario, o presente trabalho visou padronizar o0 método de extracdo do
6leo essencial de Lippia insignis e Lippia lasiocalycina, duas espécies endémicas do

semiarido, para desenvolver e avaliar a eficacia de uma nanoemulséo contra Ceratitis
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capitata. Buscou-se avaliar desde o aumento do rendimento, a avaliacdo da composicdo
quimica do 6leo essencial de folhas de Lippia insignis eLippia lasiocalycina cultivadas
no Horto Florestal da UEFS, até a formulacdo de nanoemulsédo e avaliacdo dos efeitos
de toxicidade. As formulagBes com goticulas nanométricas aumentam a eficacia dos
6leos essenciais e o rendimento e composi¢do dos 6leos essenciais sofrem influéncia da

quantidade de biomassa e tempo de extragéo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fruticultura

O Brasil foi o terceiro maior produtor de frutas entre 2007 e 2017, sendo
responsavel por 4% da produgio mundial em 2017, ficando atras apenas da india com
11% e China com 32%, mas ocupa apenas a 232 posi¢do na lista de paises exportadores.
Segundo o Plano Nacional de Desenvolvimento da Fruticultura - PNDF (BRASIL,
2018) apesar dos avancos na citricultura, o pais tem potencial para producdo de
qualidade e com seguranca de inumeras outras variedades frutiferas. Dentro deste
contexto, algumas metas foram tracadas para os proximos dez anos e, dentre elas, o
aumento das exportaces e do consumo interno, mas, para isto, faz-se necessario atingir
uma das prioridades mais urgentes: manter o Brasil livre de mosca do mediterraneo.

A fruticultura brasileira conta com uma area de cultivo que supera 2 milhdes de
hectares, produzindo 44 milhdes de toneladas ao longo do ano, possibilitando diferentes
formas de crescimento econémico (BRASIL, 2018). Além de ser fonte de alimento, é
um gerador de emprego e renda, considerando que cada hectare ocupado com a
fruticultura, gera em média, diretamente, de trés a seis empregos e indiretamente mais
dois a trés (BRASIL, 2018), sendo assim, a fruticultura brasileira gera nove milhdes de
empregos diretos. Em 2017, a receita gerada pela fruticultura brasileira foi da ordem de
26,5 bilhdes de reais de frutas frescas e processadas (CARVALHO, 2017).

Dentre as lavouras permanentes; laranja (18.666.928 t), banana (7.185.903 t),
uva (1.680.020 t), caju (134.580 t) e manga (179.601 t), todas sdo susceptiveis a
infestacdo por moscas das frutas. Sem tratamento, as perdas chegam a 100% da
producdo dos pomares, inviabilizando a comercializacdo dos frutos frescos
(HERNANDES, BLAIN e JUNIOR, 2013).
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Segundo a Associacdo Brasileira dos Produtores Exportadores de Frutas e
Derivados (ABRASFRUTAS, 2018) em 2017 houve aumento das exportacfes em
15,7% do valor monetéario e 9,0% no volume, destacando-se uva, macd, abacate e
manga, somando mais de 200 milhdes de dolares. Outras frutas também apresentaram
aumento nas exportacfes, como o morango (394%) e banana (267%). Porém, esse
comércio externo equivale somente a 2,5% do que é produzido internamente, sendo a
Europa responsavel por 70% e os Estados Unidos por 15% das importacdes de frutas do
Brasil (ABRASFRUTAS, 2018).

As principais barreiras para exportacdo sdo fitossanitarias, principalmente por
praticas de manejo adotadas pelo Brasil, como, por exemplo, uso de produtos quimicos
que tém restricbes na maioria dos paises importadores. Uma das alternativas estudadas
por pesquisadores para aumentar a exportacdo de mangas foi a utilizagdo de tratamento
hidrotérmico, que consiste em mergulhar as frutas em agua aquecida com temperatura e
tempo controlados de acordo com o tamanho do fruto. Essa técnica elimina os ovos da
espécie C. capitata do fruto, possibilitando ao pais receber certificado fitossanitario dos
principais mercados internacionais: Coreia do Sul, Japdo, Chile, Argentina, Estados
Unidos, Uni&o Europeia e, recentemente, da Africa do Sul, que ja importou 25 toneladas
da fruta em 2018 (EMBRAPA, 2019).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017), a Bahia
é 0 segundo maior produtor de frutas e o terceiro estado brasileiro que mais exporta
frutas, ficando atrés apenas do Cearé e Rio Grande do Norte (IBRAF, 2015). Em 2017,
a Bahia foi o maior produtor de manga (281 mil toneladas - 41,6% da producdo
nacional), cacau (88,8 mil toneladas de cacau - 57,4%da producao nacional), maracuja
(210 mil toneladas - 37,61%da producédo nacional) e o terceiro na producdo de banana
(579,2 mil toneladas), uva (51,5 mil toneladas) e maméao (232 mil toneladas). O
municipio que mais se destaca pela producédo de frutas na Bahia € Juazeiro, no Vale do
Séo Francisco, onde a C. capitata é responsavel por 99% das ocorréncias de moscas das

frutas.

2.2  Mosca do mediterraneo

Moscas adultas de C. capitata (Figura 1D) tém comprimento de 4 a 5 mm, sdo

amarelas com torax preto na face superior, asas transparentes, com listras amarelas.
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Ap0s acasalar as fémeas ficam por um periodo de cerca de 10 dias se alimentando de
proteinas para aumentar a fertilidade dos ovos.

Apobs o periodo de incubacdo dos ovos as moscas adultas buscam frutos com
caracteristicas e temperatura especificas, preferindo frutos no inicio do
amadurecimento, mas os frutos verdes também sdo susceptiveis ao ataque. Os ovos
(Figura 1 A) sdo alongados e esbranquicados, com aproximadamente 1 mm, podendo
uma fémea depositar 10 ovos por oviposic¢do e 300 a 1000 ovos durante toda a sua vida.
A larva (Figura 1 B) mede aproximadamente 8 mm; amarelada, se alimenta da polpa
dos frutos causando seu apodrecimento. A vida das larvas pode variar de 6 a 26 dias, a
depender do fruto e das condicdes climaticas, e quando prestes a empupar vao para o
solo, enterrando-se de 5 a 7cm. A pupa (Figura 1 C) tem coloragdo marrom-
avermelhada e passam de 6 dias (em temperaturas de 24 a 27°C) a 20 dias (em
temperaturas inferiores a 22°C) enterrada. Assim o ciclo de vida tem duracdo média de
30 dias, dependendo das condi¢bes ambientais (THOMAS et al., 2010).

Figura 1. Fases do ciclo bioldgico de Ceratitis capitata (Wiedemann)(Diptera Tephritidae). A. ovos; B.
larva; C. pupa; D. adulto. Fonte: THOMAS et al., 2010.

As moscas das frutas sdo um grupo de varias espécies de importancia
quarentendria, que mais causam prejuizo aos produtores e de maior relevancia
econdmica na fruticultura mundial, ocasionando perdas anuais de cerca de um bilhdo de

dolares (THOMAS et al., 2010). Isso porque o prejuizo ocorre de forma direta, afetando
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tanto a qualidade quanto o volume da producdo, com a consequente reducdo da
comercializacdo e ainda na restricdo dos mercados internacionais devido ao risco de
inserir o inseto em paises onde ndo ha essa praga (BRASIL, 2018). Trata-se portanto, de
insetos de grande importancia econdmica para a fruticultura brasileira, pois impede a
exportacado de frutas frescas (EMBRAPA, 2013).

Estudo realizado por Szyniszewska e Tatem (2014) mapeou a existéncia de
Ceratitis capitata em 43 paises (Figura 2), sendo os hospedeiros mais comuns: goiaba,
péssego, frutas citricas (laranjas e tangerinas), macd. Estudos realizados na Baia de
Tampa (EUA) demonstraram que os custos para impedir uma infestacdo desse inseto
chegaram a 25 milhdes de ddlares (SZYNISZEWSKA, 2014), mas os valores para a sua
erradicacdo seriam ainda maiores, caso ocorresse a invasao.

As infestacBes ocorrem muitas vezes através de frutas transportadas por
passageiros transitando de avido, onde a fiscalizacdo nos aeroportos & menor
(SZYNISZEWSKAet al., 2016). Em 2013 a C. capitata era considerada erradicada dos
EUA, mas estudo realizado em 2016 mostrou 0s riscos inerentes a esse transito aereo.
Os estados da Florida e California sdo os de maior risco para entrada de pragas através
de voos que chegam da Colémbia, Brasil e Venezuela (SZYNISZEWSKAET al., 2016).
Esses dados revelam que existe uma demanda global para controle dessa espécies de

mosca e 0 Brasil é polo de infestacdo e transmisséo.
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Figura 2. Avaliagéo global da distribuigdo sazonal de Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera:
Tephritidae). Fonte: Szyniszewska e Tatem (2014).

No Brasil, a recomendacdo para controle de moscas das frutas € a aplicacdo de

isca tdxica, que consiste em um alimento atrativo as moscas, tais como proteina
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hidrolisada a 5% ou melaco a 7%, impregnado com inseticida. Essas iscas sdo colocadas
em 25% da area plantada. Em casos de populacdo elevada é recomendado pulverizacfes
com inseticidas em todo pomar (BRASIL, 2018). Contudo, o nimero de inseticidas é
restrito, ndo sé pelo risco de contaminagdo da prépria fruta, como do ser humano que
manipula os produtos e do meio ambiente como um todo. Deve-se considerar, também,
as exigéncias feitas pelos proprios consumidores, ao optarem por alimentos com
menores quantidades de agrotéxicos. Somando-se a isto, existem barreiras impostas
pelos paises importadores quanto aos tipos de agrotdxicos utilizados e o limite maximo
de residuos destes.

A recomendacao é que devem ser aplicadas técnicas de controle quando o indice
MAD (mosca/armadilha/dia) for igual ou superior a 0,25. O monitoramento realizado
com iscas determina o indice de infestagdo MAD. Para frutiferas a orientacdo é a
utilizacdo de uma armadilha Jackson/5 ha e uma McPhail/10 ha, na sombra, protegidas
do sol e do vento. Para exportacdo, os pomares devem ser monitorados, no minimo, por
6 meses e 0 MAD deve ser inferior a 1 na ultima semana antes da colheita. Esse
controle pode ser cultural, com descarte correto de frutos contaminados ou controle
quimico, realizado com inseticidas adicionados & isca com atrativo alimentar ou
pulverizacdo desses pesticidas diretamente nas plantas (EMBRAPA, 2013).

Existem ainda formas de controle bioldgico, com parasitoides como, por
exemplo, a vespa exética Diachasmimorpha longicaudata  (Ashmead)
(Hymenoptera:Braconidea), que parasita as larvas de C. capitata ou a técnica do inseto
estéril, recomendada quando MAD for menor que 0,1, onde machos estéreis sdo
liberados no meio ambiente e copulam com fémeas selvagens, gerando ovos inviaveis,
que ndo geram descendentes. Ha também os tratamentos térmicos, com frio e calor, para
inviabilizar possiveis ovos e larvas que estejam na polpa das frutas. Alternativa, mais
recente, sdo o0s tratamentos com biopesticidas a base de plantas que apresentam
atividade inseticida (EMBRAPA, 2013).

2.3 Oleo Essencial como Biopesticida

Segundo a Agencia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (2019) sé&o
“substancias de ocorréncia natural (pesticidas bioquimicos), microrganismos que
controlam pragas (pesticidas microbianos) e substancias pesticidas produzidas por

plantas contendo material genético adicionado (protetores incorporados a plantas).”Com
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0 surgimento de novas leis para regulamentacdo de agrotoxicos e o aumento de
resisténcia das pragas aos pesticidas sintéticos, surgiu a necessidade de
desenvolvimento de novos produtos. Assim como na industria farmacéutica, as
pesquisas estdo voltadas para utilizacdo de substancias encontradas na natureza, sejam
organismos vivos ou parte destes ou produtos naturais (CHANDLERet al., 2011).
Também definidos como “de ocorréncia natural” os biopesticidas possibilitam a reducéo
da utilizacdo de agrotdxicos sintéticos que sdo na maioria das vezes mais danosos do
que os naturais (CZAJA et al., 2014).

A procura por novos agrotoxicos e formulagcdes que aumentem a eficacia e
estabilidade dos compostos é um desafio constante no desenvolvimento de
biopesticidas. Com isso, 0 uso de substancias oriundas de produtos naturais como 0s
6leos essenciais, que tém alta atividade contra micro-organismos, insetos e outras
pragas da agricultura, tem sido alvo de pesquisa e desenvolvimento (EL-WAKEIL,
2013). Enquanto na maioria dos paises houve uma retracdo na economia, 0 mercado de
organicos continua apresentando crescimento médio de 12%. No Brasil o crescimento
foi de 35% em 2015 e 30% em 2016 (ORGANICS BRASIL, 2017).

Segundo a 92 edicdo da Farmacopeia Europeia, os OEs sdo definidos como:
“Produto odorante, geralmente de composigdo complexa, obtido de uma matéria-prima
vegetal botanicamente definida, seja por vapor d'agua, seja por destilacdo seca ou por
um método mecanico adequado, sem aquecimento. Um 0leo essencial é geralmente
separado da fase aquosa por um método fisico que ndo leva & mudancas significativas
em sua composicdo quimica”.

