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APRESENTACAO

A Colecdo “A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel’
apresenta artigos de pesquisa na area de quimica e que envolvem conceitos de
sustentabilidade, tecnologia, ensino e ciéncias naturais. A obra contem 69 artigos,
que estao distribuidos em 3 volumes. No volume 1 sdo apresentados 29 capitulos
sobre aplicacbes e desenvolvimentos de materiais adsorventes sustentaveis e
polimeros biodegradaveis; o volume 2 retine 20 capitulos sobre o desenvolvimento
de materiais alternativos para tratamento de agua e efluentes e propostas didaticas
para ensino das tematicas em questao. No volume 3 estdo compilados 20 capitulos
que incluem artigos sobre 6leos essenciais, produtos naturais e diferentes tipos de
combustiveis.

Os objetivos principais da presente cole¢cdo s@o apresentar aos leitores
diferentes aspectos das aplicagcbes e pesquisas de quimica e de suas areas correlatas
no desenvolvimento de tecnologias e materiais que promovam a sustentabilidade e
0 ensino de quimica de forma transversal e ludica.

Os artigos constituintes da colecdo podem ser utilizados para o
desenvolvimento de projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até
mesmo para a atualizagcdo do estado da arte nas areas de adsorventes, polimeros,
andlise e tratamento de agua e efluentes, propostas didaticas para ensino de
quimica, 6leos essenciais, produtos naturais e combustiveis.

Apés esta apresentagéo, convido os leitores a apreciarem e consultarem,
sempre que necessario, a colegdo “A Quimica nas areas natural, tecnologica e
Sustentavel”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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RESUMO: O uso irresponsavel de agrotoxicos

A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel 3

impacta negativamente o meio ambiente,
0s animais e a saude humana. A agricultura
organica e/ou livre de agrotoxicos € uma
alternativa aos meios de producdo que se
apropriam de insumos sintéticos e agrotoxicos
para a producdo e protecdo das culturas. O
presente trabalho descreve 0 método quimico de
protecéo de sementes baseado em um produto
natural para a protecdo de sementes e graos
de feijao. O objetivo consistiu em verificar o
efeito protetor do 6leo essencial de capim-liméao
(Cymbopogon citratus DC, Stapf) frente ao inseto
praga caruncho do feijao-caupi (Callosobruchus
maculatus Fab.), o efeito residual protetor ao
longo do tempo e o efeito sobre a germinacao de
sementes de feijao (Vigna unguiculata L., Walp.),
assim como, a atividade antifngica in vitro sobre
fungos de armazenamento (Fusarium spp.,
Colletrochium spp, Aspergillus spp. e Penicillium
spp). Os resultados mostraram que as sementes
revestidas com o oOleo essencial de capim
lim&o inibe o ciclo reprodutivo do inseto praga,
principalmente até 90 dias de armazenadas as
sementes. O 6leo essencial ndo interferiu na
germinagéo das sementes e foi observado efeito
antifingico do 6leo em testes in vitro contra
todos os fungos testados. O 6leo essencial de
capim limdo apresenta potencial aplicagdo para
a protecdo de sementes contra o inseto pragas e
fungos de armazenamento.
PALAVRAS-CHAVE: Capim
essencial, atividade biologica.

limao, 6leo
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LEMONGRASS ESSENTIAL OIL: STRATEGY FOR PROTECTING SEEDS
AND GRAINS AIMING AT ORGANIC AGRICULTURE

ABSTRACT: The irresponsible pesticides uses has a negative impact on the
environment, animals and human health. The organic farming and/or free pesticide is
an alternative to means of production that uses synthetic compounds and pesticides for
the production and crop protection. The present work describes the chemical method of
seed protection based on a natural product for the protection of bean seeds and grains.
The objective was to verify the lemongrass essential oil protective effect (Cymbopogon
citratus DC, Stapf) against the cowpea pest insect (Callosobruchus maculatus Fab.),
the residual protective effect over time and the effect on the bean seeds germination
(Vigna unguiculata L., Walp.), as well as the in vitro antifungal activity on storage fungi
(Fusarium spp., Colletrochium spp, Aspergillus spp. and Penicillium spp). The results
show that seeds coated with the lemongrass essential oil inhibits the insect pest
reproductive cycle, especially up to 90 days of stored seeds. The essential oil did not
interfere in the seed germination and an essential oil antifungal effect was observed
in in vitro tests against all tested fungi. The lemongrass essential oil has a potential
application for protecting seeds against insect pests and storage fungi.

