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Resumo

A crescente preocupagdo com o0s impactos ambientais e a resisténcia aos herbicidas sintéticos
impulsiona a busca por alternativas sustentaveis de controle de ervas daninhas. O 6leo essencial (OE)
de Piper dilatatum se destaca como uma promissora opc¢ao para herbicidas naturais. No entanto, sua
aplicacdo enfrenta limitagBes devido a baixa solubilidade aquosa e rapida degradacéo. Para superar
esses desafios, as nanoemulsdes (NEs) tém se destacado como eficazes métodos de protecéo para
OEs. Neste estudo, formulamos NE do OE de P. dilatatum através de homogeneizac¢éo ultrassbnica e
avaliamos sua atividade herbicida contra Bidens pilosa L. A NE apresentou goticulas em tamanho nano
(8,7 nm) e maior estabilidade térmica em comparagdo com o OE nao encapsulado. A NE causou uma
forte inibicdo no crescimento das raizes e parte aérea de B. pilosa. Isso sugere que a NE preservou as
propriedades fitotoxicas do OE de P. dilatatum, ao mesmo tempo em que aprimorou suas
caracteristicas fisico-quimicas. Portanto, a formulagdo de NEs emerge como uma opc¢éao viavel para
melhorar a aplicacdo de compostos bioativos em préticas agricolas mais sustentaveis e eficazes.

Palavras-chave: Herbicida natural. Nanoemuls6es. Encapsulamento. Piperaceae. Fitotoxicidade.
Area do Conhecimento: Engenharia Agrondmica.

Introducéo

O uso predominante de herbicidas sintéticos para controle de ervas daninhas, visando atender as
necessidades alimentares agricolas, levanta preocupac¢des devido aos impactos ambientais e riscos a
saude humana, como a toxicidade fora do alvo e a persisténcia desses produtos (SHARMA et al., 2019).
Em consonancia com a Agenda 2030 da ONU para Desenvolvimento Sustentavel (KATILA et al., 2019),
gue ressalta a importancia da agricultura sustentavel e seguranca alimentar, torna-se crucial o
desenvolvimento de tecnologias mais eficazes e ecologicamente responsaveis para o controle de
plantas indesejadas. Nesse contexto, herbicidas derivados de 6leos essenciais (OEs) emergem como
promissoras alternativas naturais, devido a sua biodegradabilidade e baixo risco de resisténcia
(PAVELA; BENELLI, 2016). Contudo, desafios como a limitada solubilidade em agua e suscetibilidade
a degradacdo sob exposicéo a fatores ambientais tém restringido sua aplicacao industrial (PAVONI et
al., 2020).

Nos ultimos anos, as nanoemuls@es (NEs) tém ganhado destaque como transportadores eficazes
de OEs, visando melhorar solubilidade em &gua, estabilidade fisica e liberacdo controlada das
substancias ativas, reduzindo a volatilizacdo e degradacéo (PAVONI et al., 2020). Essas emulsfes
ultrafinas, consistem em goticulas de 20 a 500 nm contendo 6leo, agua e emulsificante/surfactante, que
exibem resisténcia a mudancas fisicas devido a sua estabilidade cinética (GUPTA et al., 2016).
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Bidens pilosa L. (familia Asteraceae), erva daninha anual amplamente distribuida em climas
tropicais, afeta varias culturas, como milho e arroz, sendo controlada principalmente por glifosato
(WAGNER; HERBST; SOHMER, 1999). No entanto, 0 uso excessivo desse herbicida de amplo
espectro tem levado a resisténcia, evidenciada em populacées mexicanas (ALCANTARA-DE LA CRUZ
et al., 2016).

Recentemente, o OE extraido de Piper dilatatum Rich (familia Piperaceae) demonstrou efeito
fitotdxico notavel, inibindo o crescimento de ervas daninhas como Lolium perenne, devido as interacdes
sinérgicas/antagonistas de seus componentes (JARAMILLO-COLORADO; PINO-BENITEZ;
GONZALEZ-COLOMA, 2019). Nesse contexto, este estudo busca avaliar a eficacia herbicida da NE
contendo OE de P. dilatatum no crescimento inicial de B. pilosa L., contribuindo para praticas agricolas
mais sustentaveis e ambientalmente amigéaveis.

