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RESUMO 
 

DOS REIS, LAURA EDUARDA LOPES: Instituto Federal Goiano – Campus Rio 

Verde – GO, agosto de 2017. Impactos fisiológicos e metabólicos em tomateiros 

(Solanum lycopersicum L.) submetidos à aplicação de óleos essenciais in natura e 

nanoencapsulados de ação repelente. Orientadora: Cristiane de Melo Cazal; 

Coorientadora: Cássia Cristina Fernandes Alves; Coorientador: Wagner Luiz Araújo.  

 

 

 

 

A busca por novos produtos fitossanitários tem impulsionado inúmeras pesquisas 

visando a utilização de produtos naturais como alternativa para o controle de pragas 

agrícolas. A família Annonaceae é uma reconhecida fonte de compostos de ação 

inseticida e os óleos essenciais das folhas e frutos da espécie Xylopia aromatica 

apresentam potencial contra mosca branca (Bemisia tabaci), uma praga agrícola de 

destaque na agricultura mundial. Registre-se que a nanoencapsulação dos compostos 

ativos de óleos essenciais promove sua proteção contra ações de degradações 

ambientais, aumenta a eficácia e prolonga sua atividade. Diante de um novo produto 

fitosanitário, faz-se necessária a avaliação do seu comportamento sobre a planta alvo, 

assegurando a alta produtividade demandada pelo setor agrícola. Neste contexto, o 

presente trabalho investigou os efeitos fisiológicos e metabólicos em tomateiro  

Solanum lycopersicum L. submetidos à aplicação de óleos essenciais nas formas            

in natura e nanoencapsulados extraídos das folhas e frutos de X. aromatica. Os óleos 

essenciais foram obtidos por hidrodestilação em Clevenger tendo o rendimento médio 

de 0,05 % e 0,58 % para folhas e frutos, respectivamente. Os compostos majoritários 

encontrados foram limoneno (37,76 %), biciclogermacreno (13,59 %), α-pineno       

(7,75 %) e β- pineno (8,11%) para os óleos essenciais das folhas e limoneno (65,44 %), 

β-pineno (8,44 %), α-pineno (7,66 %) e β-mirceno (3,29 %) para os frutos. O método de 

nanoprecipitação para obtenção das nanopartículas de PCL contendo os óleos essenciais 

apresentou nanopartículas lisas e monodispersas com eficiência de encapsulação entre 
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94 e 98 % nas formulações obtidas. O presente trabalho revelou que a aplicação dos 

óleos essenciais extraídos das folhas e dos frutos de X. aromatica, tanto na forma          

in natura quanto nanoencapsulados, não causaram prejuízos às plantas de tomate 

submetidas aos tratamentos, em termos de crescimento, parâmetros fotossintéticos e 

bioquímicos, quando analisados no estádio vegetativo das plantas. Os parâmetros de 

crescimento não mostraram alterações significativas de altura, área foliar total e área 

foliar específica, massa seca das folhas, massa seca de hastes, massa seca de raízes e 

alocação de biomassa. Os parâmetros fotossintéticos foram determinados a partir dos 

dados expressos pela fluorescência e trocas gasosas, os quais não revelaram danos ao 

aparto fotossintéticos. As avaliações bioquímicas foram realizadas partir da 

determinação dos conteúdos dos metabólitos açúcares, amido, malato, clorofilas a e b, 

aminoácidos, proteínas e nitrato. De modo geral, pequenas variações intrínsecas foram 

observadas para cada parâmetro, entre os tratamentos e, não consolidaram, contudo, 

danos ao metabolismo primário das plantas tratadas com óleos essenciais in natura e 

nanoencapsulados. Tomados em conjunto, os dados obtidos indicam que a aplicação de 

óleos essenciais de folhas e frutos de X. aromatica, seja na forma in natura ou 

nanoencapsulados, não ocasiona prejuízos ao crescimento e metabolismo em tomateiro 

e que a associação da nanotecnologia ao uso de produtos naturais é potencialmente 

vantajosa para o setor agrícola no manejo de pragas.  

 

 

PALAVRAS-CHAVE: fisiologia vegetal, nanopartículas poliméricas, óleos essenciais, 

tomateiro, Xylopia aromatica 
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ABSTRACT 
 

DOS REIS, LAURA EDUARDA LOPES: Goiano Federal Institute – Campus Rio 

Verde – GO, August of 2017. Physiological and metabolic impacts on tomato plants 

(Solanum lycopersicum L.) submitted to the application of in natura and 

nanoencapsulated essential oils with repelent action. Advisor: Cristiane de Melo Cazal; 

Co-Advisor: Cássia Cristina Fernandes Alves; Co-Advisor: Wagner Luiz Araújo.   

 

 

 

The search for new phytosanitary products has stimulated innumerous researches that 

aim the use of natural products as an alternative for the control of agricultural pests. The 

Annonaceae family is a recognized source of insecticidal action compounds and the 

essential oils of the leaves and fruits of the Xylopia aromatica species have potential 

against whitefly (Bemisia tabaci), a prominent agricultural pest in agriculture world. It 

should be noted that the nanoencapsulation of the active compounds of essential oils 

promotes their protection against environmental degradation actions, increases the 

effectiveness and prolongs their activity. Faced with a new phytosanitary product, it is 

necessary to evaluate its behavior on the target plant, ensuring the high productivity 

demanded by the agricultural sector. In this context, the present work investigated the 

physiological and metabolic effects in Solanum lycopersicum L. tomatoes submitted to 

the application of essential oils in natura and nanoencapsulated form extracted from the 

leaves and fruits of X. aromatica. The essential oils were obtained by hydrodistillation 

in Clevenger having an average yield of 0.05 % and 0.58 % for leaves and fruits, 

respectively. The major compounds found were limonene (37.76 %), 

bicyclogermacrene (13.59 %), α-pinene (7.75 %) and β-pinene (8.11 %) for leaf 

essential oils and limonene, β-pinene (8.44 %), α-pinene (7.66%) and β-myrcene      

(3.29 %) for the fruits. The nanoprecipitation method for obtaining PCL nanoparticles 

containing the essential oils presented smooth and monodisperse nanoparticles with 

encapsulation efficiency between 94 and 98 % in the obtained formulations. The present 
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work revealed that the application of the essential oils extracted from leaves and fruits 

of X. aromatica, both in natura and nanoencapsulated form, did not cause damage to the 

tomato plants submitted to the treatments, in terms of growth, photosynthetic and 

biochemical parameters when analyzed in the vegetative stage of the plants. Growth 

parameters did not show significant changes in height, total and specific leaf area, leaf, 

steams and roots dry mass, and biomass allocation. The photosynthetic parameters were 

determined from the data expressed by fluorescence and gas exchange, which did not 

reveal photosynthetic damage. The biochemical evaluations were carried out from the 

determination of the contents of the metabolites sugars, starch, malate, chlorophyll a 

and b, amino acids, proteins and nitrate. In general, small intrinsic variations were 

observed for each parameter, among treatments and, however, did not consolidate 

damage to the primary metabolism of plants treated with in natura and 

nanoencapsulated essential oils. Taken together, the data obtained indicate that the 

application of essential oils of leaves and fruits of X. aromatica, either in natura or 

nanoencapsulated form, does not cause damage to the growth and metabolism in 

tomato, and that the association of nanotechnology with the use of natural products is 

potentially advantageous for the pest management on the agricultural sector. 

 

 

KEY WORDS: essential oils, plant physiology, polymer nanoparticles, tomato,    

Xylopia aromatica 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

 

 

A chamada Revolução Verde, entre as décadas de 1960 e 1970, impulsionou a 

utilização em larga escala de produtos fitossanitários no Brasil, visando em última 

instância, maior produtividade no setor agrícola (Octaviano, 2010). O país, atualmente, 

ocupa lugar de destaque no mercado mundial do agronegócio, e está diretamente 

associado ao uso intensivo de insumos agrícolas (Investnews, 2015). Dessa forma, 

maior produção está associada à necessidade de uso intensivo de agrotóxicos; porém, 

isso acontece muitas vezes de maneira indiscriminada, oferecendo riscos à saúde dos 

consumidores e manipuladores, danos ao meio ambiente, além de proporcionar o 

surgimento de novas pragas e patógenos (Rambow et al, 2014). 

A produção de tomate (Solanum lycopersicum L.), de grande importância 

econômica no Brasil, contextualiza à temática de uso intensivo de insumos no controle 

de pragas. Registre-se que tais organismos causam danos de tal magnitude fazendo do 

tomate uma das hortaliças líderes no emprego de agrotóxico (Anvisa, 2014); em 

conjunto, isso eleva os custos da produção e favorece a seleção de pragas. 

Este cenário tem proporcionado o surgimento de pragas mais resistentes. Como 

exemplo, temos a Bemisia tabaci conhecida popularmente como mosca branca 

(Scarpellini et al., 2002). Inseto esse que ganha destaque em todo o mundo como 

importante praga agrícola pela sua rápida disseminação. Ademais, essa praga provoca 

sérios danos a uma ampla gama de culturas como tomate, algodão, brócolis, feijão, soja 

e plantas ornamentais, demandando, portanto, o uso de quantidades consideráveis e 

onerosas de agrotóxicos (Rana et al., 2016; Yang et al., 2010).  

As plantas produzem um conjunto diversificado de aleloquímicos que regulam, 

entre outras, as interações inseto-planta, especialmente na sua defesa contra a herbivoria 

(Van Beek; Breteler, 1993; Cloyd, 2004; Isman, 2006). Dessa forma, tais aleloquímicos 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022474X13000490#bib65
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022474X13000490#bib18
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022474X13000490#bib34
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constituem fonte importante de moléculas inseticidas. Isso tem despertado o interesse de 

pesquisas que visam a produção de alimentos com degradação mínima dos recursos 

naturais. Alternativas ecologicamente corretas incluem pesticidas botânicos produzidos 

a partir de metabólitos secundários presentes nas plantas. Nesse contexto, os produtos 

naturais têm se mostrado como fontes promissoras para o desenvolvimento de métodos 

alternativos mais seletivos e específicos para o controle de pragas que atendam às 

exigências de eficiência agronômica, segurança toxicológica e baixo impacto ambiental 

(Bizzo et al, 2009; Kordali et al., 2016; Lija-Escaline et al., 2015, Viegas, 2003).  

Compostos orgânicos, como os óleos essenciais obtidos a partir de flores, 

folhas, cascas, caules e frutos dos mais variados vegetais, têm ganhado destaque como 

inseticidas botânicos por serem fontes adequadas para o desenvolvimento de agentes de 

controle de insetos pragas. Muitos óleos essenciais possuem, em sua composição 

química, substâncias que são responsáveis por efeitos pesticidas, além de serem 

relativamente pouco, ou nada, tóxicos para mamíferos e possuírem um baixo período 

residual no ambiente, pela sua volatilidade (Isman et al., 2011; Roh, 2015; Hakimi et 

al., 2015). 

Xylopia aromatica (Annonaceae), conhecida popularmente como pimenta-de-

macaco (Maas et al., 2016), apresenta teor elevado de óleo essencial e, assim, representa 

uma fonte promissora de substâncias bioativas (Nguemtchouin et al., 2010; Obiri et al., 

2014). No óleo essencial extraído de suas folhas e frutos foram identificados em maior 

abundância as substâncias limoneno, α e β-pineno e β-mirceno (Lago et al., 2003; 

Stashenko; Jaramillo; Martínez, 2004; Peres, 2015). Estes compostos apresentam, 

comprovadamente, atividade sobre insetos, bem como os óleos essenciais que os 

contêm (Viegas, 2003; Moreira et al., 2013; Peres, 2015). 

Como forma de agregar maior estabilidade e eficiência à potencial atividade 

dos óleos essenciais, a nanotecnologia oferece vantagens para utilização desses 

compostos voláteis e fotolábeis a partir da sua dispersão ou encapsulamento em 

matrizes poliméricas. Nesse contexto, o nanoencapsulamento oferece proteção aos 

compostos, prolongando sua atividade através da liberação gradativa do princípio ativo, 

reduzindo, portanto, a necessidade de altas doses iniciais ou aplicações frequentes do 

produto ao longo do cultivo (Mukhopadhyay, 2014; Christofoli, et al., 2015).  

Embora o desenvolvimento de novos produtos fitossanitários seja uma 

constante na indústria agroquímica, a avaliação dos possíveis efeitos causados em 

plantas a partir de sua aplicação faz-se também necessária. Não obstante, o possível 
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efeito fitotóxico de óleos essenciais nanoencapsulados é ainda largamente 

desconhecido. Assim, é necessário avaliar as possíveis alterações, no desenvolvimento 

da planta, provocadas pelo nanopesticida. Desta forma, o presente trabalho buscou 

investigar o impacto da aplicação de inseticidas botânicos à base de óleos essenciais das 

folhas e frutos de Xylopia aromatica nas formas in natura e nanoencapsulados 

utilizados no controle de Bemisia tabaci em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pelo 

monitoramento dos parâmetros de crescimento, fotossintéticos e bioquímicos durante o 

seu desenvolvimento vegetativo. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Solanum lycopersicum L. e Bemisia tabaci 

 

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.), pertencente à família Solanaceae, é 

uma das principais hortaliças cultivadas no Brasil e assume grande importância 

comercial, tanto para o consumo in natura quanto em processamento industrial 

(Filgueira, 2003). A produção de tomate demanda alto nível tecnológico e utilização de 

mão de obra, conferindo a esta cultura elevada importância econômica e social (Haji et 

al, 2004). No entanto, o tomateiro é atacado por um grande número de pragas e os danos 

causados por estes organismos, como redução de produtividade ou de qualidade do 

produto comercial, são de tal magnitude que o tomateiro é uma das culturas líder no 

emprego de agrotóxico (Anvisa, 2014; Bezerra, 2009). 