Os compostos minoritarios parecem ter papel vital na atividade dos Oleos
essenciais, pois estudos conduzidos, comparando atividade dos 6leos essenciais com
misturas de seus componentes majoritarios, os 6leos tiveram maior atividade antibidtica
(OLIVEIRA et al., 2014)

Uma andlise das patentes de biopesticidas depositadas no periodo de 2000 a
2011 demonstra que o numero dobrou, de 500 para mais de 1000 documentos por ano, e
quem lidera o setor € a Monsanto Tech (RELECURA, 2013). Isso mostra a tendéncia
que o mercado estd seguindo, com grandes companhias de quimicos investindo em
biodefensivos. O mercado de biopesticida foi avaliado em 3,3 bilhdes de ddlares em
2017 e deve triplicar até 2025, chegando a 9,5 bilhGes de ddlares (BITCOIN, 2018). O
Brasil tem se destacado na cena, liderando o mercado na América Latina, com receita de
103,5 milhdes em 2017 (BITCOIN, 2018).
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Nesse cenario, 0s 6leos essenciais vém se sobressaindo como compostos volateis
de plantas produzidos em resposta a insetos e fitopatdgenos. Esses compostos ja foram
testados contra C. capitata com resultados positivos (Quadro 1). Os efeitos desses 6leos
sdo promissores tanto para quando ingeridos pelos insetos, inseridos na alimentagéo,
quanto para aplicagOes por via topica e seus efeitos sdo por contato.

Miguel et al. (2010), estudaram o efeito de dietas tratadas com 0.25% de 0Oleo
essencial de Mentha pulegium L., Thymbra capitata e Thymus albicans sobre adultos de
C. capitata com 2-3 dias de vida. Verificaram ap0s trés dias, 100% de mortalidade com
M. pulegium. Ja nas primeiras horas foram observados sinais do efeito neurotdxico,
com dificuldade de voar e perda de coordenacdo motora. Esses autores sugeriram que 0s
componentes majoritarios dos OE sejam o0s principais responsaveis pelos efeitos
toxicos: mentona e isomentona (14%), mentol (22%) e pulegona (27,3%). Porém, outros
estudos com essas substancias isoladas ndo encontraram a mesma eficacia, o que sugere
efeito sinérgico e/ou antagbnico de componentes presentes em menor quantidade (LEE
et al., 2001; SAMPSON et al., 2005; MIRESMAILLI, BRADBURY e ISMAN, 2006).

Existe grande nimero de estudos para desenvolvimento de biopesticida para
controle de insetos (PAVELA, 2015). Para controlar a traca do tomateiro, Campolo et
al. (2017) utilizaram diferentes 6leos essenciais de casca de citros como: Laranja Doce,
Mandarim e Limao, nos quais o principal componente foi o limoneno; 88,7%, 59,2% e
52,8%, respectivamente. Eles foram testados contra larvas, demonstrando que OE de
tangerina foi mais eficiente no controle de larvas de traga do tomateiro.

O dleo essencial de orégano (Origanum compactum Benth) cujos compostos
majoritarios do OE sdo carvacrol, timol, y-terpineno e p-cimeno, foram aplicados como
biopolimero tanto no tomateiro como no fruto para o controle do fungo Rhizopus
stolonifer. Os resultados foram excelentes como protecdo pds-colheita, reduzindo as
perdas de peso durante o armazenamento (PERDONES et al., 2016).

Em outro estudo com éleo essencial de canela a 0,4% combinado com goma
ardbica a 10%, para prevenir a antracnose de banana e mamdo causada por
Colletotrichummusae e Colletotrichumgloeosporioide apresentou inibicdo do
crescimento micelial de 73,4% e 70,0% e germinacdo de esporos de 88 % e 85%,
respectivamente (MAQBOOL et al., 2011).
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Quadro 1. Efeito de Oleos essenciais obtidos de diferentes espécies vegetais testados contra Ceratitis capitata(Wiedemann) (Diptera: Tephritidag).

Espécie Compostos Majoritérios Concentracédo Diasvida | Viade Aplicacdo | Mortes (%) Tempo Referencia
2.50% 10a12 Ingestdo 100 96h Benelliet al., 2012
-Ci 0, -ni 04) "
Rosmarinus officinalis 1.8-cineol (34.3%), a-pinene (11.9%); 0.30 (mL/mosca) | 10a12 Contato 100 24h Benelliet al., 2012
borneol (10.0%)
48.86 (mL/L ar) 10a12 Pulverizacdo 100 24h Benelliet al., 2012
0, X -
linalol  (36.5%), acetato de linalol 2.50% 10a12 Ingestdo 100 96h Benelliet al., 2012
Lavandulaangustifolia | (14.4%), canfora (8.5%) e 1,8-cineol | 0.25 (mL/mosca) | 10a 12 Contato 100 24h Benelliet al., 2012
0,
(7.9%) 32.57 (mL/L ar) 10a12 Pulverizacao 100 24h Benelliet al., 2012
2.50% 10a12 Ingestdo 100 96h Benelliet al., 2012
. 0 i 0
Hyptissuaveolens sabl_neno (34.0%), b-cariofileno (11.2%) 0.30 (mL/mosca) | 10a12 Contato 100 24h Benelliet al., 2012
terpinoleno (10.7%)
92.72 (mL/L ar) 10a12 Pulverizacao 100 24h Benelliet al., 2012
2.50% 10a12 Ingestdo 100 96h Benelliet al., 2012
-3 0 -Di 0,
Thujaoccidentalis d-3 careno (33.2%), a-pineno (27.7%) e 0.30 (mL/mosca) | 10a12 Contato 100 24h Benelliet al., 2012
terpinoleno (5.7%),
92.72 (mL/L ar) 10a12 Pulverizacao 100 24h Benelliet al., 2012
Clnnar_nomum cinamaldeido (79.3%); eugenol (11.9%) | 5% Adulto Ingestéo 97 72h Moretti et al., 1998
zeylanicum
Thymus herba barona | carvacrol (44.6%) p-cimeno (6%). 5% Adulto Ingestéo 92 72h Moretti et al., 1998
Thymuscapitatus carvacrol (68%) 1% 2a3 Ingestéo 93 72h Passinoet al., 1999
ThymusherbaBorana carvacrol (44.5%) 1% 2a3 Ingestéo 91 72h Passino et al., 1999
Cmnar_nomum cinamaldeido (79.3%) 1% 2a3 Ingestdo 92 72h Passinoet al., 1999
zeylanicum

Fonte: Autora.
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Para Priestley et al. (2003) existem quatro formas de acdo dos OE: inibindo
citocromos P450, ligacdo a receptores do acido gama-aminobutirico (GABA), inibindo
o0 sistema colinérgico (AChE) ou modulando o sistema octopaminérgico. Acredita-se
que os compostos, como o timol, se ligam aos receptores GABA, através de um sitio
ndo identificado. Esses receptores ligados aos canais de cloro da membrana dos
neurdnios pos-sindpticos interrompem o funcionamento da sinapse do GABA, resultado
em sedacdo, anestesia e efeito ansiolitico (PRIESTLEY et al., 2003).

Estudo realizado por Shang et al. (2019) buscou avaliar o efeito acaricida de
alguns compostos e o eugenol apresentou melhor desempenho, capaz de eliminar
Psoroptes cuniculi Delafond (acaro) dos coelhos, testado sem causar danos de
citotoxicidade. Nesses ensaios foram testadas as atividades inibitdrias da
acetilcolinesterase (AChE), da glutationa-S-transferase (GST) e do citocromo P450
(P450). Como resultado, o eugenol foi capaz de inibir a atividade do P450, sendo este
dose-dependente até 42,79%. A inibicdo da AChE foi moderada e GST se mostrou
fracamente inibido. Assim, esse ensaio sugere que P450 e AChE sdo os responsaveis
pelos efeitos toxicos do eugenol no inseto.

A Inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi testada por Lopez e
Pascual-Villalobos (2010) através de um ensaio colorimétrico que ocorre a partir da
reacdo quimica da enzima acetilcolinesterase, um substrato (iodeto de acetiltiocolina), o
reagente de Ellman e diferentes monoterpenoides testados como inibidores. Os
resultados mostraram que S-carvona, fenchona e linalol produziram a maior inibi¢ao
enzimatica, tendo, esses dois ultimos, demonstrado uma inibicdo competitiva reversivel,
pelo menos no sitio ativo hidrofébico da enzima. Porém, S-carvona, estragol e canfora
podem se ligar tanto a enzima livre, quanto ao complexo enzima-substrato, mas
combinando-se a um local diferente do sitio ativo onde o substrato se liga. O fato de se
ligar ndo quer dizer que esse seja 0 mecanismo de acdo, até porque o efeito pode ser
rapidamente revertido, mas sugere que é também uma forma de atuacao.

O efeito de contato apds pulverizacdo do 6leo essencial de Melaleucaalternifolia
(Maiden&Betche) Cheel foi testado contra Sitophilus zeamais (gorgulho), e posterior
verificacdo da inibicdo das enzimas glutationa S-transferase (GST), carboxilesterase
(CarE), e a acetilcolinesterase (AChE). Foi feita uma analise comparativa atraves do
sequenciamento do RNA de S. zeamais para identificar os genes que estavam sendo

regulados. Os resultados mostraram que a maioria deles estava envolvida na
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desintoxicacdo, e foram associados a respiracdo e metabolismo de Xxenobidticos,
incluindo citocromo P450s, CarEs e GSTs (LIAO et al., 2016).

A modulagdo do sistema octopaminérgico especifico dos invertebrados (Enan,
1998, 2001), um neurotransmissor, neuro-horménio e neuromodulador, demonstra que
0s Oleos essenciais sd0 menos toxicos para vertebrados em relacdo aos inseticidas
quimicos. Ao estudar as diferencas moleculares entre os receptores de octopamina
ROAs em Drosophila e na barata americana em resposta a alguns éleos essenciais, Enan
(2005) sugeriu que esses receptores sdo os mediadores das propriedades inseticidas dos
compostos testados: alcool cinamico, eugenol, trans-anetol e propionato de 2-feniletil e
a-terpineol contra a mosca D. melanogaster. O estudo destaca a importancia da
presenca de um grupo eletronegativo, como o grupo hidroxila, para a atividade

inseticida de 6leos essenciais de plantas através do ROA.

2.4 Nanopesticidas

Para Kookanaet al. (2014), “nanopesticidas” sdo qualquer tipo de formulagao
que “envolva particulas muito pequenas de um ingrediente ativo de pesticida ou outras
pequenas estruturas de engenharia com propriedades pesticidas tteis”; a exemplo
nanoemulsdes e nanocapsulas. Os nanopesticidas surgem como alternativas viaveis para
aumento da solubilidade, espalhabilidade e estabilidade de muitos compostos. Sao ainda
uma forma de reduzir a quantidade de substancias usadas e uma oportunidade para
utilizar compostos quimicos menos nocivos, que sao pouco sollveis em agua (KAH e
HOFMANN 2014; IAVICOLI et al., 2017).

No preparo das emulsdes, normalmente utiliza-se surfactantes ndo iénicos como,
por exemplo, Tween® e Procetyl®, por conferir boa estabilidade, serem de baixo custo e
em baixas doses ndo serem nocivos para saude humana. Estudo realizado com
nanoformulages de OE de Lippia sidoides e seu composto majoritario, o timol,
utilizando Procetyl® como emulsificante, para controle de Sitophilus zeamais
(Coleoptera: Curculionidae), o gorgulho do milho, indicou que as nanoemulsdes
mantiveram estabilidade e atividade durante os sete meses do estudo (OLVEIRA et al.,
2017).Verificou-se, ainda, que para o tratamento de graos armazenados, as doses letais
de nanoemulsdes de OE de L. sidoides e timol necessarias para matar 50% das
populagdes de S. zeamais variaram de 7,1 a 19,9 ug mgt e de 17,1 a 25,7 pg mg *,

respectivamente.
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Existe ainda a busca por emulsificantes de origem natural que além de cumprir o
papel de formar nanopesticidas, sdo benéficos para os pomares como, por exemplo, a
lecitina de soja, caseina, borato de sodio, quitosana e ciclodextrina (XUE, 2015).
Dimaet al. (2014) avaliaram o efeito do OE de pimenta quando encapsulado com
quitosana e perceberam que houve aumento da atividade antifungica e antioxidante.
Estudo realizado por Hosseinia et al. (2013) produziu uma nanoemulsdo com OE
utilizando quitosana e obteve tamanho de particula de 40-80nm e com maior
estabilidade térmica.

Sugumaret al. (2016) utilizaram o tamanho de particula e estabilidade térmica
para avaliar nanoemulsdes de 6leo essencial de laranja e Tween, produzidas com auxilio
de ultrassom. O diametro na faixa de tamanho de 20 a 30 nm foi efetivo para conferir
estabilidade a formulagdo. O estudo concluiu que esta é uma alternativa mais segura aos
aditivos quimicos para conservacdo de alimentos e bebidas. A caracterizagdo de
lipossomas preparados com oOleo essencial Melaleucaalternifolia e Tween 80 foram
realizadas usando Zetasizer para medir eficiéncia de retencdo e liberacdo das
nanoparticulas. Os parametros avaliados foram tamanho da particula (75 nm), indice de
polidispersdo (0.123) e potencial zeta (-7.45 mV). Ao verificar os efeitos dos
lipossomas comparando com o Oleo sem encapsular, observaram-se efeitos

antimicrobianos superiores nos lipossomas (GE &GE , 2016).

