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INTRODUCAO

Grande parte do sucesso atribuido as modernas praticas agricolas é decorrente
da descoberta e da adogao de substincias quimicas para o controle fitossanitario
das espécies cultivadas. Assim, a elevag¢ao da produtividade, associada a “revolugao
verde”, nio teria ocorrido sem a contribuicao desses compostos sintéticos para o
fornecimento abundante de alimentos de alta qualidade, principalmente em na-
¢des com maior nivel de desenvolvimento tecnolégico, reduzindo, assim, a preo-
cupacgao constante com a distribui¢do de alimentos para sua populacio (Dayan et
al., 2009).

O Brasil tem grande destaque no cenério agricola mundial, pelo fato de ser um
dos maiores produtores das commodities soja, agtcar, café, milho, entre outras, co-
locando-o também como um dos maiores consumidores de agrotéxicos do mundo.
Em decorréncia desse processo a que o Brasil estd submetido, muitas preocupagoes
tém sido recorrentes, principalmente com relagio ao potencial impacto dessas mo-
léculas no ambiente e na satide humana. Incluem-se entre os danos potencialmente
causados: i) a polui¢do de aguas, do solo e do ar, que transfere os residuos quimicos
ao longo da cadeia produtiva; ii) reducdo da biodiversidade e fixadores de nitrogénio;
iii) destrui¢do da vida marinha e/ou alteracoes genéticas nas futuras geragoes; iv) mu-
dangas nos balangos bioldgicos naturais, por meio da reducido de insetos benéficos e
dos inimigos naturais, de abelhas e de péssaros, v) impacto negativo em organismos
nio alvo, incluindo os seres humanos; vi) comprometimento da sustentabilidade da
vida selvagem (Stoytcheva, 2011; Benelli et al., 2017). Além disso, como agravante da
situacdo exposta, muitos agricultores ainda utilizam esses insumos agricolas de ma-
neira irregular e sem treinamento adequado, potencializando os impactos advindos
de sua utilizagao.
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Em razao do risco causado pela utilizagao desenfreada de agrotdxicos e aos po-
tenciais danos causados ao ecossistema, bem como pela falta de produtos alternati-
vos no mercado, os produtores rurais vém demandando a oferta de novos produtos e
insumos de menor impacto econdmico, ambiental e social.

Considerando que ainda hi muito espago para inovagao nas praticas agropecua-
rias, a Embrapa vem, nos tltimos anos, investindo em projetos de pesquisas, infraes-
trutura e na capacitagao de equipes multidisciplinares que atuam nessa area. Nesse
sentido, destaca-se uma parceria de grande importincia que foi estabelecida com a
Natural Products Utilization Research (NPURU-USDA-ARS), localizada no Missis-
sippi (Estados Unidos), considerada uma unidade referéncia nesse tipo de estudo,
onde alguns pesquisadores da Embrapa foram treinados.

Mais recentemente, uma iniciativa efetiva para enfrentamento do problema dos
agrotoxicos, pela viabilizagao de alternativas de baixo impacto toxicolégico e ecoto-
xicolégico, foi a publicagdo do Decreto n° 10.375, de 26 de maio de 2020, instituido
pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (Mapa), o Programa Nacio-
nal de Bioinsumos e o Conselho Estratégico do Programa Nacional de Bioinsumos,
cujo foco principal é aproveitar o potencial da biodiversidade brasileira para reduzir
a dependéncia de insumos importados e ampliar a oferta de matéria-prima para o
setor. De acordo com o decreto, considera-se bioinsumo o produto, o processo ou a
tecnologia de origem vegetal, animal ou microbiana destinado ao uso na produgao,
no armazenamento e no beneficiamento de produtos agropecudrios, nos sistemas
de producao aquéticos ou de florestas plantadas, que interfiram positivamente no
crescimento, no desenvolvimento e no mecanismo de resposta de animais, plantas,
microrganismos e substincias derivadas e que interajam com os produtos e os pro-
cessos fisico-quimicos e bioldgicos.

A cartela de bioinsumos é ampla e abrange desde inoculantes; promotores de
crescimento de plantas; biofertilizantes; produtos para nutricido vegetal e animal;
extratos vegetais; defensivos produzidos a partir de microrganismos benéficos para
o controle de pragas, parasitas e doengcas; produtos fitoterapicos ou tecnologias que
contém bioldgicos na composicao, seja para plantas ou animais, como para proces-
samento e pds-colheita.