A produção em larga escala aliada ao uso de agrotóxicos eleva os custos, além 

de promover maior pressão de seleção e aumento no número de populações que são 

resistentes aos ingredientes ativos inseticidas. Neste cenário, tem-se como exemplo a 

mosca branca (Bemisia tabaci), uma praga de ampla distribuição mundial (Scarpellini et 

al., 2002).  

A B. tabaci (Gennadius) biótipo B (Hemiptera: Aleyrodidae) (Figura 1 A) é 

uma praga polífaga que ataca frequentemente diversas espécies vegetais incluindo 

solanáceas, cucurbitáceas, ornamentais e plantas daninhas (Baldin et al., 2007; Oliveira 

et al., 2001). Além disso, ocasiona perdas diretas decorrente da sucção contínua de seiva 

e danos indiretos que estão relacionados com a transmissão de geminivírus, que são 
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responsáveis por alterações no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo de plantas, 

podendo culminar com a morte da planta. Em tomateiros, por exemplo, a B. tabaci 

causa crescimento irregular dos frutos, ocasionando alterações na consistência da polpa, 

aspecto esponjoso e esbranquiçado, e quedas na produção, de modo geral (Figura 1 B) 

(Baldin, 2005; Baldin et al., 2007).  

O manejo das populações de mosca branca tem dependido principalmente de 

inseticidas sintéticos como neonicotinoides, piretroides e piriproxifem, que são 

aplicados praticamente durante todo o ano (Wang et al., 2017). Seu controle é 

dificultado, em virtude da sua elevada taxa de crescimento apresentada pelo inseto e 

pelo seu hábito de permanecer na fase abaxial das folhas, dificultando grandemente o 

contato da praga com o inseticida (Figura 1 C) (Oliveira et al., 2001; Fernandes et al., 

2008; Barbosa et al., 2011). Além disso, o uso contínuo de inseticidas com mesmo 

modo de ação tem ocasionado falhas no controle da mosca branca, possivelmente pelo 

rápido desenvolvimento de resistência e, neste contexto, isto já foi relatado para os 

principais grupos químicos de inseticidas como organofosforados, carbamatos, 

piretroides, ciclodieno, reguladores de crescimento e neonicotinoides (Silva et al., 

2009a).  

 

 

Figura 1: Adulto da mosca branca (B. tabaci) (A), Amadurecimento irregular de frutos 

de tomate ocasionado pelo ataque de mosca branca (B) folha de tomateiro infestada por 

adultos da mosca branca (C). Fonte: Inoue-Nagata et al., (2016); Agrodefesa (2017).  
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2.2 Óleos essenciais de ação pesticida 

 

Inúmeras tentativas de minimizar os riscos ambientais, sociais e econômicos 

provocados pelo uso intensivo de agrotóxicos têm sido discutidas e normatizadas no 

setor agrícola (Alves Filho, 2002). Nessa perspectiva, os compostos botânicos têm sido 

alvo de intensa investigação indicando grandes perspectivas para os óleos essenciais 

como ingredientes ativos na produção de pesticidas botânicos, tornando-os uma opção 

para o controle de pragas de forma mais seletiva e menos tóxica (Souza; Vendramim, 

2005). 

Os óleos essenciais são compostos voláteis sintetizados através de vias 

metabólicas secundárias de plantas que funcionam como moléculas de comunicação e 

defesa. Na maioria das vezes, constituem-se de misturas complexas de substâncias que 

são originadas pela biossíntese de terpenoides no citosol, a partir do mevalonato. Os 

terpenos são substâncias que possuem como unidade básica a molécula de isopreno 

(C5H8) e podem ser subdivididos em função do número de unidades isoprênicas sendo: 

monoterpenos (2 unidades), sesquiterpenos (3 unidades), diterpenos (4 unidades), 

sesterpenos (5 unidades), triterpenos e esteroides (6 unidades) e tetraterpenos ou 

carotenoides (8 unidades) como demonstrado na Figura 2 (Simões; Spitzer, 2000).  

 

Figura 2: Biossíntese de terpenoides a partir do mevalonato. Fonte (Simões; Spitzer, 

2000). 
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Os óleos essenciais são compostos principalmente de monoterpenos e 

sesquiterpenos (Simões; Spitzer, 2000). Além de compostos terpênicos, a constituição 

química dos óleos essenciais pode variar entre álcoois, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, 

éteres, óxidos, peróxidos, furanos, ácidos orgânicos, lactonas e compostos com enxofre 

(Nerio et al., 2010; Koul et al., 2008). A composição dos óleos essenciais é determinada 

geneticamente e pode variar com a origem botânica, ciclo vegetativo, fatores climáticos, 

tipo de solo e procedimentos de obtenção do óleo (Chen et al., 2011; Ibrahim et al., 

2001). 

Em plantas, os óleos essenciais atuam principalmente na defesa, direta ou 

indireta contra herbívoros e patógenos, no processo de reprodução das plantas através 

de atração de polinizadores e disseminadores de sementes e na termotolerância vegetal 

(Pavela; Benelli, 2016). Os óleos essenciais desempenham papeis importantes nas 

plantas e está, muito provavelmente, associado à composição química variável 

dependente das condições ambientais em que elas se encontram. Ademais, suas 

propriedades biológicas são determinadas pela sinergia de seus componentes e nem 

sempre expressas pelo composto majoritário (Nerio et al., 2010; Koul et al., 2008).  

Recentemente, têm-se observado crescente interesse às atividades biológicas 

dos óleos essenciais tais como, inseticida, bactericida, virucida, fungicida, 

antiparasidical, citotóxica, além de sua utilização na indústria, farmacêutica, alimentícia 

e de cosméticos (Kyarimpa et al., 2014). Os terpenos encontrados em óleos essenciais 

são alvos de inúmeros estudos como inseticidas, uma vez que a proteção contra insetos 

pragas em plantas está entre as principais finalidades destas classes de compostos 

(Simões; Spitzer, 2000). Estes compostos bioativos podem atuar com múltiplos 

mecanismos de ação, ocasionando a morte dos insetos por asfixia e aprisionamento, 

bem como causar repelência, deterrência alimentar e de oviposição, esterilização, além 

do bloqueio do metabolismo e interferência no desenvolvimento (Isman, 2006). Isso é 

possível pelo grande número de ingredientes ativos em cada mistura fazendo com que o 

desenvolvimento de resistências seja menos provável (Silva et al., 2009b; Pavela; 

Benelli, 2016).  

A eficácia biológica de óleos essenciais contra organismos-alvo vem sendo 

amplamente relatada. Kordali e colaboradores (2016) avaliaram a toxidade de óleos 

essenciais obtidos a partir de três espécies de Artemísia (A. absinthium, A. santonicum e 

A. spicigera) contra gorgulho do celeiro, Sitophilus granarius (Coleoptera: 

Curculionidae) e todos os óleos essenciais testados foram identificados como tóxicos 
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para adultos de S. granarius. Souza (2012) obteve valores acima de 80% de mortalidade 

para imaturos de Aedes aegypti com o óleo essencial de Xylopia leviagata em condições 

de laboratório nas concentrações de 275,0 e 500,0 ppm. Volpe e colaboradores (2015) 

investigaram a ação do óleo essencial de Piper aduncum demonstrando que todos os 

tratamentos utilizados apresentaram mortalidade entre 90 e 100 % das ninfas de psilídeo 

(Diaphorina citri). 

O interesse na utilização de óleos essenciais para o controle de insetos tem 

aumentado significativamente nos países industrializados, inclusive no Brasil por ser 

um país com flora rica e diversa (Oliveira et al., 2014). Tais, estudos são, portanto, o 

primeiro passo no desenvolvimento de novos pesticidas que possam ser o produto final 

utilizado em sistemas de manejo de pragas. A utilização de compostos vegetais para o 

controle de B. tabaci tem apresentado resultados promissores por meio de substâncias 

obtidas a partir de plantas, substâncias essas que atuam sobre larvas, ovos, ninfas e 

adultos da praga (Kim Chae et al., 2011; Baldin et al., 2013; Christofoli et al., 2015, 

Peres, 2015). 

Christofoli et al. (2015) desenvolveram e caracterizaram nanoesferas 

biodegradáveis contendo óleos essenciais das folhas de Zanthoxylum rhoifolium e 

avaliaram o seu efeito repelente em populações B. tabaci sobre plantas de. Estes ensaios 

biológicos resultaram em reduções de até 95 % no número de ovos e ninfas em 

comparação com o controle ao se utilizar o óleo essencial in natura e nanoencapsulado 

em matriz polimérica.  

 

2.3 Xylopia aromatica (Annonaceae) 

A família Annonaceae compreende cerca de 2.500 espécies, distribuídas em 

aproximadamente 135 gêneros. Sua distribuição geográfica ocorre quase que 

exclusivamente nas regiões tropicais. Somente no Brasil, ocorrem 29 gêneros e 386 

espécies, sendo 10 gêneros e 47 espécies no Cerrado (Maas et al., 2016). Essa família é 

caracterizada pela presença de terpenoides, alcaloides, além de óleos essenciais cuja 

composição é predominantemente de monoterpenos e sesquiterpenos (Simões; Spitzer, 

2000; Krinski et al., 2014; Roman, 2015). Plantas dessa família são bastante comuns e 

possuem ampla distribuição no Brasil, como a espécie X. aromatica (Figura 3). Essa 

planta é conhecida popularmente como pimenta-de-macaco, pindaíba, e pimenteira e, 
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possui como sinônimos relevantes Uvaria aromatica Lam. e Xylopia grandiflora A. St. 

Hill (Maas et al., 2016). 

 

 

Figura 3. Árvore de X. aromatica. Fonte: Peres (2015). 

 

X. aromatica é uma planta nativa do Cerrado, pioneira, semidecídua e de fácil 

reconhecimento, com altura variável de 2 a 8 metros. Apresenta ramos e folhas 

pendentes e flores com pétalas brancas e cálice vermelho-pardo (Figura 4 A). As flores, 

quando abertas, lembram estrelas, com pedicelos muito curtos e voltados para cima. Os 

frutos (Figura 4 B) são comestíveis e se apresentam vermelhos na deiscência e 

amarronzados ou pretos quando secos (Maas et al., 2016). As sementes são ovoides, 

ariladas apicalmente e azuladas. Em média, são encontradas duas a oito sementes por 

carpídio. Os frutos são usados popularmente como condimento, principalmente no 

tempero de carnes, e como substituto da pimenta do reino (Piper nigrum) por 

apresentarem odor semelhante, porém mais suave, além de serem considerados 

carnitivos e afrodisíacos na medicina popular (Maia et al., 2005). 
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Figura 4. Folhas, flores e frutos (A) e frutos (B) de X. aromatica (Fonte: Arquivo 

pessoal). 

 

O gênero Xylopia representa uma fonte promissora de substâncias bioativas 

(Nguemtchouin et al., 2010; Obiri et al., 2014). Do óleo essencial das folhas e frutos de 

X. aromatica foram identificados como compostos majoritários: limoneno, α e β-pineno 

e β-mirceno (Lago et al., 2003; Stashenko; Jaramillo; Martínez, 2004; Peres, 2015). 

Esses compostos apresentam comprovadamente atividade inseticida (Viegas Jr, 2003; 

Moreira et al., 2013; Peres, 2015), demonstrando, portanto, sua potencial atuação como 

agente de controle da mosca branca.  

Peres (2015) avaliou a atividade de óleos essenciais in natura e 

nanoencapsulados das folhas e frutos de X. aromatica frente à mosca branca em plantas 

de feijão (Phaseolus vulgaris). Neste trabalho, as análises químicas dos óleos essenciais 

revelaram os compostos majoritários sendo: γ-elemeno (38,7 %), sabineno (21,46 %),  

α-pineno (7,12 %), β-pineno (6,70 %) e limoneno (2,88 %) para os óleos essenciais de 

folhas e o sabineno (69,7 %) para os de frutos. As nanopartículas carreadoras desses 

óleos foram obtidas utilizando PCL como polímero. Os testes biológicos mostraram que 

os óleos essenciais in natura e nanoencapsulados nas concentrações 0,1, 0,25, 0,5, 1,0 e 

2,0 % induzem a diminuição da oviposição da B. tabaci na medida em que a 

concentração aumenta. Dessa forma, foi observada eficiência de controle da mosca 

branca em 98 e 91 % a partir da aplicação do óleo essencial in natura e 

nanoencapsulado, respectivamente, extraído de folhas de X. aromatica na concentração 

2 %. Nessa mesma concentração, o óleo essencial extraído dos frutos apresentou 

eficiência de 96 e 88 % nas formas in natura e nanoencapsulados, respectivamente. Tais 

resultados sugerem que os óleos essenciais, tanto in natura quanto nanoencapsulados, 

das folhas e frutos da X. aromatica representam uma alternativa promissora no controle 

da B. tabaci nas diferentes culturas alvos de ataques dessa praga. 
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2.4 Nanotecnologia na agricultura: nanopartículas poliméricas 

carreadoras de compostos bioativos 

 

A comprovação do efeito de compostos naturais com atividade pesticida é uma 

realidade utilizada há séculos. No entanto, as substâncias terpênicas presentes em sua 

composição química tendem a ser voláteis, termo e fotolábeis; e podem, ainda, ser 

facilmente oxidadas ou hidrolisadas dependendo da sua estrutura. Embora o efeito de 

contato dos óleos essenciais seja promissor, a rápida fumigação e a biodegradação das 

substâncias ativas ocorrem após a aplicação sobre as plantas, limitando 

significativamente a aplicação de óleos essenciais contra pragas em condição de campo 

(Bezzerra, 2009; Vieira et al., 2012; Pavela; Benelli, 2016). Diante disso, o 

desenvolvimento de novas formulações capazes de otimizar a utilização de compostos 

bioativos, proporcionando maior estabilidade e eficiência ao emprego dos mesmos tem 

sido amplamente buscado (Clemente et al., 2014; Grillo et al., 2012; Kumari;Yadav; 

Yadav, 2010; Pereira et al., 2014).  