2.5 [Espécies arométicas potenciais

O dominio fitogeografico caatinga tem caracteristicas climaticas Unicas,
extremos com longos periodos de seca e pouca chuva, o que levou ao desenvolvimento
de uma flora rica e com grande diversidade de compostos bioativos. Esses compostos
apresentam imenso potencial de exploragdo como antibi6ticos, antifungicos, inseticidas
e analgésicos, dentre outros. Brandao et al. (2017) desenvolveram uma metodologia e
identificaram géneros e espécies de Hyptidinae como fontes alternativas de
podofilotoxina, composto usado para sinteses de etoposide, teniposide e etopophos,
medicamentos usados no tratamento do céncer. Outro estudo mostrou os efeitos
neuroprotetores e a estimulacdo da produgéo de neurdnios dos flavonoides agatisflavona
derivados de Poincianellapyramidalis (Tul.) (SOUZA et al., 2018). Trabalhos
realizados com espécies da familia Verbenaceae mostram como esta tem grande

potencial como fonte de compostos bioativos. O 6leo essencial de Lippia origanoides
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H.B.K. teve atividade antidiarreica comprovada e 6leo essencial de Lippia thymoides
Mart. & Schauer sua atividade espasmoliticas (MENEZES et al., 2018a; MENEZES et
al., 2018b).

A Familia Verbenacea apresenta importantes espécies com multiplos usos,
ornamentais, a exemplo de espécies pertencentes aos géneros Duanta, Lantana, Petrea e
Stachytarpheta; culinaria, como as do género Aloysia; e medicinais, como as espécies
do género CitharexylumeLippia (MELO et al. 2010). Segundo Salimena e Mulgura
(2015), a familia € composta por 480 espécies com 32 géneros, sendo que no Brasil sdo
16 géneros e 281 espécies (FLORA DO BRASIL, 2018). O género Lippia é um dos
maiores dessa familia, com a maior parte das espécies encontradas no Brasil (O’LEARY
et al. 2012). Na regido semiarida do Nordeste brasileiro, ha grande distribuicdo de
Verbenacea e algumas espécies aroméaticas com compostos ativos tém sido estudadas,
dentre elas, L. insignis e L. lasiocalycina, popularmente conhecidas como alecrim,
alecrim do mato, alecrim do campo, alecrim de tabuleiro e cidreira.

L. lasiocalycina Cham. (Figura 3) € uma espécie nativa, ndo endémica, sendo
registrada também na Bolivia, tendo como dominios fitogeograficos a Amazonia,
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. No Brasil ocorre nos estados da Bahia, Minas
Gerais, Mato Grosso, Parana e Sao Paulo (SALIMENA, MULGURA, 2015). E descrita
botanicamente como arbusto com até 2 m de altura, ramos eretos e aromaticos. Folhas
opostas, peciolo com cerca de 1,6 cm de comprimento, piloso, ldmina com cerca de
5%x3,5 cm, membranédcea, ovada, base truncada, pice atenuado, margem crenada,
venacdocraspedrodoma, face adaxial pilosa e abaxial pubescente. Inflorescéncias
axilares, racemosas, bracteas com cerca de 0,5 cm de comprimento, lanceoladas, verde-
claras; corola labiada, lilas (OLIVEIRA et al., 2014). O extrato etandlico de folhas e
caule de L. lasiocalycina apresentou fenilpropanoides e verbacosideos, sendo ausentes

flavonoides na amostra analisada (FUNARI et al., 2012).
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Figura 3. Lippia lasiocalycina Cham. A - cultivada; B — Folhas; C - Botdes florais; D — Inflorescéncias; E
— Flor; F - Disposicdo das folhas e inflorescéncias nos ramos. Feira de Santana-BA, Horto Florestal-
UEFS, 2015. Fonte: Bispo, 2015.

L. insignisMoldenke (Figura 4) € uma espécie nativa e endémica do Brasil, com
distribuicdo geografica na regido Nordeste, no Estado da Bahia, ocorrendo nos dominios
fitogeograficos caatinga e cerrado (SALIMENA et al., 2010). E um arbusto com até 2
metros de altura, pouco ramificado, aromatico; folhas opostas, peciolo com cerca de 1,5
cm de comprimento, piloso, lamina com cerca de 3,5x3 cm, coriacea, ovada a deltdide,
verde-escuras adaxialmente, base truncada, apice arredondado, margem crenada,
venagdocraspedrodoma, face adaxial incana e abaxial pilosa. Inflorescéncias axilares,

racemosas, bracteas com cerca de 0,6 cm de comprimento, ovadas, verdes; pedicelo
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com cerca de 3 cm, corola labiada, lilass a magenta (SALIMENA et al., 2009;

OLIVEIRA, 2014; MOLDENKE, 1965).

Figura 4. Lippia insignis Moldenke A - cultivada; B — Folhas; C - Botdes florais; D — Inflorescéncia; E —
Flor; F - Disposicéo das folhas e inflorescéncias nos ramos. Feira de Santana-BA, Horto Florestal-UEFS,
2015. Fonte: Bispo, 2015.

Funariet al. (2012a) avaliaram o perfil cromatografico de diferentes espécies de
Lippia, incluindo L. lasiocalycina e destacaram que essa espécie difere das L.
salviaefolia, L. balansae, L. velutina e L. sidoides quanto a composi¢do quimica. Ao
avaliar a atividade antifingica do extrato etandlico das partes aéreas de L. lasiocalycina,
contra patdgenos oportunistas C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C. neoformans,

Funariet al. (2012b) nao observaram inibicdo do crescimento flngico.
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Bispo et al. (2016) avaliaram o teor de 6leo essencial detrés espécies de Lippia
nativas do semiarido sob cultivo e verificaram para L. insignis (2,27-2,85%) e L.
lasiocalycina (1,00 -1,35%). Para L. insignis os compostos majoritarios foram: E-
ocimenona (23,15-27,25%), limoneno (12,17-15,40%), B-mirceno (12,39-13,45%),
todos monoterpenos. Para a espécie L. lasiocalycinaforam: E-ocimenona (22,82-
29,43%) e P-mirceno (27,36-31,36%), também monoterpenos. Em estudos
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa em plantas medicinais e aromaticas do semiarido,
sediado na Universidade Estadual de Feira de Santana, tem se verificado que os OE de
L. insignis e L. lasiocalycina sdo efetivos contra adultos, larvas e pupas de C. capitata
(Tese em desenvolvimento da discente Luma Bispo - (PPGRGV), resultados ainda nédo

publicados).
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CAPITULO |

APERFEICOAMENTO DA HIDRODESTILACAO DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE Lippia lasiocalycina Cham. E Lippia insignis Moldenke

SANTANA, T.M.M.!; OLIVEIRA, L. M.}; LUCCHESE, A. M.1

lUniversidade Estadual de Feira de Santana; Feira de Santana, Bahia.

RESUMO
Oleos essenciais estdo ganhando o mercado de produtos naturais e novas técnicas de
extracdo tém sido estudadas. Contudo, a hidrodestilag&o ainda é o metodo mais utilizado
pela indlstria e ao otimizar os parametros de extracdo pode-se obter rendimentos
semelhantes aos conseguidos com técnicas modernas. A partir de um planejamento
fatorial, este estudo buscou a determinagdo das varidveis que mais influenciam no
rendimento de Oleo essencial de Lippia insignis e Lippia lasiocalycina. Além do
rendimento, a composic¢do quimica também foi identificada através de Cromatografia
gasosa acoplada a Espectro de Massas e as porcentagens dos compostos identificados
nos oleos extraidos por diferentes fatores foram comparados. Lippia insignis apresentou
rendimento médio de 2.33% * 0.30 e L. lasiocalycina 1.00% + 0.12. Ndo houve
diferenca significante no rendimento com as diferentes proporgdes biomassa (g)
/volume de agua (mL), e o tempo de 120 minutos foi suficiente para proporcionar maior
rendimento. Os principais componentes encontrados na amostra de Lippia insignis
foram o g-terpineno (14.03+2.24%) e timol (38.50+8.80) e emLippia lasiocalycinaf-
mirceno (23.66x+2.04%) e E-ocimenona (34.03£3.663%). Considerando-se o potencial
desses 6leos para uso como biopesticida contra mosca das frutas, ressalta-se que
maiores concentracdes de g-terpineno e timol devem levar a maior atividade inseticida,

considerando estudos prévios com esses compostos isolados.

Palavra-chave: biopesticidas, Compostos volateis, hidrodestilacdo, otimizacéo.
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ABSTRACT
Essential oils are gaining the market of natural products and new extraction techniques
have been studied. However, hydrodistillation is still the most widely used method by
the industries and byoptimizing the extraction parameters, similar results to those
acquired by modern techniquescan be obtained. This study is a method of searching for
variables that influence the essential results of Lippia insignis and Lippia lasiocalycina,
using a factorial design. In addition to the yield, the compositionof essential oil was also
identified through Gas Chromatography coupled to Mass Spectrum. The percentage of
compounds extracted using different factors were compared. The Lippia insignis had a
mean yield of 2.33% + 0.30 and L. lasiocalycina 1.00% + 0.12. No yield was achieved
with increasing biomass (g) / volume of water (mL) ratios, and the time of 120 minutes
was sufficient to increase yield. The major compounds found in the Lippia insignis
sample were g-terpinene (14.03 £ 2.24%) and thymol (38.50 + 8.80) and Lippia
lasiocalycina p-myrcene (23.66 * 2.04% ) and E-ocimenone (34.03 + 3.663%).
Considering the potential of these oils for use as a biopesticide against fruit fly, it is
important to emphasizethat higher concentrations of g-terpinene and thymol should lead
to higher insecticidal activity, considering previous studies with these isolated

compounds.

Keywords:biopesticides, volatile compounds, hydrodistillation, optimization.
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3 CAPITULO I - APERFEICOAMENTO DA HIDRODESTILACAO DOS
OLEOS ESSENCIAIS DE Lippia lasiocalycina CHAM. E Lippia insignis
MOLDENKE

3.1 Introducéo

A escolha do método de extracdo é um fator crucial para a qualidade do éleo
essencial (OE) devido a instabilidade desses compostos, altamente volateis, termolabeis,
fotossensiveis e que ainda podem sofrer oxidacdo. O método de extracdo pode alterar
principalmente o rendimento e composi¢cdo do OE, que para a maioria das plantas
equivale a menos de 5% da massa seca (WENQIANG et al., 2007; PIRAS et al.,
2012;).Em estudo realizado com extracdo de 6leo essencial de sementes de cominho foi
observado que as moléculas com maior ponto de ebulicdo e mais soliveis em agua,
destilam primeiro do que aquelas com maior ponto de ebulicdo e menos solUveis, como
carvona (PE 231°C; Solubilidade 1,6 g/L) e limoneno (PE 175°C; Solubilidade
0,00042 g/L) (ASSAMI et al., 2012).

A Organizacdo Internacional de Normalizacdo (ISO) no seu Vocabulario de
Materiais Naturais 1SO 9235:1992, define um 6éleo essencial como “Produto feito por
destilagdo com &gua ou vapor ou por processamento mecanico de cascas de citrinos ou
por destilacdo a seco de materiais frescos”. J& a Farmacopeia Europeia (2013) define
como “Produto odorante, geralmente de uma composigdo complexa, obtido a partir de
uma matéria-prima vegetal, seja pela conducao por vapor de &gua, seja por destilacdo a
seco, seja por um método mecéanico sem aquecimento. Um 6leo essencial geralmente
pode ser separado da fase aquosa por um método fisico que ndo leva a mudancas
significativas em sua composi¢do quimica”. Porém, alguns autores discutem que para
ser considerado OE a extracdo deve ser por destilagdo, sendo os produtos obtidos por
outros métodos, como expressdao e solvente organico, considerados esséncias ou
absolutos.

Existem trés principios de extracdo de OE do interior das células: a expressao
que consiste em extracdo por extrusdo, ou seja, romper mecanicamente a parede celular
do vacuolo que contém dleo essencial, fazendo com que este seja liberado; a destilagéo,
na qual o calor provocado pelo contato do material com a agua fervente ou vapor d'agua
leva a ruptura dos vacuolos e liberacdo dos compostos aromaticos e o vapor infundido
com o 6leo essencial é condensado e coletado; a extragdo por solvente, normalmente

utilizado para materiais que nao suportam temperaturas elevadas como flores e botdes,
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em que o material é submergido em solvente de baixa polaridade e ao romper a parede
celular por diferenca osmotica, 0os compostos aromaticos sao liberados no solvente
(CHEMANT, VIAN e CRAVOTTO, 2012; EL ASBAHANI et al., 2015).

Os métodos de extracdo de dleo essencial podem ser categorizados ainda em
convencional - destilagcdo a vapor e hidrodestilagdo; e moderno, como micro-ondas e
fluido supercritico (EL ASBAHANI et al., 2015).

Na hidrodestilacdo a planta é colocada em contato direto com agua destilada e,
em seguida, submetida ao aquecimento. O calor rompe as células liberando o 6leo e
quando a agua evapora, essas substancias aromaticas sdo carreadas e condensadas. Apds
0 término da extracdo, entre 60-180 minutos, as fases oleosa e aquosa sdo separadas
fisicamente.