Nesse capitulo, serd realizada uma revisao sobre as principais estratégias utiliza-
das na descoberta de moléculas bioativas de origem vegetal com potencial de uso na
formulacgao de bioinsumos. Abrange também uma revisao sobre os produtos comer-
ciais existentes no Brasil, resultados de pesquisas realizadas pela equipe da Embrapa
Meio Ambiente, bem como avangos e perspectivas sobre o tema.
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PLANTAS COMO FONTE DE NOVOS BIOINSUMOS

Produtos naturais tém sido utilizados para o controle de pragas desde o inicio da
agricultura. Entretanto, com o avanc¢o de novas tecnologias ao longo dos ultimos 60
anos, moléculas isoladas a partir de plantas tém sido objeto de investiga¢des continu-
as, principalmente em virtude de sua variabilidade estrutural e de potentes ativida-
des bioldgicas. A complexidade das moléculas é resultado de um screen natural que
seleciona compostos derivados das vias biossintéticas associadas ao metabolismo se-
cundério, com atividades bioldgicas contra outros organismos, muitas vezes por meio
de novos mecanismos de agao. Compostos fenélicos, estilbenos, cumarinas e polifla-
vonoides sao metabdlitos secundarios com importincia na defesa de plantas contra
ataques (Swanton et al., 2011). Assim, as plantas sdo excelentes fontes de moléculas
bioativas, com potencial para utilizagio na formula¢io de bioinsumos, sendo particu-
larmente importantes no combate a evolucao da resisténcia de pragas e doengas aos
produtos existentes no mercado, em razao dos mecanismos de a¢ao diferenciados,
que, muitas vezes, ainda sdo desconhecidos. Além disso, o fato de essas moléculas
naturais conterem poucos atomos de halogénios pode gerar produtos com persistén-
cias relativamente curtas no ambiente, baixas toxicidades para organismos nio alvo.
Quando utilizadas na forma de extrato, o risco de desenvolvimento de resisténcia de-
vida ao uso continuo diminui. Além disso, sdo biodegradaveis e, portanto, promovem
a agricultura sustentavel (Dayan et al., 2009; Seiber et al., 2014).

Esses produtos podem ser aplicados diretamente na forma de extratos, 6leos es-
senciais ou como substancias purificadas. No entanto, para evitar a degradacao ra-
pida e melhorar a eficiéncia, estratégias envolvendo a nanotecnologia sao utilizadas
durante a formulagao. As substancias bioativas que apresentam estruturas simples e
eficacia comprovada podem servir de protdtipo para a sintese quimica na fase poste-
rior, que é o desenvolvimento de novos pesticidas.

No Brasil, ainda néo existe uma instru¢ao normativa conjunta (INC) que norma-
tize diferenciadamente o registro de produtos agrotdxicos derivados de vegetais. Al-
guns bleos essenciais, que evocam respostas especificas em alguns insetos, podem ser
enquadrados na Instru¢do Normativa Conjunta n° 1, de 23 de janeiro de 2006 (Brasil,
2006). Também existe a possibilidade de enquadrar alguns produtos a base de vege-
tais como bioquimicos, conforme descrito na Instru¢do Normativa Conjunta n° 32, de
26 de outubro de 2005 (Brasil, 2005).
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ESTRATEGIAS UTILIZADAS NO DESCOBRIMENTO DE
NOVOS PESTICIDAS NATURAIS

Compostos conhecidos e avaliagao de novas atividades

Geralmente, os compostos naturais conhecidos que tém as estruturas eluci-
dadas ja foram testados em algum bioensaio anteriormente. No entanto, poucos
desses compostos foram submetidos a testes para avaliar o potencial de suas ativi-
dades como pesticidas naturais (herbicidas, fungicidas, inseticidas, algicidas, entre
outros). Portanto, em vez de testar todos os compostos ja isolados aleatoriamente,
recomenda-se uma sele¢io prévia baseada nas estruturas quimicas e nas atividades
biolédgicas ja descritas. Tém prioridade para os bioensaios agronémicos os compos-
tos com estruturas semelhantes a das fitotoxinas conhecidas, estruturas parecidas
com a dos inibidores enzimaticos ou de compostos com determinadas fun¢ées nas
plantas. Isso é o chamado descobrimento guiado por estruturas semelhantes (Mo-
raes et al., 2016).

Descobrimento de novos compostos bioativos

Embora as plantas fornecam um ntimero enorme de compostos naturais com al-
guma atividade bioldgica, mas que ainda nao foram testados para uso como pestici-
da, a sele¢do para testes em bioensaios pode, em tese, ser aleatéria. A quimica com-
binatorial e o high throughput screening tém sido a maneira como as companhias de
agroquimicos conduzem suas descobertas (Lindell et al., 2009). Entretanto, os custos
desse tipo de abordagem sao elevados, além do fato de a diversidade de moléculas ser
enorme. Desse modo, a selecao de espécies baseada nas abordagens etnobotanicas,
relacdes ecoldgicas e relatorios etnobotanicos tem mostrado ser também uma boa al-
ternativa (Moraes et al., 2016). Assim, com base nessas informagoes, sao selecionadas
as espécies de plantas a serem testadas.