Neste sentido, a nanotecnologia pode dar uma contribuição significativa a 

partir de sistemas carreadores que promovem a encapsulação dos compostos ativos. A 

encapsulação tem sido utilizada como ferramenta versátil para diferentes pesticidas 

inclusive os hidrofóbicos, aumentando sua dispersão em meios aquosos e permitindo 

sua liberação gradual (Singh Sekhon, 2014; Scott; Chen, 2012; Perlatti et al., 2014).  

O termo “nano” é de origem grega que significa anão. Esse termo deu origem à 

unidade de medida nanômetro, que deu nome a essa tecnologia e equivalente a 

bilionésima parte de 1 metro (1 nm = 1/1.000.000.000 m). Os produtos nanométricos 

são chamados na literatura científica mundial de nanoparticulados ou nanoestruturados 

e, segundo o Food and Drug Administration - FDA, nanopartículas são as “partículas 

com dimensões menores que 1μm que exibem propriedades não reconhecidas em 

partículas maiores” (Scott; Chen, 2012). Dessa forma, essas pequenas estruturas se 

comportam com propriedades diferentes das que apresentariam em escala macroscópica, 

permitindo, assim, o surgimento de uma área da ciência com grande potencial de 

aplicações em diversos ramos (Roco, 2003; Durán et al., 2006). 

Na agricultura, a nanotecnologia apresenta grande potencial, pois, dentre outras 

funções, permite reduzir a quantidade de produtos químicos a partir do desenvolvimento 

de sistemas de liberação controlada para pesticidas, minimizar as perdas de nutrientes 
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na fertilização e aumentar os rendimentos através da gestão otimizada de água e 

nutrientes. Além disso, permite a construção de novas ferramentas moleculares para 

detecção e controle de pragas. Dispositivos derivados de nanotecnologia também estão 

sendo explorados no melhoramento de plantas e na transformação genética vegetal 

(Mukhopadhyay, 2014). 

As nanopartículas poliméricas (nanocápsulas e nanoesferas) são altamente 

preferidas no sistema de administração de agroquímicos (Kumari et al., 2010). Estes 

sistemas nanoparticulados são de fácil reprodutibilidade e podem ser preparados 

utilizando polímeros biodegradáveis (Grillo et al., 2012; Rao; Geckeler, 2011). Estes 

sistemas oferecem proteção aos compostos bioativos e prolonga sua atividade pela 

capacidade de transportá-lo para o organismo alvo e, em seguida, proporcionar uma 

liberação gradual do princípio ativo sob velocidade e condições específicas, reduzindo, 

portanto, a necessidade de altas doses iniciais ou reaplicação do produto ao longo do 

cultivo (Mukhopadhyay, 2014). Além disso, podem ajudar a minimizar os efeitos 

tóxicos indesejáveis sobre organismos não alvo, bem como melhorar a estabilidade 

físico-química e evitar a degradação do agente ativo (Durán; Marcato, 2013; Gogos et 

al, 2012; Perlatti et al., 2014). Outra vantagem, é que sistemas poliméricos podem atuar 

como protetor solar físico do princípio ativo encapsulado devido à sua capacidade de 

dispersão de luz (Pohlmann et al., 2013). 

Vários tipos de polímeros são utilizados no preparo de nanopartículas e, os 

poliésteres alifáticos são utilizados pela sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, 

baixa toxicidade e facilidade em incorporar ampla variedade de compostos bioativos 

(Pereira et al., 2014; Pohlmann et al., 2013; Rao; Geckeler, 2011; Sinha et al., 2004). 

Dentre os poliésteres alifáticos, o poli-ε-caprolactona (PCL) é considerado bom material 

de síntese para a preparação de nanopartículas com solubilidade e degradação 

adequadas para a distribuição de pesticidas, permanecendo inofensivo para o ambiente 

(Nuruzzaman et al., 2016). A estrutura monomérica do polímero PCL está representada 

na Figura 5. 

 

 

Figura 5: Estrutura do polímero poli-Ɛ-caprolactona (PCL). 
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2.4 Efeitos da aplicação de óleos essenciais e nanopartículas em plantas  

 

Apesar de apresentar caráter promissor no setor agrícola, a utilização de 

compostos naturais como óleos essenciais deve ser cautelosa, uma vez que sua alta 

eficácia contra insetos implica também em possíveis danos ao vegetal no qual é 

aplicado, isto é, o composto bioativo pode ser tóxico à praga e, ao mesmo tempo, 

fitotóxico (Isman, 2000). Embora alguns terpenos possuam papéis principais no 

metabolismo da planta de origem, a maioria deles têm papéis ecológicos, prejudiciais ou 

benéficos, para o metabolismo de outros organismos (Amri et al., 2012). 

Mono e sesquiterpenos, em óleos essenciais, são conhecidos por afetar os 

processos fisiológicos em plantas daninhas, como a fotossíntese, a síntese da clorofila e 

rompimento celular, e pode implicar na acumulação de glóbulos lipídicos no citoplasma 

ou redução de organelas (De Feo et al., 2002). Nesse contexto, estudos têm mostrado 

sua potencial funcionalidade desses compostos como herbicidas (Batish et al., 2004; 

Grichi; Nasr; Khouja, 2016; Kaur et al., 2010). Abrahim et al. (2000) mostraram que   

α-pineno inibe a germinação das sementes e o crescimento das raízes primárias no 

milho. Os mesmos autores demonstraram que α-pineno, limoneno, 1,8-cineol e cânfora 

afetaram a atividade respiratória mitocondrial de milho e hipocótilo de soja (Abrahim et 

al., 2003).  

Depois de penetrar na planta, o óleo pode transitar nos espaços intercelulares e 

possivelmente também no sistema vascular. As membranas celulares são danificadas 

pela penetração de moléculas de hidrocarboneto, que conduz ao risco de extravasamento 

do conteúdo celular. Também podem reduzir a taxa de transpiração, provavelmente 

bloqueando estômatos e espaços intercelulares, isto pode também ser a razão para a 

redução da fotossíntese que eventualmente ocorre (Baker, 2003).  

Apesar dos efeitos descritos acima, é importante ressaltar que isto depende dos 

componentes químicos do óleo aplicado sobre a planta, das condições ambientais e da 

espécie vegetal em questão. Além disso, o aparecimento dos efeitos fitotóxicos depende 

da forma como as substâncias são aplicadas, bem como a dose empregada (Corrêa; 

Salgado, 2011), além, logicamente, do tempo de exposição. 

Christofoli et al. (2015) comprovou a potencial atividade repelente dos óleos 

essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum em plantas de tomate não sendo 

relatado em seu estudo qualquer alteração do aspecto morfológico das plantas 

https://www.researchgate.net/publication/11055763_Potential_allelochemicals_from_the_essential_oil_of_Ruta_graveolens_Phytochemistry?el=1_x_8&enrichId=rgreq-b568f81d-5f00-40f6-a5f8-7673f11619bd&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzIzNTQwODk1ODtBUzo5ODk2Mzc4MDgwMDUyMkAxNDAwNjA2MjEyNzQ4
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submetidas aos alvos da praga e da aplicação dos óleos essenciais in natura e 

nanoencapsulados. Semelhante resultado no que concerne a ação repelente foi 

observada com óleos essenciais de X. aromatica em feijoeiro (Peres, 2015). No entanto, 

o óleo essencial extraído das folhas, aplicados in natura em concentrações de próximas 

a 2 %, provocou a secagem precoce das folhas, ou seja, nessas condições, o composto 

volátil apresentou fitotoxidade à planta. Porém, na mesma concentração, esse óleo 

aplicado na forma de nanopartículas poliméricas não apresentou o mesmo 

comportamento, isto é, os feijoeiros submetidos à aplicação do óleo essencial 

nanoencapsulado mantiveram, em aspecto visual, sua integridade.  

Estudos recentes têm demonstrado avanços na compreensão da interação entre 

nanopartículas e sistemas biológicos (Arruda et al, 2015; Dietz; Herth, 2011; Khan et al, 

2016). Os mecanismos dessa interação a nível molecular, apesar de emergentes nas 

pesquisas, são ainda largamente desconhecidos (Barrena et al., 2009). Ademais, não 

existe nenhum mecanismo definitivo sobre a toxicidade de nanopartículas, bem como 

uma compreensão completa do papel dos nanomateriais sobre a fisiologia das plantas a 

nível metabólico (Rico et al., 2011). 

Sabe-se que o tamanho reduzido de nanopartículas oferece maior superfície de 

contato por unidade de massa, e permitem que elas entrem nas células através de raízes 

e estômatos podendo interferir na transpiração, respiração e fotossíntese (Rana; 

Kalaichelvan, 2013). Vários fatores podem influenciar a toxicidade de nanopartículas, 

porém, neste momento, nenhuma tendência geral é amplamente aceita. Os principais 

fatores que influenciam a toxicidade em plantas podem ser: a composição, a 

concentração, o tamanho, a área superficial específica e as propriedades físico-químicas 

das nanopartículas; bem como a espécie, idade, ciclo de vida e condições de 

crescimento da planta em que são aplicados os nanomateriais (Rico et al., 2011).  

Apesar dos estudos sobre interação planta-nanopartículas serem emergentes 

nas pesquisas atualmente, pouco se sabe sobre os possíveis efeitos dessas nanopartículas 

carreadoras de óleos essenciais em plantas. Dessa forma, a associação de 

nanopartículas, compostos naturais e processos biológicos estão a receber cada vez mais 

atenção na comunidade científica.  

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X13000429#b0010
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X13000429#b0010
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3. OBJETIVOS 
 

 

 

 

3.1 Objetivo geral 

Investigar os impactos fisiológicos e metabólicos da aplicação dos óleos 

essenciais de folhas e frutos de Xylopia aromatica nas formas in natura e 

nanoencapsulados em tomateiro (Solanum lycopersicum L.). 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Obtenção dos óleos essenciais das folhas e frutos de Xylopia aromatica;  

 Avaliar o rendimento de extração dos óleos essenciais; 

 Analisar a composição química dos óleos essenciais por CG-EM e CG-DIC; 

 Produção de nanopartículas poliméricas contendo óleos essenciais de folhas e de 

frutos de X. aromatica; 

 Caracterização das nanopartículas; 

 Investigar as características fisiológicas e metabólicas em tomateiros, 

submetidos à aplicação dos óleos essenciais no que se refere a parâmetros 

biométricos, fotossintéticos e bioquímicos no estádio vegetativo. 
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4. TRABALHO CIENTÍFICO 
 

 

 (Normas de acordo com a revista Scientia Horticulturae) 

 

 

 

 

4.1 INTRODUÇÃO  

 

Apesar do necessário uso de pesticidas sintéticos no setor agrícola, quando 

aplicados de maneira indiscriminada, maior risco de desenvolvimento de resistência das 

pragas é aparente. Além disso, afeta a população de insetos benéficos (inimigos naturais 

e polinizadores), coloca a saúde dos produtores e consumidores em risco e contribui 

com o aumento da poluição ambiental (Batish et al., 2008; Sparks, 2013; Odukkathil; 

Vasudevan, 2013; Christofoli et al., 2015). Neste contexto, alternativas ecologicamente 

corretas, visando o controle químico de pragas, têm despertado o interesse de pesquisas 

incluindo pesticidas de origem botânica.  

Os óleos essenciais têm se mostrado como fontes promissoras para o 

desenvolvimento de métodos alternativos, mais seletivos e específicos de controle, e 

que atendam às exigências de eficiência agronômica, segurança toxicológica e baixo 

impacto ambiental (Bizzo et al., 2009; Christofoli et al., 2015; Kordali et al., 2016; Lija-

Escaline et al., 2015; Viegas, 2003). Com teor relativamente elevado de óleos 

essenciais, a Xylopia aromatica, também conhecida popularmente como pimenta-de-

macaco, é uma espécie nativa do bioma Cerrado e de ampla distribuição no Brasil 

(Maas et al., 2016). O gênero Xylopia representa uma fonte promissora de substâncias 

bioativas (Nguemtchouin et al., 2010; Obiri et al., 2014). Os compostos majoritários 

identificados no óleo essencial de folhas e frutos de X. aromatica foram: limoneno, α e 

β-pineno e β-mirceno (Lago et al., 2003; Stashenko; Jaramillo; Martínez, 2004; Peres, 
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2015), compostos esses que comprovadamente apresentam atividade contra insetos 

(Viegas, 2003; Moreira et al., 2013, Peres, 2015).  

Cumpre mencionar que testes biológicos realizados por Peres (2015) 

mostraram que os óleos essenciais in natura e nanoencapsulados em matriz polimérica 

de X. aromatica induziram a diminuição significativa de oviposição de Bemisia tabaci, 

popularmente conhecida como mosca branca. Observou-se também eficiência de 

controle da mosca branca a partir da aplicação do óleo essencial in natura (98 %) e 

nanoencapsulado (91 %), extraído das folhas de X. aromatica na concentração 2 %. 

Nessa mesma concentração, o óleo essencial extraído dos frutos apresentou eficiência 

de 96 e 88 % nas formas in natura e nanoencapsulados, respectivamente.  

O potencial uso de óleos essenciais como defensivos agrícolas se apresentam 

como principais vantagens: alta eficácia contra ampla gama de pragas de importância 

agrícola, múltiplos mecanismos de ação pelo grande número de ingredientes ativos de 

estrutura química complexa, tornando menos provável o desenvolvimento de 

resistência, processo de produção relativamente simples e barato e baixo risco à saúde 

humana durante a aplicação pela baixa toxidade dos resíduos (Pavela; Benelli, 2016). 