Metodologia

Folhas de P. dilatatum foram coletadas no Parque Estadual Mata das Flores, Castelo, Espirito
Santo, Brasil (20° 35'54" S; 41° 10'53" W) e secas em estufa a 40 °C. O OE foi extraido por
hidrodestilagdo usando aparelho Clevenger por 4 horas. A identificagcdo e semiquantificacdo dos
componentes do OE ocorreram por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS QP2010SE, Shimadzu, Japao), comparando com bancos de dados (Wiley 7, NIST 05 e NIST 05s),
seguindo Mendes et al. (2017). A NE foi preparada pelo método de alta energia, usando
homogeneizador ultrassbénico de alta poténcia (IKA T ULTRA-TURRAX) com surfactante tween 80,
conforme metodologia adaptada de Azevedo et al. (2021). A caracterizacdo da NE quanto a tamanho,
carga e indice de polidispersidade foi feita por espalhamento dindmico de luz (DLS) em triplicata
(Zetasizer Nano ZS90, Malvern Zen Instrument Ltd, Reino Unido, (25 + 2) °C, laser de 633 nm, &ngulo
de leitura de 173°), seguindo Mendes et al. (2023a). Visando avaliar a estabilidade térmica do OE,
tween 80 e NE de P. dilatatum, foram obtidas as curvas termogravimétricas usando o analisador térmico
DTG (SHIMADZU, modelo 60H, Kyoto, Japéo). Aproximadamente 3 mg de cada amostra foram
adicionadas em panelas de alumina e aquecidas de 25 a 450 °C a 10 °C min~', sob fluxo de nitrogénio
de 50 mL min™.

Os ensaios de fitotoxicidade foram conduzidos em laboratério. Cinco concentragdes do OE (3000,
1500, 750, 375 e 187,5 yg mLt) foram obtidas por diluigdo em solvente composto por dgua destilada,
acetona (2%) e tween 80 (0,05%). As mesmas concentra¢cdes foram preparadas para a NE por diluicdo
em agua destilada. O solvente foi utilizado como controle negativo e o herbicida glifosato (1 mL L?)
(pbés-emergente) como controle positivo. Para cada tratamento, 25 sementes de B. pilosa foram
colocadas em placas de Petri com papel filtro e tratadas com 3 mL das solucdes. As placas foram
envoltas com papel filme e incubadas em cdmara de germinacao a (24 + 2) °C, com fotoperiodo de 16
horas no claro e 8 horas no escuro. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticdes. Apos 7 dias, foram medidos os comprimentos de raiz e parte aérea.
Os experimentos foram realizados como um fatorial de 2 vias (2 formulagdes x 5 concentra¢des + 2
controles). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (p <0,05) no ambiente R, versédo 4.1.0 (R CORE TEAM, 2021).

Resultados

A analise da composicdo revelou a presenga de 9 compostos, sendo estes principalmente
sesquiterpenos hidrogenados, representando 72,3% do OE. Sdo eles, os majoritarios viridifloreno
(22,9%) e germacreno D (20,8%), e os compostos -elemeno (3,2%), B-cariofileno (6,2%), a-humuleno
(9,4%) e a-farneseno (7,8%). Espatulenol (4,8%) e a-eudesmol (3,4%), sequiterpenos oxigenados,
também foram identificados. B-pineno (3,2%) foi o Unico monoterpeno hidrogenado encontrado.

A Tabela 1 apresenta o didmetro hidrodindmico das gotas, o PDI e o potencial Zeta da NE.
Observamos que tanto o didmetro hidrodindmico quanto os valores de PDI aumentaram ao longo do
tempo de armazenamento. O PDI variou de 0,170 a 0,398. Apds a preparacao da NE, o diametro médio
das particulas foi de 8,679 nm, enquanto apds 3 meses, aumentou para 177,3 nm. Além disso, o
potencial Zeta da NE tornou-se mais negativo com o decorrer do tempo. As estabilidades térmicas do
OE, tween 80 e da NE sdo mostradas na Figura 1. Verificou-se que a temperatura de maxima
decomposicdo do OE de P. dilatatum foi de 187 °C, enquanto apds a prote¢do pela formacgédo de
nanoemulsdes, a temperatura foi deslocada para 402 °C, referente a segunda temperatura
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decomposicéo do tween 80. Essa possivel protecédo se torna ainda mais evidente quando se observa
dois picos na DTG da NE (360 e 414 °C), indicando a presenca de decomposicdo de duas substancias

diferentes.
Tabela 1- Caracterizacdo da nanoemulsdo do 6leo essencial de Piper dilatat’um.
Didmetro Potencial Zeta Indice de
hidrodin&mico (hm) (mV) polidispersidade
0 dias 6 meses 0 dias 6 meses O dias 6 meses
8,7+2,3 177,3+105,4 -4,73+4,0 -7,11+28 0,170 0,398

Fonte: os autores.