KEYWORDS: Lemongrass, essential oil, biological activity.

11 INTRODUGAO

Cabe ao engenheiro agronomo desenvolver solu¢des aos diversos problemas
relativos a agricultura e aos impactos dessa atividade econémica fundamental a
sobrevivéncia da populacdo. Ndo sdo poucos 0s impactos da atividade agricola
sobre o meio ambiente. Neste contexto, a utilizagéo irresponsavel de produtos
quimicos sintéticos produzidos a partir de matrizes fosseis para o controle sanitario
de pragas e doengas, chamados popularmente de agrotéxicos, tem sido responsavel
por intoxicagdes e contaminac¢des de pessoas, animais e dos recursos hidricos (AL
NAGGAR et al., 2015; KIM; KABIR; JAHAN, 2017; MAHMOOD et al., 2016; WAGNER
et al., 2014). O Brasil de hoje tem sido um péssimo exemplo no que diz respeito
a certificacéo/liberacéo e a fiscalizacdo do uso dessas substéncias sintéticas na
agricultura (HADDAD et al., 2019; MOSMANN; ALBUQUERQUE; BARBIERI, 2019).

A revolucao verde foi um movimento cientifico e governamental que teve
inicio em 1940 com a finalidade de promover a¢des que levassem ao aumento da
produtividade agricultura, baseados em melhoramento vegetal, fertilizacdo, manejo
do solo e controle de pragas e doencas, que teve a pretensdo de acabar com a
fome no planeta (DUTRA; SOUZA, 2017; NUNES; DIAS; SILVA, 2018; SERRA et
al., 2016). A agricultura orgéanica tem se apresentado em antagonismo aos sistemas
produtivos que se destacaram apés a revolugédo verde, adotando no seu sistema
produtivo tecnologias e praticas livres de substancias sintéticas, para o controle de
doencas e pragas (EHLERS, 2017; WEZEL et al., 2014).
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A aplicacdo de substancias naturais, incluindo os 6leos essenciais, tem
sido amplamente estudada e os resultados, de modo geral, fundamentaram um
crescente nimero de artigos cientificos e de patentes para o controle de insetos
em ambiente doméstico e de pragas agricolas (REGNAULT-ROGER; VINCENT;
ARNASON, 2012). O 6leo essencial € um produto natural, uma mistura complexa de
substéancias, obtido das plantas por técnicas especificas que envolvem a destilacéo
com vapor de 4gua ou a expressao de epicarpo de frutos citricos (1ISO-9235, 2013).

Diferentes grupos de pesquisa vém trabalhando intensamente para
compreender como o0s 6leos essenciais afetam o metabolismo e a fisiologia dos
insetos (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010; ALVES et al., 2019). Os trabalhos tém
inicio com a observacgéao do efeito do 6leo essencial sobre o ciclo e 0 comportamento
sexual dos insetos, depois avalia-se como isso afeta o metabolismo e se os
resultados sédo coerentes com aqueles observados durante o ciclo de vida do
inseto Com base nos resultados experimentais surgem as propostas de aplicagbes
tecnologicas, as quais necessitam de validacao experimental em escala laboratorial
e de campo (Figura 1).

