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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi investigar a influéncia de técnicas de secagem de folhas
(bancada ¢ em estufa a 35 e 45 °C) sobre o rendimento do 6leo essencial (OE) de Piper
hispidinervum C.DC., Piper aduncum L., Piper anonifolium Kunth e Piper crassinervium
Kunth; analisar o perfil quimico dos OEs; e o potencial inseticida destes 6leos para Ascia
monuste orseis (Godart, 1819), Atta sexdens L., Cryptolestes ferrugineus (Stephens, 1831),
Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833) e Sitophilus zeamais Motschulsky. As folhas
foram obtidas nos municipios de Bujari e Rio Branco, Acre. As folhas foram secas até
atingirem o peso constante. Avaliou-se o rendimento do OE utilizando quatro repeti¢des de
100g de folhas secas. Os OEs foram obtidos por hidrodestilagdo e submetidos a analise por
CG-EM para a constatagdo da composi¢ao quimica. Os bioensaios de mortalidade foram
realizados em placas de Petri com o fundo recoberto de papel filtro umedecido com 1mL
da solucdo (OE e Propanona), utilizou-se as concentragdes 0,017% e 1%. Apds a
evaporagdo do solvente, os insetos foram acondicionados nas placas e a mortalidade dos
insetos foi avaliada apds 24 horas de exposi¢ao. O rendimento dos OEs de P. aduncum e P,
hispidinervum variou entre as técnicas de secagens, sendo o maior rendimento obtido com
folhas secas em estufa a 45 °C. Os constituintes majoritarios presentes nos OEs foram o
Safrol (98,8%) em P. hispidinervum, o Apiol (90%) em P. aduncum, o a-Muuroleno
(23,11%) em P. anonifolium e o Viridiflorol (27,7%) em P. crassinervium. Em geral,
constatou-se que os OEs de P hispidinervum, P. aduncum, P. anonifolium e P
crassinervium apresentaram efeito toxico para todas as espécies de insetos, exceto as
espécies P. anonifolium e P. crassinervium, em que os OEs ndo apresentaram efeito toxico
para S. zeamais, nas concentragdes investigadas. O rendimento dos OEs foi maior nos
Oleos das espécies P. hispidinervum e P. aduncum, e estes 0leos causaram maior taxa de
mortalidade aos insetos.

Palavras-chaves: Rendimento, Piperaceae, Toxicidade, Piper.



ABSTRACT

The objective this research was to investigate the influence of leaf drying techniques
(bench and oven at 35 and 45 °C) on essential oil yield (EO) of Piper hispidinervum
C.DC., Piper aduncum L., Piper anonifolium Kunth and Piper crassinervium Kunth;
analyze the chemical profile of OEs; and the insecticidal potential of these oils for Ascia
monuste orseis (Godart, 1819), Atta sexdens L., Cryptolestes ferrugineus (Stephens, 1831),
Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833) and Sitophilus zeamais Motschulsky. The leaves
were obtained in the citys Bujari and Rio Branco, Acre. The leaves were dried to constant
weight. EO income was evaluated using four 100g repetitions of dried leaves. The EOs
were obtained by hydrodistillation and subjected to GC-MS analysis for chemical
composition. Mortality bioassays were performed in Petri dishes with the bottom covered
with filter paper moistened with 1mL of the solution (EO and Propanone), using
concentrations of 0.017% and 1%. After solvent evaporation, the insects were placed in the
plates and the insect mortality was evaluated after 24 hours of exposure. The yield of P.
aduncum and P. hispidinervum EQOs varied among drying techniques, with the highest yield
obtained with oven-dried leaves at 45 °C. The major constituents present in OEs were
Safrol (98.8%) in P. hispidinervum, Apiol (90%) in P. aduncum, o-Muurolene (23.11%) in
P. anonifolium and Viridiflorol (27.7%) in P. crassinervium. In general, it was found that P
hispidinervum, P. aduncum, P. anonifolium and P. crassinervium EOs had a toxic effect on
all insect species except P. anonifolium and P. crassinervium, where the EOs showed not
toxic effect for S. zeamais at the investigated concentrations. The yield of EOs was higher
in P. hispidinervum and P. aduncum oils, and these oils caused higher insects mortality
rate.

Key words: Yield, Piperaceae, Toxicity, Piper.
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1 INTRODUCAO

Os Oleos essenciais (OEs) representam o grupo de matéria prima mais
importante para as industrias agronomica, farmacéutica, cosmética e alimentos
(SILVEIRA et al., 2012; OOTANI et al., 2013). Sao constituidos por uma mistura
complexa de substancias terpénicas, volateis, lipofilicas e liquidas, oriundas do
metabolismo secundario das plantas. Comumente apresentam aroma critico e
marcante (MORALIS, 2009; MILLEZI et al., 2013). S3o encontrados em baixas
concentragdes, em glandulas especiais e tricomas na planta (NAVARRETE et al.,
2011).

O rendimento do OE e a concentragdo de seus compostos quimicos variam
entre as espécies, sendo determinados por fatores genéticos, mas influenciados pela
regido geografica, sazonalidade, condi¢des de secagens, entre outros (GOBBO-
NETO; LOPEZ, 2007; GONCALVES; GUAZZELLLI, 2014). Nas espécies oleiferas,
se faz necessario reduzir a umidade do material vegetal apds a coleta para inibir a
atividade enzimatica e o desenvolvimento de microrganismos (FIGIEL et al., 2010;
PIMENTEL et al., 2012).

O processo de secagem do material botanico precisa ser realizado em
temperatura adequada para cada espécie vegetal, pois, os OEs sdo altamente volateis
(VERMA; SHUKLA, 2015). A otimizacao da temperatura de secagem pode afetar
quantitativamente o rendimento do OE. Com a perda de umidade, as paredes
glandulares das folhas e estruturas secretoras se rompem, facilitando a saida do 6leo
presente em seu interior (GOLMAKANI; REZAEI, 2008; RIVA et al., 2011;
ROCHA et al., 2011).

Espécies de Piperaceae exibem elevado contetdo de OE. Esta familia ¢ uma
das maiores entre as dicotiledoneas (ANDRADE et al., 2009). No Brasil ¢
representada pelos géneros Piper, Peperomia € Pothomorphe, sendo o género Piper

o qual apresenta maior diversidade, com cerca de 288 espécies (GUIMARAES et al.,
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2009; ZAPPI et al, 2015; SILVA et al., 2017). Seus OEs s3o constituidos
principalmente de terpenos, fenilpropandides, aldeidos e cetona (SILVA et al., 2014).
Estes compostos agem de forma distinta nas plantas, atuam contra agentes
patogénicos, aleloquimicos, agentes de sinalizagdo para a atragdo e defesa de animais
herbivoros e causam efeitos toxicos para insetos (BRUN; MOSSI, 2010; SOUZA et
al., 2010).

Espécies do género Piper apresentam classes metabdlicas com distintas
atividades bioldgicas e biocidas para varios grupos de insetos como Lepidoptera
(SOARES et al., 2011), Hymenoptera (SOUTO et al., 2012), Coleoptera (SANTOS
et al., 2010; BRITO et al.,, 2012), Hemiptera (LIMA et al., 2014; KRINSKI;
FOERSTER, 2016), Blattodea (RUFINO; FREITAS, 2018) e Diptera (SANTANA et
al., 2015).

Os OEs sao fontes alternativas para o controle de insetos-praga. Além de
exibirem efeitos inseticidas de repeléncia e toxicidade, sdo biodegradaveis, sensiveis
a luz solar, a umidade e ao calor (KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO, 2014).
Sua utilizagdo contribui para a diminui¢do dos danos causados pelo uso de
inseticidas sintéticos, a0 homem e meio ambiente, a organismos ndo-alvo e ao
surgimento de populacdes de insetos resistentes (NASCIMENTO et al., 2011;
SILVA; RICCI, 2017).

A maior demanda de inseticidas estd nos setores agricola e florestal. Entre os
insetos-praga que causam grandes danos nestes setores, estao as formigas-cortadeiras
(sativas e quenquéns), que dependendo do nivel de ataque, inviabiliza a implantagao
das culturas (MATRANGOLO et al., 2014; ARAUJO et al., 2015). Seu controle ¢
feito, sobretudo, com inseticidas dos grupos sulfonamidas fluorinas e fenilpirazois
(OLIVEIRA et al., 2018).

No setor de armazenamento de produtos agricolas, destacam-se as espécies
Sitophilus zeamais e Cryptolestes ferrugineus atacando grdos de cereais e
subprodutos, bem como Zabrotes subfasciatus em grao de leguminosas, que por sua
vez, sdo cosmopolitas. Elevados niveis de detritos deixados nos produtos torna-os
improprios para o consumo. Comumente, o controle ¢ feito com o fumigante fosfina
(PH3) e os inseticidas protetores piretroides e organofosforatos (FARONI; SOUSA,
2006; LORINI, 2012; LORINI et al., 2015).

O objetivo deste estudo ¢ investigar a influéncia de técnicas de secagem de

folhas (bancada e em estufa a 35 e 45 °C) sobre o rendimento do 6leo essencial de
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Piper hispidinervum C.DC., Piper aduncum L., Piper anonifolium Kunth e Piper
crassinervium Kunth; analisar o perfil quimico dos OEs; e avaliar seus potenciais
inseticidas sobre os insetos-praga Ascia monuste orseis (Godart, 1819) (Lepidoptera:
Pieridae), Atta sexdens L. (Hymenoptera: Formicidae), Cryptolestes ferrugineus
(Stephens, 1831) (Coleoptera: Laemophloeidae), Zabrotes subfasciatus (Boheman,
1833) (Coleoptera: Chrysomelidae) e Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:

Curculionidae).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INSETICIDAS BOTANICOS

A utilizagdo de plantas como inseticida ¢ uma pratica adotada pelo homem
desde a idade antiga. S3o empregadas na forma de pds, 6leos e extratos, de modo
geral, sdo de facil obtencdo e ndo provocam danos para os aplicadores e
consumidores (KRINSKI et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2018). Porém, seu uso
necessita dos mesmos cuidados adotados com os inseticidas sintéticos, pois alguns
inseticidas botanicos podem causar efeito toxico para mamiferos ou insetos ndo alvo
(CORREA; SALGADO, 2011; XU et al., 2015).

As plantas utilizadas como inseticidas, comumente, sintetizam uma diversidade
de elementos quimicos moderadamente téxicos ou uma pequena quantidade
altamente toxicas (RATTAN, 2010). Estes compostos sdo provenientes do
metabolismo secundario da planta, que sdo utilizados como aleloquimicos, atrativos
para polinizadores e para protecdo contra patdogenos e insetos fitdfagos (SOARES et
al., 2011; OOTANI et al., 2013; SANTOS et al., 2017). Alguns constituintes atuam
no sistema nervoso central dos insetos, afetam a fisiologia, o desenvolvimento, causa
mortalidade, repeléncia, deterréncia alimentar e na oviposicdo (RATTAN, 2010;
COITINHO, 2011; LUCENA et al., 2017).