Isolamento guiado por bioensaio

Para a descoberta de moléculas bioativas, o screening de extratos de plantas segui-
do de isolamento guiado por bioensaios é considerado uma das melhores estratégias
(Khan et al., 2019). Um esquema ilustrativo das etapas utilizadas nesse tipo de aborda-
gem esta ilustrado na Figura 20.1.

Na etapa denominada screening, extratos de diferentes plantas obtidos com o mes-
mo solvente ou a mesma planta extraida com solventes de diferentes polaridades (p.
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ex., hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol) sao preparados e testados nos
bioensaios selecionados. Esses bioensaios devem ser preferencialmente simples, ra-
pidos, sensiveis e de baixo custo, e podem ser utilizados para avaliar a atividade bio-
l6gica desejada (p. ex., antifingica, antibacteriana, inseticida, herbicida, entre outras).
Apds o término dos bioensaios, os extratos que apresentarem melhores respostas
quanto a atividade bioldgica sao selecionados para a etapa seguinte, denominada iso-
lamento guiado por bioensaio.

Como as plantas produzem compostos a partir de seu metabolismo primério e
secundario, durante a extragdo uma mistura complexa de moléculas é extraida, e ndo
é possivel atribuir a atividade a uma molécula especifica, tornando impossivel uma
relagdo causa-efeito inequivoca. Assim, para conhecer a molécula (ou grupo de molé-
culas) que tem o efeito bioldgico, é necessario realizar o fracionamento dos extratos.
Para isso, podem ser utilizadas particdes com solventes imisciveis que separam grupos
de substancias com diferentes polaridades ou por meio de técnicas cromatogréaficas,
como a flash preparativa. A cada fracionamento, repete-se o bioensaio e seleciona-se
anova fracao ativa (com menor quantidade de moléculas diferentes) para posteriores
fracionamentos/bioensaios, até a obten¢ao da fracdo purificada (com poucos compos-
tos) ou o completo isolamento da molécula (pura).

Apds a obtengao da molécula purificada, é possivel identifica-1a e, assim, atribuir
a atividade biolégica. Para a elucidagdo estrutural, utilizam-se a espectrometria de
massas de alta resolucao (mass spectrometry — MS), a ressonancia magnética nuclear
(RMN) e o infravermelho (IV). As diferentes informacgoes sao interpretadas em con-
junto até a atribui¢ao da estrutura. Apesar de o isolamento guiado por bioensaio ser
uma técnica ainda pouco utilizada no descobrimento de pesticidas, alguns trabalhos
podem ser citados como referéncias a esse tipo de isolamento, como o do tabanone a
partir da Cogongrass (Imperata cylindrica (L.) (Cerdeira et al., 2012) e de alguns acetile-
nos da Conyza canadensis (L.) Cronquist (Queiroz et al., 2012).

Desreplicacao e elucidagao estrutural por cromatografia acoplada a es-
pectrometria de massas

Durante o processo de fracionamento guiado por bioensaio é possivel acompa-
nhar o perfil cromatografico das fra¢oes obtidas a fim de evitar o isolamento de subs-
tancias conhecidas, evitando, muitas vezes, um enorme e desnecessario esfor¢co na
etapa de isolamento. Com isso, é possivel focar a descoberta de substincias inéditas.
Esse tipo de abordagem é denominado desreplicagdo. As técnicas utilizadas para essa
finalidade devem ser rapidas e sensiveis, tais como a cromatografia gasosa acopla-
da a espectrometria de massas (GC-MS), que é utilizada para moléculas volateis e
estaveis termicamente, e a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espec-
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trometria de massas (LC-MS/MS), utilizada para moléculas instaveis termicamente,
mais polares e com massas moleculares maiores. Geralmente, um espectrémetro de
massas tipo Q-Tof é utilizado no (LC-MS/MS), que, por ser de alta resolucao, fornece
informacgao estrutural dos compostos e a possivel formula molecular, e no GC-MS
geralmente apresenta uma biblioteca de espectros de massas, tal como a NIST. Com
as informagdes obtidas nas anéalises por LC-MS/MS e/ou GC-MS dos compostos (tais
como massa e férmula molecular, padrao isotopico, perfil de fragmentacao, modo de
ionizagao), pesquisas na literatura e nas ultimas versées do Dictionary of Natural Pro-
ducts, Antibase e SciFinder, entre outras, sao realizadas.

( Material botanico

< Obtengao dos extratos brutos

Bioensaios

Desreplicacao

FECEEIE® (GC-MS e LC-MS/MS)

Elucidagao estrutural
(MS; RMN; IV)

Molécula pura

Figura 20.1. Esquema da estratégia a ser utilizada para descoberta de substancias bioativas.