. Novos adultos.
Janela

’ [ pupal

| EFEITO DO OLEO ESSENCIAL SOBRE O CICLO |

REPRODUTIVO E O METABOLISMO

Enzimas de Perfil Expressao
biotransformacio metabdlico genica

APLICACAO
TECNOLOGICA

Figura 1. A avaliagéo do efeito do 6leo essencial de capim limao é baseada em alguns
aspectos do ciclo reprodutivo do caruncho do feijao-caupi, como a mortalidade de
insetos adultos, postura de ovos e surgimento de novos adultos apds os estagios

larvais no interior do gréo, assim com, sobre o metabolismo. Quando os resultados
séo promissores as propostas de novas tecnologias sdo implementadas e testadas em
escalas laboratoriais e de campo.
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No presente trabalho, propomos a protecéo de sementes de feijdo revestidos
com 0leo essencial de capim-liméo (Cymbopogon citratus) que se mostrou eficiente
em controlar o ciclo reprodutivo do caruncho do feijao-caupi (Callosobruchus
maculatus). O capim-lim&o é uma espécie cosmopolita originaria do sudeste asiatico
e de facil cultivo, portanto, € uma matéria prima vegetal de facil obtencéo para a
extracdo de Oleo essencial. O 6leo essencial, por sua vez, é obtido facilmente
por hidrodestilagdo, pode ser realizada em qualquer propriedade agricola e se
apresenta como um produto rico em citral, que é a principal substancia que confere
propriedades biologicas ao 6leo essencial. O citral € uma mistura de dois isbmeros,
neral e geranial, monoterpenos oxigenados, que normalmente constituem 70% do
o6leo essencial de capim-liméao.

A metodologia proposta neste trabalho ndo envolve o uso de solventes
derivados do petréleo, nem produtos sintéticos. O modelo metodolégico aplicado
em escala laboratorial tem como premissa o efeito bioldgico do 6leo essencial de
capim lim&o sobre doencas e pragas, e tem inicio no revestimento de sementes de
feijao-caupi com 6 6leo essencial de capim-limao, em seguida, a avaliagéo do efeito
residual protetor ao longo de 180 dias frente a infestacdo com o inseto praga do
feijdo-caupi, C. maculatus, e a anélise quimica do residuo de 6leo essencial sobre a
superficie das sementes ao longo de 180 dias (Figura 2).

Revestimento das sementes Armazenamento das
com o6leo essencial (0.E.) sementes por até 180 dias

aQ =

Anélise do residuo de citral
na superficie da semente

Geranial Avaliagdo do tempo de
[ o protecio das sementes

Figura 2. A verificagdo do efeito residual protetor do 6leo essencial de capim limao
em escala laboratorial. As sementes séo revestidas e armazenadas e o efeito residual
protetor avaliado em diferentes tempos de armazenamento, com base no ciclo
reprodutivo do inseto. Também, verifica-se a presenca de residuos quimicos do 6leo
essencial na superficie das sementes apds diferentes tempos de armazenamento.
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Também, verificou-se o efeito inibitorio in vitro do 6leo essencial de capim-
lim&o sobre os fungos Fusariumspp., Colletrochiumspp, Aspergillus spp. e Penicillium
spp. Estes fungos s&o comumente encontrados em sementes e graos armazenados
e em condi¢bes inadequadas de armazenamento podem se disseminar, provocar
mofos ou bolores e no caso de sementes, prejudicar a formagdo de plantulas
saudaveis. Também foi avaliado se o 6leo essencial apresenta qualquer efeito sobre
a emergéncia (germinagcdo em areia) e o desenvolvimento de plantulas de feijao
(Vigna unguiculata), previamente revestidas com o éleo essencial de capim liméo.

21 METODOLOGIA

2.1 Obtencéo do 6leo essencial

O 6leo essencial da espécie Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (Poaceae) foi
extraido a partir de folhas secas por hidrodestilacdo em processo continuo com
aparelho de Clevenger. O 6leo essencial foi separado por diferenca de fase e seco
com sulfato de sodio anidro. Foram realizadas sucessivas extragoes, nas mesmas
condicbes, até a obtencédo de aproximadamente 20 mL de 6leo essencial. Para
conservagao do 6leo essencial ele foi acondicionado em frasco ambar, protegido
da luz e umidade, hermeticamente fechado, conservados em freezer -20°C até o

momento de seu uso.