No Brasil, algumas familias botanicas sdo conhecidas por apresentar potencial
inseticida, como a Piperaceae, Apiaceae, Asteracea, Meliaceae, Scrophulariaceae,
Lauraceae, Rutaceae e outras (MATA; LOMONACO, 2013). A familia Piperaceae ¢
conhecida por exibir substancias com poder inseticidas, como a Piperina, Safrol,
Dilapiol e Sarisan (FERRAZ et al, 2010; GARCEZ et al.,, 2013; SINGH;
CHOUDHARY, 2015). Nesta familia, o género Piper agrupa espécies cujos

constituintes quimicos sdo amidas, flavondides, terpenos, fenilpropanoides, esterdis
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saponinas, e outros, que apresentam alto potencial biocida (CARMONA-
HERNANDEZ et al., 2015).

A ampliagdo do uso de inseticidas botanicos ¢ dependente da identificacdo de
suas substancias e de testes com as dosagens seguras. Sao imprescindiveis estudos
fitoquimicos que envolvam a caracterizagdo quimica de compostos volateis para
conhecer efetivamente as propriedades dessas plantas inseticidas e a maneira como
elas afetam os sistemas biologicos dos insetos-praga, visando a seguranca para o
homem, meio ambiente e insetos ndo alvo (CORREA, SALGADO, 2011;
PIMENTEL, 2012).

2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais (OEs) sdo misturas de substdncias complexas, volateis e
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. S3o oriundos do metabolismo
secundario das plantas e podem apresentar mais de 60 compostos diferentes na
composi¢ao e em variadas concentracdes (BAKALLI et al., 2008). Estes compostos
sdo derivados de terpendides gerados a partir do 4cido mevalonico, ou de
fenilpropanoides, oriundos do &cido chiquimico (JACOB et al., 2016).

A composicao quimica dos OEs se sobressai as classes de terpenos e
fenilpropanoides, geralmente um deles serd o majoritario, havendo outros em
menores quantidades (FELIPE; BICAS, 2017). A quantidade dos constituintes
quimicos no oOleo afeta diretamente sua qualidade e determina seu possivel
aproveitamento industrial e, consequentemente, o seu valor comercial JEMAA et al.
2012).

Os constituintes presentes no OE sdo determinados pelo gendtipo da planta,
porém, sofrem mudancas de acordo com as variagdes sazonais e ritmos circadianos
(MORALIS, 2009). Bem como a rota metabolica da planta, fatores ambientais, idade
da planta, origem geografica, secagem do material vegetal, horario de coleta e outros
(BAKKALI et al., 2008). Sao extraidos de folhas, frutos, sementes, tubérculos ou
raizes (SANCHEZ et al., 2010; ASCENCAO; MOUCHREK-FILHO, 2013).

Nas plantas os OEs atuam como hormonios reguladores e catalisadores,
ajudam na adaptagdo destas ao meio ambiente (PRINS; VIEIRA; FREITAS, 2010).

As estruturas secretoras responsaveis pela producido destes compostos sdo: células
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parenquimaticas, tricomas glandulares, canais oleiferos e bolsas especificas, que
podem ser encontradas em partes especificas ou em toda a planta (TORRES et al.,
2014).

Geralmente, os OEs apresentam problemas de qualidade, isso pode estar
relacionado com as condi¢des ambientais, tipo de extragdo, ou mesmo pela
adulteracdo com a adicdo de compostos sintéticos e outros 6leos (SARTURI;
BORCHHARDT, 2017). Apés a extragdo se faz necessario separar a fase aquosa ou
hidrolato do o6leo utilizando um processo que nao altere a sua composi¢do para

garantir uma melhor qualidade do produto (FIGUEIREDO et al., 2014).

2.2.1 Oleos essenciais de Piper como bioinseticidas

A utilizacao de 6leos essenciais como alternativa aos inseticidas sintéticos ¢ um
campo que vem crescendo, pesquisas t€ém mostrado resultados positivos para a
utilizagdo destes produtos como biocidas (SILVA et al., 2017). Uma ampla gama de
OEs oriundos de plantas do género Piper tem demonstrado diferentes propriedades
bioldgicas, como inseticida, antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidante, entre
outras (CARNEVALLI; ARAUJO, 2015; FAZOLIN et al., 2016).

O género Piper apresenta grande biodiversidade nos Neotropicos, e seus OEs
demonstram uma abundante diversidade quimica, constituidos principalmente por
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides (SILVA et al., 2017). Espécies de
Piper tém sido investigadas quimicamente em todo o mundo, resultando no
isolamento de 592 compostos diferentes, dos quais 145 sdao alcaldides e amidas
(JOSHI; SHRESTHA; ADHIKARI, 2017).

Viarias espécies de Piper tém demonstrado altos potenciais bioinseticidas
comprovados em laboratorio. Acdo bioinseticida de Piper hispidinervum foi
comprovada para as lagartas Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) e Thyrinteina arnobia (Stoll) (Lepidoptera: Geometridae) (LIMA et al.,
2009; SOARES et al., 2011) e aos carunchos S. zeamais (Coleoptera: Curculionidae),
Tenebrio molitor L. e Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae)
(ESTRELA et al., 2006; FAZOLIN et al., 2007), Z. subfasciatus ¢ Callosobruchus
maculatus (Coleoptera: Bruchidae) (PEREIRA et al., 2008; BRITO et al., 2012), ente

outros.
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A atividade bioinseticida de Piper aduncum foi confirmada para a lagarta
Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) (SANTOS et al., 2017), a
formiga Solenopsis saevissima (Smith) (Hymenoptera: Formicidae) (SOUTO et al.,
2012), os carunchos Cerotoma tingomarianus Bechyné (Coleoptera: Chrysomelidae),
T. molitor (FAZOLIN et al., 2007), S. zeamais (ESTRELA et al., 2006), ao mosquito
Aedes aegypti L. (Diptera, Culicidae) (OLIVEIRA et al., 2013), entre outros.

Ja a espécie Piper tuberculatum JACQ apresentou acao bioinseticida para a
lagarta S. frugiperda (FARIAS, 2012). P. alatabaccum Trel & Yuncker proporcionou
acdo Dbioinseticida sobre a broca-do-café Hypothenemus hampei (Ferrari)
(Coleoptera: Scolytidae) (SANTOS et al., 2013). Logo, a exploragdo econdmica de
algumas espécies deste género para a producdo de OE e isolamento de seus
constituintes ¢ uma realidade promissora para as areas de bioinseticidas (RIANI et

al., 2017; TAKEARA et al., 2017).

2.2.2 Processos de extragao de oleo essencial

O emprego de metodologias para a extracdo de OEs depende da localizagdo do
6leo na planta e da qualidade do produto que se deseja obter. Os métodos de extragdo
comumente utilizados sdo: hidrodestilacdo, destilagdo a vapor, por solventes
organicos, com fluido supercritico, enfloracdo, prensagem a frio, entre outros
(SILVEIRA et al., 2012). A destilacdo por arraste a vapor e hidrodestilacdo com agua
sdo as mais empregadas a nivel mundial nos laboratdrios, por serem de baixo custo, e
produzem OEs com caracteristicas iguais, sem variagdo quimica (YUSOFF et al.,
2011).

A destilagdo por arraste a vapor permite obter 6leos das mais diversas espécies
vegetais € materiais botanicos, como folhas, ramos, sementes, raizes e de flores
(BIASI; DESCHAMPS, 2009). Para extragdo de OE ¢ comum utilizar a
hidrodestilacdo, este método consiste em volatizar ¢ condensar a mistura de vapor
d’4gua com os constituintes volateis do material vegetal. Como os componentes
volateis e a 4gua ndo se misturam, formam entdo duas fases, facilitando a separacao,
este processo ¢ eficiente, a nivel laboratorial (WOLFFENBUTTEL, 2010).

Para obter éxito na extragdo do OE ¢ necessario a preparagao do material que

sera destilado, eliminando residuos e impurezas da biomassa vegetal. A quantidade
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do OE extraido independe do método utilizado, podendo ser baixissimo, inferior a
1% em algumas espécies, havendo excecdes, por exemplo, para botdes florais, que
podem apresentar rendimentos de até 15% (SILVEIRA et al., 2012). O método de
extracdo deve ser escolhido com cautela, pois, pode resultar em OEs com
composicdes distintas, além de ocorrer alteragdes em suas caracteristicas fisico-

quimicas e/ou propriedades bioativas (CASSEL et al., 2009).

2.2.3 Secagem do material vegetal para a extracao de 6leo essencial

Logo apos a coleta, folhas e ramos jovens apresentam de 50 a 70% de dgua em
sua composi¢ao. O excesso de umidade em matérias-primas vegetais permite a acao
de enzimas que causam a degradacdo de constituintes quimicos importantes, além de
possibilitar o desenvolvimento de fungos e bactérias que podem decompor ou
modificar os principios aromaticos originais (PINTO et al., 2014).

A secagem do material reduz o tempo e o custo com a destilacdo, aumenta a
estabilidade do produto, estabiliza cor, odor, sabor e textura (CERIMELE;
RINGUELET, 2008). Reduzir o excesso de agua evita a fermentacdo da biomassa
antes da destilacdo, cujo efeito ¢ prejudicial ao teor e a qualidade do OE (PEREIRA
etal., 2013).

O material vegetal pode ser seco naturalmente, em ar ambiente ou
artificialmente, em ar movimentado artificialmente em estufas. Durante este
processo, o conteudo volatil do 6leo essencial ¢ eliminado pelo vapor d’4gua, o que
eleva a concentracdo do componente majoritario (MACHADO et al., 2013). Em
Piperaceae o OE ocorre em células parenquimaticas. Com a secagem das folhas,
reduz o excesso de umidade e acredita-se ha um rompimento nas estruturas das
células, facilitando a extragdo do oOleo essencial (SCHINDLER; SILVA;
HEINZMANN, 2018).

2.3 ASPECTOS FITOQUIMICOS DO METABOLITO SECUNDARIO

O metabolismo primario ¢ essencial a todos os seres vivos. Varias rotas

biossintéticas geram o segundo grupo de substiancias quimicas, os metabolitos

secundarios, que apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular, acentuadas
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atividades bioldgicas, concentragcdes relativamente baixas e estdo presentes em
determinados grupos de plantas (OOTANI et al., 2013; LIMA; SILVA, 2016) sao
responsaveis pela adaptacdo da planta ao ambiente, mas nao fazem parte dos
caminhos bioquimicos primarios do crescimento e da reprodugdo celular (BASER;
BUCHBAUER, 2012). Suprem a planta de energia e restauram as moléculas, porém,
plantas iguais podem apresentar metabolitos diferentes (PEREIRA; CARDOSO,
2012).

Apenas alguns grupos botanicos produzem metabdlitos secundarios, eles sao
sintetizados em pequenas quantidades, sendo a sua producdo restrita a um
determinado género, a uma familia, ou mesmo a algumas espécies. Entre estes
metabolitos, destaca-se a produgcdo de oOleo, que sdo responsaveis pelos efeitos
terapéuticos e bioldgicos na planta (GARCIA; CARRIL, 2009; DE LA ROSA et al.,
2010).