Diversos fatores podem limitar os estudos da atividade biológica e aplicação, 

dos óleos essenciais em campo. Isso ocorre por causa da composição dos mesmos que 

são quimicamente instáveis em condições ambientais e podem facilmente sofrer 

degradação sob a ação de oxigênio e temperaturas, além de serem pouco solúveis em 

água (Sherry et al, 2013; Simões et al., 2000). Diante desses impasses, a nanotecnologia 

aliada ao uso desses produtos naturais oferece proteção do princípio ativo e promove 

sua liberação gradual, aumentando, consequentemente, a eficácia desses produtos como 

defensivos agrícolas.  

Os óleos essenciais são compostos pela combinação de diversas substâncias 

aleloquímicas, as quais podem também atuar sobre outros organismos vegetais (Haig, 

2008). Por se tratar de substâncias que possuem atividade biológica e comportamentos 

desconhecidos, testes de fitotoxidade também são requeridos para assegurar a qualidade 

das plantas de cultivo (Saito, 2004). Vale ressaltar que os possíveis efeitos sobre plantas 

dependem dos componentes químicos do óleo essencial aplicado, das condições 

ambientais e da espécie de planta alvo. Além disso, dependem da forma de aplicação 

desses compostos, bem como a dose empregada (Corrêa; Salgado, 2011), consolidando 

a perspectiva da aplicação dos óleos essencial como bioinseticidas.  
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O tamanho reduzido oferece maior superfície de contato por unidade de massa, 

o que permitem que elas entrem nas células através de raízes e estômatos podendo 

interferir na transpiração, respiração e fotossíntese (Rana; Kalaichelvan, 2013). Embora 

resultados conflitantes tenham sido relatados, vários fatores podem influenciar a 

toxicidade de nanopartículas em plantas como a composição, a concentração, o 

tamanho, a área superficial específica e as propriedades físico-químicas, bem como a 

espécie, idade, ciclo de vida e condições de cultivo da planta (Rico et al., 2011). Essas 

variáveis auxiliam na investigação do comportamento de nanopartículas carreadores de 

compostos bioativos sobre plantas de interesse agrícola.  

O cultivo do tomateiro demanda grandes quantidades de insumos agrícolas por 

ser altamente suscetível a doenças e ao ataque de pragas, como a mosca branca            

(B. tabaci). Além de ser uma cultura de grande importância econômica e nutricional, o 

tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é também uma espécie modelo entre dicoledôneas 

para estudos de processos biológicos variados (Pratt et al., 1997). Devido à escassez de 

informações sobre possíveis efeitos causados pela aplicação de bioinseticidas em 

tomateiros, o presente trabalho buscou investigar suas respostas fisiológicas e 

metabólicas quando submetidos à aplicação de óleos essenciais de folhas e frutos de     

X. aromatica aplicados na forma in natura e nanoencapsulados em matriz polimérica. 

Pretendeu-se, pois, avançar e contribuir com a perspectiva da potencial utilização destes 

produtos naturais no controle de B. tabaci em culturas agrícolas e particularmente no 

tomateiro. 

 

4.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.2.1 Coleta do material vegetal  

 

Folhas e frutos de X. aromatica (Annonaceae) foram coletados na região do 

cerrado localizado nas dependências da Universidade de Rio Verde no município de Rio 

Verde-GO (latitude 17º47’53”S, longitude 51º55’53”W). A identificação foi realizada 

pela Dr.ª Luzia Francisca de Souza no Herbário Jataiense Germano Guarim Neto, onde 

a exsicata está preservada sob o número 7437. 
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4.2.2 Obtenção do óleo essencial  

 

Óleos essenciais de folhas e frutos de X. aromatica foram obtidos por 

hidrodestilação em aparelho tipo Clevenger. O material vegetal fresco foi triturado na 

proporção de 200 gramas de massa vegetal em 500 mL de água destilada. Após 4 horas 

de extração, o hidrolato foi retirado e a fase orgânica extraída com diclorometano, que 

posteriormente foi seca com sulfato de sódio anidro. Os óleos essenciais foram 

reservados após completa evaporação do solvente à temperatura ambiente e conservado 

a -5 ºC até a análise. O rendimento percentual do óleo foi calculado relacionando a 

massa de óleo obtida e a massa de material vegetal fresco utilizado na extração. 

 

4.2.3 Quantificação do óleo essencial  

 

A quantificação dos óleos essenciais de folhas e frutos de X. aromatica  foi 

realizada por espectroscopia UV/Vis (Christofoli et al., 2015; Maji et al., 2007; Peres, 

2015). Inicialmente, foi realizada a varredura espectral dos óleos essenciais diluídos em 

hexano, a fim de determinar o comprimento de onda de maior absorbância das 

respectivas soluções estoque na concentração de 0,4 mg mL
-1

.  

A partir desta solução estoque, por diluição foram preparadas as concentrações 

0,015; 0,020; 0,025; 0,030; 0,035 mg mL
-1

 dos óleos essencial das folhas e dos frutos de 

X. aromatica. Todos os pontos da curva de calibração foram preparados 

individualmente para cada óleo essencial e analisados em triplicata.  

Uma vez determinada a curva de calibração (linearidade), foi realizada a 

validação do método de quantificação dos óleos essenciais. Os parâmetros analíticos 

utilizados para validação, além da linearidade, foram: limite de detecção (LD), limite de 

quantificação (LQ), exatidão e precisão. 

O Limite de Detecção (LD) representa a menor concentração presente na 

amostra que pode ser detectada, mas, não necessariamente quantificada, enquanto o 

Limite de Quantificação (LQ) corresponde à menor concentração que pode ser 

determinada quantitativamente com aceitável precisão e exatidão. LD e LQ são 

calculados segundo as Equações 01 e 02 representadas a seguir: 
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(01) 

        
  

 
 

 

(02) 

       
  

 
 

 

Em que s é o desvio padrão da resposta e S é o coeficiente angular da curva de 

calibração 

Para a determinação da exatidão e precisão do método foram preparadas 

soluções em três diferentes concentrações abrangendo toda a faixa linear de trabalho. A 

primeira com concentração 120 % do menor ponto da curva, a segunda com 

concentração entre 40 e 60 % do maior ponto da curva e o terceiro ponto com 

concentração entre 90 e 100 % do último ponto (ou o maior ponto) da curva. Seguindo 

este parâmetro, foram definidas as concentrações de 0,018 mg mL
-1

, 0,021 mg mL
-1

e 

0,033 mg mL
-1

 de ambos os óleos essenciais. Dessa forma os valores selecionados 

contemplam a faixa linear de trabalho, sem coincidirem com os pontos da curva. Para a 

determinação da precisão e exatidão da curva, as análises destas três soluções foram 

realizadas em dias alternados (interdia) e em três horários diferentes (intradia). Todo o 

processo foi realizado em triplicata.  

A exatidão demonstra o grau de concordância entre os valores experimentais e 

um valor de referência aceito como verdadeiro e é expressa pela Equação 03 

representada a seguir: 

(03) 

  
  

 
                  

 

Em que, A representa a média da concentração e B a concentração nominal 

(concentração admitida como verdadeira).  

 

A precisão é a avaliação da proximidade dos resultados obtidos em série de 

medidas de amostragem múltipla de uma mesma amostra, ou seja, investiga se a análise 

apresenta repetição de valores quando operada sequencialmente. A precisão é dada pela 

porcentagem do Desvio Padrão Relativo (DPR) representado pela Equação 04: 
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(04) 

     
   

 
                    

 

Em que, DP é o desvio padrão e C é representado pela média das absorbâncias.  

 

4.2.4 Análise química dos óleos essenciais 

 

Os óleos essenciais foram diluídos em diclorometano (1,0 mg mL
-1

) e as 

soluções obtidas foram submetidas à análise por cromatografia gasosa acoplada a 

detector de espectrometria de massas (CG-EM), para a análise qualitativa e, à análise 

por cromatografia gasosa acoplada a detector de ionização de chama (CG-DIC), para a 

análise quantitativa de seus constituintes. 

CG-EM foi realizada em cromatógrafo gasoso Shimadzu GC-MS-QP2010 

ULTRA, equipado com uma coluna RTx-5MS- 0,25 μm (30 m x 0,25 mm) sendo 

utilizado Hélio como gás de arraste e detector por ionização por impacto eletrônico (IE) 

(70 e.V). A temperatura inicial mantida a 40 ºC por 2,0 min, em seguida programada até 

240 ºC a 3ºC min
-1

 e permaneceu nessa temperatura por 10,0 min. Temperatura do 

injetor: 220 °C, temperatura do detector: 240 °C. Faixa de detecção do espectrômetro de 

massas: 40-500 m/z. CG-DIC foi realizada em cromatógrafo gasoso Shimadzu GC-17A, 

equipado com coluna Supelco SPB-5-0,25 μm (30 m x 0,25 mm) nas mesmas condições 

estabelecidas para CG-EM. A identificação dos componentes do óleo foi baseada no 

índice de retenção (IR) calculado em relação aos tempos de retenção da série homóloga 

de n-alcanos (C-7 a C-30) e no padrão de fragmentação observado nos espectros de 

massas, por comparação destes com dados da literatura (Adams, 2007) e da espectroteca 

NIST05, NIST11 e WILEY7.  

 

4.2.5 Preparo das nanopartículas 

 

As suspensões coloidais foram preparadas pelo método de nanoprecipitação 

(ou deposição interfacial do polímero pré-fornado) proposto por Fessi et al. (1989), 

utilizando o poli-Ɛ-caprolactona (PCL) como biopolímero.  
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Primeiramente foi preparada uma fase orgânica, contendo 50 mg do polímero 

PCL (poli-Ɛ-caprolactona), 250 mg do princípio ativo (óleo essencial), 100 mg de 

monoesterato de sorbitano (Span®60) e 10 mL do solvente orgânico (acetona) 

misturados sob agitação constante a 25 ºC. Após dissolução dos constituintes, com o 

auxílio de uma bomba peristáltica, a fase orgânica foi vertida, sob agitação constante, 

sobre a fase aquosa contendo 100 mg de Polissorbato 80 (Tween® 80) e 20 mL de água 

ultrapura. Na sequência, o solvente orgânico e parte da água foram eliminados por 

pressão reduzida ajustando o volume final da suspensão para coloidal 25,0 e 12,5 mL 

em função das concentrações de óleo essencia a 1 e 2 %, respectivamente.  

 

4.2.6 Caracterização das nanopartículas  

 

4.2.6.1 Determinação da eficiência de encapsulação (EE%) 

 

Para determinação da eficiência de encapsulação foi utilizada a técnica de 

filtração-centrifugação. Foi adicionado 1 mL de solução coloidal de nanopartículas a 

Tubos Spin-X (Corning®, microtubos contendo um compartimento revestido de acetato 

de celulose com poros de 0,22 μm) que foram levados à centrífuga refrigerada por 1 

hora a 15 ºC em 8.000 rpm. Decorrido esse período, o ultrafiltrado foi retirado e 

extraído o óleo essencial por extração líquido-líquido com 6 mL de hexano e analizado 

por espectofotometria UV/Vis (Christofoli et al., 2015). A concentração de óleo 

essencial presente no ultrafiltrado foi calculada de acordo com a equação da reta obtida 

pela curva de calibração de cada óleo essencial descrita no item 4.2.3.  

A eficiência de encapsulação (EE%), em porcentagem, foi determinada pela 

diferença entre a quantidade total de óleo essencial utilizada no preparo da amostra 

(concentração nominal) e a quantidade total de óleo essencial presente no ultrafiltrado 

através da Equação 05: 

(05) 

    
   

 
      

 

Em que, A é a concentração total de óleo essencial no ultrafiltrado (mg mL
-1

) e B é a 

concentração total na suspensão (mg mL
-1

). 
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4.2.6.2 Determinação do pH  

 

Os valores de pH das suspensões coloidais foram determinados, logo após o 

preparo, diretamente nas suspensões através de pHmetro (Medidor de pH mPA 210, MS 

Tecnopon Instrumentação). 

 

4.2.6.3 Determinação do potencial zeta  

 

O potencial zeta (pZ) foi medido por aparelho Zeta Sizer Nano Z-S (Malvern) 

para observação da estabilidade das suspensões. Para tal, as amostras foram diluídas em 

água ultrapura na proporção de 1/10. As análises foram realizadas em triplicata. 

 

4.2.6.4 Determinação do diâmetro de partículas  

 

O diâmetro das partículas (Dp) em suspensão foi determinado em aparelho 

Diâmetro BI-FOQELS (Fiber Optic Quase Elastic Light Scattering) da Brookhaven 

Instruments Corporation. As amostras foram diluídas em água destilada para 

concentração final de 5 % (v/v) e analisadas em triplicata e o desvio padrão das 

repetições foi calculado.  

 

4.2.6.5 Avaliação morfológica das nanopartículas  

 

As análises foram realizadas no Centro de Microscopia da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG). Para isso, a suspensão coloidal foi depositada em 

stubs de 12 mm de diâmetro seguida com o processo de secagem em sílica. Após total 

evaporação do solvente, as amostras foram metalizadas com 2 nm de liga metálica 

Au/Pd e submetidas à análise de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV- Quanta 

200 FEI). 
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4.2.7 Ensaio biológico 

 

4.2.7.1 Instalação do experimento 

 

Os tomateiros (Solanum lycopersicum L. cv Santa Clara) foram cultivadas em 

casa de vegetação, na Universidade Federal de Viçosa (20º 45’ S, 42º 15’ W), Viçosa, 

Minas Gerais, em vasos plásticos de 1,0 L. O substrato comercial Tropstrato HT® 

utilizado recebeu adubação de 15 g de 4-14-8 (NPK), por vaso. A irrigação foi realizada 

diariamente a fim de se manter a umidade do substrato em níveis adequados. 