2.2 Analise quimica do dleo essencial

A analise foi realizada em um CG Hewlett-Packard 5890 Il (Palo Alto, EUA)
equipado com um detector de ionizagdo de chama (DIC), e um injetor split/splitless
com relacdo de separacéo de 1:20 com o objetivo de separar as substéncias do 6leo
essencial e quantifica-las. As substéancias foram separadas numa coluna capilar de
silica fundida com 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym).
As temperaturas do forno, injetor e detector foram programadas conforme relatado
por ADAMS (2007). O gés transportador utilizado foi He (1 mL / min). O volume
injetado foi de 1 pyl a uma razéo de divisdo de 1:20. A percentagem de compostos
de 6leo essencial foi calculada a partir da area relativa de cada pico analisado pelo
FID. A caracterizagé@o quimica foi realizada em um CG acoplado a um espectrometro
de massas, modelo QP-2010 Plus (Shimadzu, Japao). O fluxo de gas de arraste,
a coluna capilar e as condi¢des de temperatura para a analise de CG/EM foram
0s mesmos descritos para CG/DIC e relatados por ADAMS (2007). As condicdes
operacionais do espectrometro de massa foram: tensdo de ionizagcdo de 70 eV,
faixa de massa de 40-400 m/z e 0,5 de varredura/s. Os indices de retenc&o dos
compostos foram calculados com base na co-inje¢cdo de amostras com uma mistura
de hidrocarbonetos C8-C20, conforme relatado por VAN DEN DOOL; DEC. KRATZ
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(1963). Constituintes foram identificados por comparacdo de seus espectros de
massa com a biblioteca (NIST, 2008) e com aqueles relatados por ADAMS (2007).

2.3 Revestimento da semente com 6leo essencial

Foi preparado 25 mL de solugdo de 6leo essencial diluidos em etanol
a 0,1%. A solugéo foi utilizada para revestir 30 g de sementes de feijao-caupi
(aproximadamente 150 sementes). O modo operacional para o revestimento
foi de batelada, sob pressédo negativa até o esgotamento do solvente. O mesmo
procedimento foi realizado para o controle, que nao recebeu o 6leo essencial de
capim-limdo. As sementes revestidas foram armazenadas em frascos de vidro com
tampa em cémara a 7° C (+ 1° C) protegido da luz e umidade, e o efeito residual
protetor do 6leo essencial foi observado em quatro tempos diferentes, por: 7, 30, 90
e 180 dias de armazenamento.

2.4 Ensaio Biolégico contra o inseto C. maculatus

Tubos de 50 mL contendo 30 gréos de feijao-caupi revestidos com Oleo
essencial ou ndo (controle) e 10 insetos saudaveis com dois dias de idade (1:1
fémea/macho) foram utilizados como unidade experimental, com cinco repeticoes
para cada tratamento. Os tubos foram entdo fechados e armazenados em uma
camara a 27° C (= 1° C) e umidade relativa de 65% (+ 5%). A mortalidade e a postura
de ovos foram registradas 48h ap6és a iniciado o teste, em seguida, as tampas foram
removidas e substituidas por uma tela fina e a emergéncia de novos adultos foi

avaliada ap0s 27 dias. O teste foi realizado duas vezes sob as mesmas condigdes.