Os metabolitos secundarios sdo divididos em quatro grupos quimicamente
distintos: terpenos, glicosideos, compostos fenolicos e compostos nitrogenados
(VERRUCK, PRUDENCIO; SILVEIRA, 2018). Dentre esses compostos, na maior
parte, estdo os terpendides e fenilpropanoides, sendo os primeiros mais frequentes.
Os terpenos sdo geralmente insoltiveis em agua e derivam da unido de unidades de
isopreno (cinco atomos de carbono, C5) e sdo classificados em monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40)
(VOLLHARDT, P.; SCHORE, 2013).

O tamanho da cadeia carbOnica estd relacionada com a volatilidade dos
terpenos. Os monoterpenos sdo muito volateis, os sesquiterpenos exibem média
volatilidade e os diterpenos quase ndo apresentam volatilidade (ALMEIDA et al.,
2015). Os monoterpenos geralmente formam os principais constituintes em OEs,
com grande importancia para a industria de perfumes e fragrancias,.além de agirem
como herbicidas, pesticidas, antimicrobianos e anticarcinogénicos em alimentos. Sao
biodegradaveis e por isso sdo utilizados também no controle de pragas (SOUSA,
2011).

A classe dos sesquiterpenos forma a maior representatividade dos constituintes
quimicos, cerca de 5000 compostos ja foram descritos. Estdo presentes em OEs de
varias plantas, apresentam atividades bioldgicas, com acdo alelopatica e fitoalexinas,
atividade fungicida, inseticida e outras (MAO; HENDERSON, 2010). Os diterpenos

tétm a Giberelina como principal representante, um hormdnio responsavel pela
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germinagdo de sementes, alongamento caulinar e expansdo dos frutos de muitas
espécies vegetais. Os terpenos de maior tamanho sdo os tetraterpenos (carotenoides)
e politerpenos (hidrocarbonetos de alto peso molecular com a borracha) (GARCIA;
CARRIL, 2009; OOTANI et al., 2013).

Os fenilpropanoides sdo um grande grupo de compostos organicos produzidos
pelas plantas para protecdo contra infec¢des, irradiacdo ultravioleta, ferimentos e
herbivoros. A formagdo dos fenilpropandides ocorre a partir da via do acido
chiquimico, dando origem a fenilalanina. Com a acdo da enzima fenilalanina
amonialiase (PAL) se forma o &cido cinamico, que por meio de redugdes enzimaticas
formam os alilbenzenos ¢ propenilbenzenos, esqueletos carbonicos dos
fenilpropanoides (BASER; BUCHBAUER, 2012; SILVA et al., 2014).

A grande variedade dos metabolitos secundérios produzidos pelas plantas tem
despertado o interesse de pesquisadores de diversos campos da ciéncia, pois estes
representam uma grande fonte para adquirir novas moléculas potencialmente uteis ao

ser humano (COSTA, 2016).

2.4 FAMILIA PIPERACEAE

A familia Piperaceae, descrita por Paul Dietrich Giseke, cujo nome significa
pimenta preta ¢ considerada uma das familias mais abundantes entre as
dicotiledoneas, compreende aproximadamente 3000 mil espécies presentes em
regides tropicais e subtropicais de ambos os hemisférios (ANDRADE et al., 2009).
No Brasil ocorrem aproximadamente 500 espécies distribuidas em quatro géneros,
sendo os mais abundantes Piper e Peperomia (SOBREIRA; HERNANDEZ;
SOUZA, 2017). Normalmente estdo presentes nas florestas de varzeas e locais
sombreados, sendo comuns na Amazodnia brasileira (SOUTO et al., 2012;
GUIMARAES et al, 2015).

Piperaceae ¢ representada por plantas com habitos herbaceos, trepadeiras,
arbustos (maioria) e algumas arvores. O caule ¢ articulado e nodoso, as folhas sdo
simples, dorsiventrais, alternas e raramente opostas ou verticiladas, pecioladas com
estipulas (CARVALHO-SILVA; GUIMARAES; VON, 2013; MELO; GUIMARAES;
ALVES, 2014). Sao constituidas por células de OEs com maior intensidade nas

folhas, além de abranger uma fonte de isobutilamidas insaturadas de cadeia longa,

21



com propriedades inseticidas e agdo fitopatdgenas, como a Piperina (FERREIRA et
al., 2012).

Muitas espécies de Piperaceae apresentam alta importdncia econdmica,
industrial, médica e por serem utilizadas como planta alimenticia ndo convencional
(PLANC). Sendo que, as espécies utilizadas com propriedades medicinais sdo
conhecidas por apresentarem atividades analgésica, diurética e antisséptica (RIOS;

PASTORE, 2011).

2.5 GENERO PIPER L.

O género Piper ¢ considerado o maior género da familia Piperaceae, abrange
aproximadamente 2000 espécies, distribuidas nas regides tropicais e subtropicais,
com ampla distribui¢do na América, sendo comumente encontradas em floresta de
varzea, em regides quentes e Umidas (JUNIOR-VALADARES; BERMUDEZ;
GUIMARAES, et al., 2014). Muitas espécies sdo pioneiras e apresentam um papel
importante na regeneracdo e manuten¢ao da diversidade de florestas (CAVALHEIRO
et al., 2013).

Individuos de Piper sdo facilmente reconhecidos no campo por seus caules e
ramos nodosos, inflorescéncias tipo espiga e o tipico aroma critico; apresentam
habito herbaceo, arbustos, lianas e pequenas arvores. As folhas, na maioria das
espécies, sdo alternadas, comumente opostas, simples, sésseis ou pecioladas, de
tamanho, forma e venacdo variavel. As inflorescéncias sdo terminais, opostas as
folhas ou axilares, comumente solitaria, ereta ou recurvada, de tamanho variavel. As
flores sdo pequenas e numerosas. O fruto € uma pequena baga ou drupa, de varias
formas, com um pericarpo fino e endocarpo as vezes endurecido e semente pequena
(SILVA et al., 2017).

Do ponto de vista quimico, este tem se tornado um dos géneros mais
estudados, sendo objeto de muitas pesquisas biologicas e fitoquimicas, onde muitas
destas vém comprovando suas propriedades inseticidas, farmacoldgicas e medicinais
(NASCIMENTO et al., 2012). Seus OEs possuem elevada importancia econdmica,
pois sdo empregados nas industrias de condimentos, farmacéuticas e inseticidas (QIN

etal., 2010; CAVALHEIRO et al., 2013).
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Além do potencial econdmico, as espécies de Piper apresentam destacado
papel ecoldgico, pois sua polinizacdo ¢ realizada principalmente por abelhas e outros
insetos e suas sementes sao dispersas por aves € morcegos, que auxiliam no processo
de regeneragao de areas degradadas (CAVALHEIRO et al., 2013). Além de compor o
estrato herbaceo/arbustivo do sub-bosque em florestas tropicais, principalmente por
sua representatividade, geralmente formam grandes populagdes no local de

ocorréncia (CHRIST, 2016).

2.6 ASPECTOS BOTANICOS DAS ESPECIES DE PIPER ESTUDADAS

De acordo com Guimardes et al. (2015), as espécies estudadas estdo
taxonomicamente descrita como:
Divisdao: MAGNOLIOPHYTA
Classe: MAGNOLIOPSIDA
Subclasse: MAGNOLIIDAE
Ordem: PIPERALES
Familia: PIPERACEAE
Género: Piper L.
Espécies: Piper hispinervium C. DC.; Piper aduncum L.; Piper anonifolium Kunth.;

Piper crassinervium Kunth.

2.6.1 Piper hispidinervum

Nomes comuns: pimenta longa; pau de junta (Figura 1A e 1B) (ALVES et al.,
2014).

Descri¢ao: Arbusto, terricola, de 2 a 7 m de altura com caule geniculado. Suas
folhas s3o membraniceas ou cartaceas, elipticas, eliptico-ovadas ou eliptico-
lanceoladas, com 4pice atenuadamente acuminado e base inequilateral-obliqua, lado
maior mais arredondado, cordulado, com nervos pouco prensados, altamente
pubescente na face dorsal e margem &spera hispidulosa na dire¢do do 4apice. As
inflorescéncias do tipo espiga alongadas com orientagdo curvada, com flores

minusculas, apresenta bracteas triangular-subpeltadas, estreitamente franjadas e
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frutos obpiramidais. E uma espécie pioneira (PEREIRA et al., 2012; GUIMARAES
et al., 2015).

Distribuicdo geografica: Espécie nativa, sendo endémica do Brasil. Ocorre
nas regioes Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Com dominios fitogeograficos
na Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica. Ocorre tipicamente em ambientes
abertos com incidéncia direta de luz (RIOS; PASTORE-JUNIOR, 2011; RIVA et al.,
2011).

Uso da espécie: Agente sinergistico, repelente, inseticida, herbicida, fixador de
fragrancia em cosmético (LIMA et al., 2009; SAUTER et al., 2012; RIANI et al.,
2017).

Figura 1. P. hispidinervum, folhas e espiguetas (A ¢ B).

Fonte: Prépria autora

2.6.2 Piper aduncum

Sinénimos: Piper aduncum var. brachyarthrum (Trel.) Yunck; Piper aduncum
var. cordulatum (C.DC.) Yunck. (Figura 2A e 2B) (GUIMARAES et al., 2015).

Nomes comuns: Pimenta-de-macaco; jaborandi-falso; aperta rudo (SILVA et
al., 2013; AIRES; LIMA, 2014).

Descricdo: Arbusto, arvore, terricola com caule de crescimento ereto ¢ com
tricomas. As folhas apresentam peciolo com bainha basal e superficie escabra, forma
ovada/eliptica/lanceolada/oblonga e d&pice acuminado com simetria da base
assimétrica; a base ¢ cordada, com tricomas na face adaxial e abaxial, com nervagao
eucamptddroma. Inflorescéncia do tipo espiga, com orientagdo curva. Flor com as

bracteas florais em forma triangular/subpeltada, com as margens das bracteas florais
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franjadas em toda margem. Fruto em forma obovoide/trigonal/tetragonal, apice
truncado, estilete e tricomas ausentes (GOMES; KRINSKI, 2019; PEREIRA et al.,
2012).

Distribuicio geografica: Espécie nativa, ndao ¢ endémica do Brasil. Ocorre em
todo o Brasil (GUIMARAES et al., 2015).

Tipo de Vegetagio: Area Antropica, Campo Rupestre, Cerrado, Floresta Ciliar
ou Galeria, Floresta de Terra Firme, Floresta Estacional Semidecidual, Floresta
Ombrofila, Floresta Ombrofila Mista, Restinga, Savana Amazonica, Vegetacao sobre
Afloramentos Rochosos (GUIMARAES et al., 2015).

Uso da espécie: inseticida, antimicrobiana, molusticida, citotoxica, e outros

(NEGREIROS; MIQUELONI, 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

Figura 2. P. aduncum, folhas e espiguetas (A e B).

Fonte: Propria autora

2.6.3 Piper anonifolium

Sindnimos: Artanthe anonifolia (Kunth) Miq. e heterotipico Piper citrifolium
Trel. & Yunck (Figura 3A e 3B) (GUIMARAES et al., 2015).