Figura 1 — Decomposicéo térmica do 6leo essencial de P. dilatatum (OE_Dilatatum), Tween 80 (Tween80) e da

nanoemulsdo (NE_Dilatatum).
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Fonte: os autores.

Massa (%)

No que diz respeito a atividade herbicida em B. pilosa, a NE e 0 OE provocaram inibicdes no
crescimento radicular e da parte aérea em comparagcao com o solvente, exceto para a concentragao
de 187,5 ug mL* da NE no crescimento radicular (Figura 2).

Figura 2 - Efeitos fitotoxicos das formulagfes do 6leo essencial de Piper dilatatum no comprimento da raiz (a) e
comprimento da parte aérea (b) de Bidens pilosa.
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Letras iguais (maiusculas entre as formulagdes e minusculas para concentragdes e controles dentro de cada éleo
essencial) ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05). OE: éleo essencial. NE: nanoemulsao.
Fonte: os autores.
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Quanto ao alongamento radicular, em geral, observou-se que o OE resultou em menor crescimento
em comparacdo com a NE. As maiores reducdes com o OE foram notadas nas concentracdes mais
elevadas (1500 e 3000 pg mL), que foram estatisticamente equivalentes as causadas pelo herbicida
glifosato. A concentracdo 3000 pug mL-1 da NE, suprimiu completamente o desenvolvimento radicular,
superando os efeitos do OE e glifosato (Figura 2a). Em relacdo ao comprimento da parte aérea, o OE
também causou as maiores reducdes, com efeito equivalente ao glifosato a 750 pg mL! e inibicéo total
a 1500 e 3000 pug mL1. A NE a 1500 pg mL? reduziu o comprimento da parte aérea de forma similar
ao glifosato, enquanto a concentracdo de 3000 pg mL-1, assim como o OE, suprimiu completamente o
desenvolvimento da parte aérea, superando o efeito do glifosato (Figura 2b).

Discusséo

A analise fitoquimica do OE das folhas de P. dilatatum revelou a predominancia de sesquiterpenos
hidrogenados, estes compostos foram caracteristicos de varias espécies de Piper (JARAMILLO-
COLORADO; PINO-BENITEZ; GONZALEZ-COLOMA, 2019). Os compostos germacreno D e
viridifloreno também foram identificados como majoritarios em outros estudos com o OE da espécie
(ANDRADE et al., 2011; SILVA et al., 2014).

A coalescéncia e amadurecimento de Ostwald sdo dois dos principais fendmenos de
desestabilizacéo cinética de NEs e podem ser eficientemente avaliados pela alteracdo do tamanho,
potencial Zeta e PDI. Nesse sentido, os resultados de didmetro hidrodinamico indicaram uma
desestabilizagdo microscépica do sistema por um desses fendmenos, tendo em vista o aumento de até
20x do tamanho coloidal apds 6 meses. Essa desestabilizacdo pode ser explicada pelo baixo valor (em
modulo) de potencial Zeta, visto que valores acima de 30 mV representam uma forte repulsdo
eletrostatica, prevenindo a coalescéncia (PAN et al., 2019). Por sua vez, valores de PDI acima de 0,1
indicam um sistema polidisperso, o que contribui para o amadurecimento de Ostwald (REICHERT et
al., 2019). Isso acontece, pois as particulas pequenas tendem a se mover em direcdo as particulas
grandes, devido ao menor raio de curvatura, provocando a desestabilizacdo do sistema pelo aumento
do raio hidrodinamico das particulas (KOROLEVA; YURTOV, 2021). Portanto, o tamanho, potencial
zeta e PDI séo alguns dos principais fatores para controle da desestabilizacdo de emulsdes e podem
ser otimizados em delineamentos estatisticos visando prolongar a vida Util das NEs.