Estudos mostram que o tempo de extracdo tem influéncia sobre o rendimento e a
composicgdo do 6leo. O 6leo essencial de endro (Anethum graveolens) apos extragdo por
2 minutos demonstrou atividade contra Leishmania donovani (Laveran&Mesnil),
inibindo 99.2% das promastigotas, enquanto a extracdo apds 195 min apresentou
inibicdo de 16.1% (SINTIM et al., 2015). Isso porque 0S compostos que primeiro
volatilizam tém maior concentracdo de D-limoneno e capacidade antioxidante. Esse
mesmo estudo mostrou que apds 75 min, 0.98 g (equivalente a 86% do rendimento total
(1.310 g)) ja havia sido extraido, sugerindo que a extracdo poderia ter sido interrompida
antes dos 180 minutos, com alta eficiéncia.

Para Busatoet al. (2014) os trés elementos que controlam a hidrodestilagéo e o
arraste a vapor sdo: 1) a rapida vaporizacdo do 6éleo da camada formada na superficie da
planta com o vapor; 2) a passagem de 6leo na corrente de vapor circundante; e 3) a
destilacdo do 6leo, desde os tricomas glandulares, até a pelicula superficial do material
vegetal. Segundo Teixeira et al (2016) para extracdo de 6leo essencial de pinho (Pinus
taeda), um subproduto da producédo de papel e madeira de pinheiros, o tamanho da
particula e o tempo de secagem ndo influenciam no rendimento de extracdo. Ja a
quantidade de biomassa (propor¢do amostra-agua) e tempo de extracdo tem efeito
positivo sobre a quantidade de éleo extraida.

Pelo exposto verifica-se que aperfeicoar as condi¢des de técnicas simples, como
a hidrodestilacdo, pode melhorar o rendimento e a composicdo dos Oleos essenciais.
Assim, o objetivo desse trabalho foi verificar os efeitos dos parametros relacédo
biomassa/agua e tempo na extracdo do Oleo essencial das espécies, visando maior

rendimento, menor energia e melhor qualidade dos OEs.
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3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Material vegetal

Partes aéreas de L. insignis Moldenke (HUEFS 2432189, SISGEN Cadastro
n°® A1IC1IDEB) e L. lasiocalycina Cham. (HUEFS 240988, SISGEN Cadastro
n°® A1C1DEB) foram coletadas durante a manhd, em Janeiro de 2019, em plantas
floridas e mantidas sob cultivo no Horto Florestal (12°16'10.3"S 38°56'18.8"W) (Figura
6A), na cidade de Feira de Santana, a 234 metros acima do nivel do mar, com
temperatura média anual de 24 ° C e uma taxa de precipitacdo média de 848mm por
ano.

Figura 5. Preparo do material vegetal. A. Coleta de Lippia insignis Moldenke. B. selecdo do material. C.
Secagem. D. Hidrodestilacéo. E. Detalhe da extra¢do do OE de Lippia insignis Moldenke. F.
Cromatografo a gas Shimadzu acoplado a detector de Massas.

O material foi selecionado, excluindo as folhas secas ou aquelas que pareciam
estar doentes ou atacadas por pragas (Figura 6B). As plantas foram secas a temperatura

ambiente até peso constante (Figura 6C).
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Na extracao dos 6leos, 100 g de folhas secas de cada espécie foram trituradas em
liquidificador com agua destilada e, em seguida, adicionadas em baldo de vidro
contendo agua destilada em volume suficiente para cobertura total do material vegetal.
O método de extracdo foi por hidrodestilacdo, utilizando-se o aparelho de Clevenger,
acoplado a baldes de vidro (Figura 6D), que foram aquecidos por mantas térmicas
elétricas com termostato. A extracdo foi conduzida durante 3 horas, contadas a partir da
condensacao da primeira gota. Apos a extracdo foi separado 6leo da agua (Figura 6E)
adicionado ao Gleo o sulfato de sodio anidro para eliminacdo da agua residual.
Posteriormente, com o0 uso da pipeta do tipo Pasteur, o Oleo foi coletado e
acondicionado em frascos de vidros, etiquetados e armazenados em congelador

comercial a -23 °C até a realizacao da analise quimica (BISPO et al., 2016).

3.2.2  Aperfeicoamento do método de extracdo

A partir do método de extracdo padrdo (3h) procedeu-se a otimizacdo dos
parametros de extracdo, avaliando-se o tempo de extracdo (60; 120e 180 min) e a
relacdo solvente / amostra (peso/peso) (10:1, 20:1), fixando-se a quantidade de material
em 100g por analise (Tabela 1). Como resposta foi avaliado o rendimento em
porcentagem de extracdo de 6leo (p / p). O rendimento foi determinado usando a

seguinte equagéo:

m 1)
Y=100X —
M
Em que:
Y percentual de 6leo extraido;
m massa do 6leo.
M Massa da folha seca.

Tabela 1. Variaveis avaliadas para otimizagdo do rendimento de extragdo de 6leo essencial de Lippia
insignis Moldenke e Lippia lasiocalycina Cham., Feira de Santana, 2019.

Fator Nivel
1 2 3
A:Razo Volume de Agua:amostra (mL:g) 10:1 20:1

C:Tempo de extragdo (min) 60 120 180
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3.2.3 Anélise da composicdo dos OE

Para analise da composicdo quimica dos Oleos essenciais utilizou-se a
cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotdmetro de massas (CG/EM). Amostras dos
OE (0.02 g) foram previamente diluidos em 1 ml de diclorometano. As analises foram
realizadas em Cromatdgrafo Shimadzu® GC-2010 acoplado ao Espectrometro de
Massa Shimadzu® CG / MS-QP 2010, coluna capilar DB-5ms (30 m x 0,25 mm),
micrometros com espessura de 0,25 um, temperatura do injetor de 220 ° C, gas
carreador de hélio (1 mL.min-t), temperatura da interface e fonte de ionizacdo 240 ° C,
energia de ionizacdo 70 eV, corrente de ionizagdo 0,7 kV, com o programa de
temperatura do forno 60-240°C a 3 »C min~* mantido a 240°C por 20 min, corrida total
de 60 minutos. 1pL das amostras foram injetadas automaticamente, uma razdo de
divisdo da amostra de 1: 100.

A identificacdo dos compostos foi realizada comparando-se os indices analiticos
(Al) com a literatura (ADAMS, 2007) e com os dados espectrais de massa de padrdes
auténticos, bem como comparando os mesmos dados com uma biblioteca espectral
(NIST 11). Os resultados finais foram expressos em porcentagem relativa de cada
composto, calculada pela normalizacédo de cada area de pico cromatogréafico.

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso, com trés repeticbes no
esquema fatorial duplo (duas proporc¢des dgua:biomassa x trés tempos de extracéo).

Os dados de rendimento foram submetidos & analise de variancia e as médias
foram comparadas pelo teste Scott-Knot ao nivel de 5% de probabilidade. As analises

estatisticas foram feitas no software R.

3.3 Resultados e Discussao

As anélises dos resultados demonstraram que ndo houve interacdo entre 0s
fatores proporcéo solvente (mL): biomassa (g) e tempo de extracdo (h)para L. insignis
(Figura 6), mas houve para L. lasiocalycina (Figura 7). Para esta espécie nota-se que, as
extracfes com duas horas e proporcdo 10:1 resultaram em maior rendimento de 6leo
essencial (1.13 = 0.02) do que 20:1 (0.96+ 0.06). No entanto, para as extracdes com trés
horas, a proporc¢édo 20:1 apresentou maior rendimento (1.11 + 0.03) do que 10:1 (1.09 +
0.03), porem essa diferenca ndo foi significante.
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Figura 6. InteractionPlot mostrando que ndo houve interagdo entre os tratamentos raz&o solvente (ml):
biomassa de folhas (g) e tempo na hidrodestilacdo do 6leo essencial de Lippia insignis Moldenke. Feira
de Santana-BA, 20109.
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Figura 7. InteractionPlot mostrando que houve interag&o entre os tratamentos razéo solvente (ml):
biomassa de folhas (g) e tempo na hidrodestilacdo do 6leo essencial de Lippia lasiocalycina Cham. Feira
de Santana-BA, 2019.

Os resultados da extracdo de OE de L. insignis mostraram um rendimento médio
de 2.33% + 0.30 (Tabela 2) e para L. lasiocalycina media de rendimento de
1.00% + 0.12 (Tabela 3).

Para as duas espécies, as extracbes com 1h possibilitaram rendimento
significativamente menor em relacdo aos tempos de 2 e 3h de destilacdo, ndo havendo
diferencas significantes entre esses Ultimos. Em relacdo a razdo entre quantidade de
solvente (a4gua destilada) e biomassa, a analise dos dados aponta que pode-se utilizar a

proporgdo 10:1 (solvente: biomassa), considerando que n&o houve diferengas
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significativas entre os resultados obtidos, também para as duas espécies (Tabela 2 e
Tabela 3).

Tabela 2. Rendimento de 6leo essencial em amostras de folhas de Lippia insignis Moldenke em diferentes
tempos de destilacdo e diferentes proporcdes volume de solvente/massa vegetal. Feira de Santana-BA,
2019.

Razdo solvente (mL) :biomassa (g) Tempo de extracéo
1h 2h 3h Média
10:1 209+0.19Ab 265+0.15Aa 249+0.09Aa 241+0.28a
20:1 1.89+0.13Ab 2.5+0.20 Aa 239014 Aa 226+03la
Média 1.99+0.19b 257+0.18a 244+0.12a 2.34+£0.30

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia,
minUscula para linha e maidscula m coluna.

Tabela 3. Rendimento de dleo essencial em amostras de folhas de Lippia lasiocalycina Cham.em
diferentes tempos de destilacdo e diferentes proporcGes volume de solvente/massa vegetal. Feira de
Santana-BA, 2019.

Razdo solvente (mL) :biomassa (g) Tempo de extracdo
1h 2h 3h Média
10:01 0.87+£0.02Ab 113+0.02Aa 109+0.03Aa 1.03%0.12a
20:01 0.85+0.06 Ab 0.96+0.06 Aab 1.11+0.03Aa 0.97+0.12a
Média 0.86 £0.04b 1.05+0.10a 1.10 £ 0.03Aa 1.00 £ 12

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia. ,
minuscula para linha e maidscula m coluna.

Considerando que os principais elementos que influenciam a hidrodestilacdo
sdo: 1. a volatilizacdo do 6leo presente na area de interacdo entre 0 material vegetal e o
vapor circundante; 2. a transferéncia de 6leo na corrente de vapor circundante; e 3. a
destilacdo do Oleo do interior dos tricomas glandulares até a superficie do material
vegetal (BUSATO et al., 2014) os resultados demonstram que a proporc¢éo de solvente e
biomassa avaliada 1000 mL para 100g (10:1) mostrou ser suficiente tanto para
volatilizagcdo do OE da interface, quanto para a transferéncia de OE na corrente, ndo
sendo necessarias quantidades superiores de gua, para as duas espécies vegetais.

Casselet al. (2009) entendem que o principal fenbmeno que comanda a
destilacdo € a difusdo no interior das folhas e, depois que comeca a extracdo, a
resisténcia a transferéncia de massa da superficie da planta para o vapor desaparece.
Isso justifica ndo s6 o fato de ndo haver diferenca significante entre a quantidade de
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agua utilizada como também do tempo de extracdo. Ammar, Abdeslam-Hassen e
Zagrouba (2014) observaram que por contas das particulas solidas (consideradas o 6leo)
estarem em suspensdo no liquido, admite-se uma mistura perfeita na fase liquida, e
distribuicdo homogénea do OE, com coeficiente de difusdo constante. Entdo, se o
sistema estd em equilibrio, o processo é linear e atinge 0 mMAaximo entre
60 e 120 minutos, ndo sendo necessario submeter o sistema a 180 minutos de extracéo.

Outro pardmetro avaliado foi a composicdo desses Oleos essenciais por
cromatografia gasosa, sendo identificados 98% dos constituintes de L. insignis (Tabela
6) e 93% dos compostos de L. lasiocalycina (Tabelas 4). Para L. insignis 0s compostos
majoritarios foram g-terpineno (14.03+2.24%) e timol (38.50+8.80). Comparando-se
com os valores encontrados por Bispo et al. (2016), que encontraram para essa especie
E-ocimenona (23,15-27,25%), limoneno (12,17-15,40%), B-mirceno (12,39-13,45%),
observa-se uma mudanga na proporcdo dos constituintes. Contudo, sabe-se que fatores
genéticos, ambientais, estagio de colheita e adubacdo podem alterar rendimento e a
composicao dos 6leos essenciais (SINTIM et al., 2015).

Segundo Bouvier, Rachier e Camara (2005), ocimenona estd relacionado ao
papel de defesa contra herbivoros, resisténcia a patdgenos e a altas temperaturas. Apesar
das temperaturas mais amenas no periodo chuvoso, essa € uma época que favorece
fitopatdgenos, como fungos, o que pode estar ligado a um aumento de ocimenona no
periodo chuvoso. O timol também tem sido descrito como defesa quimica contra
fitopatogenos, tendo resultados positivos contra fungos e bactérias (NUMPAQUE et al.,
2011).

Ja na espécie L. lasiocalycina 0s constituintes majoritarios foram [3-
mirceno(23.66+2.04%) e E-ocimenona (34,03 3,66%), mantendo-se 0s constituintes
majoritarios ja identificados para a espécie: E-ocimenona (22,82-29,43%) e B-mirceno
(27,36-31,36%) (BISPO et al., 2016), havendo, contudo, uma inversédo na proporgao.
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Tabela 4. Porcentagem de constituintes encontrados no dleo essencial de folhas de Lippia lasiocalycinaCham. submetidas a diferentes parametros de extracoes, Feira de

Santana-BA, 2019.