Descri¢ao: Arbusto, terricola, com caule de crescimento ereto e sem tricomas.
As folhas apresentam peciolo com bainha basal/canaliculada e superficie lisa,
glandulas conspicuo, forma eliptica/lanceolada/oblonga e 4pice acuminado com
simetria da base subsimétrica. A base ¢ aguda/decurrente/obtusa, glabra na face
adaxial e abaxial, com nervag¢do broquidédroma e disposi¢cdo das nervuras até o
apice. Inflorescéncia do tipo espiga, com orientagdo ereta. Flor e forma das bracteas

florais triangular/cuculada/concavo/subpeltada, com as margens das bracteas florais
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glabras. Fruto em forma obovoide/oblongo, &pice coOncavo, estilete e tricomas
ausentes (ANDRADE et al., 2005; BERNAL et al., 2015; GUIMARAES et al., 2015)

Distribuicdo geografica: Espécie nativa, mas ndo ¢ endémica do Brasil
(ANDRADE et al., 2009).

Tipo de Vegetacao: Area antropica, Cerrado, Floresta de Terra Firme, Floresta
Ombrofila. Ocorréncias confirmadas nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste (GUIMARAES; CARVALHO-SILVA, 2012).

Uso da espécie: O oOleo essencial apresenta atividade antifingica, atividade

citotoxica sobre célula de melanoma humano in vitro e atividade antioxidante

(ANDRADE et al., 2009; SILVA et al., 2014).

Figura 3. P. anonifolium, folhas e espiguetas (A e B).

Fonte: Propria autora

2.6.4 Piper crassinervium

Sindnimos: Artanthe enckeoides Miq., Piper crassinervium var. tocotanum (C.
DC.) Yunck. (Figura 4A e 4B) (GUIMARAES et al., 2015).

Nomes comuns: Pariparoba, jaguarandi, jaguarandy (ALBIERO et al., 2005).

Descricido: Arbusto, terricola, com caule de crescimento ereto ¢ sem tricomas.
As folhas apresentam peciolo com bainha canaliculado-alongada e superficie lisa,
forma ovada/eliptico-oblonga e 4pice acuminado/agudo. A  base ¢
aguda/obtusa/arredondada, glabra na face adaxial e com tricoma na face abaxial, com
nervagdo eucamptodroma e disposicdo das nervuras até a por¢ao mediana.
Inflorescéncia do tipo espiga, com orientacdo ereta. Flor com as bracteas florais em

forma triangular/subpeltada, com as margens franjadas. Fruto em forma
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globoso/obovoide, 4pice agudo, estilete presente e tricomas ausentes (ALBIERO et
al., 2005; BARDELLI; KIRIZAWA; SOUSA, 2008; GOMES; KRINSK, 2019).

Distribuicdo geografica: Espécie nativa, mas ndo ¢ endémica do Brasil, com
ocorréncias nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (TOMCHINSKY,
2017).

Tipo de Vegetacdo: Area Antropica, Cerrado (lato sensu), Floresta Ciliar ou
Galeria, Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Ombroéfila (GUIMARAES et al.,
2015).

Usos da espécie: fungicida, bactericida e antioxidante (MORANDIM et al.,
2010; MORANDIM-GIANNETTI et al., 2010; PERIGO et al., 2016).

Figura 4. P. crassinervium, folhas e espiguetas (A e B).

Fonte: Prépria autora

2.7 INSETOS-PRAGA E METODOS DE CONTROLE

2.7.1 Atta sexdens L.

As formigas cortadeiras pertencem a familia Formicidae, subfamilia
Myrmicinae e tribo Attini, que reune todas as formigas cultivadoras de fungos
simbiontes, nas terricolas destacam-se os géneros Atta (salivas) e Acromyrmex
(quenquéns), ambos os géneros ocorrem somente no continente americano (ARCURI
et al., 2014; SANTOS; CAZETTA, 2016). Sao insetos sociais, divididos em castas,
em que as formigas reprodutivas aladas sdo as i¢és (fémeas) e bitus (machos), a casta

permanente ¢ formada pela rainha, fémeas apteras, operdrias, jardineiras, cortadeiras
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e soldados (DELLA LUCIA; SOUZA, 2011). S3o insetos mastigadores e se
desenvolvem por holometabolia (SERAGUZI; MARUYMA, 2011).

As principais diferencas entre os géneros Atta spp. (satvas) e Acromyrmex spp.
(quenquéns) sao que, em Aftta (sauvas), as operdarias apresentam trés pares de
espinhos dorsais (Figura 5A e 5C); Tamanho (12 a 15mm); Ninhos grandes (muitas
panelas) e com monte de terra solta aparente. Em Acromyrmex (quenquéns) as
operarias possuem de quatro a cinco pares de espinhos dorsais (Figura 5B e 5D);
Tamanho (8 a 10mm); Ninhos pequenos (1 ou 2 panelas) e sem monte de terra solta,
nao aparente (ZANETTI et al., 2002). No Brasil, o género Atta esta representado por
10 espécies e 3 subespécies. As espécies de sativas com maior distribuicdo e
importancia no Brasil sdo: salva-limdo, Atta sexdens L. e saiva de vidro, Atta

laevigata (Hymenoptera: Formicidae) (OLIVEIRA et al., 2018).

Figura 5. Imagens A e C: Atta com trés pares de espinhos no dorso e detalhes da
cabeca e mandibula. Imagens B e D: Acromyrmex com quatro pares de
espinhos no dorso e detalhes da cabega e mandibula.

Fonte: Figura (A): http://twixar.me/dnWK; Figura (B): http://twixar.me/rHCK; Figura (C):
http://twixar.me/9kCK; Figura (D): http://twixar.me/RKCK.
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Estas formigas praticam uma “agricultura avancada”, cortam parte dos vegetais
e transportam para o formigueiro, para a criagdo e crescimento dos fungos, que sdo a
base da alimentacdo da colonia. Representam uma ameaga para o setor agricola e
florestal, pois, dependendo do grau de ataque, inviabiliza a implantacao de cultivos
(DELLA LUCIA; SOUZA, 2011; GIESEL, 2014).

Em florestas plantadas, essas formigas sdo consideradas pragas-chave e
limitantes para desenvolvimento da cultura, pois causam danos significativos aos
plantios, principalmente em culturas homogéneas. Ocasionam perdas tanto diretas,
como morte e redu¢do do crescimento de mudas e arvores, quanto indiretas, como a
diminuicdo da resisténcia das arvores a outras pragas (SPIER et al.,, 2013;
MATRANGOLO et al., 2014).

Esses insetos sdo caracterizados por sua ampla adaptacdo a diferentes
ambientes, variando desde matas nativas, até areas de uso agricola intensivo (LEAL
et al., 2012). O controle pode ser realizado através de métodos mecanicos, culturais,
bioldgicos e quimicos. O método quimico ¢ o mais empregado, sendo na forma de
iscas granuladas e pds secos, aplicados junto aos carreiros (GIESEL et al., 2012). O
uso de plantas com potencial inseticida representa uma alternativa promissora para o
controle de formigas cortadeiras, pois causam um menor impacto ao homem, meio

ambiente e insetos ndo alvo (JUNG et al., 2013; SILVA et al., 2017).

2.7.2 Ascia monuste orseis

Ascia monuste orseis (Godart, 1819) (Lepidoptera: Pieridae) ¢ conhecida como
curuqueré-da-couve, sua ocorréncia ¢ generalizada e causa prejuizos em plantas da
familia Brassicaceae, como Brassica oleracea L. var. itdlica (Brocolis), Sinapis
arvensis L. (Mostarda), B. oleraceae var. botrytis (Couve-flor) e principalmente em
B. oleraceae var. acephala (Couve comum). Dependendo do nivel de infestacdo, as
perdas podem chegar a um nivel de 100% da producdo. Possui quatro instares
larvais, uma alta mobilidade, que facilita sua movimentacdo entre as plantas, a
duracdo média do periodo larval ¢ de 10 dias (MAPELI et al., 2015; MONTEIRO et
al., 2016).

O inseto quando adulto ¢ uma borboleta, suas asas sao branco-amareladas, com

as bordas escuras e corpo preto, medem aproximadamente S0mm de envergadura e
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apresentam habito diurno (Figura 6A). As fémeas geralmente ovipositam nas folhas
mais jovens, tanto da fase adaxial como abaxial, seus ovos sdo amarelos claros,
alongados, afilando-se para as extremidades (Figura 6B), a postura varia de um a
mais de 100 ovos, porém a fecundidade ¢ de quase 450 ovos (HOLTZ et al., 2015).

O desenvolvimento desta lepiddptera ¢ dependente da qualidade e quantidade
de alimento consumido. A nutricdo influencia no peso e no tempo de
desenvolvimento larval, bem como na sobrevivéncia, composi¢ao quimica do corpo
e o tamanho do adulto. Uma nutri¢ao inadequada causa também diminui¢ao nas taxas
de emergéncias e reproducdo, tamanho reduzido e a falta de nutrientes estocados,
prejudicando a producdo de feromonios (BARRETT et al., 2009; MAPELI et al.,
2015).

Seu controle em pequenas plantagdes pode ser feito com esmagamento das
larvas ou dos ovos. Nos cultivos comerciais ¢ comum o uso de inseticidas quimicos,
pois, apresenta uma eficaz e rapida acdo, além da praticidade. E usualmente realizado
através de pulverizagdes com produtos de baixo poder residual, como o Bacillus
thuringiensis e piretroides (BRANDAO FILHO et al., 2011; ARAUJO et al., 2017).

Um dos métodos alternativos de controle que tem apresentado resultados
positivos ¢ o uso de plantas com potenciais inseticidas, muitas espécies botanicas sao
fontes de substancias secundarias com alto poder biocida e podem ser utilizadas no

controle de varios insetos-praga (SANTOS et al., 2011; RIBEIRO et al., 2016).

Figura 6. A. monuste orseis, f€émea fazendo a postura (A); Larvas (B).

Fonte: http:/twixar.me/9qLK (A) e http://twixar.me/5qLK (B).

30



2.7.3 Pragas de graos armazenados e métodos de controle

As perdas de graos tanto em qualidade quanto em quantidade devido a
infestagdo de insetos durante o armazenamento sao um grave problema, incluem nao
apenas o consumo direto de graos, mas também o acumulo de exuvias e cadaveres.
Niveis elevados de detritos dos insetos resultam em graos improprios para consumo
humano, além de causarem pontos umidos e quentes, condi¢des ideais para a
proliferacdo de fungos, causando mais prejuizos. Aproximadamente 20.000 espécies
de pragas de campo e armazenamento sdo responsaveis por destruirem um tergco da
produg¢do mundial de alimentos (PIMENTEL et al.,, 2011; ARTHUR; ONDIER;
SIEBENMORGEN, 2012; RAJASHEKAR et al., 2012).