Os OEs sao conhecidos por serem substancias volateis e com baixa resisténcia quimica e fisica a
intempéries, e.g., temperatura, oxigénio e umidade, tendo principalmente a reducao da sua bioatividade
com o0 aumento da temperatura. Nesse sentido, o0 aumento na estabilidade térmica do OE de P.
dilatatum observado na Figura 1, ap6s a formacao de NE, pode amplificar a gama de aplica¢cbes e a
sua vida util. Entretanto, é imperativo realizar ensaios adicionais de bioatividade apds tratamento
térmico acima da temperatura de decomposicdo do OE de P. dilatatum (187 °C), visando comprovar
ganho da estabilidade térmica do OE apés a formacgéo de NE.

A atividade fitotéxica do OE de P. dilatatum sobre o crescimento radicular e da parte aérea de B.
pilosa pode ser atribuida a presenca de sesquiterpenos e monoterpenos no OE, que podem inibir a
divisdo celular e causar alteragbes nas raizes (SHAO et al., 2013). O monoterpeno (3-pineno, por
exemplo, induz modificagBes anatdmicas e fisiolégicas nas sementes, além de afetar a sintese de DNA
(NISHIDA et al., 2005). O B-cariofileno, exerce uma atividade alelopética que impacta a germinagéo e
o crescimento de diversas ervas daninhas, incluindo B. pilosa (MENDES et al., 2023b). Além disso, o
composto majoritario do OE, germacreno D, também pode ter contribuido para os efeitos observados,
uma vez que estudos anteriores associaram esse composto a reducdo do crescimento tanto radicular
quanto da parte aérea de plantas (VASCONCELOS et al., 2022). O sinergismo entre 0s componentes
no OE de P. dilatatum podem ter contribuido para os efeitos observados.

Ao avaliar o efeito do OE encapsulado, a NE apresentou redu¢cdes menores no desenvolvimento
inicial de B. pilosa em relacdo ao OE nao encapsulado, porém ainda preservou a atividade fitotdxica. A
3000 pug mL1, o encapsulamento manteve e intensificou a bioatividade do OE sobre a parte aérea,
devido a uma reducdo mais acentuada. Esse aumento na eficacia da NE é atribuido ao tamanho
reduzido das goticulas, que facilitam a penetracio nos tecidos vegetais (HASAFA et al., 2022). A
medida que as goticulas diminuem, a atividade bioldgica dos compostos lipofilicos encapsulados
aumenta, devido ao transporte facilitado pelas membranas biolégicas e a maior relacédo
superficie/volume (SALVIA-TRUJILLO et al.,, 2015). Assim, os compostos bioativos podem ser
absorvidos na superficie das raizes, caules e folhas, ou penetrar na cuticula e epiderme, atingindo os
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tecidos vasculares e sendo transportados para outras partes da planta (PAN et al., 2023).

Concluséo

No presente estudo, obtivemos sucesso na producdo da NE do OE de P. dilatatum, evidenciado
pelo tamanho das goticulas em escala nano, além da melhora da solubilidade aquosa e a possivel
elevacdo da temperatura maxima de decomposicdo do OE. Apds 6 meses de armazenamento,
observamos um aumento no didmetro hidrodinamico, no potencial Zeta e no PDI da NE, indicando a
desestabilizacdo do sistema devido ao amadurecimento de Ostwald e/ou coalescéncia. Entretanto,
esses fatores podem ser otimizados para prolongar a estabilidade fisico-quimica da NE durante o
armazenamento. Quanto a atividade herbicida, os resultados indicam que a NE do OE de P. dilatatum
teve um impacto significativo no desenvolvimento inicial de B. pilosa. A concentra¢do de 3000 pg mL?!
da NE inibiu completamente o crescimento da raiz e parte aérea, possivelmente devido a absorcéo
facilitada de compostos como B-cariofileno, germacreno D e 3-pineno pelos tecidos vegetais devido ao
tamanho reduzido das goticulas da NE. Essa estratégia de formacdo de NEs apresenta potencial para
melhorar abordagens agricolas sustentaveis e eficazes com compostos bioativos naturais. Estudos
futuros podem avaliar a eficacia da NE do OE de P. dilatatum em contextos de campo e investigar o
seu impacto sobre pigmentos fotossintéticos, metabdlitos secundarios e atividade enzimatica, visando
compreender melhor seu mecanismo de agéo.
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