NANOENCAPSULAMENTO DE OLEOS ESSENCIAIS E
EXTRATOS VEGETAIS

Embora o uso de 6leos essenciais possa ser interessante para reduzir o uso de pes-
ticidas sintéticos, sua utilizacdo macica na agricultura tem sido limitada pelo fato de
serem rapidamente degradaveis nas condi¢des ambientais, apresentarem alta vola-
tilidade, pouca atividade residual, baixa persisténcia e baixa solubilidade, podendo,
ainda, apresentar fitotoxicidade (Wang et al., 2019). Entretanto, o crescente interesse
no uso desses compostos bioativos na agricultura tem levado ao desenvolvimento de
solugdes utilizando técnicas e ferramentas inovadoras, como a nanotecnologia.

As nanoformulagbes obtidas por meio do encapsulamento dos compostos ativos
de interesse agricola constituem sistemas de liberacdo controlada capazes de proteger
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os compostos bioativos da degradagio prematura no campo, melhorar a sua forma de
dispersdao no meio, além de contribuir para um aumento de eficacia, com menores
doses e niimeros de aplicagdes. Os materiais encapsulantes devem ser biocompati-
veis, biodegradéveis e apresentarem baixas toxicidades, o que, em associagdo com os
bioativos de origem natural, resultam em formulagoes pesticidas mais seguras tanto
para seres humanos como para organismos nao alvo, além de diminuir o risco de con-
taminagao ambiental, sendo consideradas formula¢oes ambientalmente amigaveis.
Varios materiais tém sido utilizados para encapsular tais compostos, como nanoma-
teriais poliméricos (de origem natural e sintética), nanoparticulas lipidicas sélidas,
nanomateriais inorganicos porosos, nanoargilas etc., dando origem a diferentes tipos
de nanomateriais, por exemplo, nanocapsulas, nanoesferas, micelas, lipossomas, en-
tre outros, obtidos por diferentes métodos de obtengao.

Embora muitos avancos tenham sido obtidos no desenvolvimento de formulagoes
a base de produtos de origem natural, alguns fatores ainda podem restringir seu am-
plo uso na agricultura. Um deles é a obten¢ao do composto bioativo, cujas dificulda-
des estao relacionadas a variacdo de sua composicao, custos e dificuldades de otimi-
zagao relacionados com a obteng¢ao, extracao e purificacao, bem como as dificuldades
visando a qualidade e & quantidade dos compostos bioativos. Além disso, a determi-
nagdo da concentragao dos compostos bioativos a ser aplicada é um fator bastante
critico no efeito bioldgico desejado, principalmente quando em sistemas de liberagiao
controlada. Adicionalmente, as nanoparticulas podem ser facilmente internalizadas,
translocadas e acumuladas em diferentes compartimentos das células das plantas, re-
sultando em efeitos adversos e inesperados. Por esse motivo, deve-se estudar o destino
dessas nanoparticulas nos diversos compartimentos nos quais estas serao utilizadas.
O uso de sistemas nanoestruturados na agricultura, embora recente, apresenta forte
tendéncia de crescimento, o que implica o desenvolvimento de formulagoes eficazes e
sustentaveis, com amplo conhecimento de possiveis efeitos toxicos e fitotoxicos.

Métodos analiticos para determinac¢io da concentragao dos principios
ativos na formulagao