Entre as pragas de grdos e produtos armazenados estdo Cryptolestes
ferrugineus (Stephens, 1831) (Coleoptera: Cucujidae), Zabrotes subfasciatus
(Boheman, 1833) (Coleoptera: Chrysomelidae) e Sitophilus zeamais Motschulsky
(Coleoptera: Curculionidae). O C. ferrugineus ¢ uma das pragas secundarias mais
comuns de cereais e subprodutos armazenados. Também infestam frutos secos, nozes
e as estruturas de armazenamento como maquinas de limpeza, secadores, fundos de
silos e caixas de expedi¢ao (LORINI, 2012). Em razdo do corpo achatado, este inseto
pode infestar graos pouco danificados, entrando pelas pequenas trincas, ou em
pacotes de alimentos processados (Figura 7A e 7B). Seu ciclo se completa em 23 dias
e apresenta alta potencialidade de reproducdo, em relacdo a outras pragas de
armazéns (FARONI; SOUSA, 2006; LORINI et al., 2015).

O Z. subfasciatus (Figura 7C e 7D) ataca graos de leguminosas, principalmente
os feijoes Phaseolus e Vigna e ervilha. Sdo encontrados nas regides tropicais e
subtropicais da América Central e do Sul, de onde ¢ originario (FARONI; SOUSA,
2006). Estes insetos causam danos aos graos devido as galerias feitas pelas larvas
que destroem os cotilédones, reduzindo a massa da semente e favorecendo a entrada
de microrganismos e acaros. Além de afetar a germinacdo da semente, depreciam a
qualidade comercial dos graos devido a presenga de insetos, ovos e excrementos.

S. zeamais ¢ considerado praga primaria mais destrutiva de cereais
armazenados, pois sdo capazes de romper o grao inteiro e sadio. Possuem
mandibulas desenvolvidas para romper o grido e se alimentar do seu conteudo
interno, além disso, completam seu ciclo de vida no interior do grdo (Figura 7E e 7F)

(FARONI; SILVA, 2008). A postura ¢ feita nos graos e sementes, as larvas, apos se
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desenvolverem, empupam e se transformam em adultos ainda no grdo ou semente.
Sao abundantes em regides tropicais com temperatura moderada (FARONI; SOUSA,
2006; LORINI et al., 2015). Apresentam infestacdo cruzada e causam danos aos
graos nas fases larval e adulta (COPATTI; MARCON; MACHADO, 2013).

Quanto o controle de insetos de grios e subprodutos armazenados, este ¢
realizado principalmente por meio de inseticidas quimicos, como a fumigacdo com
fosfina (PH3) que ¢ eficaz no controle de todas as fases (ovo, larva, pupa e adultos)
das pragas de graos e sementes armazenadas e a utilizagdo de inseticidas protetores,
como piretrdides e organofosforados (LORINI, 2012; LORINI et al., 2015).

O uso em larga escala de pesticidas sintéticos tem apresentado problemas de
resisténcia dos insetos, residuos de pesticidas nos alimentos e contaminagdo da
biosfera. Tal fato tem despertado o interesse de substitui-los por pesticidas
biodegradaveis e com maior seletividade (MOREIRA; MANSUR; MANSUR-
FIGUEIRA, 2012). Essa consciéncia criou um interesse mundial no desenvolvimento
de estratégias alternativas, incluindo a descoberta de novos inseticidas (PERRY;
BATTERHAM; DABORN, 2011).

Alguns métodos alternativos que tém mostrado eficicia contra esses insetos-
praga sdo os inseticidas botanicos, atmosferas modificadas, controle biologico,
controle da temperatura, pds inertes e a utilizagdo de variedades de graos resistentes
a insetos (LORINI et al., 2013). H4 também o sistema hermético de armazenamento
e a utilizacdo de cinza de palha de arroz, que se mostraram eficazes no controle
destes insetos (VIEBRANTZ et al., 2016; OTITODUN et al., 2017).

A utilizacdo de inseticidas botanicos € uma alternativa promissora, suas
eficacias vém sendo relatadas, como por exemplo, por Talukder (2006) que listou 43
espécies botanicas com agdo repelente, 21 plantas como inibidoras de insetos, 47
com atividade bioinseticida, 37 plantas como protetores de graos, 27 plantas como
inibidoras de insetos e 7 plantas como inibidores do crescimento e desenvolvimento
de insetos. Com potencial bioinseticida e propriedades antioviposi¢do contra
Sitophilus oryzae foram 18 espécies (RAJASHEKAR et al., 2012; DEVI; DEVI,
2013).
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Figura 7. C. ferrugineus: adulto dorsal (A) e adulto ventral (B); Z. subfasciatus:
fémea (C) e adulto lateral (D); S. zeamais: adulto lateral (E) e adulto dorsal

().

Fontes: Imagens (A e B): http://twixar.me/P8HK; Imagem (C): https://tinyurl.com/y6e3fvk8, imagem
(D): http://twixar.me/5qRn; Imagens (E e F): Adaptado de Lorini et al. (2015, p. 22).
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3 METODOLOGIA

3.1 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL, DENSIDADE E RENDIMENTO

As folhas de P. hispidinervum, P. aduncum, P. anonifolium e P. crassinervium
foram coletadas nos municipios de Bujari e Rio Branco, Acre, Brasil (9°42°17,26”’S,
68°3°15,63”W; 9°57°9,24”S, 67°50°27,11”W; 10°04°09,2’S, 67°36’31,3”W e
9°42°17,26”S, 68°3°15,63” W), respectivamente. As exsicatas foram depositadas no
Herbario UFACPZ da Universidade Federal do Acre, sob os numeros de registros:
UFACPZ 20.647, UFACPZ 20.646, UFACPZ 20.611 e UFACPZ 20.657
respectivamente. As espécies foram identificadas pela Dra. Elsie Franklin
Guimaraes, do Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (Herbario RB).

As coletas das folhas foram realizadas no periodo da manha. Posteriormente, as
folhas foram secas utilizando-se técnicas de bancada e de estufa com circulacdo e
renovagao de ar (SL-102), nas temperaturas de 35 °C e 45 °C, até obtencao de peso
constante. A extragdo dos Oleos essenciais (OEs) foi realizada no Laboratério de
Produtos Naturais, Microbiologia e Biotecnologia da Ufac.

Para a extracdo dos OEs foram utilizadas quatro repeti¢cdes de 100g das folhas
secas. Posteriormente, as folhas foram submetidas a hidrodestilagdo durante 4 horas,
usando um aparelho tipo Clevenger simples, balao volumétrico de 5L e manta
aquecedora (0321A28, Quimis, Brasil). Os OEs foram separados do hidrolato por
decantacdo em funil de separacdo. A secagem dos 6leos foi feita com sulfato de sddio
anidro (Synth, 99,0%, Brasil), o armazenamento se deu em frascos dmbar a uma

temperatura de 4+1 °C.
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A densidade (g/mL) do OE (DOE) foi calculada através da equacdo 1.
Adaptada de Schindler; Silva; Heinzmann, (2018).

M(g) (1)

DOE = =)

Em que:
D = Densidade (g/mL);
M = massa do 6leo (g);

V = Volume do 6leo (mL).

O rendimento do OE foi expresso em porcentagem, calculado pela equagao 2.

Adaptada de Girard; Koehler; Netto, (2007).

V(mL) * D(g/mL) )

R% =
’ M (g)

Em que:

R% = Rendimento (%);

V = Volume de 6leo (mL);

D =Massa de ImL de 6leo (g);
M = Massa seca de folhas (g).

3.2 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A andlise cromatografica foi realizada na Universidade Federal de Vigosa-UFV,
no Laboratorio de Quimica. As Analises cromatograficas dos 6leos essenciais foram
realizadas utilizando como solvente o Acetonitrila Chromasolv®>99,9% Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Os 6leos essenciais foram diluidos em Acetonitrila a SOuL/L e analisados por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM) (GC7820A-
5977B, Agilent, Estados Unidos da América) para identificar os seus constituintes.
Uma solugdo padrao de Alcano C7-C30 a 1000png/mL em Hexano (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) foi injetado para o calculo do indice de retencao e confirmagao

dos compostos identificados por GC-MS.
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A CG-MS foi operada em modo de varredura total (massa gama aquisi¢do m/z
50-450), usando energia de ionizacdo de 70 eV. O cromatodgrafo a gas foi operado em
uma razdo de divisdo de 20:1 com uma temperatura do injetor de 220 °C. A
temperatura inicial do forno da coluna foi ajustada para 60 °C, com uma taxa de
aquecimento de 2 °C/min até 200 °C, seguido de um aumento na taxa de
aquecimento de 5 °C/min até 250 °C. O Hélio foi utilizado como gas de arraste, com
um fluxo de coluna de 1,2mL/min. O tempo total de aquisicdo de dados foi de
80min. Uma amostra de 1ul foi injetada pelo auto-injetor AOC-20i (Agilent, Estados
Unidos da América) para o cromatdgrafo. As separacdes foram realizadas em coluna
capilar HP-5 ms (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) de 30m x 0,25mm de
didmetro interno x 0,25pm de espessura de filme com fase estaciondria de 5% de

Difenil/95% de Dimetil polissiloxano.

3.3 OBTENCAO E CRIACAO DE INSETOS

Ovos de A. monuste orseis foram coletados em plantas de couve (Brassica
oleracea var. acephala). Estes foram mantidos em frascos de 300mL em condigdes
constantes de temperatura (25+2 °C) e umidade relativa (70+5%), apds a eclosdo, as
lagartas foram alimentadas diariamente e no terceiro dia foram utilizadas nos
bioensaios (MATA; LOMONACO, 2013; MAPELI et al., 2015)

As formigas A. sexdens L. foram coletadas de forma manual no campus da
Ufac, em um ninho estavel e armazenadas em vaso de vidro de 1L até o momento de
utilizacao nos experimentos, que se realizaram no mesmo dia de coleta (JUNG et al.,
2013; MATTE; QUEIROZ; CORASSA, 2016).

Os carunchos C. ferrugineus, S. zeamais e Z. subfasciatus foram criados em
frascos de vidro de 1 litro, sob condi¢cdes de temperatura ambiente (25+2 °C) e
umidade relativa (70+5%), alimentados com graos de milho (S. zeamais), farelos de
milho (C. ferrugineus) e feijdo mudubim (Z. subfasciatus), com teor de agua de 13%,
base imida (b.u.), previamente expurgados (SOUSA et al., 2016; SOUZA et al.,
2018).
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3.4 BIOENSAIOS DE MORTALIDADE

Os bioensaios de mortalidade foram realizados em placas de Petri (2cm de
altura x 10cm de diametro) com o fundo recoberto de papel filtro e bordas revestidas
com Teflon® PTFE (DuPont, S3o Paulo, Brasil). Para A. monuste orseis foi utilizado
(7 repeticdes de 5 insetos/placa, n=35), A. sexdens (10 repeticdes de 10 insetos/placa,
n=100), C. ferrugineus e Z. subfasciatus (4 repeticdes de 25 insetos/placa, n=100) e
S. zeamais (4 repeti¢des de 50 insetos/placa, n=200). No tratamento utilizou-se ImL
da solucdo. A solugdo era composta pelo OE diluido em Propanona (Synth, 99,5%,
Brasil), nas concentracdes 0,017 e 1,0%. No controle foi utilizado ImL de
Propanona. Apos a evaporacao do solvente, os insetos eram depositados nas placas.