Os seguintes tratamentos com óleos essenciais (OEs) de X. aromatica foram 

utilizados: in natura extraído dos frutos na concentração 1 % (InFr1%) e a 2 % 

(InFr2%), in natura das folhas a 1 % (InFo1%) e a 2 % (InFo2%), nanopartículas 

contendo o óleo essencial dos frutos a 1 % (NFr1%) e a 2 % (NFr2%) e das folhas na 

concentração 1 % (NFo1%) e a 2 % (NFo2%). Para melhor dispersão do óleo essencial 

e nanopartículas em água, foi utilizada solução aquosa de Tween 80
®
 à 0,5 %, sendo 

este um dos controles juntamente com Água e Nanopartículas vazias (NV). Com o 

auxílio de um pulverizador do tipo spray manual, os óleos essenciais foram aplicados 

semanalmente nas folhas das plantas em sua fase de desenvolvimento vegetativo aos 14, 

21 e 28 dias após o transplantio das plântulas (DAT). 

 

4.2.7.2 Determinação dos parâmetros biométricos 

 

Altura, área foliar total (AFT), área foliar específica (AFE) bem como a massa 

seca das folhas (MSF), massa seca de hastes (MSH), massa seca de raízes (MSR) e a 

alocação de biomassa foram determinados, ao final do experimento, 24 horas após a 

última aplicação dos tratamentos. A altura das plantas foi tomada do nível do solo até o 

nó apical superior. Além disso, a área foliar de cada planta foi determinada utilizando o 

programa computacional ImageJ que permitiu o tratamento das imagens obtidas a partir 

do escaneamento das folhas. Para tanto, foram utilizadas uma folha nova (folha dreno) e 

uma folha totalmente expandida (folha fonte) de cada planta, obtendo-se o valor médio 

de área foliar das plantas como um todo, a partir de sua massa seca total. Para 

determinação da massa seca dos órgãos, as raízes, hastes e folhas foram levadas a estufa 
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de circulação forçada e mantidas a 70 
o
C, por 72 h. Com a massa seca total foram 

determinadas a alocação de matéria seca para os diversos constituintes da planta além 

da razão massa raiz/parte aérea (R/PA).  

 

4.2.7.3 Determinação de parâmetros fotossintéticos  

 

4.2.7.3.1 Trocas gasosas e fluorescência 

 

Parâmetros fotossintéticos foram estimados no penúltimo folíolo da terceira 

folha totalmente expandida contada a partir do ápice de todas as unidades 

experimentais. Foi utilizado um analisador de gases a infravermelho em sistema aberto 

(IRGA – Infrared Gas Analyzer), dotado de uma câmara de área amostral de 2 cm
2
, 

modelo LI 6400XT (LI-COR, Lincoln, NE, EUA), com fluorômetro acoplado (LI-6400-

40, LI-COR Inc.). 

A taxa fotossintética (AN), a condutância estomática ao vapor de água (gs) e a 

concentração interna de CO2 (Ci) foram medidas simultaneamente aos parâmetros de 

fluorescência da clorofila a, no período dàs 8 as 12 h. As medições foram realizadas sob 

irradiância de 1000 µmol de fótons m
-2

 s 
-1

, condição padrão de CO2 de 400 ppm e sem 

controle da temperatura da câmara do IRGA. A quantidade de luz azul aplicada foi de 

10% da densidade do fluxo fotossintético para maximizar a abertura estomática. A 

temperatura da casa de vegetação durante as avaliações foi de 23,0 ± 2,5 °C. Além das 

medições descritas acima, também foram determinadas as taxas respiratórias no escuro 

(Rd) utilizando o mesmo equipamento, durante o período entre 21 e 01 h, após duas 

horas do término do período luminoso, sendo utilizado o mesmo folíolo usado para 

determinar os demais parâmetros de fotossíntese. 

A determinação da fluorescência da clorofila a foi realizada com fluorômetro 

acoplado ao IRGA. As folhas foram inicialmente expostas ao fraco pulso de luz 

vermelho-distante (1-2 mol de fótons m
-2

 s 
-1

), para a determinação da fluorescência 

inicial (F0). Em seguida, para estimar a fluorescência máxima emitida (Fm), foi aplicado 

um pulso de luz saturante, com irradiância de 6000 mol de fótons m
-2

 s
-1

 e duração de 

1 s. A fluorescência mínima de folhas adaptadas à luz (F0’) e a fluorescência máxima da 

clorofila (Fm’) foram determinadas utilizando o mesmo equipamento 
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concomitantemente a coleta dos dados de trocas gasosas. Procedeu-se ainda, à 

estimativa da eficiência fotoquímica máxima do FSII (Fv/Fm), da eficiência de captura 

de energia de excitação pelos centros de reação abertos do FSII (Fv’/Fm’), dos 

coeficientes de extinção fotoquímica (qP) e não fotoquímica (NPQ) e da taxa de 

transporte de elétrons (ETR), conforme Lima et al. (2002). 

 

4.2.7.4 Análises bioquímicas 

 

Para a determinação dos metabólitos, as amostras foliares anteriormente 

utilizadas nas análises de fluorescência e trocas gasosas foram coletadas durante o 

período de luz (entre 11:00 e 12:00 h). Todo o material vegetal foi coletado e 

rapidamente congelado em Nitrogênio líquido e, em seguida, armazenado a -80 ºC para 

análises posteriores.  

 

4.2.7.4.1 Extração etanólica a quente 

 

Alíquotas de aproximadamente 20 mg de massa fresca (MF) foram maceradas 

em nitrogênio líquido e posteriormente submetidas à extração etanólica, a quente, pela 

adição de 250 µL álcool etílico (EtOH) 98 %. Após homogeneização em vortex, as 

amostras foram colocadas em termomix por 20 minutos a 80 ºC sob agitação a 822 g. 

Posteriormente, seguiu-se com centrifugação por 5 minutos a 17000 g. O sobrenadante 

foi coletado e armazenado em um novo microtubo de 2,0 mL (S1). Uma nova 

dissolução foi realizada sobre o precipitado resultante, adicionando 250 µL EtOH 80 % 

e repetindo o processo de homogeneização, aquecimento e centrifugação, adicionando o 

sobrenadante resultante (S2) ao retirado anteriormente (S1+S2). O mesmo processo se 

repete a partir da adição de 250 µL EtOH 50 % e adjeção do sobrenadante (S1+S2+S3). 

A partir da fração solúvel (S) foram determinados os conteúdos de clorofilas a e b 

(Porra; Thompson; Kriedemann, 1989), os açúcares glicose, frutose e sacarose (Fernie 

et al., 2001), aminoácidos solúveis totais (Cross et al.,2006), nitrato (Fritz et al., 2004) e 

malato (Nunes-Nesi et al., 2007). A partir da fração insolúvel (Pellet), os teores de 

amido (Fernie et al., 2001) e proteínas totais (Bouquin et al., 2002) foram determinados.  
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4.2.7.4.2 Análise estatística 

 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com seis 

repetições para cada tratamento, sendo cada unidade experimental composta por uma 

planta por vaso. Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), e para 

verificar diferença estatística entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo 

teste de Tukey em nível de 5% de probabilidade (P<0,05). 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.3.1 Teor do óleo essencial 

 

Após quatro horas de extração, o óleo essencial obtido das folhas de                 

X. aromatica apresentou rendimento médio de 0,05 % e coloração levemente 

amarelada. Cabe ressaltar que, com o mesmo tempo de extração, o óleo essencial obtido 

dos frutos apresentou-se incolor e rendimento médio de 0,58 %, isto é, 10 vezes 

superior ao encontrado em tecidos foliares. Andrade et al. (2004) obteve, em 4 horas de 

extração de material seco rendimento de 0,2 e 0,8 % de óleo essencial de folhas e frutos 

de X. aromatica, respectivamente. Maia et al. (2005) também obteve 0,2 % de 

rendimento na extração dos óleos essenciais das folhas de X. aromatica. Sabe-se que 

diferentes fatores são responsáveis pela variação no rendimento dos óleos essenciais 

incluindo a sazonalidade, a idade da planta, a maturação dos frutos e condições 

climáticas, etc. (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).  

 

4.3.2 Quantificação do óleo essencial 

 

A fim de se determinar o valor de absorbância dos óleos essenciais de folhas e 

frutos de X. aromatica realizou-se uma varredura espectral obtendo o comprimento de 

onda de máxima absorbância de λ= 222 nm e λ= 219 nm para os óleos essenciais das 

folhas e frutos, respectivamente 
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4.3.2.1 Validação do método analítico para quantificação do óleo 

essencial das folhas de X. aromatica por espectroscopia UV-VIS 

 

A equação da reta y=22,733x+0,00007 foi obtida por regressão linear, em 

triplicata, a partir da curva de calibração do óleo essencial de folhas de X. aromatica 

(Figura 1). 
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Figura 1. Curva de calibração do óleo essencial de folhas de X. aromatica. Os valores 

representam as médias de três repetições de cada ponto componente da curva de 

calibração. 

 

O desvio padrão (DP) bem como a precisão (DPR%) e exatidão (%) foram 

mensurados para cada concentração usada na curva de calibração do óleo essencial de 

folhas de X. aromatica e estão representadas na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Desvio padrão (DP), Precisão (DPR %) e exatidão obtidas na construção da 

curva de calibração do óleo essencial de folhas de X. aromatica  

Concentração 

Nominal  

(mg mL
-1

) 

Média DP 
DPR % 

(Precisão) 
Exatidão (%) 

0,015 0,340 0,003 0,945 99,8 

0,020 0,453 0,001 0,127 99,7 

0,025 0,571 0,013 2,290 100,5 

0,030 0,684 0,007 0,959 100,3 

0,035 0,793 0,007 0,912 99,7 

 

y=22,7333x+0,00007 

R2=0,99985 
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Os dados da precisão e exatidão dos óleos essenciais das folhas de                    

X. aromatica estão apresentados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.  

 

Tabela 2: Precisão (DPR %) de amostras do óleo essencial de folhas de X. aromatica  

usadas na validação do método analítico 

Concentração 

nominal 

(mg mL
-1

) 

DPR (%) 

Intradia 1 

DPR (%) 

Intradia 2 

DPR (%) 

Intradia 3 

DPR (%) 

Interdia 
DP 

0,018 0,300 0,700 0,300 0,433 0,231 

0,021 0,200 0,300 0,300 0,267 0,058 

0,033 0,200 0,100 0,100 0,133 0,058 

 

Valores de DPR inferiores a 5,0 % preconizados pela Anvisa (2010) são 

representativos de uma boa precisão. Tanto as concentrações preparadas para curva de 

calibração, quanto para amostras nas leituras intra e interdia apresentaram valores 

médios de DP inferiores a 5,0 %. Assim, o método de quantificação aqui desenvolvido 

apresentou-se bastante preciso para as análises dos óleos essenciais das folhas              

X. aromatica. Como observado nas Tabelas 2 e 3, todas as concentrações preparadas 

revelaram exatidão (entre 80 a 120 % da concentração nominal (Anvisa, 2010)) com 

suas respectivas concentrações nominais. 

 

Tabela 3: Exatidão (%) de amostras do óleo essencial de folhas de X. aromatica usadas 

na validação do método analítico 

Concentração  

nominal 

(mg mL
-1

)  

E (%) 

Intradia 1 

 

E (%) 

Intradia 2 

 

E (%) 

Intradia 3 

 

E (%) 

Interdia 

 

DP 

0,018 101,290 101,290 100,910 101,163 0,219 

0,021 100,410 100,640 100,870 100,640 0,230 

0,033 100,020 99,690 99,800 99,837 0,168 

 

O LD das folhas de X. aromatica calculado de acordo com o desvio padrão do 

intercepto (0,004) e com o coeficiente angular (22,733) da curva de calibração (0,015; 

0,020; 0,025; 0,030 e 0,035 mg mL
-1

), foi de 0,0006 mg mL
-1

, e o LQ foi de 0,0018 mg 

mL
-1

. Os dados obtidos demonstraram que o método analítico foi linear, preciso e exato 

em toda faixa de trabalho para o óleo essencial das folhas de X. aromatica. 
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4.3.2.2 Validação do método analítico para quantificação do óleo 

essencial dos frutos de X. aromatica por espectroscopia UV-VIS 

 

A equação da reta y = 27,58x + 0,0136 foi obtida por regressão linear a partir da 

curva de calibração do óleo essencial de frutos de X. aromatica (Figura 2). 

mg mL-1

0,015 0,020 0,025 0,030 0,035

A
b

so
rb

â
n

ci
a

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

1,1

 

Figura 2. Curva de calibração do óleo essencial de frutos de X. aromatica. Os valores 

representam as médias de três repetições de cada ponto componente da curva de 

calibração. 

 

A precisão (DPR %) e exatidão (%) obtidas para cada concentração usada na 

curva de calibração do óleo essencial de frutos de X. aromatica  encontram descritas na 

Tabela 4. 

 

Tabela 4: Precisão (DPR %) e exatidão obtidas na construção da curva de calibração do 

óleo essencial de frutos de X. aromatica 

Concentração 

nominal  

(mg mL
-1

) 

Média DP 
DPR % 

(Precisão) 
Exatidão (%) 

0,015 0,431 0,002 0,354 100,983 

0,020 0,554 0,002 0,276 98,036 

0,025 0,718 0,003 0,402 102,214 

0,030 0,827 0,002 0,279 98,272 

0,035 0,985 0,004 0,410 100,601 

 

Os dados da precisão e exatidão intra e interdia dos óleos essenciais das folhas 

de X. aromatica estão apresentados nas Tabelas 5 e 6.  