R1T1 R1T2 R1T3 R2T1 R2T2 R2T3

Composto IAlit  1Acalc Média + DV Média + DV Média + DV Média + DV Média + DV Média + DV
a-tujeno 924 928 021 + 0.00 0.32 + 0.05 0.32 + 0.05 0.20 £ 0.04 024 + 0.04 028 + 0.01
a-pineno 932 931 0.06 + 0.08 0.22 + 0.09 0.27 + 0.04 Tracos 0.17 + 0.05 0.20 £+ 0.07
Sabineno 969 977 095 + 0.15 093 + 0.09 096 + 0.05 0.83 + 0.10 092 + 0.02 091 + 0.05
B-mirceno 988 992 23.03 £ 2.69 2429 £ 199 2546 = 0.66 20.82 £ 153 23.75 £ 1.03 2461 £ 0.98
a-terpineno 1014 1021 0.87 + 0.08 1.01 + 0.16 092 + 0.10 089 + 0.11 0.84 + 0.10 0.88 + 0.08
p-cimeno 1020 1031 7.00 £ 0.54 596 + 0.59 569 + 0.09 6.46 + 0.45 6.27 + 0.29 564 + 0.14
Limoneno 1024 1034 031 + 0.05 0.35 + 0.06 0.30 + 0.02 029 + 0.02 0.38 + 0.08 0.28 + 0.05
Z-B-ocimeno 1032 1038 0.12 + 0.00 0.15 £+ 0.01 0.15 + 0.01 0.12 £+ 0.02 0.13 + 0.01 0.14 + 0.01
E-B-ocimeno 1044 1049 0.66 + 0.03 0.86 + 0.07 0.86 + 0.04 0.69 £ 0.06 0.76 + 0.02 0.85 + 0.04
g-terpineno 1054 1063 2.84 + 0.99 454 + 176 401 £+ 0.87 331 £+ 0.85 293 + 1.07 3.86 + 0.57
Linalol 1098 1106 122 + 0.13 1.20 + 0.23 120 + 0.07 127 + 0.17 154 + 024 141 + 0.05
Mircenona 1145 1155 9.12 + 0.29 6.86 + 1.98 6.40 + 2.46 587 + 0.25 483 + 053 416 + 0.21
Z-ocimenona 1226 1242 3.79 + 0.22 379 £+ 031 3.89 + 0.22 352 + 0.18 341 + 0.36 331 £ 0.22
E-ocimenona 1235 1250 3455 + 134 30.97 £+ 321 30.30 £ 0.35 40.21 + 0.50 35.15 £+ 1.40 3299 + 182
Timol 1289 1303 266 * 251 416 = 3.45 311 + 185 289 + 043 200 + 192 279 £ 172
Carvacrol 1298 1312 Tracos Tracos Tragos Tracos Tragos Traco
Piperitenona 1340 1356 0.00 0.14 + 0.06 0.14 + 0.04 Tracos 0.14 + 0.02 0.15 + 0.02
0-Copaeno 1374 1381 0.05 + 0.07 0.12 + 0.01 0.15 + 0.01 Tracos 014 + 0.04 0.17 £ 0.02
B-elemeno 1389 1395 Tragos Tragos 0.10 £+ 0.01 Tragos 0.11 + 0.02 0.12 £+ 0.02
E-cariofileno 1417 1426 160 + 0.08 224 + 0.08 269 + 0.16 158 + 0.37 246 + 0.49 3.06 £+ 034
a-guaieno 1437 1441 0.88 + 0.10 116 + 0.04 149 + 0.07 0.83 + 0.27 137 + 035 177 + 0.25
a-humuleno 1452 1464 0.60 + 0.04 0.80 + 0.02 096 +* 0.05 058 + 0.13 091 + 0.16 111 + 0.10
germacreno D 1484 1489 0.14 + 0.02 023 £+ 0.04 045 + 0.33 0.13 £+ 0.04 0.25 + 0.03 0.30 £ 0.05
a-bulneseno 1509 1509 032 + 0.04 0.48 + 0.06 0.60 + 0.03 0.31 £+ 0.09 054 + 0.15 0.69 + 0.06
Espatulenol 1577 1590 096 + 0.10 1.07 + 0.17 126 + 0.08 098 + 0.18 143 + 017 145 + 0.06
oxido de cariofileno 1582 1595 138 + 0.15 143 + 0.26 170 + 0.13 144 + 0.34 204 + 0.25 191 + 0.13

Total de compostos identificados 93.24 + 0.29 93.25 + 0.55 93.39 + 0.07 93.24 + 0.37 9266 + 0.14 93.03 + 0.33

IAlit - Iindice Analitico da literatura; 1Acalc - indice Analitico calculado de acordo com padréo
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Tabela 5. Comparacdo do percentual dos compostos majoritarios do 6leo essencial obtido de folhas de
Lippia lasiocalycina Cham. em diferentes condicdes de extracdes. Feira de Santana-BA, 2019.

Raz8o solvente:biomassa Tempo (h)
Compostos
10:1 20:1 1 2 3

B-mirceno 24.26 A 23.06 A 21.93b 24.02 ab 25.03 a
p-cimeno 6.22 A 6.12 A 6.73 a 6.12 ab 5.67b
y-terpineno 3.79A 3.36 A 3.07a 3,73a 3.93a
Mircenona 7.46 A 4.95B 749 a 5.85b 5.28b
Z-ocimenona 382A 341B 365a 3.60a 3.60a
E-ocimenona 31.94B 36.12 A 37.39a 33.06 b 31.64b
Timol 351A 2.56 A 3.08a 3.08a 295a
E-cariofileno 218 A 2.37TA 157¢ 2.35b 2.88 a

Médias seguidas por letras distintas, comparando em coluna, maitscula para biomassa e minuscula tempo de
extracdo, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.

Os compostos que apresentaram concentracdo superior a 2% foram submetidos
ao teste de média Scott-Knott a 5% de erro, para avaliar se existem diferencas na
composigéo, de acordo com os tratamentos distintos. Os resultados estdo apresentados
nas Tabelas 5 e 8, para L. lasiocalycina e L. insignis, respectivamente.

A maioria dos componentes dos 6leos essenciais tem ponto de ebulicdo entre
120 e 300°C, superior aos 100°C da &gua. Contudo, 0 que determina a vaporizacao
durante a hidrodestilacéo € a pressao de vapor (PV). Para dois liquidos imisciveis, como
6leo essencial e agua, a pressdo de vapor total é sempre igual a soma de suas pressoes
parciais (CASSEL et al., 2009; AMMAR, ABDESLAM-HASSEN E ZAGROUBA
2014). Assim, mesmo que os OEs possuam alto ponto de ebulicdo (PE) (Tabela 6), estes
sdo evaporados em uma propor¢do tal que sua pressdo de vapor combinada a do
solvente seja igual a pressdo atmosférica.

Para o 0Oleo essencial de L. lasiocalycina oito constituintes tiveram percentual
superior a 2%. Com diferenca significante no fator razdo (solvente: biomassa) para 0s
compostos mircenona, Z-ocimenona e E-ocimenona (Tabela 5). Em relagéo ao tempo de
extracdo, s6 ndo foram constatadas diferencas significativas para os compostos timol, Z-
ocimnona e y-terpineno. Stanojevicet al. (2015), também encontraram alteragdes na
composicdo dos 0leos essenciais de Anethifructus (semente de endro) de acordo com a

proporc¢do de agua e biomassa, com predominancia do composto majoritarios.
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Tabela 6. Propriedades e estrutura dos compostos majoritarios encontrados nos 6leos essenciais de Lippia
lasiocalycina Cham. eLippia insignis Moldenke. Feira de Santana, 2019.

Ponto Ebuli¢do Presséo de Massa

Compostos (°C) Vapor (mmHg) Molecular Estrutura

B-mirceno 167 7 136.23 >=/:>:
a-terpineno 173-175 NA 136.23 < > <

p-cimeno 176-178 1.5 134.22 _®_<

limoneno 176-177 1-47 136.23 4©_<
y-terpineno 182 0.7 136.23 W

(0]
mircenona NA NA 150.22 >_>_;>:
Z-ocimenona 65-66 13 136.23 _ \
E-ocimenona 65-66 13 136.23 >=/—\>___\
OH
Timol 232 1 (a64°C) 150.22 : j
HO

carvacrol 236-237 NA 150.22 —©—<
E-cariofileno 129-130 14 204.35

Fonte: Autora
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no 6leo essencial de folhas de Lippia insignis Moldenke submetidas a diferentes parametros de extracBes. Feira de

Composto At Acac  RIT1 R1T2 R1T3 R2T1 R2T2 R2T3

Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
a-tujeno 924 928 0.76 + 0.12 0.77 £ 0.10 0.67 + 0.09 061 + 0.07 071 + 0.07 061 + 0.12

a-pineno 932 937 0.15 £ 0.00 0.14 £+ 0.03 0.13 £ 0.02 0.10 £ 0.01 012 + 0.01 Tragos
Sabineno 969 977 0.11 =+ 0.00 0.10 £ 0.01 0.16 £ 0.03 0.11 £ 0.01 Tragos 0.16 £ 0.02
B-mirceno 988 992 6.13 + 043 492 + 0.56 6.70 £ 0.53 6.76 £ 0.18 476 + 0.17 6.29 + 0.49
a-terpineno 1014 1022 223 + 0.46 234 + 0.17 197 + 0.17 175 + 0.13 224 = 0.13 192 £ 025
p-cimeno 1020 1031 1097 £+ 0.53 10.01 £+ 1.02 9.89 + 0.45 1039 + 1.23 993 + 163 10.02 + 0.50
Limoneno 1024 1034 3.01 £ 095 192 £+ 0.26 3.16 £+ 050 400 £ 0.07 1.71 £ 0.46 298 + 031
E-B-ocimeno 1044 1049 055 + 0.04 055 + 0.03 0.65 + 0.02 050 £+ 0.01 055 + 0.04 0.67 + 0.01
g-terpineno 1054 1063 1472 £ 3.05 16.21 £+ 1.16 1315 + 1.15 1141 + 1.09 1572 £+ 0.62 1294 + 1.93
Linalol 1095 1107 142 + 047 065 + 0.13 133 £ 022 210 + 0.21 055 + 0.32 125 + 0.26
Ipsdienol 1140 1150 0.38 + 0.08 026 + 0.04 0.36 £ 0.06 052 £+ 0.05 0.26 £ 0.03 035 + 0.05
Mircenona 1145 1156 732 + 244 314 + 131 569 + 0.97 759 + 0.68 3.03 £+ 0.29 435 + 0.57
terpinen-4-ol 1174 1192 0.44 £ 0.04 0.40 + 0.03 0.32 + 0.02 0.40 £+ 0.04 043 + 0.06 0.34 + 0.02
a-terpineol 1186 1204 0.16 £ 0.05 0.10 £ 0.02 0.14 + 0.02 026 £ 0.04 Tragos 0.13 + 0.03
Z-ocimenona 1226 1242 191 + 0.64 111 + 0.35 200 = 0.26 219 + 042 093 + 0.15 181 + 0.48
E-ocimenona 1235 1250 545 £ 174 404 = 0.79 753 + 1.87 1048 + 1.18 479 = 0.19 853 + 190
Timol 1289 1303 3465 £+ 3.92 4571 + 181 38.90 + 1.80 2737 £ 4.14 45.00 + 1.33 39.35 + 0.89
Carvacrol 1298 1311 559 + 0.15 3.57 = 0.87 273 + 1.16 8.86 £ 4.11 425 + 131 229 + 0.64
E-cariofileno 1417 1427 0.89 = 0.10 117 £ 0.12 1.18 + 0.04 081 £ 0.32 1.24 + 0.45 161 £ 0.64
a-humuleno 1452 1464 0.25 + 0.00 031 £+ 0.03 0.28 + 0.03 022 £+ 0.10 031 £ 0.12 042 + 0.16
germacreno D 1484 1489 020 £ 0.03 0.17 = 0.01 0.30 £ 0.07 026 £ 0.11 0.20 £ 0.09 039 + 0.13
Viridifloreno 1496 1499 0.12 + 0.02 0.18 + 0.04 0.17 + 0.01 0.13 + 0.02 021 + 0.12 0.27 + 0.13
Biciclogermacreno 1500 1504 033 + 0.01 026 = 0.01 035 £ 0.06 0.44 £ 0.22 033 £+ 0.16 0.46 + 0.16
B-bisaboleno 1505 1515 0.13 + 0.02 0.19 + 0.10 0.14 + 0.02 Tracos 022 + 0.11 026 + 0.11
Espatulenol 1577 1590 023 + 0.08 022 = 0.01 0.44 £ 0.07 029 £+ 0.05 0.30 £ 0.07 059 + 0.16
oxido de cariofileno 1582 1595 Tragos 0.11 + 0.02 0.15 + 0.01 0.10 £+ 0.01 0.14 + 0.03 025 + 0.06
Total de compostos identificados 98.10 + 0.12 98.43 + 0.35 98.48 + 0.13 97.62 + 0.18 98.01 + 0.35 98.29 + 0.13

IAlit - Indice Analitico da literatura; 1Acalc - indice Analitico calculado de acordo com padréo
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Tabela 8. Comparativo do percentual de compostos majoritarios do éleo essencial de Lippia insignis
Moldenke obtidos em diferentes condicGes de extracdo. Feira de Santana-BA, 2019.