Os bioensaios foram realizados em camara incubadora BOD sob condi¢des
constantes de temperatura (25+2 °C), umidade relativa (70+5%). A mortalidade dos

insetos foi avaliada ap6s 24 horas de exposicao.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Utilizou-se o Delineamento Inteiramente Casualizado - DIC em esquema
fatorial nos experimentos, visando determinar a densidade dos 6leos, rendimento e
mortalidade dos insetos. Para a densidade e rendimento, utilizou-se o esquema
fatorial 3x4, onde o primeiro fator corresponde as técnicas de secagens e o segundo
fator corresponde as espécies botanicas. E para a toxicidade dos oOleos essenciais
utilizou-se o esquema fatorial 2x4, onde o primeiro fator corresponde as
concentracdes do dleo essencial e o segundo fator corresponde as espécies botanicas.
Os dados experimentais foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05), utilizando o software Sisvar

5.6. Os graficos foram elaborados utilizando o software SigmaPlot 11.0.

37



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DENSIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS

A densidade dos 6leos essenciais variou significativamente entre as espécies
(F3;36:1,560017; P<0,0001), entre as condigdes de secagens (F2;36:9,0e0014; P<0,0001)
e houve interacdo entre estes dois fatores (Fg.36=3,0e%*°; P<0,0001). Constatou-se
que o OF de P. hispidinervum apresentou maior densidade quando as folhas foram
submetidas a secagem em bancada, com valor de 1,10+0,00g/mL (Tabela 1). Para as
espécies P. anonifolium e P. aduncum, a maior densidade do OE foi obtida com
folhas secas em estufa nas temperaturas de 35 °C e 45 °C, com os valores de
0,95+0,01g/mL e 1,05+0,00g/mL, respectivamente (Tabela 1). Verificou-se que para
o OE de P crassinervium, ndo houve diferenca significativa da densidade
(0,93+£0,00g/mL) entre as condi¢des de secagens utilizadas (Tabela 1).

Segundo Pimentel et al. (2006), o OE de P. hispidinervum obtido de folhas
coletadas em Lavras, MG, Brasil, secas em estufa a 30 °C, apresentou a densidade de
1,05g/mL. Igualmente Lima et al. (2009), verificaram que o OE dessa espécie
apresentou a densidade de 1,10g/mL, utilizando folhas frescas, coletadas também em
Lavras, MG, Brasil. Estes estudos corroboram com o resultado obtido na presente
pesquisa, em que a densidade do OE de P. hispidinervum foi de 1,06+0,00g9/mL,
quando as folhas foram secas em estufa a 35 °C e de 1,10g/mL com folhas secas em
bancada a temperatura ambiente.

Segundo Arze et al. (2008), a espécie P. aduncum coletada em Carrasco,
Bolivia, secas em temperatura ambiente, apresentou o OE com densidade de
0,91g/mL. A densidade do OE de P. aduncum obtido na presente pesquisa, com
folhas secas em bancada foi de 1,03g/mL (Tabela 1), sendo relativamente superior ao

encontrado por estes autores. A diferenca entre as densidades dos OEs de ambos os
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estudos, pode estar relacionada com o peso molecular dos constituites quimicos
presentes nos seus OEs. Para as espécies P. anonifolium e P. crassinervium, na
literatura consultada, nao foi mensionado valores da densidade dos OEs das espécies.

Estes dados da literatura consultada, juntamente com os resultados da presente
pesquisa, sugerem que exista um polimorfismo quimico nas plantas, o que,
consequentemente, afeta a densidade de seus OEs (VILA et al., 2005). Varios fatores
podem influenciar na composi¢ao quimica do OE, como genética, quantidade de
estruturas secretoras nas folhas, fatores ambientais, ciclo circadiano, disponibilidade
de 4gua, intensidade luminosa e outros (GOBBO-NETO; LOPES 2007; ARZE et al.,
2008; MARTINEZ-NATAREN et al., 2011; TOZIN; MARQUES; RODRIGUES,
2015).

A variavel densidade ¢ utilizada na avaliagdo da qualidade da matéria-prima
vegetal, controle da pureza do o6leo e na indicacdo de sua possivel utilizagdo
(SIMOES; SPITZER, 2010; GOMES et al., 2018). A densidade do OE menor que a
da dgua lg/mL, dificulta a separagdo das duas fases. Porém, a densidade superior
lg/mL, pode ser vantajosa, tanto para a separacdo durante a extragdo, quanto para a
homogeneizacdao do OFE em meios aquosos, como em agar, para a avaliagdo do seu
potencial antifingico (SOIDROU et al, 2013; SCHINDLER; SILVA;
HEINZMANN, 2018)

A baixa variacdo da densidade dos OEs das espécies P. hispidinervum, P.
aduncum, P. anonifolium e P. crassinervium demonstra que a constitui¢do quimica
dos oleos ndo foi afetada com as técnicas de secagens de folhas (MARTINS et al.,

2011).
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Tabela 1 — Densidade e rendimento dos 6leos essenciais

Espécie botanica

Densidade (g/mL) (xE.P.M.)

Rendimento (%) (xE.P.M.)

Bancada 35°C 45°C Bancada 35°C 45°C
Piper hispidinervum 1,1040,00 Aa 1,06+0,00 Ac 1,09+0,00 Ab 2,00+0,09 Bb 1,76+0,08 Bb 2,61+0,26 Ba
P. aduncum 1,03+0,00 Bb 1,03+0,00 Bb 1,05+0,00 Ba 3,53+0,25 Ab 3,36+0,13 Ab 4,72+0,04 Aa
P. anonifolium 0,90+0,01 Dc 0,95+0,01 Ca 0,9340,01 Cb 0,13+0,01 Ca 0,2040,01 Ca 0,12+0,01 Ca
P. crassinervium 0,93+0,00 Ca 0,93+0,00 Da 0,93+0,00 Ca 0,32+0,02 Ca 0,28+0,04 Ca 0,22+0,01 Ca

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e mintuiscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fonte: Analise dos dados da pesquisa.
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4.2 RENDIMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O rendimento dos 6leos essenciais variou significativamente entre as espécies
(F3:36=498,60; P<0,0001), entre as condigdes de secagem (F2.35=16,28; P<0,0001) e
houve interacdo entre estes dois fatores (Fs.36=7,93; P<0,0001). Constatou-se que o
rendimento do OE de P. aduncum e P. hispidinervum foi maior com folhas secas em
estufa, na temperatura de 45 °C, com valores de 4,72+0,04% e 2,61+0,26% (Tabela
1), respectivamente. O rendimento de P. aduncum foi 44,71% superior ao de P.
hispidinervum nesta condi¢do de secagem. Verificou-se que o rendimento do OE de
P anonifolium e P. crassinervium ndo diferiu estatisticamente com as condi¢des de
secagens avaliadas (Tabela 1). Observa-se que existe uma variabilidade no
rendimento do OE destas espécies, mesmo utilizando técnicas de secagens das folhas
similares.

Segundo Braga et al. (2005), os OEs de P. hispidinervum obtidos de folhas
coletadas em Blumenau, SC, Brasil, secas em secador de leito fixo, a 35 e 45 °C,
apresentaram os rendimentos de 2% (~63% de Safrol) e 2,75% (aproximadamente
57% de Safrol), respectivamente. Pimentel et al. (2006) verificaram que o OE de
folhas desta espécie coletadas em Lavras, MG, Brasil, secas em estufa a 30 °C,
apresentou o rendimento de 2,6% (~86,7% de Safrol). Estes resultados corroboram
com os dados obtidos na presente pesquisa para esta espécie, em que o rendimento
maximo do OE foi de 2,6+0,26%, se equiparando aos obtidos nestas outras regides
do Brasil. Esta espécie ¢ nativa do estado do Acre, espécimes coletados nesta regiao
comumente apresentam menor produgdo em OE e alto teor de Safrol. Observou-se na
presente pesquisa que o menor rendimento em OE 1,76+0,08% apresentou alto teor
de Safrol, 98,8%.

De acordo com Almeida et al. (2009), o OE da espécie P. aduncum obtido a
partir de folhas coletadas no Para, Brasil, e secas em estufa a de 35 °C, apresentou o
rendimento médio de 2,8%. Igualmente, o OE obtido de folhas colhidas em Brasilia,
DEF, Brasil, secas em secador de ar forcado a 38 °C, e no Ceara, Brasil, secas em
estufa a 40 °C exibiram o rendimento méaximo de 1,3% e 3,11%, respectivamente
(POTZERNHEIM et al., 2012; FIGUEIREDO, 2014). Na presente pesquisa, obteve-
se o rendimento do OE de 3,36+0,13%, com folhas secas a 35 °C, sendo

relativamente maior que os demais estudos. Tal fato pode estar relacionado com o
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local de ocorréncia dos espécimes coletados, pois este ¢ um dos fatores que
influenciam na producao de OE.

Segundo Bergo (2010), o OE de P. aduncum obtido com folhas coletadas de
mudas produzidas em Curitiba, PR, Brasil, com sementes de espécies nativas do
estado Acre e Parand, Brasil, secas em temperatura ambiente, exibiu o rendimento
médio de 2,9% e 0,59%, respectivamente. Igualmente, o OE de folhas coletadas no
Pard e Amap4, Brasil, apresentaram os rendimentos de 2,5% e 2,8% (MARTINS,
2011; SOUTO et al., 2012). Ja o OE de folhas coletadas em Manaus, Amazonas,
Brasil, apresentou o rendimento médio de 3,6% (GAINZA et al., 2016). Na presente
pesquisa obteve-se o rendimento de 3,5340,25%, utilizando a secagem em bancada,
estando relativamente maior que alguns destes estudos apresentados.

O rendimento do OE est4d relacionado com a abundancia dos metabdlitos
secundarios armazenados nas células glandulares da planta, que em Piperaceas se da
principalmente nos idioblastos (células parenquimaticas especificas) (GOGOSZ et
al., 2012). Pressup0e-se que esta espécie apresente um niumero elevado destas células
em suas folhas. Com o processo de secagem das folhas, acredita-se que ocorra um
pré-rompimento das membranas celulares, facilitando o extravasamento do o6leo
(ROSADO et al., 2011).

Segundo Andrade et al. (2005), as folhas de P. anonifolium coletadas no estado
do Para, Brasil, secas em temperatura ambiente, proporcionaram o rendimento em
OE de 0,5%. Também foi relatado o rendimento do OE de 0,4% e 0,6%, com folhas
coletadas nesse estado e secas em temperatura ambiente (ANDRADE et al., 2009;
SILVA et al., 2014). Para esta espécie o rendimento maximo obtido na presente
pesquisa foi de 0,20+0,01% (Tabela 1). De acordo com Luz et al, (2003), folhas de P.
crassinervium coletadas em Rio Branco-AC, secas a temperatura ambiente,
proporcionaram o rendimento em OE de 0,2%. Segundo Andrade et al. (2009), folhas
adquiridas no estado do Para, secas em temperatura ambiente, exibriam o rendimento
em OE de 0,1%. Para esta espécie, na presente pesquisa foi obtido o rendimento
maximo de 0,32+0,02%, com folhas secas em bancada (Tabela 1).