 

y=27,58x+0,0136 

R2=0,9968 
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Tabela 5: Precisão (DPR %) de amostras do óleo essencial dos frutos de X. aromatica 

usadas na validação do método analítico 

Concentração 

nominal 

(mg mL
-1

) 

DPR (%) 

Intradia 1 

DPR (%) 

Intradia 2 

DPR (%) 

Intradia 3 

DPR (%) 

Interdia 
DP 

0,018 0,300 0,700 0,300 0,433 0,231 

0,021 0,200 0,300 0,300 0,267 0,058 

0,033 0,200 0,100 0,100 0,133 0,058 

 

 

Tabela 6: Exatidão (%) de amostras do óleo essencial dos frutos de X. aromatica usadas 

na validação do método analítico 

Concentração 

nominal 

(mg mL
-1

) 

E% 

Intradia 1 

 

E% 

Intradia 2 

 

E% 

Intradia 3 

 

E% 

Interdia 

 

DP 

0,018 101,290 101,290 100,910 101,163 0,219 

0,021 100,410 100,640 100,870 100,640 0,230 

0,033 100,020 99,690 99,800 99,837 0,168 

 

O LD dos frutos de X. aromatica calculado de acordo com o desvio padrão do 

intercepto (0,023) e com o coeficiente angular (27,580) da curva de calibração (0,015; 

0,020; 0,025; 0,030 e 0,035 mg mL
-1

), foi de 0,0028 mg mL
-1

, ao passo que o LQ foi de 

0,0085 mg mL
-1

. O LQ calculado foi menor que o primeiro ponto da curva de 

calibração. Todos os resultados demonstraram que o método analítico foi linear, preciso 

e exato em toda faixa de trabalho para o óleo essencial dos frutos de X. aromatica. 

 

4.3.3 Análise química dos óleos essenciais  

4.3.3.1 Composição química do óleo essencial de folhas de X. aromatica  

 

Análise química dos óleos essenciais foi realizada e um cromatograma 

representativo do óleo essencial das folhas de X. aromatica está representado na Figura 

3.  
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Figura 3. Cromatograma obtido em CG-EM para óleo essencial das folhas de              

X. aromatica com indicação dos picos referentes aos compostos identificados. 

Condições: Gás de arraste Hélio (He); temperatura inicial de 40 ºC, o incremento da 

temperatura da coluna foi de 3 ºC min
-1

 atingindo um máximo de 240ºC 

  

Um total de 24 compostos químicos presentes no óleo essencial de folhas de  

X. aromatica foi identificado (Tabela 7), dos quais o limoneno (37,76 %), 

biciclogermacreno (13,59 %), β- pineno (8,11 %) e α-pineno (7,75 %) apresentaram os 

maiores percentuais e são representados na Figura 4. 

 

Tabela 7: Constituintes químicos do óleo essencial de folhas de X. aromatica 

CG-EM CG-DIC 

Pico 
TR 

(min) 
Composto 

IR 

exp.* 

IR 

lit.** 

TR 

(min) 

Área 

(%) 

1 8,31 α-pineno 930,8 932,0 9,20 7,75 

2 10,05 β-pineno 973,3 974,0 11,14 8,11 

3 10,90 β-mirceno 994,0 988,0 12,09 1,55 

4 11,30 δ-3- careno 1003,4 1008,0 12,51 0,64 

5 12,50 Limoneno 1029,3 1024,0 13,96 37,76 

6 26,44 δ-elemeno 1334,8 1335,0 28,98 0,21 

7 26,96 α-cubebeno 1346,6 1345,0 29,55 0,34 

8 27,85 α-ilangeno 1367,3 1373,0 30,47 0,19 

9 28,04 α-copaeno 1371,8 1374,0 30,70 1,75 

10 28,83 β-elemeno 1389,9 1389,0 31,25 0,47 

11 29,85 E-cariofileno 1414,4 1418 32,54 0,29 

12 30,66 Aromadendreno 1434,1 1439,0 33,41 1,43 

13 31,10 Seychelleno 1444,8 1444,0 33,64 0,15 

14 31,45 Rotundeno 1453,3 1457,0 33,89 0,59 
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15 31,57 
Alloaromadendre

no 
1456,2 1458,0 34,32 1,12 

16 32,27 γ-gurjuneno 1473,3 1475,0 34,70 0,03 

17 32,43 γ-muuroleno 1477,1 1478,0 35,26 2,71 

18 33,11 
Biciclogermacren

o 
1493,8 1500,0 36,04 13,59 

19 34,18 δ-cadineno 1521,0 1522,0 37,09 0,49 

20 35,42 β-germacreno 1553,0 1559,0 38,58 0,18 

21 36,45 Espatulenol 1579,6 1577,0 39,29 4,08 

22 36,69 Globulol 1585,9 1590,0 39,50 1,21 

23 36,93 Veridiflorol 1592,0 1592,0 39,81 0,29 

24 37,26 Guaiol 1600,5 1600,0 40,13 0,80 

NI 14,28 

* = índice de retenção calculado usando a equação de Van den Dool e Kratz.  

** = Índice de retenção da literatura (ADAMS, 2007), baseada na equação de Van den Dool e Kratz.  

NI = Não identificados  

 

Limoneno Biciclogermacreno β- pineno α-pineno 

 

 
  

Figura 4: Fórmula estrutural dos componentes majoritários identificados no óleo 

essencial de folhas de X. aromatica 

 

Os compostos limoneno, biciclogermacreno, α-pineno e β-pineno presentes 

majoritariamente nos óleos essenciais das folhas de X. aromatica foram também 

descritos por Lago et al. (2003), Maia et al. (2005) e Peres (2015) utilizando o método 

de hidrodestilação no processo de extração dos mesmos. Cumpre mencionar que esses 

compostos foram também identificados em diferentes óleos essenciais que apresentaram 

atividade sobre insetos (Baldin et al., 2013; Nguemtchouin et al., 2010; Volpe et al., 

2016), sugerindo possível ação pesticida dos óleos essenciais das folhas de                    

X. aromatica. 
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4.3.3.2 Composição química do óleo essencial de frutos de X. aromatica  

 

Um cromatograma representativo da análise química dos óleos essenciais de 

frutos de X. aromatica  está representado na Figura 5.  

 

 

Figura 5. Cromatograma obtido em CG-EM para óleo essencial dos frutos de               

X. aromatica com indicação dos picos referentes aos compostos identificados. 

Condições: Gás de arraste Hélio (He); temperatura inicial de 40 ºC, o incremento da 

temperatura da coluna foi de 3 ºC min
-1

 até 240ºC. 

 

De um total de 10 compostos químicos identificados no óleo essencial dos 

frutos de X. aromatica (Tabela 8), em maiores porcentagens foram encontrados 

limoneno (65,44 %), β-pineno (8,44 %), α-pineno (7,66 %) e β-mirceno (3,29 %) e 

estão representados na Figura 6. 

 

Tabela 8: Constituintes químicos do óleo essencial de frutos de X. aromatica 

CG-EM CG-DIC 

Pico 
TR 

(min) 
Composto 

IR 

exp.* 

IR 

lit.** 

TR 

(min) 

Área 

(%) 

1 8,30 α-pineno 930,53 932,00 9,20 7,66 

2 10,04 β-pineno 973,05 974,00 11,13 8,44 

3 10,87 β-mirceno 993,30 988,00 12,11 3,29 

4 11,28 Pseudolimoneno 1002,92 - 12,50 0,97 

5 12,53 Limoneno 1030,07 1024,00 14,04 65,44 

6 28,04 α-copaeno 1371,77 1374,00 30,69 0,46 

7 28,97 β-patchouleno 1393,29 1379,00 31,65 0,32 
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8 31,12 Seicheleno 1445,28 1444,00 35,93 0,42 

9 32,45 D-germacreno 1477,80 1484,00 39,23 0,31 

10 36,59 Espatulenol 1583,18 1577,00 41,34 0,12 

  NI    12,57 

* = índice de retenção calculado usando a equação de Van den Dool e Kratz.  

** = Índice de retenção da literatura (Adams, 2007), baseada na equação de Van den Dool e Kratz.  

NI = Não identificados  

 

Limoneno β-pineno α-pineno β-mirceno 

 

  

 
Figura 6: Fórmula estrutural dos componentes majoritários identificados no óleo 

essencial de frutos de X. aromatica 

 

Os compostos identificados foram também relatados por Stashenko e 

colaboradores (2004). A partir da hidrodestilação e por, destilação simultânea-extração 

de solvente, hidrodestilação assistida por microondas e extração por fluído supercítico 

(CO2), outros compostos também foram identificados nos óleos essenciais dos frutos de 

X. aromatica (Stashenko et al., 2004). As variações na composição química estão 

relacionadas a diferentes incluindo a coleta do material vegetal regiões diferentes, com 

diferentes condições climáticas, de sazonalidade, e propriedades do solo, sendo tais 

fatores determinantes no rendimento e composição dos óleos essenciais (Gobbo-Neto; 

Lopes, 2007). 

 

4.3.4 Caracterização das nanopartículas 

4.3.4.1 Determinação de eficiência de encapsulação (EE%), pH, 

potencial zeta (pZ) e diâmetro de partículas (Dp) 

 

A Tabela 9 apresenta os valores obtidos para eficiência de encapsulação 

(EE%), pH das suspensões coloidais, potencial zeta (pZ) e diâmetro das nanopartículas 

poliméricas (Dp) contendo óleos essenciais de folhas e frutos de X. aromatica nas 

concentrações 1 e 2 % e nanopartículas vazias (sem óleo essencial). 
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Tabela 9. Eficiência de encapsulação, pH das suspensões coloidais, potencial zeta (pZ), 

índice de polidispersão (PDI) e diâmetro das nanopartículas poliméricas (Dp) contendo 

óleos essências de folhas e frutos de X. aromatica nas concentrações 1 e 2 % e 

nanopartículas sem óleo essencial 

Nanopartículas EE% pH pZ (mV) Dp (nm) 

Folhas 1% 94,86 6,24 
-30,10 

±6,40 
185,30  

Folhas 2% 96,77 6,21 
-30,80 

±7,89 
230,90  

Frutos 1% 95,42 6,20 
-31,10 

±6,39 
186,90  

Frutos 2% 98,83 6,19 
-25,20 

±6,47 
200,40  

Vazias - 6,13 
-28,40 

±5,15 
243,60  

 

A nanoprecipitação é uma técnica simples e adequada para encapsular óleos 

essenciais uma vez que suas características hidrofóbicas os tornam bons candidatos para 

o encapsulamento eficiente em sistemas nanoparticulares (Asbahani et al., 2015). Em 

nosso estudo, foram obtidas altas taxas de encapsulação tanto para os óleos essenciais 

de frutos a 1 e 2 %, quanto para os das folhas a 1 e 2 %, variando de 94 a 98 %. Os 

valores de pH obtidos das suspensões foram entre 6,13 e 6,24. O potencial zeta exibido 

pelas formulações de nanopartículas foi entre -28 e -31 mV. O valor negativo de pZ 

determinados para ambas as nanopartículas avaliadas é pela característica iônica do 

PCL.  

 

4.3.4.2 Morfologia das nanopartículas 

 

A avaliação da morfológica foi realizada por MEV para maiores informações 

sobre a homogeneidade, forma, superfície e diâmetro das nanopartículas obtidas. As 

fotomicroscopias (Figura 7) das formulações de encapsulação dos óleos essenciais de  

X. aromatica revelaram partículas esféricas, de superfície lisa e monodispersas. 
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Figura 7: Fotomicroscopia obtidas por MEV das suspensões de: nanopartículas 

poliméricas com óleo essencial de folhas de X. aromatica (A), de frutos de X. aromatica 

(B) e nanopartículas poliméricas vazias (C). 

 

Essas características desejáveis de nanopartículas também foram observadas por 

Christofoli et al. (2015). Esses autores obtiveram nanoesferas lisas, monodispersas e de 

diâmetros entre 400 e 500 nm utilizando o polímero PCL como matriz para 

encapsulação óleos essenciais de folhas de Z. rhoifolium. Além disso,  Pinto et al. 

(2016) obtiveram partículas de PCL contendo óleo essencial de Lippia sidoides de 

formas esféricas e sem fissuras, com diâmetro médio de 173,6 nm que claramente 

condizem com nosso trabalho.  

 

 

 

 

A B 

C 
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4.3.5 Ensaios biológicos 

4.3.5.1 Parâmetros biométricos 

 

A partir da simples inspeção visual de plantas controles (Água, Tween80, NV) 

comparadas aos seus respectivos tratamentos (InFr1%, InFr2%, InFo1%, InFo2%, 

NFr1%, NFr2%, NFo1%, NFo2%) não foram observados quaisquer sintomas aparentes 

de lesões visíveis nas folhas de tomateiros ao final do experimento (Figura 8).  

 

  

Figura 8: Foto representativa de tomateiros utilizados neste trabalho. Unidades 

experimentais com 14 DAT (A); com 28 DAT(B). 

 

Kaur et al. (2010) avaliaram o efeito fitotóxico do óleo essencial da        

Artemisia scoparia em diferentes plantas daninhas com 6 semanas de idade e 

observaram que as concentrações de 2, 4 e 6 % do óleo causaram clorose, necrose e 

murcha em plantas Echinochloa crus-galli e Parthenium hysterophorus. Segundo, tais 

autores, a clorose ocorreu pela perda do conteúdo de clorofila, ao passo que a murcha 

foi ocasionada pelo extravasamento excessivo de eletrólitos, provavelmente pelo 

rompimento da integridade da membrana celular. Contudo, tais efeitos fitotóxicos 

oriundos da aplicação de óleos essenciais foram também relatados em plantas daninhas 

por Batish et al. (2004), e Clay; Dixon; Willoughby (2005). Esse comportamento não 

foi observado em nosso estudo como representado. 
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Embora a tendência de redução na altura final de plantas, submetidas aos 

tratamentos contendo óleos essenciais na concentração de 1 % tenha sido observada, a 

aplicação dos tratamentos nas mais diferentes combinações não acarretou em impactos 

significativos no crescimento total, e as plantas apresentaram a altura média de 89,2 ±5 

cm (Figura 9). Tais resultados, tomados em conjunto com a ausência de danos visíveis 

nas plantas e a eficiência anteriormente comprovada no controle de B. tabaci (Peres, 

2015) demonstram grande potencial dos óleos essenciais de X. aromatica. 
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Figura 9. Variação da altura final de tomateiros (S. lycopersicum L. cv. Santa Clara) 

submetidas à aplicação de óleos essenciais de X. aromatica. Barras pretas representam 

os controles: Água, Tween80 e Nanopartículas vazias (NV). Barras em cinza 

representam os tratamentos com OEs: in natura extraído de frutos na concentração 1% 

(InFr1%) e a 2 % (InFr2%), in natura de folhas a 1 % (InFo1%) e a 2 % (InFo2%), 

nanopartículas contendo o óleo essencial de frutos a 1 % (NFr1%) e a 2 % (NFr2%) e 

nanopartículas contendo óleo essencial de folhas na concentração 1 % (NFo1%) e a 2 % 

(NFo2%). Valores representam as médias ± EP de pelos menos seis plantas 

independentes. Médias seguidas por uma mesma letra não diferem entre si (P< 0,05), 

parâmetros que não apresentam letras representam similaridade estatística em todos os 

tratamentos, segundo o teste Tukey.  