Os métodos utilizados na caracterizagao de nanoformulagdes representam uma
importante ferramenta para saber sobre a aplicacao, a absor¢ido e a toxicidade desse
sistema, e os critérios para escolha da técnica analitica sdo baseados no tipo de matriz,
concentracdo esperada dos ativos, complexidade da amostra e propriedades ineren-
tes. Varios métodos de caracterizagao tém sido reportados e amplamente utilizados
(Singh et al., 2021). A determinacdo da concentracao dos ativos em nanoformulagdes
em suspensio geralmente utiliza como técnica inicial a ultrafiltracao/centrifugacio
para nanoparticulas maiores que 10 nm. Um filtro de celulose regenerada com corte
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molecular de 10 KDa ¢ ajustado ao tubo de centrifuga (tipo Eppendorf), em que uma
aliquota da suspensao da nanoformulagio recentemente preparada é adicionada. So-
mente o material ndo encapsulado passa através do filtro. A quantificagio do ativo
encapsulado baseia-se no calculo da diferenca entre o ativo presente no sobrenadante
e a quantidade do ativo que foi adicionada. Esse calculo também é utilizado quando
se quer determinar a eficiéncia de encapsulamento (Kumar et al., 2014). A quantifica-
¢ao dos compostos ndo encapsulados é realizada pelas ferramentas disponiveis para
analises de moléculas organicas. Para isso, utilizam-se diversas metodologias, e na
literatura hé varios estudos. Nanoparticulas de zeina contendo os compostos botani-
cos limoneno e carvacrol foram estudadas por Monteiro et al. (2021), que analisaram
esses ativos no sobrenadante por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec-
¢ao ultravioleta (HPLC-UV). A quantidade de compostos encapsulados foi calculada
indiretamente pela diferenca entre a quantidade adicionada ao sistema e a quanti-
dade nao encapsulada. Forim et al. (2013) utilizaram a mesma técnica, cromatografia
liquida com detector ultravioleta para determinagao de azadiractina em nano/micro-
particulas poliméricas e, também, para calcular a eficiéncia de encapsulamento. Cur-
cumina, em nanoparticulas de acido poli-L-latico foi analisada utilizando HPLC-UYV,
com preparo prévio envolvendo secagem de 1 mL da emulsao da nanoparticula e res-
suspensdo em diclorometano:metanol (Silva-Buzanello et al., 2015). Para avaliar ati-
vidade inseticida, nanoparticulas formadas do encapsulamento de dleo essencial de
Rosamarinus officinalis e Zataria multiflora foram preparadas utilizando policaprolac-
tona e quitosana. A quantidade de dleo ndo encapsulado, obtida apés ultrafiltragao/
centrifugacao, foi determinada pela medida da absorbancia dos 6leos utilizando es-
pectrémetro de UV/VIS de 319 e 274 nm (Rosemary e Zataria, respectivamente) (Ahsaei
et al., 2020). A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa também ¢é
utilizada, principalmente na anélise da abundéncia e porcentagem dos componentes
em Oleos essenciais submetidos a encapsulamentos. Yang et al. (2009) avaliaram a ati-
vidade inseticida de nanoparticulas de polietilenoglicol carreada com 6leo essencial
de alho. Nesse estudo, avaliou-se a variagdo na composi¢io desse 6leo antes e apds o
encapsulamento. Com essas ferramentas de analise, é possivel acompanhar a eficién-
cia com que a nanoparticula foi encapsulada e o tempo de liberagao dos ativos para
uma melhor compreensao de todo o sistema.

Avaliacao da estabilidade das nanoformulagées

Para que se possa conhecer a estabilidade das nanoformulagées em médio e lon-
go prazo, é necessario realizar alguns estudos. Existem varias publica¢oes sobre esse
assunto, e um protocolo para avaliacdo da estabilidade das nanoformulagdes esta des-
crito a seguir.

750




Capitulo 20 - Bioinsumos de origem vegetal para uso na agricultura

Estabilidade termodindmica

Segundo Benelli et al. (2020), para avaliar a estabilidade termodinamica, as amos-
tras das nanoformulagdes devem ser estocadas em temperatura ambiente em 12:12 h
(luz:escuro) por seis meses. A estabilidade fisico-quimica deve ser avaliada repetindo
analises de DLS (dinamic light scattering) nos tempos: zero dias (to), um més (t1), trés
meses (t3) e seis meses (t6).

Estabilidade acelerada

A estabilidade das nanoformulagoes deve ser avaliada em trés fases (centrifugacao,
ciclos de aquecimento e resfriamentos e ciclos de congelamento e descongelamento),
de acordo com a metodologia descrita por Alkilani et al. (2018). Inicialmente, as na-
noemulsdes sdo centrifugadas a 3.500 rpm por 15 minutos. Se nenhuma separagao de
fases for observada, as nanoemulsdes sao sujeitas a seis ciclos de aquecimento (45 °C) e
resfriamento (4 °C), com um periodo de estocagem para cada temperatura de 48 horas.
Se as nanoemulsdes permanecerem estaveis, sdo sujeitas a trés ciclos de congelamento
(-21 °C) e descongelamento (25 °C) por 48 horas para cada temperatura. No final de
cada fase, as amostras sao analisadas por meio de inspecao visual e de DSL.

Produtos de origem vegetal para controle de plantas daninhas

O controle quimico das plantas daninhas tem sido um campo dinamico de pes-
quisa. O uso rotacional de herbicidas de acordo com seus modos de agao (modes of
action — MoAs) e a busca por herbicidas que apresentem amplo espectro de controle,
comportamento ambiental seguro e baixa toxicidade fazem parte dos esforcos para
conter a disseminacao das plantas daninhas resistentes aos herbicidas atuais. Embora
0 processo sintético gere uma grande quantidade de moléculas com potencial téxico
as plantas, estas afetam um nimero relativamente pequeno de mecanismos de agao,
e nos Ultimos 30 anos nenhum herbicida tem sido comercializado contendo um novo
modo de agdo (Umetsu; Shirai, 2020).