Variagdes nos rendimentos dos OEs sdo comuns e podem ocorrer devido a
varios fatores ligados a rota metabolica do vegetal. Tais fatores podem estar
associados a genética, biossintese da planta, idade e estagio vegetativo, regides de
ocorréncias dos espécimes, diferengas geograficas e sazonalidade local

(MANGANOTTI et al., 2011; SCHINDLER et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018).
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Também podem estar relacionados a época e horario de coleta, fisiologia da planta
(OLIVEIRA et al., 2012; MATTANA et al., 2015; SILVA et al., 2013), bem como
ocorréncia de predadores e patogenos (SILVA et al., 2015).

Para a realizacdo desta pesquisa, os espécimes coletados de P. anonifolium e P.
crassinervium, nao estavam na fase reprodutiva ou época de florescimento. Tal fato
pode ter afetado diretamente no rendimento do OE, pois quando a planta se encontra

em estagio de floragdo e/ou frutificacao ocorre uma maior producdo de OE.

4.3 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A hidrodestilagdo das folhas produziu OEs amarelo-palido a amarelo-escuro,
com aromas agradaveis e fétidos. As espécies estudadas demonstraram alta variagdo
quimica em seus OEs. A andlise por GC-MS permitiu a identificacdo de 63
compostos quimicos nos OEs de folhas (secas a 35 °C), das espécies de P.
hispidinervum, P. aduncum, P. anonifolium ¢ P. crassinervium (Tabela 2). Os OEs
apresentaram monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos na composi¢do. A classe
quimica dominante em P. anonifolium e P. crassinervium foi a sesquiterpénica, com
o percentual de 100% e 80%, respectivamente. Em P. aduncum e P. hispidinervum os
fenilpropanoides Apiol e Safrol (Figura 8A e 8B) representaram 90% e 98,8% da
composi¢do quimica, respectivamente (Tabela 2).

Foram identificados dois constituintes no OE de P. hispidinervum, no qual o
fenilpropanoide Safrol (98,8%) foi o composto principal, estando presente também o
Biciclogermacreno (1,17%) (Tabela 2, Figura 9A). Este constituinte também foi
encontrado em outros estudos com esta espécie em diferentes regides do Brasil,
sendo o elemento principal do OE de folhas coletadas em Santa Catarina (90%)
(RIVA et al., 2011), Lavras, MG (82%, 89% e 83%) (LIMA et al., 2009; ZACARONI
et al., 2009; LIMA et al., 2014) e de Porto Alegre, RS (85%) (SAUTER et al., 2012).
Em plantas cultivadas no Acre, o d6leo essencial apresentou concentra¢do de Safrol
acima de 90% (FAZOLIN et al., 2007).

O OE de P. aduncum apresentou 13 compostos, sendo o fenilpropandide Apiol
(90%) o constituinte majoritario (Tabela 2, Figura 9B). Poucos sdo os relatos deste
composto como o majoritario no OE desta espécie, comumente ¢ encontrado o

Dilapiol como constituinte principal. Por outro lado, o Apiol ocorreu em baixa
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quantidade no OE de folhas coletadas no estado de Rondonia (28,6%) (SANTANA et
al., 2015). Com folhas oriundas do Amazonas o Apiol apresentou (0,38%) da
composicdo e o Dilapiol se sobressaiu com (86% e 94,8%) (SILVA et al., 2009;
SILVA et al., 2013). O Dilapiol também foi encontrado em OE de folhas coletadas no
Para (80%) (SOUTO et al., 2012).

Em P. anonifolium foi identificado 26 constituintes, em que o sesquiterpeno a-
Muuroleno (23%) foi o composto principal, seguido do y-Muuroleno (16,6%) e
Cadina-1(10)4-dieno (11%) (Tabela 2, Figura 10A). A férmula estrutural do o-
Muuroleno esta representada na Figura 8C. A producdo destes constituintes pode
estar relacionada a prote¢do da planta devido ao ataque de microrganismos e
bactérias. Entretanto, os OEs obtidos com folhas de P. anonifolium coletadas no Par4,
apresentaram os constituintes a-pineno (7,3% a 53,1%), f-Pineno (17,2% a 22,9%),
a-Eudesmol (33,5%) (ANDRADE et al., 2005), Selin-11-en-4-a-ol (20,0% e 17,5%),
S-Selineno (12,7% e 13,9%), a-Selineno (11,9% e 14,7%) (ANDRADE et al., 2009;
SILVA et al., 2014).

O OE de P. crassinervium apresentou 35 compostos, sendo o sesquiterpeno
Viridiflorol (27,7%) o constituinte majoritario, seguido do monoterpeno Sabineno
(15,5%) e do sesquiterpeno S-Elemeno (7,0%) (Tabela 2, Figura 10B). A formula
estrutural do Viridiflorol esta representada na Figura 8D. Outros constituintes foram
relatados como os principais na composi¢do do OE com folhas coletadas no estado
do Acre, Brasil, como o S-Cariofileno (17,7%), y-Elemeno (14,4%) e o f-Elemeno
(10,9%) (LUZ et al., 2003). Com folhas coletadas no estado de Sao Paulo, Brasil, os
OEs apresentaram os compostos Germacreno (D) (10,1% e 14%), o Espatulenol
(9,68%), p-Cariofileno (9,9%), a-Cadinol (6,6%), Guaiol (7,1%) (DANELUTTE,
2001; MORANDIM-GIANNETTI et al., 2010). J4, Cysne et al. (2005) constatou que
o OE de folhas coletadas no estado do Ceard, Brasil apresentaram os constituintes
principais Linalol (28,61%), f-Pineno (20,01%), a-Pineno (11,27%) e 1,8-Cineol
(10,81%).

O Cariofileno (Z) foi comum em trés espécies, ocorrendo em maior propor¢ao
em P. anonifolium (5,6%), seguido de P. crassinervium (3,3%) e P. aduncum (2,1%).
Constatou-se o Biciclogermacreno em P hispidinervum (1,17%) e P. aduncum
(0,53%). Verificou-se que nas espécies P. aduncum e P. crassinervium foram comuns
os constituintes a-Copaeno (0,36 e 0,66%), f-Elemeno (0,28 e 7,07%), Germacreno
(D) (1,62 e 2,61%) e Espatulenol (0,35 e 0,49), respectivamente.
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Ja em P. anonifolium e P. crassinervium, entre os compostos que foram comuns
estdo o a-Cubebeno (1,61 e 1,33%), f-Humuleno (0,46 ¢ 0,88%), y-Muuroleno (16,6
e 1,01%), a-Muuroleno (23,11 e 0,74%), Torreyol (4,10 e 0,92%) e Epi-a-Cadinol
(5,16 € 2,59%), respectivamente.

A. ~, B. S n
N 0> \AC[: 0>

0
- O Safrol
Apiol
C. D.
i H
oa~-Muuroleno Viridiflorol

Figura 8. Formula estrutural dos compostos majoritarios dos 6leos essenciais

Fonte: http://twixar.me/mkKn
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Tabela 2 - Porcentagem dos compostos do OE de folhas (secas a 35 °C) de Piper
hispidinervum C.DC. (P.hi), Piper aduncum L. (P.ad.), Piper anonifolium
Kunth (P.an) e Piper crassinervium Kunth (P.cr).

Composto Classe P. hi P.ad P.an P.cr
Oleo (%)
Safrol Fenilpropandide 98,83 -- -- --
Biciclogermacreno Sesquiterpeno 1,17 0,53 -- --
o-Copaeno Sesquiterpeno -- 0,36 -- 0,66
S-Elemeno Sesquiterpeno -- 0,28 -- 7,07
Cariofileno (2) Sesquiterpeno -- 2,12 5,62 3,36
a-Humuleno Sesquiterpeno -- 0,44 -- --
Germacreno D Sesquiterpeno -- 1,62 -- 2,61
Pentadecano Sesquiterpeno - 0,61 - -
Miristicina Fenilpropandide -- 1,70 -- --
Dilapiol Fenilpropandide -- 0,57 -- --
Espatulenol Sesquiterpeno -- 0,35 -- 0,49
Oxido de Cariofileno Sesquiterpeno -- 0,35 -- --
Guaiol Sesquiterpeno -- 1,09 -- --
Apiol Fenilpropandide -- 90,00 -- --
Ciclosativeno Sesquiterpeno -- -- 5,33 --
a-Cubebeno Sesquiterpeno -- -- 1,61 1,33
a-Guaieno Sesquiterpeno -- -- 1,39 --
S-Humuleno Sesquiterpeno -- -- 0,46 0,88
Alloaromadendreno Sesquiterpeno -- -- 0,48 --
Ishwarano Sesquiterpeno -- -- 4,89 --
y-Muuroleno Sesquiterpeno -- -- 16,6 1,01
a-Muuroleno Sesquiterpeno -- -- 23,11 0,74
[-Bisaboleno Sesquiterpeno -- -- 1,87 --
Cadina-1(10), 4-Dieno Sesquiterpeno -- -- 11,20 --
a-Calacoreno Sesquiterpeno -- -- 0,65 --
Epicubenol Sesquiterpeno -- -- 0,94 --
Cedrol Sesquiterpeno -- -- 2,53 --
Muurola-4,10 (14)-dien-18-ol  Sesquiterpeno -- -- 7,28 --
Torreiol Sesquiterpeno -- -- 4,10 0,92

Continua
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Tabela 2 - Porcentagem dos compostos do OE de folhas (secas a 35 °C) de Piper
hispidinervum C.DC. (P.hi), Piper aduncum L. (P.ad.), Piper anonifolium
Kunth (P.an) e Piper crassinervium Kunth (P.cr).

Composto Classe P. hi P.ad P.an P.cr
Oleo (%)
Epi-a-Cadinol Sesquiterpeno -- -- 4,52 --
Epi-a-Cadinol Sesquiterpeno -- -- 0,64 2,59
S-Copaen-4a-ol Sesquiterpeno -- -- 0,58 --
Isolongifolan-7a-ol  Sesquiterpeno -- -- 0,26 --
Ylangenol Sesquiterpeno -- -- 0,24 --
Valenceno Sesquiterpeno -- -- 3,24 --
S-Curcumeno Sesquiterpeno -- -- 2,45 --
o-Pineno Monoterpeno -- -- -- 5,64
Sabineno Monoterpeno -- -- -- 15,49
Limoneno Monoterpeno -- -- -- 0,95
a-Terpineol Monoterpeno -- -- -- 0,34
J-Elemeno Sesquiterpeno -- -- -- 0,40
a-Gurjuneno Sesquiterpeno -- -- -- 2,96
S-Copaeno Sesquiterpeno -- -- -- 0,57
y-Elemeno Sesquiterpeno -- -- -- 0,40
Isocarilofeno Sesquiterpeno -- -- -- 2,22
p-Selineno Sesquiterpeno -- -- -- 1,22
Ledeno Sesquiterpeno -- -- -- 2,09
y-Gurjuneno Sesquiterpeno -- -- -- 0,68
y-Cadineno Sesquiterpeno -- -- -- 0,71
o-Cadineno Sesquiterpeno -- -- -- 2,00
Germacreno B Sesquiterpeno -- -- -- 0,43
Nerolidol (E) Sesquiterpeno -- -- -- 4,75
Globulol Sesquiterpeno -- -- -- 2,10
Viridiflorol Sesquiterpeno -- -- -- 27,74
Cubenol Sesquiterpeno -- -- -- 1,43
a-Cadinol Sesquiterpeno -- -- -- 5,35
Himachalol Fenilpropandide -- -- -- 0,41
Cembreno Diterpeno -- -- -- 0,45
Monoterpenos 14%
Sesquiterpenos 50% 7% 100,00% 80%
Fenilpropandide 50% 23% 3%
Total 100% 100% 100,00% 97%
Conclusao.