Razéo solvente:biomassa Tempo (h)
Compostos
10:1 20:1 1 2 3

B-mirceno 592 A 5.94 A 6.44 a 4.84b 6.49 a
a-terpineno 218 A 197 A 1.99a 2.29 a 1.94 a
p-cimeno 10.29 A 10.12 A 10.68 a 9.97 a 9.95a
Limoneno 2.69 A 290 A 35la 181b 3.07a
g-terpineno 14.69 A 13.35 A 13.06 b 15.96 a 13.05b
Mircenona 538 A 499 A 7.45a 3.09¢c 5.02b
Z-ocimenona 1.67 A 1.64 A 205a 1.02b 191a
E-ocimenona 5.67B 793 A 7.96 a 441b 8.03 a
Timol 39.75 A 37.24 A 31.01lc 45.36 a 39.12 b
Carvacrol 3.96 A 513 A 7.22a 391b 2.51b

Médias seguidas por letras distintas, comparando em coluna, maitscula para biomassa e mindscula tempo de
extracdo, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia

Estudo realizado com hidrodestilacdo de 6leo essencial da madeira de Agar
(Aquilariacrassna) avaliou diferentes temperaturas 120, 100 e 80 ° C e os principais
compostos encontrados foram Aromadendrenepoxide, Aristolene e Agarospirol,
respectivamente. Indicando que a temperatura influenciou a composicdo do oleo.
Quanto mais alta, maior a propor¢do dos compostos com maior PE
(PORNPUNYAPAT, CHETPATTANANONDH e TONGURAI, 2011).

Altas temperaturas também podem causar isomerizacdo, 0 que pode estar
relacionado com a menor quantidade de E-ocimenona tanto nas extragdes com menor
quantidade de &gua (10:1), quanto, quando submetido a maior tempo de agquecimento
(2 e 3h).A acéo prolongada da dgua quente pode causar hidrolise de alguns constituintes
dos 6leos essenciais, como ésteres, que reagem com a agua a altas temperaturas para
formar &cidos e alcoois (GUENTHER, 1960, RANITHA et al., 2014).

Com excecdo do B-mircenoe E-cariofileno, todos 0s compostos apresentaram
concentracdo igual ou superior nas extracfes com 60 minutos. Essas mesmas moléculas
estdo em maior quantidade nas extracdes de 3h, sugerindo que precisam de maior
energia para volatilizacdo. A volatilidade dos compostos é inversamente proporcional
ao tamanho da molécula, justificando a menor quantidade de E-cariofileno encontrada
na extracdo de 1h e maior com 3h.

Para L. insignis dez constituintes tiveram percentual superior a 2%, com

diferenca significante no fator razdo (solvente:biomassa) somente para E-ocimenona,
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que apresentou menor percentual com a utilizacdo da propor¢do de 1000 mL de agua
para 100 g de massa seca (10:1) (Tabela 8). Resultado semelhante foi obtido para o OE
de L. lasiocalycina, o que sugere que este composto pode ser mais sensivel a sofrer
isomerizagdo devido a altas temperaturas quando ha menor quantidade de agua, pois as
folhas ndo ficam flutuando no liquido e a maior temperatura do baldo de vidro facilita
reacOes de isomerizacdo. Megawati et al. (2019) também encontraram semelhanga nas
composic¢des qualitativamente, mas diferencas quantitativas quando comparados 6leos
essenciais extraidos de Myristicaearillus por hidrodestilagdo com manta de aquecimento
e hidrodestilagdo assistida por micro-ondas.

Em relacdo ao tempo de extracdo, a andlise s6 ndo detectou diferengas
significativas entre os compostos a-terpineno e p-cimeno (Tabela 8). E importante
destacar a diferenca significante da quantidade de timol entre 60 e 120 minutos, sendo
inversamente proporcional ao seu isdbmero carvacrol. Houve aumento de 15% de timol
entre 1h e 2h de extracdo. A quantidade de oxigénio pode ser indicativo da qualidade
dos O6leos essenciais (Moradiet al., 2018), assim, as quantidades mais elevadas de
monoterpenos oxigenados como timol e carvacrol com tempo de extracdo de duas horas
sugerem melhor qualidade desses 6leos. A atividade inseticida do carvacrol foi descrita
por Passino et al. (1999), portanto, altas concentracfes de timol e carvacrol devem

favorecer atividade contra C. capitata do 6leo essencial de L. insignis.

3.4 Conclusao

O rendimento e a composicdo dos Oleos essenciais de L. insignis e L.
lasiocalycina sofrem influéncia do tempo e da propor¢do de solvente para biomassa
quando extraidos por hidrodestilacéo.

A proporcéo de agua (mL): biomassa de folhas (g) de 10:1 com extragdo em no
méaximo 120 minutos proporciona melhor rendimento e estabilidade na composicao.

Os componentes majoritarios para L. insignissdo g-terpineno (14.03+£2.24%) e
timol (38.50+8.80)e L. lasiocalycina p-mirceno(23.66+2.04%) e E-ocimenona (34,03
3,66%).
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CAPITULO Il

DESENVOLVIMENTO DE NANOEMULSOES A PARTIR DE OLEOS
ESSENCIAIS DE Lippia lasiocalycina Cham. E Lippia insignis Moldenke PARA USO
COMO BIOPESTICIDAS NO CONTROLE DE MOSCA DO MEDITERRANEO
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MAGALHAES, N.S.S.3: XAVIER-JUNIOR, F.H.2

lUniversidade Estadual de Feira de Santana; Feira de Santana; 2 Embrapa Mandioca e
Fruticultura, Cruz das Almas; Laboratério de Nanotecnologia Farmacéutica (LNFarm-
LIKA) UFPE.

RESUMO
A mosca do mediterraneo Ceratitis capitata (Wied), é uma praga de consideravel
importancia econdmica no Brasil, pois ataca importantes pomares de frutas, reduzindo
as safras e limitando as exportagdes. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo
formular nanoemulsdes a partir dos Oleos essenciais de Lippia insignis e Lippia
Lasiocalycina, utilizando polisorbato 80 como surfactante e ultrassom. Apds a
formulacdo, avaliou-se as caracteristicas fisicoquimicas, como tamanho de particula,
indice de polidispersdo e potencial zeta das emulsdes. E, por fim, testou-se a atividade
inseticida dessas emulsdes sobre adultos, pupas e larvas de mosca do mediterraneo. Os
resultados da extragdo de OE de L. insignis demonstraram um rendimento médio de
2.39 £+ 0.14 e os compostos majoritarios foram E-ocimenona (23.54+0.2%), limoneno
(14.12+£0.37%), p-mirceno (12.97£0.17%) e p-cimeno (13.67+0.31%). Para L.
lasiocalycina média de rendimento foi 1.11 + 0.03 e os compostos majoritarios foram -
mirceno (24.60 £0.98%) e E-ocimenona (32.98 = 1.81%). As formulacgdes obtidas
tiveram caracteristicas nanométricas, tamanho de particula (44,5 — 47,4 nm), indice de
polidispersao (0,162 — 0,174) e carga de superficie (-8,6 a -9,1 mV). Os 6leos essenciais
e as formulacOes de ambas as espécies tiveram efeito inseticida contra adultos e larva.
As nanoemulsdes apresentaram maior eficiéncia contra as larvas no terceiro instar. As
nanoemulsdes de 6leo essencial de Lippia insignis e Lippia Lasiocalycina tém potencial

para uso como biopesticidas contra mosca do mediterraneo.

Palavra-chave: Ceratitis capitata, agrotoxicos, produto natural.
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ABSTRACT
The med fruit fly Ceratitis capitata (Wied) is a pest of considerable economic
importance in Brazil, as it attacks significant fruit orchards, reducing yields and limiting
exportations. Thus, this work aimed to formulate nanoemulsions from the essential oils
of Lippia insignis and Lippia Lasiocalycina, using polysorbate 80 as surfactant and
ultrasound. After the formulation, the physicochemical characteristics, such as particle
size, polydispersity index and zeta potential of the emulsions were evaluated. Finally,
the insecticidal activity of these emulsions on adults, pupae and fruit fly larvae was
tested. The results of L. insignis OE extraction showed an average yield of 2.39 + 0.14
and the major compounds were E-ocimenone (23.54 + 0.2%), limonene (14.12 *
0.37%), B-myrcene (12.97 = 0.17%), and p-cymene (13.67 = 0.31%). For L.
lasiocalycina mean yield was 1.11 + 0.03 and the major compounds were B-myrcene
(24.60 £ 0.98%) and E-ocimenone (32.98 = 1.81%). The formulations obtained had
nanometric characteristics, particle size (44.5 - 47.4 nm), polydispersity index (0.162-
0.174) and surface charge (-8.6 to -9.1 mV). Essential oils and formulations of both
species had an insecticidal effect against adults and larvae. Nanoemulsions showed
higher efficiency against larvae in the third instar. The essential oil nanoemulsions of
Lippia insignis and Lippia Lasiocalycina have potential for use as agricultural defenses

against fruit fly.

Keywords:.Ceratitis capitata, crop protection, natural product.
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4 CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO DE NANOEMULSOES A PARTIR
DE OLEOS ESSENCIAIS DE Lippia lasiocalycina CHAM. E Lippia insignis
MOLDENKE PARA USO COMO BIOPESTICIDAS NO CONTROLE DE
MOSCA DO MEDITERRANEO

4.1 Introducgao

A exposicdo dos agricultores e dos consumidores aos residuos de agrotoxicos
sintéticos tem aumentado a demanda por produtos livres de pesticidas, organicos e
“verdes” (SEIBER et al., 2018). Diante desse cenario, de demanda interna e externa
crescente por produtos mais saudaveis, os biopesticidas surgem como mais uma
possibilidade, que juntamente com outras formas de controle, como selecdo de
variedades resistentes, manejo da cultura, controle bioldgico, entre outras, podera levar
a fruticultura nacional a um patamar mais competitivo. Como exemplo de biopesticida
temos os Oleos essenciais, que mesmo em baixas concentraces tém efeito antibidtico,
antifingico e inseticida, e em doses adequadas ndo trazem riscos para humanos
(MOSSA, 2016). Os efeitos toxicos dos 0Oleos essenciais na mosca do mediterraneo
(Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera Tephritidae)) tém sido estudados e
comprovados, tanto para adultos como larvas e pupas. Os OEs demonstraram eficacia
de ingestdo, quando adicionado a dieta (MIGUEL, et al., 2010; BENELLI et al., 2012;
PAPANASTASIOU et al., 2017), e efeito de contato (BENELLI et al., 2012; OVIEDO
et al., 2017). Papanastasiouet al. (2017) destacam a importancia da dose para induzir
mortalidade, pois quantidades subletais de limoneno levaram ao aumento de
longevidade e fecundidade. Ndo foram encontrados dados na literatura de OEs testados
contra Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera: Braconidae), inimigo natural da
C. capitata.

Os OEs sdo metabdlitos vegetais lipofilicos e altamente volateis e apesar de
terem bom efeito de contato, sdo de baixa durabilidade, devido a rapida evaporacédo e
degradacdo dos compostos ativos (TUREK e STINTZING, 2013). Existem alguns
fatores que podem ser limitantes quando avaliados para producdo em larga escala, tais
como instabilidade dos O6leos essenciais, que sao altamente volateis, sensibilidade a
temperatura, possibilidade de oxidacdo e outras reacGes, como isomerizacdo
(RANITHA et al., 2014).

Métodos de encapsulacdo adequados, sintese de nanoparticulas e uma

compreensdo das relagbes sinérgicas, podem resultar em um aumento da atividade
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bioldgica das formulacdes de OE (PAVELA e BENELLI, 2016). Portanto, o
desenvolvimento de formulacdes adequadas visa melhorar a persisténcia, estabilidade e
biodisponibilidade desses OE.

Como demonstrado por Ghosh (2014) as emulsbes estabilizam os 0Gleos
essenciais, por formarem micelas que protegem as moléculas de 6leo. As nanoemulsées
sdo dispersdes coloidais de 6leo e agua com tamanho de goticula na faixa de 10-200 nm
(MASON, 2006; GHOSH, 2014). Essas formulacGes tém sido muito utilizadas devido
as suas vantagens como goticulas muito pequenas, transparéncia e estabilidade fisica em
longo prazo (MASON, 2006).

As nanoemulsfes representam uma nova alternativa para viabilizar o uso de
0leos essenciais como biopesticidas, pois a formacdo de micelas protege o 6leo, reduz
degradacdo e os glébulos formados em escala nanométrica (10-200nm) podem aumentar
a atividade biologica (ATHANASSIOU et al., 2018). Além de ser um veiculo mais
apropriado para uso na lavoura, pois € possivel controlar sua viscosidade,
espalhabilidade e permanéncia.

Encapsulamento € o processo no qual um componente ativo é aprisionado ou
revestido por uma parede de matriz. Esta matriz isola a molécula bioativa do ambiente
circundante até a sua liberacdo em resposta a condi¢des externas como, pH, pressdo e
temperatura (TUREK e STINTZING, 2013) Contudo, o método utilizado para
encapsular pode afetar a eficicia e estabilidade das solucdes, a medida que os 6leos
forem encapsulados (CAMPOLO et al., 2017). Os métodos mais utilizados séo
homogeneizadores de alta pressdo, ultrassom, inversdo de fases e emulsificacdo
espontanea (PAVELA e BENELLI, 2016).