 

Embora a altura final das plantas não diferiu significativamente entre os 

diferentes tratamentos utilizados, decidiu-se investigar as possíveis alterações na 

fixação de Carbono a nível de planta inteira. Assim, a área foliar total (AFT) e área 

foliar específica (AFE), massa seca de folhas (MSF), de hastes (MSH), de raízes 

(MSR), total (MST) e razão raiz/parte aérea (R/PA) foram e estão representados 

graficamente na Figura 10. 
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Figura 10. Variação de parâmetros biométricos de tomateiros (S. lycopersicum L. cv. 

Santa Clara) submetidas à aplicação de OEs de X. aromatica. Área foliar específica 

(AFE) (A); área foliar total (AFT) (B); massa seca de folhas (MSF) (C); massa seca de 

hastes (MSH) (D); massa seca de raiz (MSR) (E); razão entre raiz e parte aérea (R/PA) 

(F); massa seca total (MST) (G) e; alocação de biomassa (H). Estatística e siglas como 

descritas na Figura 9. 

 

Algumas alterações entre plantas submetidas aos tratamentos e aos respectivos 

controles em termos de AFE, MSF, MSR, MST e R/PA foram observadas. 

O decréscimo na AFE (razão entre área e massa seca foliar) indicou que houve 

aumento da biomassa nas folhas e provavelmente redução da expansão foliar em plantas 

submetidas ao tratamento InFr1%. Estes dados se confirmam ao avaliar os resultados 
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expressos por AFT (Figura 10 B) e MSF (Figura 10 C), em que menor área foliar em 

InFr1% pode ser observada, bem como maior MSF em comparação com os demais 

tratamentos. De modo diferente, em plantas submetidas ao tratamento NFo2% não 

foram observadas reduções em AFE embora menor MSF tenha sido observado neste 

tratamento. Verificou-se também que plantas tratadas com Tween 80, NFr1% e NFr2% 

apresentaram menor massa seca de raízes (Figura 10 E), acarretando menor razão raiz 

parte aérea (R/PA- Figura 10 F). Embora plantas submetidas ao tratamento NFo1% 

tenham apresentado maior alocação de biomassa na raiz, não se verificaram variações 

na R/PA, sugerindo alocação similar entre as diferentes partes das plantas. 

As variações encontradas em massa seca total (MST- Figura 10 G) podem ser 

atribuídas às variações observadas em MSF e MSR, visto que não foram verificadas 

quaisquer variações em massa seca de hastes (MSH- Figura 10 D). No entanto, a 

porcentagem de alocação de biomassa (Figura 10 H) apresentou alterações apenas à 

nível de raízes. Tomados em conjunto, estes dados demonstram que embora plantas 

submetidas aos tratamentos NFo1% e NFo2% apresentaram maior percentual de 

biomassa em raízes quando comparados com os demais tratamentos. Embora estes 

tratamentos não apresentaram diferenças em relação aos controles Água e NV. 

As análises de crescimento ora representadas expressam as condições 

morfofisiológicas das plantas. Não obstante, as diferenças intrínsecas observadas dentro 

de cada tratamento frente aos diferentes parâmetros observados, consistem em variações 

relativamente pequenas em termos biológicos, não revelando plenamente as possíveis 

interferências no desenvolvimento vegetativo das plantas, provocadas pela aplicação 

dos tratamentos. Assim, é plausível sugerir que a ação inseticida dos óleos essenciais 

obtidos de X. aromatica ocorre com pouco, se algum, impacto no crescimento de 

tomateiro. No entanto, com vistas a sustentar tal hipótese, decidiu-se expandir essas 

análises mediante a investigação de aspectos fotossintéticos e bioquímicos, em plantas 

de tomateiro submetidas aos óleos essenciais de X. aromatica. 

 

4.3.5.2 Parâmetros fotossintéticos 

 

Um dia após a última aplicação dos óleos essenciais, foram realizadas análises 

de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a considerando a importância dos 

processos fotossintético e respiratório sobre os parâmetros de crescimento. Cumpre 
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mencionar que a fluorescência da clorofila a fornece informações sobre o 

funcionamento do Fotossistema II (PSII), possibilitando estimar o desempenho 

fotossintético de uma forma quase instantânea.  

A razão Fv/Fm fornece uma medida muito útil acerca do rendimento quântico 

fotoquímico máximo do PSII. Assim, a eficiência fotoquímica máxima do PSII (Fv/Fm) 

(Figura 11 A) permaneceu praticamente inalterada entre os diferentes tratamentos e, 

apresentaram-se dentro de uma faixa considerada ótima (entre 0,75 e 0,83; Maxwell; 

Johnson, 2000), indicando que os tratamentos aplicados não ocasionaram estresse às 

plantas. 

Não se observaram também diferenças para os demais parâmetros associados à 

fluorescência da clorofila a (Figura 11 A-F) como rendimento quântico efetivo do 

transporte de elétrons no FSII (Fv’/Fm’), coeficiente de extinção fotoquímica (qP), 

coeficiente de extinção não fotoquímica (NPQ) e taxa de transporte de elétrons (ETR). 

O coeficiente de extinção fotoquímica (qP) dá indicativo da proporção de centros de 

reação do PSII que estão abertos , enquanto фPSII representa a proporção de energia 

absorvida que está sendo utilizada nas reações fotoquímica. Dessa forma, фPSII e qP 

estão inter-relacionados com Fv’/Fm’ (Fv’/Fm’= фPSII/qP), expressando a eficiência 

“real” de captura de energia de excitação (Maxwell; Johnson, 2000). Apesar dos dados 

obtidos em qP (Figura 11 C) e фPSII (Figura 11 F) apresentarem variações entre os 

tratamentos, os valores obtidos em Fv’/Fm’ (Figura 11 B) não apresentaram alterações 

significativas entre os tratamentos. Assim como observado para Fv’/Fm’ os valores de 

ETR (Figura 11 E) também foram semelhantes entre os tratamentos. Juntos esses 

resultados sugerem que a etapa fotoquímica da fotossíntese não foi comprometida pela 

aplicação dos óleos essenciais de X. aromatica em plantas de tomateiro. Cumpre 

mencionar também que a fluorescência da clorofila a tem sido sugerida, e apresenta 

grande potencial como ferramenta para monitorar e analisar os efeitos das NPs em 

plantas. Neste contexto, o comportamento da fluorescência de clorofila a em folhas de 

soja foi alterado na presença de diferentes concentrações de nanopartículas de prata 

(Falco et al., 2015). Com efeito, a aplicação de nanopartículas poliméricas contendo 

óleos essenciais de X. aromatica não promoveu, de modo geral, alterações nos 

parâmetros de fluorescência da clorofila a. 
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Figura 11: Variação nos parâmetros de fluorescência da clorofila a em resposta a 

aplicação de OEs de X. aromatica em plantas de tomate (S. lycopersicum L. cv. Santa 

Clara). Eficiência fotoquímica máxima do PSII (Fv/Fm) (A); rendimento quântico 

efetivo do transporte de elétrons no FSII (Fv’/Fm’) (B); coeficiente de extinção 

fotoquímica (qP) (C); coeficiente de extinção não fotoquímica (NPQ) (D); taxa de 

transporte de elétrons relativo (ETR) (E) e; rendimento quântico do transporte de 

elétrons (PSII) (E). Estatística e siglas dos tratamentos como descrito na Figura 9. 
 

De modo semelhante ao observado para os parâmetros da fluorescência da 

clorofila a, não foram observadas alterações para os parâmetros de trocas gasosas. 

Assim, tanto a fotossíntese líquida (AN - Figura 12 A) quanto a condutância estomática 

(gS -Figura 12 B), a razão entre a concentração interna de CO2 e a externa (Ci/Ca -Figura 

12 C) e a taxa de respiração no escuro (Rd -Figura 12 D) não foram afetadas pelos 
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diferentes tratamentos aqui impostos. Tomados em conjunto, os resultados de 

fluorescência da clorofila a e de trocas gasosas mostraram que não ocorreram quaisquer 

limitação seja difusiva ou bioquímica da atividade fotossintética das plantas frente a 

aplicação dos tratamentos e que, as pequenas alterações no crescimento parecem ter 

ocorrido sem danos bioquímicos ou mesmo fotoquímicos à fotossíntese. 
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Figura 12. Variação nos parâmetros de tocas gasosas em resposta a aplicação de óleos 

essenciais de X. aromatica em plantas de tomate (S. lycopersicum cv. Santa Clara). 

Fotossíntese líquida (AN) (A); Condutância estomática (gS) (B); Concentração interna de 

CO2 (Ci) (C); Taxa de respiração no escuro (Rd) (D). Estatística e siglas dos tratamentos 

como descrito na Figura 9. 
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Registre-se também que, de modo similar aos demais tratamentos, as 

nanopartículas vazias (NV) não provocaram nenhuma variação nos parâmetros 

fotossintéticos investigados em nosso estudo. Comportamento similar foi também 

observado por Oliveira et al. (2015) ao verificarem que as nanoformulações com o 

polímero PCL per se não promovem efeitos negativos significantes sobre plantas de 

mostarda durante o estádio vegetativo. Coletivamente, isso garantiria o potencial uso de 

nanopartículas de PCL como ferramenta carreadora de compostos ativos no setor 

agrícola com pequeno ou nenhum impacto ao crescimento e as taxas fotossintéticas em 

tomateiro. 

 

4.3.5.3 Parâmetros bioquímicos 

 

Com o intuito de investigar os possíveis efeitos da aplicação de óleos 

essenciais sobre o metabolismo do carbono e do nitrogênio em tomateiro durante 

estádio vegetativo, foi realizada detalhada caracterização bioquímica nas mesmas 

folhas.  

De modo geral, pequenas variações foram observadas nos níveis de compostos 

associados ao metabolismo do carbono em função dos tratamentos aplicados (Figura 

13). Apesar de os conteúdos de glicose (Figura 13 A), frutose (Figura 13 B) e sacarose 

(Figura 13 C) apresentarem tendência de redução em plantas tratadas com Tween 80 e 

InFr2%, não se observaram diferenças estatísticas em relação ao controle Água. No 

entanto, os conteúdos destes açúcares tenderam a incrementos quando as plantas foram 

cultivadas em presença de NFo1%. Assim como verificado para os açúcares solúveis, os 

conteúdos de amido foram similares entre os tratamentos e controles (Figura 13 D). Os 

conteúdos de malato não apresentaram diferenças significativas entre os controles e os 

tratamentos InFr1%, InFo2%, InFo2%, NFo1% e NFo2%. Os tratamentos InFo1%, 

NFr1% e NFr2% apresentaram menores conteúdos de malato diferindo 

significativamente do controle Água, porém condizentes com os demais. 
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Figura 13: Variação nos conteúdos de metabólitos envolvidos no metabolismo do 

Carbono em resposta a aplicação de óleos essenciais de X. aromatica em tomateiro     

(S. lycopersicum cv. Santa Clara). Glicose (A); Frutose (B); Sacarose (C); Amido (D) e 

Malato (E). Estatística e siglas dos tratamentos como descrito na Figura 9. 

 

Houve pouca variação nos teores foliares de clorofilas totais (Figura 14 A), 

variando entre 1,9 e 2,7 mg g
-1

 de MF sem diferença estatística entre os controles e os 

tratamentos. A razão Chl a/Chl b (Figura 14 B) oscilou entre 2,7 e 3,3 e os dados 

observados também não diferiram significativamente. Os conteúdos de aminoácidos 

totais (Figura 14 C) oscilaram entre 10,38 e 13,88 μmol g
-1

 MF sendo NFo2% 

tratamento com menor teor e InFr1% com maior. Apesar dessas variações, elas não são 

estatisticamente significativas o que caracteriza similaridade entre os tratamentos e 

controles. 
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Figura 14: Variação nos conteúdos de metabólitos envolvidos no metabolismo do 

Nitrogênio em resposta a aplicação de óleos essenciais de X. aromatica em tomateiro  

(S. lycopersicum cv. Santa Clara). Chl (Clorofila) total (A); Razão Chl a/Chl b (B); 

Aminoácidos solúveis totais (C); Proteínas solúveis totais (D) e Nitrato (E). Estatística e 

siglas dos tratamentos como descrito na Figura 9. 

 

De modo geral, os conteúdos de proteínas solúveis totais oscilaram entre 13,3 e 

19,13 mg g
-1 

MF. Assim como os demais metabólitos envolvidos no metabolismo do 

nitrogênio, os conteúdos de proteínas não diferiram significativamente entre os 

controles e plantas submetidas aos tratamentos. Nesse contexto, a manutenção em 

parâmetros de trocas gasosas e de fluorescência da clorofila a observada neste trabalho, 

demonstram que o processo fotossintético, incluindo a captação de carbono e reações 

fotoquímicas, não são alteradas em tomateiro quando em presença de óleos essenciais 
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de X. aromatica. Entretanto, em função das pequenas alterações observadas em 

compostos associados ao metabolismo do carbono (Figura 10) e do nitrogênio (Figura 

11), é plausível sugerir que tanto a assimilação quanto o metabolismo primário são 

possivelmente ajustados em resposta à presença desses óleos essenciais. Embora as 

evidências aqui apresentadas sejam apenas circunstanciais e, portanto, em clara 

necessidade de estudos futuros e complementares, os ajustes metabólicos aqui 

observados não são similares aos observados em condições de estresse vários (Obata; 

Fernie, 2012; Kissoudis et al., 2014; Jorge et al., 2016) e assim, os resultados 

corroboram com o potencial uso de nanopartículas de PCL como ferramenta carreadora 

de compostos ativos no setor agrícola. Outro aspecto importante associado ao trabalho 

em apreço e que, de certa forma, previne generalizações, é que os resultados foram 

obtidos sob em condições controladas. Assim, é preciso interpretar com cautela tais 

resultados tendo em vista a difícil previsão dessas respostas em condições de campo. 