47



Piper hispidinervium C.DC

4000000 — Safrol (98,8%)

3500000

3000000

2500000 ~

2000000

1500000 —

1000000 -

500000

Abundéancia

Tempo de retengéo (min)

Piper aduncum L.

4500000 Apiol (90%)

4000000

3500000

3000000 —

2500000 -

2000000

1500000 —

1000000 —

500000

Abundéincia

1 Cariofileno (Z) (2,12%)

Ll
e 1 e AR e e St

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo de retengdo (min)

Figura 9. Cromatograma dos 6leos essenciais de P. hispidinervum (A) e P. aduncum

(B).
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Entre os compostos majoritarios encontrados nos OEs, o Safrol apresenta
propriedade inseticida, antimicrobiana, anti-inflamatodria, analgésica, antioxidante e,
¢ utilizado na industria de fragrancias e como sintese para alguns piretroides (PAL et
al., 2011; SOARES et al., 2011; SAUTER et al., 2012; JACOB et al., 2016;
CLEMES et al., 2018). O Apiol apresenta atividade inseticida para Diptera,
antimicrobiana, fungicida, acaricida, antitumoral (mulheres em gestacdo nao podem
fazer uso desse produto, pois apresenta atividade abortiva) (COSTA et al., 2010;
FERRAZ et al., 2010; DI STEFANO et al., 2011; SONG et al., 2011; WEI et al,,
2012).

O a-Muuroleno e y-Muuroleno apresentam propriedades farmacoldgicas, pois
exibem atividades anti-inflamatorias, antimicrobianas (SILVA et al., 2012;
CHAIBUB et al., 2013). O Viridiflorol proporciona agao inseticida para Coledpteros
(ABOA et al., 2010; CAVALCANTE, 2017), atividade bactericida, anti-inflamatoria,
antioxidante e anticancer (FERRAZ et al., 2013; TREVIZAN et al., 2016; ALVES et
al., 2019). O Sabineno exibe propriedade antifingica, antimicrobiana, antioxidante,
anti-inflamatoria e anticancer (VALENTE et al., 2013; ARUNKUMAR et al., 2014;
QUIROGA et al., 2015; MNEIMNE et al., 2016; NAGEEB; AZEIZ, 2018).

A ocorréncia destes compostos nos OEs demonstra que estas espécies se
mostram promissoras para as areas de inseticida, farmacologia, perfumaria e
medicina. Estudos mais aprofundados sdo necessarios, tanto para isolar seus

constituintes majoritarios, como para determinar sua aplicabilidade e seguranca.

4.4 TOXICIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS SOBRE OS INSETOS-PRAGA

A mortalidade de A. monuste orseis variou significativamente entre os 6leos
essenciais (OEs) (Fz.4s=85,66; P<0,0001), entre as concentragdes dos OEs
(F1.48=182,48; P<0,0001) e houve intera¢do entre estes dois fatores (Fs3.4s=85,66;
P<0,0001). Na concentracdo de 1%, todos os OEs foram eficazes causando
mortalidade 100%. Na concentracdo de 0,017% os OEs de P anonifolium e P,
aduncum exibiram maior eficacia, ocasionando a mortalidade de 100 e 97%
respectivamente, seguido de P hispidinervum (71%) e P. crassinervium (11%)
(Figura 11A).

Para A. sexdens, a mortalidade variou significativamente entre os 0leos

essenciais (OEs) (F3.72=25,86; P<0,0001), entre as concentragdes dos OEs
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(F1.72=1102,29; P<0,0001) e houve interacdo entre estes dois fatores (Fs.7,=18,30;
P<0,0001). Na concentragdo de 1% dos OEs de P. hispidinervum e P. aduncum
ocasionaram 100% de mortalidade, seguidas de P. anonifolium e P. crassinervium
com 63%. Na concentracao 0,017% os OEs apresentaram baixo efeito toxico, em que
P hispidinervum, P. crassinervium, P. aduncum e P. anonifolium ocasionaram a
mortalidade de 12%, 7%, 3% e 2%, respectivamente (Figura 11B). Durante os
bioensaios, constatou-se que o OE de P. aduncum na concentragao de 0,017%
acarretou efeito neurotoxicos nas formigas, que apresentaram desequilibrio motor,
como tremores em todo o corpo, inabilidade na mordida e dificuldade de locomogao.

A mortalidade de C. ferrugineus variou significativamente entre os Gleos
essenciais (OEs) (Fs.24=17,00; P<0,0001), entre as concentracdes dos OEs
(F1.24=17,00; P<0,0004) e¢ houve interagdo entre estes dois fatores (Fs.24=17,00;
P<0,0001). Todos os OEs na concentragao de 1% ocasionaram 100% de mortalidade.
Na concentracdo 0,017% os OEs de P. hispinervium, P. aduncum e P. anonifolium
acarretaram a mortalidade de 100%, seguido de P. crassinervium com 66% (Figura
12A).

Para Z. subfasciatus a mortalidade variou significativamente entre os dleos
essenciais (OEs) (Fz.24=54,19; P<0,0001), entre as concentragdes dos OEs
(F1.24=1728,82; P<0,0001) e houve interagdo entre estes dois fatores (Fs.24=49,70;
P<0,0001). A concentragdo de 1% do OE de P. hispinervium proporcionou 100% de
mortalidade, seguido de P. aduncum (81%), P. anonifolium (76%) e P. crassinervium
(65%). Na concentragdo de 0,017% os OEs de P aduncum e P. anonifolium
ocasionaram a mortalidade de 41% e 26%, respectivamente, seguido de P
hispidinervum (15%) e P. crassinervium (11%) (Figura 12B).

A mortalidade de S. zeamais variou significativamente entre os 6leos essenciais
(OEs) (F3.24=249,12; P<0,0001), entre as concentra¢des dos OEs (F1.,4=492,59;
P<0,0001) e houve interagdo entre estes dois fatores (Fsz.24=249,14; P<0,0001). Na
concentragcdo de 1% do OE de P. hispidinervum ocasionou 100% de mortalidade,
seguido de P. aduncum com 33%. O OE de P. anonifolium e P. crassinervium nao
apresentou toxicidade, com 0% de mortalidade. A concentragao 0,017% dos OEs nao

apresentou toxicidade, com 0% de mortalidade (Figura 12C).
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A. Ascia monuste orseis
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Figura 11. Mortalidade (%) de A. monuste orseis (A) e A. sexdens (B) nas

concentragdes de 0,017 e 1%. Médias agrupadas com barras de cores
iguais ndo diferem significativamente entre as espécies vegetais e o0s

asteriscos indicam a diferenga significativa entre as concentracdes pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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Cryptolestes ferrugineus
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Figura 12. Mortalidade (%) de C. ferrugineus (A), Z. subfasciatus (B) e S. zeamais
(C) nas concentracdes de 0,017 e 1%. Médias agrupadas com barras de
cores iguais ndo diferem significativamente entre as espécies vegetais e
os asteriscos indicam a diferenca significativa entre as concentragdes
pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Em geral, os OEs de P hispidinervum, P. aduncum, P. anonifolium e P.
crassinervium apresentaram atividade inseticida contra A. monuste orseis, A.
sexdens, C. ferrugineus e Z. subfasciatus, causando mortalidade na concentragao de
1,0%, exceto para S. zeamais.

Constatou-se que o OE de P. hispidinervum ocasionou a mortalidade de 100%
nos insetos das cinco espécies avaliadas, na concentra¢ao de 1,0%. Estudos relatam a
atividade bioinseticida deste OE sobre outros insetos, como Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (CRUZ et al, 2014) e Thyrinteina Arnobia
(Stoll) (Lepidoptera: Geometridae) (SOARES et al., 2011), Z. subfasciatus (BRITO
et al, 2012), S. zeamais e Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae)
(FAZOLIN et al., 2007; COITINHO et al., 2011).

Na presente pesquisa constatou-se que o OE de P. aduncum acarretou a
mortalidade de 100% em A. monuste orseis, A. sexdens e C. ferrugineus e 81% em Z.
subfasciatus e 33% para S. zeamais, na concentracdo de 1%. Estudos demonstram a
atividade inseticida de P. aduncum sobre outros insetos. Segundo Lucena et al.
(2017), P. aduncum apresentou acdo bioinseticida de para Anticarsia gemmatalis
(Hiibner) (Lepidoptera: Erebidae) e S. frugiperda. Também apresentou atividade
inseticida para Solenopsis saevissima F. Smith. (Hymenoptera: Formicidae) (SOUTO
et al., 2012), S. zeamais (ESTRELA et al., 20006) e Z. subfasciatus (BRITO et al.,
2012). Ja o OE de P. anonifolium ocasionou a mortalidade de 100% em A4. monuste
orseis e C. ferrugineus, em A. sexdens (63%) e Z. subfasciatus (76%), porém nao foi
toxico para S. zeamais. Este ¢ o primeiro relado da atividade bioinseticida do OE de
P. anonifolium. Segundo Silva et al. (2014), P. anonifolium apresentou atividade
antifingica em Cladosporium cladosporioides e C. sphareospermum.

Verificou-se que o OE de P. crassinervium ocasionou a mortalidade de 100%
em A. monuste orseis ¢ C. ferrugineus, para A. sexdens (63%), Z. subfasciatus (65%)
e ndo foi toxico para S. zeamais. A atividade inseticida de P. crassinervium foi
constatada sobre outros insetos, como Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) (KRINSK et al., 2018), Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Coleoptera:
Chrysomelidae: Bruchinae) (CASTRO, 2013), T. castaneum e Rhyzopertha dominica
(Coleoptera: Bostrichidae) (SILVA et al., 2011; SALGADO; FARONI, SOTO et al.,
2012). Os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram com os relatos encontrados
na literatura consultada. Estas espécies de Piperaceas estudadas apresentam

potencialidades para a obtencao de novas moléculas com atividade bioinseticida.
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5 CONCLUSOES

1. A densidade do OE de P. hispidinervum, P. aduncum e P. anonifolium ¢
afetada com as condigdes de secagens das folhas.

2. O rendimento dos OEs de P. aduncum e P. hispidinervum variou entre as
técnicas de secagens, sendo o maior rendimento obtido com folhas secas em estufa a
45 °C.

3. As espécies estudadas demonstraram alta variagdo na composi¢ao quimica
de seus 6leos essenciais, destacando-se o elevado teor de Safrol em P. hispidinervum
e o Apiol em P. aduncum.

4. Os OEs apresentam atividade inseticida para os insetos-praga A. monuste

orseis, A. sexdens, C. ferrugineus e Z. subfasciatus.
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