Moléculas naturais com potencial toxico as plantas, chamadas de fitotoxinas, sao
produtos do metabolismo secundario em resposta as intera¢des bidticas e abidticas
do organismo com o meio em que vive (Dayan; Duke, 2020; Zhou et al., 2020; Yu et
al., 2021). As fitotoxinas caracterizam-se por apresentar peso molecular maior, fortes
ligacbes entre os dtomos de carbono e halogénios, estrutura complexa e quantidades
maiores de oxigénio e nitrogénio quando comparadas com a estrutura dos herbicidas
sintéticos, que, pelo processo industrial de sintese, limitam a construcao da estrutura
final da molécula, dado o custo da sintese (Henkel et al.,1999). Além disso, Dayan et al.
(1999) reportam que hé pouca sobreposi¢io de mecanismos de agao entre fitotoxinas
e moléculas sintéticas. As fitotoxinas tendem a ser mais complexas estruturalmen-
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te que os herbicidas sintéticos. Entretanto, ha, muitas vezes, uma similaridade entre
algumas fitotoxinas e certos herbicidas sintéticos comerciais (Dayan; Duke, 2020; Ta-
ban et al., 2020).

A alelopatia oferece um novo caminho para a descoberta de compostos que po-
dem ser empregados como pesticidas. O termo “alelopatia” tem sofrido varias alte-
ragoes durante o tempo (Molish, 1937; Rice, 1974, 1984). A defini¢ao adotada pela So-
ciedade Internacional de Alelopatia (SIA) em 1996 é “A ciéncia que estuda qualquer
processo envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas, bacté-
rias, e fungos que influenciam o crescimento e desenvolvimento dos sistemas biolé-
gicos e agricolas”.

Entre as fitotoxinas, os aleloquimicos tém sido utilizados como alternativa ao uso
de defensivos agricolas sintéticos. Fitotoxinas em baixas concentrag¢des sao capazes de
apresentar maior toxicidade as plantas que as moléculas sintéticas e, na maioria das
vezes, afetam mecanismos de a¢do ainda inexplorados (Duke et al., 1998). A identifica-
¢ao correta do local priméario de agao da fitotoxina com propriedade herbicida é uma
tarefa desafiadora, pois esta interfere em muitas rotas metabdlicas na planta.

Assim, programas de desenvolvimento de novos pesticidas que utilizam como
fonte de moléculas os produtos naturais devem ser explorados. A diversidade das fi-
totoxinas presente nas plantas e microrganismos possibilitam a descoberta de novos
pesticidas com diferentes mecanismos de agao.

Em pesquisa promovida em parceria entre a Embrapa Meio Ambiente e o NPU-
RU-USDA-ARS, foi realizado um estudo com a planta Conyza canadensis (L) Cronquist
syn. (conhecida como buva), que é uma planta daninha problematica e invasiva, com
propriedades alelopaticas. Para identificar os constituintes fitototéxicos da parte
aérea, procedeu-se a um fracionamento guiado por bioensaio do extrato feito com
diclorometano. Trés componentes ativos foram isolados e identificados, sendo (2Z,-
8Z)-matricaria acid methyl ester, (4Z,8Z)-matricaria lactone e (4Z)-lachnophylum lactona,
conforme Figura 20.2. As lactonas inibiram o crescimento da monocotiledénea Agros-
tis stolonifera (bentgrass) e da dicotiledénia Lactuca sativa (alface) a1 mg mL™, ao passo
que a (2Z,82)-matricaria acid methyl ester foi menos ativa. Em um ensaio de dose-res-
posta para avaliacao do crescimento da Lemna paucicostata, a (4Z)-lachnophyllum lacto-
ne foi mais ativa com uma IC;O de 104 uM, ao passo que a (4Z,8Z)-matricaria lactone foi
menos ativa (IC50 de 220 uM) (Queiroz et al., 2012).
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3 (1), (4Z,8Z)-matricaria lactone (2) e

(42)-lachnophyllum lactone (3).

Outro estudo envolvendo a mesma parceria avaliou a atividade fitotéxica da Co-
gongrass, que é uma espécie invasora e tem propriedades alelopaticas relatadas. A
fitotoxicidade de diferentes dos constituintes isolados de raizes e partes aéreas dessa
espécie foi avaliada, e nao se observou atividade fitotoxica significativa. No entanto,
o 6leo essencial das partes aéreas foi ativo. Isolamento guiado por bioensaio desse
extrato, usando cromatografia em coluna de silica gel, levou a identificagdo de me-
gastigmatrienona, 4-(2-butenilideno) - 3,5,5-trimetil-2-ciclohexen-1-ona (também
chamada de tabanone), como uma mistura de quatro estereoisémeros responsaveis
pela maioria da atividade. O modo de acao desse composto resulta em rapida perda
da integridade da membrana e subsequente reducdo na taxa de fluxo de elétrons fo-
tossintéticos (Cerdeira et al., 2012).