Não obstante, os impactos fisiológicos e moleculares no que respeita o crescimento e as 

taxas fotossintéticas em plantas de interesse agronômico são variados e portanto, em 

clara necessidade de mais detalhados estudos. 

 

4.4 CONCLUSÕES 

 

O presente trabalho apresenta evidências consistentes que a aplicação dos óleos 

essenciais extraídos das folhas e dos frutos de X. aromatica, tanto na forma in natura 

quanto nanoencapsulados, não causaram grandes prejuízos à tomateiro               

(Solanum lycopersicum L.cv Santa Clara) submetidas aos tratamentos, durante seu 

estádio vegetativo, em termos de crescimento, parâmetros fotossintéticos e bioquímicos. 

Apesar de pequenas variações intrínsecas em alguns parâmetros terem sido observadas 

entre os tratamentos, nesta fase de desenvolvimento, as plantas não tiveram perdas 

significativas em nenhum dos fatores estabelecidos no trabalho. Isso confirma o 

potencial desempenho das nanopartículas de óleos essenciais de folhas e frutos de        

X. aromatica no controle de Bemisia tabaci em tomateiros. Trabalhos futuros devem se 

concentrar nos impactos fisiológicos e metabólicos da aplicação das nanopartículas de 

óleos essenciais de folhas e frutos de X. aromatica em outros estádios de crescimento, 

buscando investigar possíveis alterações nos frutos de tomate. 
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Registre-se também que estudos associando nanotoxicidade quando a 

exposição se inicia em estádios diferentes do crescimento vegetal e suas possíveis 

comparações não foram ainda realizados. Cumpre mencionar que existe uma crescente 

necessidade de realizar mais pesquisas sobre a interação de nanoparticulas e plantas 

cultivadas, particularmente em estádios mais avançados do desenvolvimento, uma vez 

estas não são tão frágeis quanto as mudas. Nesse contexto, é plausível sugerir que a 

absorção e o mecanismo de toxicidade podem ser diferentes. Apesar da nanotecnologia 

ser uma técnica relativamente onerosa para o setor agrícola, a associação aos óleos 

essenciais ainda se torna vantajosa no controle de pragas por causa de suas funções de 

proteção e liberação gradual do princípio ativo que a nanoencapsulação proporciona, 

aumentando assim a eficiência destes produtos naturais no controle de pragas agrícolas. 

Ademais, como demonstrado aqui, a aplicação de óleos essenciais causando pouco, se 

algum, impacto ao crescimento e metabolismo das plantas apresenta-se como 

ferramenta promissora de manejo integrado de pragas agrícolas. Um melhor 

entendimento da utilização de nanopartículas associadas aos produtos naturais em 

culturas agrícolas torna-se uma ferramenta valiosa no controle de pragas visando maior 

eficácia pesticida e menor impacto ambiental.  

Futuras investigações acerca das respostas das plantas aos óleos essenciais 

nanoencapsulados combinados com flutuações nas condições climáticas (inundações, 

áridos, níveis elevados de CO2 dentre outros) faz-se também necessário para destacar a 

possível interação positiva entre tais óleos essenciais e a proteção das plantas contra 

esses agentes estressantes. Dessa forma, o presente trabalho estabelece bases para 

pesquisas futuras, incluindo os demais estádios de desenvolvimento da planta, bem 

como para outras espécies de planta-alvo de pragas e frente à combinações de estresses.  
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METODOLOGIA DETALHADA DAS ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 

Determinação do conteúdo de açúcares  

 

Os teores de glicose, frutose e sacarose foram determinados segundo 

metodologia descrita anteriormente (Fernie et al., 2001). Em uma microplaca, foram 

adicionados 160,0 μL de mix de quantificação (HEPES/KOH 71,43 mM com MgCl2 

2,14 mM pH 7,0, ATP 2,41 mM, NADP
+
 1,07 mM, e 0,54 unidades de desidrogenase 

da glicose-6-fosfato - G6PDH (5,0 mg mL
-1

)) e 50,0 µL do extrato. Foram feitas leituras 

das absorbâncias a 340 nm com intervalos entre leituras de um minuto. Uma vez 

ocorrida a estabilização da densidade óptica (OD), adicionaram-se 5,0 µL, 

sequencialmente, das seguintes enzimas: hexocinase (1,5 U por reação), fosfoglicose 

isomerase (0,7 U por reação) e invertase (5,0 unidades (U) por reação). A aplicação de 

cada enzima procedeu após a estabilização da OD de cada um dos açúcares, 

respectivamente quantificados. Para estimar a concentração dos respectivos açúcares, 

resultados expressos em µmol g
-1

, utilizou-se a seguinte equação: 

(06) 

µmol NADPH = ∆OD . (2,85. 6,22) 
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Determinação do conteúdo de amido  

 

A concentração de amido foi determinada como descrito previamente (Fernie 

et al., 2001). Aos tubos contendo a solução S resultante da extração etanólica e o NaOH 

0,1 M (mesmo extrato utilizado para quantificação de proteínas), foram adicionados 

70,0 µL de ácido acético 1 M para neutralização do extrato, e homogeneizado em 

vortex. Uma alíquota de 40,0 µL da suspensão foi retirada e colocada em uma 

microplaca, que continha 60,0 µL do mix de hidrolise do amido composto pelas 

enzimas amiloglicosidase (0,14 U µL
-1

) e α-amilase (0,01 U µL
-1

) ressuspendidas em 

tampão acetato de sódio 0,5 M pH 4,9. A microplaca foi vedada com fita de alumínio 

(3M Modelo 425®) e incubada por 1 h a 60 °C, com leve agitação. Posteriormente, a 

microplaca foi centrifugada por 30 s a 10000 rpm. Uma vez ocorrido a hidrólise do 

amido em glicose, 15,0 µL da suspensão com cada amostra foram transferidos para uma 

nova placa seguindo com adição de 160,0 µL do meio de reação composto por tampão 

Hepes/KOH 1M pH 7,0 MgCl2 30,0 mM, ATP 109,0 mM, NADP+ 48,4 mM e 56 

unidades de desidrogenase da glicose-6-fosfato– G6PDH (0,7 U µL
-1

). Por meio de um 

leitor de microplacas, mencionado anteriormente, foram lidas as absorbâncias das 

respectivas amostras a 340 nm, com 1 minuto de intervalo entre leituras. Uma vez 

estabilizado a OD, foram adicionados aos poços 5,0 µL de hexocinase (2 U por reação). 

O conteúdo de amido foi então calculado com a mesma equação utilizada para 

determinação de açúcares. Os resultados expressos em µmol de glicose g
-1

 MF. 

 

Determinação do teor de malato  

 

Os conteúdos de malato foram determinados como descrito anteriormente 

(Nunes-Nesi et al., 2007). Em cada reação foram adicionados 25,0 µL de tampão 

Tricina/KOH 0,4 M com MgCl2 20,0 mM pH 9,0, 10,0 µL de brometo de 

metiltiazolildifeniltetrazólio (MTT, 10,0 mM), 5,0 µL de NAD
+
 (60,0 mM), 2,0 µL de 

fenazinaetosulfato (PES, 20,0 mM), 5,0 µL de Triton X-100 10% (v/v), 28,0 µL de 

H2O, adicionando-se ainda 25,0 µL da solução S (amostra). Por meio de um leitor de 

microplacas, as leituras foram feitas a 570 nm com intervalo entre leituras de 1 min. 

Uma vez estabilizado a OD, foi adicionado aos poços 5,0 µL de malato desidrogenase 

(MDH - 1,0 U por reação). A determinação dos níveis de malato foi feita a partir da 
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curva de calibração utilizando o ácido L-málico (5,0 mM). Para a confecção da curva, 

utilizou-se os volumes 0,0, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0 e 7,0 µL utilizando água destilada 

para ajuste do volume final de 10,0 µL. Cada 1,0 µL de solução de ácido L-málico (5,0 

mM) equivale a 5,0 nmol de malato. Os resultados desse ácido orgânico obtidos foram 

expressos em nmol g
-1

 MF. 

 

Determinação do teor de clorofilas (a e b): 

 

Foram adicionados 50,0 µl da solução S obtida na extração etanólica e 120,0 µl 

de EtOH 98% em uma microplaca de 96 poços. As leituras de absorbância foram 

realizadas em espectrofotômetro de microplacas ELISA (VersaMax 
TM

) a 645 e 665 nm. 

Os teores de Clorofilas a e b foram determinados, imediatamente após a extração 

etanólica e ao abrigo de luz, a partir das equações: 

(07) 

Clorofila a = 5,21. A665 – 2,07 . A645 

(08) 

Clorofila b = 9,29. A645 – 2,74 . A665 

 

Em que, A665 representa a absorbância obtida a 665 nm e A645 a absorbância em 645 nm.  

 

A partir dos dados obtidos, determinou-se o teor de clorofilas totais e razão 

entre clorofilas a e clorofilas b (Chl a/b). 

 

Determinação dos conteúdos de aminoácidos: 

 

Em uma microplaca, foram adicionados 50,0 µl da solução S obtida na 

extração etanólica de cada amostra, 50,0 µl de solução tampão citrato de sódio (Na-

citrato 1,0 M + 0,2% ácido ascórbico) e 100,0 µl de solução de Ninhydrina (1% em 

EtOH 70%). A curva padrão foi preparada utilizando Leucina 1,0 mM em EtOH 70% 

nos volumes de 0,0, 2,0, 5,0, 10,0, 20,0, 30,0, 50,0 µl ajustando para o volume final 

para 50,0 µl com EtOH 70% (0,00, 0,04, 0,10, 0,20, 0,40, 1,00 mM, respectivamente). 

Em seguida, a microplaca foi vedada com fita metálica e submetida a aquecimento em 



66 
 

termomix por 20 minutos a 95 ºC. As leituras de absorbância foram realizadas em 

espectrofotômetro ELISA (VersaMax 
TM

) a 550 e 570 nm. 

 

Determinação dos teores de proteínas solúveis totais  

 

O teor de proteínas solúveis totais foi determinado segundo Gibon e 

colaboradores (2004). Inicialmente, o precipitado (Pellet) resultante da extração 

etanólica, fração insolúvel em etanol, foi lavado com EtOH 70%, seguido de 

centrifugação e descarte do sobrenadante resultante, de modo a garantir qualquer 

resíduo de pigmento ou fração solúvel da extração etanólica. Posteriormente, o pellet   

foi ressuspendido em 400,0 µL de NaOH 0,1 M e homogeneizado em vortex. Os 

microtubos foram incubados por 1 h a 95 °C, sob agitação constante e, após 

centrifugados por 5 min, 14.000 rpm, a 4 °C.  

Em uma microplaca, foi colocada a alíquota de 5,0 µL do sobrenadante retirado 

dos microtubo, seguindo com adição 180,0 µL da solução de Bradford em cada poço. O 

comprimento de onda utilizado para leitura da microplaca foi de 595 nm. Pôde-se 

determinar a concentração de proteína nas amostras, após a confecção da curva padrão 

com 5,0 µL de albumina de soro bovino (BSA), nas concentrações de 0,0, 0,1, 0,25, 

0,35, 0,50, 0,60, 0,75, 1,0 mg µL
-1

.  Os resultados foram expressos em mg g
-1

 MF.  

 

Determinação da concentração de nitrato  

 

Para a quantificação de nitrato, utilizou-se a metodologia descrita previamente 

(Fritz et al., 2006). Em cada reação foi adicionado 10,0 µL de tampão fosfato 1 M pH 

7,5, 0,5 µL de NADPH 50,0 mM preparado em NaOH 5,0 mM, 2,0 µL de  nitrato 

redutase (5,0 U mL
-1

) preparada em tampão fosfato 0,1 M pH 7,5, 78,5 µL de H2O e 

10,0 µL da solução S. Foram preparadas duas reações para cada amostra, em uma delas 

foi adicionado a nitrato redutase, na outra o volume da solução enzimática foi 

substituído por H2O. A reação enzimática promove a redução do nitrato a nitrito. Dessa 

forma, o íon nitrito já presente na amostra pode ser quantificado e descontado do nitrito 

total quantificado, garantindo que apenas a quantificação do nitrito oriundo da reação 

enzimática. Uma vez montada a placa com as duas reações em paralelo, as placas foram 

incubada no escuro, por 30 min, a 25 °C. Posteriormente, adicionaram-se 15,0 µL de 
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fenazinametosulfato (PMS) 0,25 mM e incubou novamente por 20 min a 25 °C. Após 

esse período, acrescentaram à reação 120,0 µL de um mix contendo sulfanilamida 1% 

em ácido fosfórico 3,0 M (m/v) e dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina – NNEDA 

0,02% (m/v) na proporção de 1:1. Após uma terceira incubação por 10 min a 25 °C, as 

absorbâncias foram determinadas no comprimento de onda de 540 nm em um leitor de 

microplacas. A determinação do conteúdo de nitrato foi possível a partir da curva de 

calibração utilizando nitrato de potássio (KNO3) como padrão nas seguintes 

concentrações: 0,0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 e 1,6 µM. Os resultados foram expressos em µmol 

g
-1

 de MF.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