2.5 Analise quimica do revestimento na semente

As amostras de sementes previamente revestidas e estocadas por 30, 90 e
180 dias foram lavadas com 5 mL de diclorometano, em duplicata, em seguida, a
solucéo foi reduzida a 1 mL sob fluxo constante de N2 gasoso. Por fim, uma aliquota
de 1,0 yL da solugéo foi injetada em um CG Hewlett-Packard 5890 Il (Palo Alto, EUA)
equipado com um detector de ioniza¢do de chama (DIC) e em um CG acoplado a um
espectrémetro de massas, modelo QP-2010 Plus (Shimadzu, Jap&o). O fluxo de gas
de arraste, a coluna capilar e as condi¢coes de temperatura para a anélise de CG/EM
e CG/DIC, assim como a identificagdo das substancias, foram as mesmas descritas
na Analise quimica do 6leo essencial. Foi injetado, nas mesmas condi¢des descritas
anteriormente, 1 ul de solucéo de neral e geranial nas concentracdes de 4,0; 0,4 e
0,04 e 6,0; 0,6 e 0,06 yL/mL, respectivamente como padréo externo para afericdo

da concentragéo de neral e geranial no residuo.

2.6 Inibicao do crescimento fingico — teste de diluicdo em meio BDA

O 6leo essencial de capim-liméo foi diluido em Dimetilsulféxido (DMSO) e
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misturado ao meio de cultura Batata-dextrose-agar (BDA), produzindo concentracao
de 2,0 uL/mL de BDA. Como controle (+) utilizou-se o fungicida Folicur (0,08 pL/
ml) e como controle (-) somente Dimetilsulfoxido (DMSO, 12 pyL/ml) e somente
BDA (testemunha). Em seguida, os meios de culturas foram vertidos para as
placas de Petri, no centro delas inoculados os fungos Fusarium spp., Colletrochium
spp, Aspergillus spp. e Penicillium spp, por fim, incubados por 48 horas a 26° C.
Ap6s 48 horas, as placas foram digitalizadas, e o halo fungico transformado em
area com auxilio do Software Imaged 1.49v (RUEDEN, C.; DIETZ, C.; HORN, M.;
SCHINDELIN, J.; NORTHAN, B.; BERTHOLD, M.; ELICEIRI, 2016) e convertido
para (%) inibicdo do crescimento.

2.7 Germinacéo de feijao-caupi — teste de emergéncia em areia

Sementes orgéanicas de feijao-caupi da variedade Guariba foram adquiridas
na PESAGRO, Seropédica-RJ e revestidas com 0Oleo essencial de capim liméo,
conforme descrito anteriormente. O mesmo procedimento foi realizado para o
controle, que ndo recebeu o 6leo essencial de capim-liméo. Depois, as sementes
foram transferidas para substrato areia e condicionadas em ambiente controlado +
25 °C e a germinacéo avaliada conforme descrito na literatura (BRASIL, 2009).

2.8 Estatistica

Os dados para mortalidade foram corrigidos segundo (ABBOTT, 1925) com
base no controle da mortalidade. As porcentagens para postura de ovos (oviposi¢éao)
e emergéncia de novos adultos foram calculadas pela seguinte formula: P=Tx100/C,
onde P, T e C sdo a porcentagem, a média registrada no grupo tratamento e média
registrada no grupo controle, respectivamente. Os demais dados apresentados
foram expressos como médias aritméticas + erro padrdo, submetidos a ANOVA, as
diferencgas entre as médias determinadas utilizando o teste de Tukey (5%).

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Apenas para efeito de relato o rendimento do 6leo essencial foi de 1,2% (m/m).
As caracteristicas organolépticas do 6leo séo descritas como: cor amarelo ouro, odor
forte e citrico, densidade entorno de 0,89 g/cm?®. A andlise quimica do 6leo essencial
revelou um perfil rico nos isdbmeros neral (34%) e geranial (47%), muito semelhante a
outras descri¢bes na literatura (ANDRADE; ZOGHBI; LIMA, 2009; PINTO et al., 2015).
As substancias mirceno (12%), (2)-isocitral (1%) e (E)-isocitral (2%) também foram
encontradas no 6leo essencial (Figura 3). Diferencas no perfil quimico dos 6leos
essenciais dentro das espécies podem ser explicadas com base no polimorfismo
quimico, fatores ambientais, nutricionais e interagdes ecoldgicas (CHENG et al., 2007;
MAFFEI; GERTSCH; APPENDINO, 2011; SANGWAN et al., 2001).
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Figura 3. Cromatograma de ions totais (TIC) do 6leo essencial de Cymbopogon
citratus. As substancias foram separadas em coluna capilar de silica fundida com 5%
difenil e 95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym).