O encapsulamento por ultrassom € muito eficiente para obtencdo de tamanhos de
particula pequenos e alta estabilidade (JAISWALet al., 2015), visto que este apresenta
nanoemulsdes com alta biodisponilidade e estabilidade. Silva et al (2015)
desenvolveram nanoemulsdo com auxilio de ultrassom, avaliando tempo (0,5 — 5 min) e
poténcia (160 — 640 W) e observaram que quanto maior o tempo e a poténcia, menor
tamanho de particulas e maior a estabilidade da emulsdo. Como ja& demonstrado por
diversos estudos, o uso de ultrassom como método para emulsificar 6leos essenciais
associados a surfactantes ndo idnicos, tem resultados positivos sobre estabilidade e
atividade dos 6leos contra insetos (GHOSH,MUKHERJEE e CHANDRASEKARAN,
2013), fungos (SUGUMAR, et al., 2016) e bactérias (LU et al., 2018). O surfactante ndo

ibnico Tween® ndo apresentou fitotoxicidade contra citros (ERDEMIR e ERLER,
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2017), folhas e brotos de pera (PEHLEVAN e KOVANCI, 2016), uvas (SONKER,
PANDEY e SINGH, 2015) nem mangueiras e acerolas (dados nao publicados).

Assim, o presente trabalho buscou desenvolver nanoemulsdes com o0leos
essenciais de Lippia insignis e Lippia lasiocalycina, de modo a possibilitar o uso desses
6leos essenciais na agricultura, avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das
nanoemulsdes, bem como realizar os testes in vitro para determinar atividade das

nanoemulsdes contra a C. capitata.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Material vegetal

Partes aéreas de L. insignis Moldenke (HUEFS 2432189, SISGEN Cadastro n°
A1C1DEB) e L. lasiocalycina Cham. (HUEFS 240988, SISGEN Cadastro n°
A1C1DEB) foram coletadas durante a manhd, em Junho de 2018, em plantas floridas e
mantidas sob cultivo no Horto Florestal (12°16'10.3"S 38°56'18.8"W), na cidade de
Feira de Santana, a 234 metros acima do nivel do mar, com temperatura média anual de
24 ° C e uma taxa de precipitacdo média de 848mm por ano. O material foi selecionado,
excluindo as folhas secas ou aquelas que pareciam estar doentes. As plantas foram secas
a temperatura ambiente até peso constante.

A extragdo e andlise dos dleos essenciais foram realizadas no Laboratorio de
Quimica de Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON) da Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS). Na extracdo dos 6leos, 100 g de folhas secas de cada espécie
foram trituradas em liquidificador com agua destilada e, em seguida, adicionadas em
baldo de vidro contendo agua destilada em volume suficiente para cobertura total do
material vegetal. O método de extracdo foi por hidrodestilacdo, utilizando-se o aparelho
de Clevenger, acoplados a bales de vidro, que foram aquecidos por mantas térmicas
elétricas com termostato. A extracdo foi conduzida durante 3 horas, contadas a partir da
condensacdo da primeira gota. Apos a extracao foi adicionado ao 6leo o sulfato de sodio
anidro para eliminacdo da &gua residual. Posteriormente, com 0 uso da pipeta do tipo
Pasteur, o 6leo foi coletado e acondicionado em frascos de vidros, etiquetados e
armazenados em congelador comercial a -23°C até a realizacdo da analise quimica e dos
testes biologicos (BISPO et al., 2016).
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Para analise da composicdo quimica dos Oleos essenciais utilizou-se a
cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotémetro de massas (CG/EM). Amostras dos
OE (0.02 g) foram previamente diluidos em 1 ml de diclorometano. As analises foram
realizadas em Cromatografo Shimadzu® GC-2010 acoplado ao Espectrémetro de
Massa Shimadzu® CG / MS-QP 2010, coluna capilar DB-5ms (30 m x 0,25 mm),
micrometros com espessura de 0,25 pum, temperatura do injetor de 220 ° C, gas
carreador de hélio (1 mL.min-1), temperatura da interface e fonte de ionizacao 240 ° C,
energia de ionizacdo 70 eV, corrente de ionizagdo 0,7 kV, com o programa de
temperatura do forno 60-240°C a 3 -C min— 1 mantido a 240°C por 20 min, corrida
total de 60 minutos. 1uL. das amostras foram injetadas automaticamente, uma razao de
divisdo da amostra de 1: 100.

A identificagdo dos compostos foi realizada comparando-se os indices analiticos
(Al) com a literatura (ADAMS, 2007) e com o0s dados espectrais de massa de padroes
auténticos, bem como comparando os mesmos dados com uma biblioteca espectral
(NIST 11). Os resultados finais foram expressos em porcentagem relativa de cada

composto, calculada pela normalizacdo de cada area de pico cromatogréafico.

4.2.2 Preparo das nanoemulsdes

O preparo das emulsdes foi realizado no Laboratério de Nanotecnologia
Farmacéutica (LNFarm) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O método
utilizado para emulsificar os OEs foi ultrassom, o emulsificante utilizado foi o Tween
80 (Polissorbato 80; Monoleato de Sorbitano PEG20, HLB=15), As concentra¢des
foram testadas e as caracteristicas monitoradas através de parametros macroscopicos,
como cor, aspecto visual, separacdo de fases e fisico-quimicos, como turbidez e
tamanho da particula.

As nanoemulsdes dos 0leos essenciais em agua foram formuladas adicionando-
se agua a fase organica, que consistiu de dleo essenciale um surfactante ndo iénico
(Tween 80). Estes foram misturados em proporcdes de 1: 2 e 1: 1. A emulséo foi
inicialmente misturada com um agitador magnético a 140 rpm sob temperatura
ambiente durante 20 minutos. Esta solugdo foi entdo submetida a um método de alta
energia, sonda de wultrassom a uma frequéncia de 20 kHz com 750 W
(Sonics&Materials, Inc., Newtown, EUA) com a ponta da haste medindo 13 mm de

didmetro. As emulsbes foram sonicadas a temperatura ambiente por 10 min, em que
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cada ciclo consiste de 30 segundos ativos de pulsos e 1 segundo sem pulso. Os tubos
foram mantidos em banho de gelo durante todo o periodo de sonicacdo para neutralizar
o efeito do calor gerado (KHAN et at., 2018).

4.2.3 Caracterizacdo das nanoemulsdes

Foram quantificados o tamanho das goticulas, Indice de Polidispersdo e
Potencial Zeta. O didmetro das particulas, o indice de polidispersividade e o potencial
zeta foram determinados no aparelho MALVERN ZETASIZER (modelo ZS),
temperatura constante de 25°C, em triplicata. As amostras foram diluidas em agua
deionizada em 1:100 (v/v).

Os tamanhos de gotas de 6leo foram analisados por espalhamento dindmico de
luz utilizando um Analisador de Distribuicdo de Tamanho de Particula por Difracdo a
Laser. O aparelho € equipado com um laser de 4 mW HeNe (633 nm), célula de
medicdo, fotomultiplicador e correlator. Antes da medigdo, as amostras foram diluidas
(1: 400) num ultrafiltrado de &gua destilada e colocadas em cubetas de 10 mm de
didametro. Usando uma avalanche de detector de fotodiodos ajustada a 25 ° C, mediu-se
a intensidade de dispersdo a um angulo de 173 ° em relacdo a fonte. As funcdes de auto
correlagdo de intensidade foram analisadas pelo Algoritmo de Finalidade Geral
(integrado no software) para determinar a distribuicdo do coeficiente de difusdo de
translacdo das particulas, DT (m2 s-1). O parametro DT e o raio hidrodindmico (Rh) das
particulas estdo relacionados através da equacdo de Stokes-Einstein: DT = kBT /
6mmRh. Na dispersdo, as particulas movem-se em um movimento Brownian aleatorio
constante, assim como a intensidade da luz dispersada flutuando em fungéo do tempo.
Por conseguinte, as dimensdes das goticulas sdo medidas com base na fungdo de
correlacdo estabelecida pelo software de tecnologia de dispersdo (DTS). O indice de
refraccdo (RI) e a absorbancia foram ajustados respectivamente a 25 ° C e as medicdes

foram repetidas cinco vezes.

4.2.4 Ensaio toxicidade OE contra C. Capitata

4.2.4.1 Efeito de contato em adultos

Este ensaio teve por finalidade reproduzir a presenca do pesticida em campo,

quando o mesmo for aplicado nos pomares. Atividade toxica das nanoemulsdes contra
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moscas adultas com 3 a 5 dias de vida, assexuadas foi determinada utilizando a técnica
de papel filtro impregnado, desenvolvido por Dorla (2017) e Palacios (2009), com
modificagbes. Um pedaco de papel de filtro foi embebido em 1 mL da nanoemulsdo 1%
e da solugdo de 0leo essencial a 1% (controle positivo) e apos evaporacdo, dez moscas
de ambos os sexos com idade de 3-5 dias, foram colocados em recipientes plasticos de
250 mL aerados, cobertos com tecido do tipo “fil6”, que permite ventilagao (Figura 8),
com agua e comida ad libitum.

Como controle negativo foi utilizado o emulsificante Tween 80 1% e com agua
destilada. O ensaio foi mantido a 25 + 1 ° C e fotoperiodo natural (12h de luz e 12h
escuro). Cada teste foi replicado cinco vezes e a mortalidade em cada grupo foi
verificada em 24, 48 e 72 horas, considerando mortos 0s animais sem resposta ao toque.

Figura 8. Experimento de toxicidade por contato de nanoemulsdes de 6leos essenciais de Lippia
lasiocalycina Cham. eLippia insignis Moldenke contra Ceratitis capitata (Wiedemann)(Diptera
Tephritidae). Feira de Santana. A e B. Prote¢do contra outros insetos. C,D E. Gaiolas confeccionadas
mostrando detalhes da cobertura, alimentacéo e papel filtro.
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4.2.4.2 Efeito de contato em larvas e pupas

Pupas com idade entre 5 e 8 dias e larvas terceiro instar foram acondicionadas
em gaiolas confeccionadas com plastico de poliestireno com capacidade para 250 mL,
capa parcela foi pulverizada com 500uL das formulacBes a 1%, nanoemulsdes e Gleo
essencial (controle positivo), emulsificante Tween 80 1% e agua destilada (controle
negativo). Foi entdo adicionado vermiculita e fechado com tecido tipo “fil6” na sua
parte superior e mantidas em condi¢6es naturais. Cada unidade amostral foi constituida
de 20 larvas no terceiro instar e com cinco repeticdes, 0 mesmo para as pupas com
idades entre cinco e oito dias. A avaliacdo das larvas e pupas foi realizada apos sete dias
da instalacdo do experimento. Para as larvas, foram avaliados o percentual de pupas
formadas bem como analise de adultos invidveis e para pupas o percentual de adultos
emergidos e de adultos com defeito (apresentavam deficiéncia nas asas, que mantiveram
a casca da pupa presa ou qualquer outro tipo de anomalia).

A mortalidade foi corrigida de acordo com a formula de Abbott (1925), descrita

a sequir:
e — (Mo — %MD x 100 )
100 — %Mt
Em que:
Mc mortalidade corrigida;
Mo mortalidade observada;
Mt mortalidade da testemunha.

Os dados de mortalidade corrigida foram submetidos a anélise de variancia e as

médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3 Resultados e Discussdo

4.3.1 Rendimento e Composi¢do dos 6leos essenciais

Os resultados da extracdo de OE de L. insignis tiveram um rendimento médio de
2.39 + 0.14 e para L. lasiocalycina média de rendimento de 1.11 + 0.03. Na analise da
composi¢do dos 6leos essenciais, para L. insignis os compostos majoritarios foram E-
ocimenona (23.54+0.2%), limoneno (14.12+0.37%), B-mirceno (12.97+0.17%) e p-

cimeno (13.67+£0.31%) (Tabela 9). Para a espécie L. lasiocalycina os constituintes
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majoritariosforam B-mirceno (24.60 +0.98%) e E-ocimenona (32.98 + 1.81%) (Tabela

9). Esses valores estdo de acordo com os achados por Bispo et al. (2016).
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Tabela 9. Porcentagem dos constituintes encontrados nos 6leos essenciais de folhas de Lippia insignis
Moldenke e Lippia lasiocalycina Cham. Feira de Santana-BA, 2019.