Orsoli¢ et al. (2021) propdem uma modelagem baseada em relagao estrutura-ativi-
dade (structure-ativity relationship — SAR), que tem como pressuposto as classificagoes
de herbicidas de acordo com seus MoAs e a seletividade das plantas daninhas. Com-
binando os modelos preditivos com regras de semelhanca a herbicidas, definidas por
caracteristicas, a plataforma de screening virtual é proposta para a selecao de peque-
nas moléculas por suas propriedades. Em outro trabalho recente, Abd-ElGawad et
al. (2021) publicaram uma revisdo sobre 6leos essenciais fitotéxicos, e uma anélise
quimiométrica foi realizada na tentativa de construir uma relagao estrutura-atividade
entre a fitotoxicidade e a composicao quimica dos 6leos essenciais. A anélise dos da-
dos revelou que os terpenos oxigenados e mono- e sesquiterpenos, em particular, de-
sempenham o papel principal na fitotoxicidade de OE. Assim, o uso de SAR tem mos-
trado ser uma alternativa moderna e eficiente para a descoberta de novos herbicidas.
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PRODUTOS DE ORIGEM VEGETAL PARA CONTROLE DE
INSETOS

A pesquisa de novos ativos bioldgicos com agéo inseticida tem seu inicio em labo-
ratorio, onde ocorre a extracao dos 6leos essenciais ou obten¢ao dos extratos das plan-
tas em diversos solventes. Em seguida, sdo preparadas soluc¢oes para posterior ava-
liagdo da bioatividade sobre os insetos-alvo por meio da ingestao, do contato direto
(avaliagdo topica) ou com odores. A partir desses bioensaios, avalia-se a bioatividade
dos compostos sobre os insetos, que foi resumidamente categorizada por Isman (2017)
como comportamental (causando repeléncia, impedimento/deterréncia alimentar ou
impedimento/deterréncia de oviposi¢ao) ou fisiolégica (provocando toxicidade agu-
da, interrupgao do desenvolvimento ou inibi¢ao do crescimento).

Algumas substincias de origem botanica desempenham atividades inseticidas
bastante conhecidas, tais como piretrinas, rotenona, nicotina, cevadina, veratridi-
na, rianodina, quassinoides e biopesticidas volateis (Isman, 2020). Estes tltimos
sao, normalmente, 6leos essenciais presentes nas plantas aromaticas (Isman, 2020).
Uma das plantas mais conhecidas é o “nim” (Azadirachta indica), uma Meliaceae de
origem asiatica, disseminada por outros continentes, cujo principio ativo é a azadi-
ractina. No Brasil, j existem plantacoes dessa arvore nas regides Nordeste, Centro-
-Oeste e Sul. Como seu principio ativo é uma molécula complexa, de dificil sintese,
os extratos das folhas ou frutos sdo aplicados diretamente como inseticidas (Deque-
ch et al,, 2008). Varias revisoes sobre atividade inseticida das plantas e aplica¢oes
tém sido publicadas (Duke; Copping, 2007; Kanaak; Fiuza, 2010; Correa; Salgado,
2011; Miresmailli; Isman, 2014; Khan et al., 2017; Isman, 2020; Spletozer et al., 2021).

Pesquisas realizadas em projeto liderado pela Embrapa Meio Ambiente envolveram
um screening de extratos de plantas e 6leos essenciais com agao inseticida. Para isso, fo-
ram realizados bioensaios em laboratério com as espécies Anticarsia gemmatalis Hubner,
1818 (Lepidoptera: Erebidae) e Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), duas
importantes pragas de cultivos agricolas no Brasil (Marinho-Prado et al,, 2018, 2019).

A avaliagao de extratos vegetais foi iniciada utilizando apenas uma concentragao
(2,5 mg mL™) do extrato em quatro diferentes solventes (hexano, diclorometano, me-
tanol e 4gua). As espécies vegetais utilizadas para a obten¢ao dos extratos foram Clero-
dendrum splendens, Conyza canadensis, Lantana camara, Tithonia diversifolia e Vernonan-
thura westiniana, e as solu¢des foram oferecidas as lagartas por ingestao, para avaliagao
da biologia e do comportamento dos insetos (Marinho-Prado et al., 2018). Os extratos
vegetais de C. splendens em diclorometano e hexano e de V. westiniana em metanol ava-
liados sobre A. gemmatalis causaram as maiores taxas de mortalidade nas lagartas, sen-
do que o extrato de C. splendens em diclorometano causou também redugdo no tempo
de vida e peso larval de pupas. Quando oferecido a lagartas de H. armigera, o extrato
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metandlico de V. westiniana causou aumento no consumo foliar e redu¢ao no peso de
pupas, sendo observada mortalidade de apenas 20% da populagao avaliada (Marinho-
-Prado et al., 2018). Posteriormente, uma segunda etapa foi realizada somente com as
solugdes que apresentaram bioatividade sobre os insetos no bioensaio anterior, sendo
agora oferecidas em diferentes concentragoes as lagartas (o, 5, 10, 15, 20 mg mL™), para
célculo da concentracao letal a 50% da populag¢io (CL50), sendo avaliada a mortalida-
de apds 24 e 48 horas, além do consumo diario (dados ainda nao publicados).