A avaliagdo do efeito protetor do revestimento de 6leo essencial de capim
lim&o permitiu observar diminuicdo na mortalidade dos insetos em fung¢éo do tempo
de armazenamento das sementes revestidas, sendo que aos 180 dias o revestimento
provocou uma baixa mortalidade aos insetos praga. Também, verificou-se reducao
na postura de ovos aos 7 dias de armazenamento, e com menor efeito ao 30 e
90 dias de armazenamento, assim como, reducao no surgimento de novos adultos
até os 90 dias de armazenamento das sementes revestidas com 6leo essencial de
capim liméao (Figura 4). A avaliacdo do tempo de protecdo das sementes apds o
revestimento tem sido verificada por outros autores como essencial para validar a
eficacia da técnica, e os tempos de protecéo tem sido diferente, de acordo com o
produto natural e os insetos testados (ILBOUDO et al., 2010; KETOH et al., 2005).

A andlise quimica do residuo obtido ap6s lavagem das sementes revestidas
com de Oleo essencial de capim-liméao revelaram a presenca de neral e geranial
(citral), exceto nas sementes estocadas por 180 dias. Foi possivel verificar a
diminui¢éo do residuo de neral e geranial nas sementes com o aumento do tempo
de armazenamento (Figura 5a). Provavelmente a diminuicdo destas substancias
revestindo as sementes de feijao esta relacionado a diminuicao da atividade toxica
do revestimento sobre o ciclo reprodutivo do caruncho.
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Figura 4. Avalia¢éo do ciclo reprodutivo do caruncho incubado com sementes
previamente revestidas com 6leo essencial de capim limao e armazenadas por 7,
30, 90 e 180 dias. As setas indicam os melhores resultados em fungéo do tempo de
estocagem das sementes. As barras representam o erro padrao entorno das médias.
Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste Tukey (5%).

O dbleo essencial de capim-lim&o inibiu o crescimento do halo dos fungos
Fusarium spp., Colletrochium spp, Aspergillus spp. e Penicillium spp (Figura 5b).
Este resultado contribui para a ampliagéo do efeito protetor do 6leo essencial de
capim limao, como ja observados por outros autores. Além disso, 6leo essencial
de capim-limdo ndo promoveu inibicdo significativa da germinacao das sementes
de feijao-caupi, que € uma excelente informagao quando se busca o tratamento de
sementes comerciais.

(a) (b)

o
o
»

Penicillium spp.1 [+

Aspergilus spp.- | -

Colletrochium spp.- | -

Fusarium spp.- | G

40 60 80 100
0 60 120 180

Dias Inibigao do crescimento fungico (%)

- Neral
£ Geranial

o
(=
[¥]

Residuo de Citral
(mg/g de semente)
o
2

=]
[=]
o

Figura 5. Residuo de neral e geranial (mg/g) encontrados revestindo as sementes de
feijao-caupi apoés 30, 90 e 180 dias de armazenamento (a). Inibicdo (%) do crescimento
dos fungos Fusarium spp., Colletrochium spp, Aspergillus spp. e Penicillium spp. (b).
*** significativo segundo o teste Tukey (5%, p<0,001) em comparac¢ao ao controle com
DMSO. Todos os fungos submetidos ao controle positivo (Folicur) apresentaram 100%
de inibicédo.
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41 CONCLUSOES

Somando os resultados do efeito inibitério sobre o ciclo reprodutivo do C.
maculatus, o crescimento dos fungos e a constatagdo que o método para aplicacdo
do revestimento com 6leo essencial de capim limdo nao apresentaram efeito
negativo sobre a germinacgdo, conclui-se que o 6leo essencial de capim-liméao
apresenta enorme potencial para o uso como produto natural destinado a protecao

de graos e sementes de feijao contra insetos praga e fungos de armazenamento.
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