Composto A A L. insignis L. lasiocalycina
Média + DP Média + DP
a-tujeno 924 928 027 = 0.02 028 + 001
a-pineno 932 937 023 + 001 020 + 007
Sabineno 969 977 015 + 0.01 091 = 0.05
B-mirceno 988 992 1297 + 017 2461 = 0.98
a-terpineno 1014 1022 0.81 + 0.02 0.88 + 0.08
p-cimeno 1020 1031 13.67 + 031 564 + 0.14
Limoneno 1024 1034 1412 = 037 0.28 + 0.05
“1-B-ocimeno 1032 1038 0.14 + 0.01
I-B-ocimeno 1044 1049 1.15 + 0.01 0.85 + 0.04
I-terpineno 1054 1063 273 + 0.04 3.86 + 0.57
Linalol 1095 1107 417 = 0.09 141 £ 005
Ipsdienol 1140 1150 0.84 + 0.04 —
Mircenona 1145 1156 9.00 + 0.06 4.16 + 021
terpinen-4-ol 1174 1192 0.15 + 0.04
a-terpineol 1186 1204 0.58 + 0.02
Z-ocimenona 1226 1242 7.94 + 0.05 3.31 + 022
E-ocimenona 1235 1250 23.54 + 0.20 32.99 + 1.82
Timol 1289 1303 025 + 0.01 279 £ 172
Carvacrol 1298 1312 Tracos
Piperitenona 1340 1356 0.15 + 0.02
a-Copaeno 1374 1381 0.17 + 0.02
B-elemeno 1389 1395 0.12 + 0.02
E-cariofileno 1417 1427 0.93 + 0.05 3.06 + 034
a-guaieno 1437 1441 1.77 + 025
a-humuleno 1452 1464 0.22 + 0.03 1.11 + 0.0
germacreno D 1484 1489 0.67 + 0.02 0.30 + 0.05
biciclogermacreno 1500 1504 0.51 + 0.02
a-bulneseno 1509 1509 0.69 + 0.06
Espatulenol 1577 1590 1.47 + 0.06 1.45 + 0.06
oOxido de cariofileno 1582 1595 0.27 +  0.02 1.91 + 0.13
Total de compostos identificados 96.63 + 037 93.03 + 0.33

IAiit - Indice Analitico da literatura; 1A - Indice Analitico calculado de acordo com padrdo
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4.3.2 Preparo das nanoemulsdes

A triagem inicial da produgdo dos sistemas coloidais foi realizada usando
diferentes razdes tensoativo/0leo essencial. Amostras com proporcao tensoativo/éleo
essencial maior que 2 apresentaram aspecto macroscopico branco/turvo, caracteristico
de sistema com tamanho de goticula superior a 150nm. Portanto, as formulacgdes finais
foram produzidas usando proporcdo 1:1 tensoativo: Oleo essencial. As duas
microemulsbes produzidas apresentaram aspecto amarelo transparente (Figura 9)
tamanho nanométrico (44,5 — 47,4 nm), com baixo indice de polidispersao (0,162 —
0,174) e carga de superficie negativa (-8,6 - -9,1 mV) (Tabela 10).

Tabela 10. Caracteristicas das emulsfes obtidas a partir de dleos essenciais das espécies de Lippia
insignis Moldenke e Lippia lasiocalycina Cham.Feira de Santana, 2019.

Microemulsdo Aspecto macroscopico Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
L. lasiocalycina Transparente 445+ 1,3 0,162 -86+16
L. insignis Transparente 47,4+ 1,2 0,174 -9,1+£0,9

Figura 9. Microemulséo obtidas a partir do éleo essencial Lippia insignis Moldenke (A) e Lippia

lasiocalycina Cham. (B) com razes tensoativo/dleo essencial 1:1.Feira de Santana, 2019.

O indice de polidispersdo indica a qualidade da separacdo dos globulos da
formulacdo medida pela distribuicdo dos diametros dos glébulos, podendo variar de 0,1
a 1,0. Valores mais proximos de 1,0 indicam sistema heterogéneo, com didmetros
distintos das particulas em suspensdo (JAFARI et al., 2008; KLANG, et al., 2012).
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Portanto, os baixos valores de PDI e mais proximos de 0,2 demonstram que estas
apresentaram boa homogeneidade granulométrica.

O potencial Zeta tem influéncia direta sobre a estabilidade da emulsédo, através
da avaliagdo do grau da repulsdo ou da atragdo eletrostatica ou ainda das cargas entre
particulas. Valores entre 30 mV e -30 mV indicam que a emulsdo pode sofrer
floculacdo, pois quanto maior a repulsdo, maior a estabilizacdo eletroestatica para
manter a repulsdo dos glébulos e evitar separacdo de fases. Essas caracteristicas indicam
que a formulacdo pode ter maior tempo de prateleira mantendo a composi¢ao quimica e
atividade dos compostos.

Gonzalez et al. (2014), testaram nanoparticulas formadas com 6leo essencial de
geranio e bergamota e polietilenoglicol 600 (10%), contra dois insetos que atacam de
cereais armazenados Triboliumcastaneum (H.) e Rhyzoperthadominica (Fabr.). Foram
realizados teste de contato e os resultados mostram que as nanoparticulas aumentaram a
eficiéncia dos 6leos e inibiram degradacédo didmetro médio <235 nm (PDI <0,280) As
nanoparticulas produziram toxicidade de contato durante 16 e 12 semanas, enquanto 0s
OEs isoladamente produziram toxicidade apenas por 4 e 2 semanas, respectivamente,
para geranio e bergamota. As nanoformulagdes tém a capacidade de produzir efeitos
prolongados devido a liberacdo gradativa dos ativos encapsulado.

Nanoemulsdes de oOleo essencial de Citrus sinensis (laranja) e polisorbato 80,
também produzidas com agitacdo magnética seguida de ultrassom a frequéncia de 20
kHz por 10 min, com ciclos de 30 s de pulsos 1 s de pausa. Produzindo nanoemulsao
com tamanho de goticula de 20 a 30 nme o indice de polidispersdo foi menor que 0.2. A
formulacdo foi testada contra Saccharomycescerevisia para efeito anti-levedura, tanto
em meio de cultura, quanto em suco de macd. Os resultados mostram que além de
efetivas e estaveis as formulacBes fizeram com que as leveduras comegassem a perder
viabilidade com 30 minutos de contato, resultando em 100% inviaveis em 24h
(SUGUMAR et al., 2016).

Ge e Ge (2016) apresentaram lipossomas preparados com o6leo essencial
Melaleucaalternifolia e Tween 80 e seus efeitos antimicrobianos contra trés cepas,
Staphylococcus aureus (bactéria Gram-positiva), Escherichia coli (bactéria Gram-
negativa) e Candida albicans (fungo). As formulacBes com caracteristicas
nanometricas: tamanho de particula (75 nm), indice de polidispersao (0.123) e potencial
zeta (-7.45 mV) foram mais eficientes contra os microrganismos testados do que o OE

nédo encapsulado.
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4.3.3 Ensaios de Toxicidade

Os ensaios realizados em individuos de C. capitata em fase adulta mostram
efeito significativo dos OEs e das nanoemulsdes das espécies Lippia insignis e Lippia
lasiocalycina a partir das primeiras 24h, promovendo morte de quase 50% das moscas
(Tabela 11), aumentando significativamente nas avaliacGes realizadas apos 48 e 72h. As
nanoemulsdes apresentaram efeitos superiores em relacdo aos OEs apenas na avaliacdo

realizada apos 24h.

Tabela 11. Taxa de mortalidade de Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) frente a
nanoemulsdes obtidas a partir de dleos essenciais de Lippia insignis Moldenke e Lippia lasiocalycina
Cham. Feira de Santana, 2019.

% de mortalidade de adultos a 1%

Tratamento

24h 48h 72h
Nano OE L. insignis 48,0bA 50,0bA 56,0 aA
OE L. insignis 30,0bB 50,0aA 50,0aA
Nano OE L. lasiocalycina 46,0bA 48,0bA 54,0aA
OEL. Lasiocalycina 24,0 bC 50,0aA 50,0aA

Controle (agua) 0,0 0,0 0,0

Controle (agua e Tween) 0,0 0,0 0,0
CV (%) 10,68% 8,42% 12,19%

Meédias seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.
Letra mailscula para coluna e minuscula para linha.

Os valores do coeficiente de variacdo (CV) ocuparam intervalo de 8,42 a
12,29%, indicando elevado controle experimental e maior sensibilidade aos testes de
média (PIMENTEL-GOMES, 2009).

As nanoemulsfes a 1% ndo apresentaram efeito sobre pupas, considerando a
emergéncia e a viabilidade dos adultos, sugerindo que é preciso uma concentracdo mais
elevada para conseguir impedir a emergéncia. Oviedo et al. (2017) testaram o efeito
inseticida dos 6leos essenciais de Baccharisdracunculifoliae Pinus elliottiia 8% frente a
pupas de C. capitata e os resultados mostram que os 6leos foram eficazes, conseguindo
inibir 100% de emergéncia. Os compostos majoritarios foram [-pineno (22.69%) e

limoneno (19.07%) para Baccharisdracunculifolia e a-pineno (39.25%) e B-pineno
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(34.79%) para Pinus elliottii. Assim, acredita-se que sejam necessarias concentracfes
mais elevadas de OE para conseguir efeito sobre pupas.

Outro estudo verificou o efeito de Oleos essenciais e nanoemulsGes como
inseticida contra pragas pos-colheita de gréos, utilizando o método de fumigagdo. Os
autores verificaram que o 6leo essencial de Ageratumconyzoides apresentou atividade
contra adultos de Callosobruchusmaculatus (besouro do caupi) com LC50s variando de
19,2 a 77,8 ml / | de ar, enquanto as nanoemulsdes (48.6 €136.3 nm) apresentaram
LC50s de 4,5a24,3ml/lar (NENAAH, IBRAHIM e AL-ASSIUTY, 2015).

Considerando a mortalidade de larvas no terceiro instar, apds tratamento com
solucdes de OE de L. insignis e L. lasiocalycina e nanoemulsdes a 1%, observou-se
apenas 32% de emergéncia, enquanto com OE de promoveu 61%, para L. Insignis
(Tabela 12). Para L. lasiocalycina verificou-se 59% de emergéncia e, destes, 50% eram
invidveis, enquanto o OE possibilitou 78% de emergéncia. J& nos controles negativos
verificou-se emergéncia de mais de 90% (Tabela 12). Esses resultados indicam a maior
eficiéncia das nanoemulsdes frente a larvas terceiro instar, consequéncia do aumento da
polaridade, fazendo com que seja mais facil os OEs serem absorvidos pelas larvas.
Foram observados efeitos subletais como asas grudadas no dorso, ndo emergéncia total,

com parte da casca da pupa ainda acoplada ao corpo, tornando adultos inviaveis.

Tabela 12. Taxa de emergéncia de larvas em terceiro instar de Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera:
Tephritidae) frente a nanoemulsdes obtidas a partir de 6leos essenciais de Lippia insignis Moldenke e
Lippia lasiocalycina Cham. Feira de Santana, 2019.

Formulacéo a 1% Taxa emergéncia (%) Adultos viaveis (%)
Nano OE L. insignis 32,00 A 50,00 A
OE L. insignis 61,008 100,00 B
Nano OE L. lasiocalycina 59,00 B 50,00 A
OEL. Lasiocalycina 78,00 C 100,00 B
Controle (agua) 95,00 D 100,00 B
Controle (agua e Tween) 90,00 D 100,00 B

CV (%) 33%

Medias seguidas por letras distintas, comparando em coluna, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a
5% de significancia.

Duarte et al. (2015) avaliaram a atividade larvicida de nanoemulsdo de oleo
essencial de Rosmarinus officinalis L. a 5%, preparada com surfactante ndo i6nico
polisorbato 20. Os testes foram realizados contra larvas de Aedes aegypti e verificaram

90% de mortalidade com 48h. A nanoemulsao apresentou diametro inferior a 200 nm e
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PDI —-0.6351. Outro estudo determinou a eficacia larvcida de nanoemulsdo contendo
0leo essencial de Mentha longifolialL. contra EphestiakuehniellaZeller (Lepidoptera:
Pyralidae), traga de farinha. Os autores verificaram LC50 de21352 ppm para OE
enquanto que para nanoemulsdo foi de 14068 ppm. A nanoemulsdo com tamanho de
particulas 234 nm foi mais efetiva e teve maior durabilidade(LOUNI, SHAKARAMI,
NEGAHBAN, 2018).

As nanoemulsdes sdo uma solucdo vidvel para reduzir as dificuldades
encontradas para uso de O6leos essenciais como biopesticidas, pois aumentam a
permanéncia, a estabilidade e a biodisponibilidade desses 6leos. Permitindo assim atuar

também em organismos com barreiras mais hidrofilicas, como larvas de insetos.

4.4 Conclusao

As nanoemulsdes obtidas a partir de 6leos essenciais de Lippia insignis e Lippia
lasiocalycina, com Tween® como surfactante e usando ultrassom apresentam-se
promissoras no controle da mosca do mediterraneo. As nanoemulsdes apresentam
caracteristicas fisico-quimicas desejaveis para se alcancar maior atividade e
estabilidade, possibilitando o uso desses 6leos essenciais na agricultura. Os testes de
atividade de toxicidade de contato contra mosca do mediterraneo apresentaram efeito

toxico acima de 50% em adultos e larvas, mesmo em baixa concentracdo (1%).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir do presente trabalho conclui-se que as nanoemulsdes obtidas a partir dos
6leos essenciais de Lippia insignis e Lippia lasiocalycina sdo promissores para controle
de adultos e larvas da mosca do mediterraneo. O estudo destaca a importancia de buscar
formulagBes mais eficientes, que permitam estabilizacdo dos Oleos e possibilitem a
comercializacdo para uso como defensivo agricola. Assim, faz-se necessario dar
continuidade a essas pesquisas para obtencdo de biopesticidas advindos de recursos
naturais.

Os resultados alcancados, além de contribuir para a reducdo do uso de
agrotoxicos que impedem o comércio internacional da fruticultura, com melhoria da
qualidade das frutas e menor impacto ambiental, estimulardo o cultivo e exploragdo
sustentavel de duas espécies aromaticas nativas (Lippia insignis Moldenke e Lippia
lasiocalycina Cham), adaptadas ao semiarido, criando novas oportunidades de renda
para 0s agricultores regionais.

Para viabilizar a comercializacdo desses biopesticidas, é necessidade buscar
parcerias com industrias que possam financiar pesquisas aplicadas e distribuicao para os

grandes, médios e pequenos produtores de frutas do Brasil.