A avaliagdo com dleos essenciais seguiu a mesma estrutura em etapas. Em uma
primeira etapa, dOleos essenciais originados de nove diferentes espécies vegetais,
a saber, laranja doce (Citrus aurantium dulce), gengibre (Zingiber officinale Roscoe),
melaleuca (Melaleuca alternifolia), canela cassia (Cinnamommum cassia), citronela
(Cymbopogon sp.), menta (Mentha arvensis), orégano (Origanum vulgare), tomilho
(Thymus vulgaris) e basilicao (Ocimum basilicum L.), foram oferecidos as lagartas na
concentracdo de 2 uL. mL™ para avaliagdes bioldgicas e comportamentais dos insetos
(Marinho-Prado et al., 2019). A resposta de A. gemmatalis aos nove 6leos essenciais
avaliados foi diferente em relacdo a de H. armigera, em ambas as espécies, porém,
observou-se bioatividade do 6leo de basilicdo, a qual pode ser devida a a¢io de
seus compostos majoritarios, também identificados no trabalho (linalol, 1.8-cineol,
canfora e eugenol). Posteriormente, somente as solu¢des com melhores resultados
foram avaliadas em diferentes concentracdes sobre as lagartas (0, 2, 4, 6, 8 e 10 uL mL
"), para calculo da concentragéo letal a 50% da populag¢do (CL50), sendo avaliada a
mortalidade ap6s 24 e 48 horas, além do consumo diario (dados ainda ndo publicados).

PRODUTOS DE ORIGEM VEGETAL PARA CONTROLE DE
FUNGOS

Pesquisas in vitro vém demostrando que diversos fungos fitopatogénicos podem ser
controlados com eficiéncia por meio de extratos vegetais, como o controle de Fusarium
proliferatum por extratos de alho e capim-santo (Souza et al., 2007), Colletotricum
gloeosporioides, por extratos de melao-de-sao-caetano e eucalipto (Celoto et al., 2008) e
Bipolaris sorokiniana, por extrato de cinfora (Franzener et al., 2003), entre outros.

Pesquisa realizada em parceria entre a Embrapa e o NPURU-USDA-ARS envolveu
a planta Conyza canadensis (L.) Cronquist, da familia Asteraceae, que é uma planta da-
ninha conhecida como buva. Apés terem sido isoladas da planta, duas lactonas puras
foram submetidas a ensaios de bioautografia, usando 10 e 100 ug por ponto, contra os
fungos fitopatogénicos Colletotrichum acutatum, Colletotrichum fragariae e Colletotrichum
gloeosporioides, e apresentaram resultados positivos. No estudo de dose-resposta contra
seis fungos fitopatogénicos, (4Z,8Z)-matricaria lactona foi mais ativa que o fungicida co-
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mercial azoxystrobina contra os fungos C. acutatum, C. fragariae e C. gloeosporioides na
dose de 30 uM e com atividade préxima do fungicida comercial captan contra C. gloeos-
porioides, ao passo que a (4Z)-lachnophyllum lactona foi menos ativa (Queiroz et al., 2012).

A brusone e a giberela sao doengas do trigo provocadas pelos fungos Pyricularia
grisea (telemorfo Magnaporthe grisea) e Fusarium graminearum (telemorfo Gibberella
zeae), respectivamente. Embora substincias quimicas sintéticas venham sendo apli-
cadas na prevencao e controle desses patdgenos, pouco sucesso tem sido alcangado.
Em um projeto liderado pela Embrapa Meio Ambiente, testou-se a atividade anti-
fingica de quatro 6leos essenciais: Ocimum gratissimum (alfavaca cravo), Lippia si-
doides (alecrim pimenta), Lippia alba (cidreira) e Danthus caryophyllus L. (cravo), por
ensaio de disco-difusao em agar, contra dois isolados de M. grisea (Py 5003 e Py 36.1)
e um de F. graminearum. Os 6leos de alecrim pimenta, alfavaca cravo e cravo foram
os melhores contra Py 5003, com inibi¢ao de 95,79+1,84%, 83,77+2,88% e 81,3811,56%,
respectivamente, em concentra¢ao de 100%, e promoveram inibicoes estatisticamente
semelhantes a 50%. Na concentragdo méaxima, o alecrim pimenta e a alfavaca cravo in-
duziram as maiores inibi¢des contra Py 36.1, que foram de 92,70+1,01% e 84,20%6,24%,
respectivamente, ao passo que, para uma concentragiao de 50% de 6leo, o cravo se
destacou, com inibi¢do média de 75,8011,99%, e o alecrim pimenta, de 57,14t14,92%.
Contra F. graminearum, o alecrim pimenta foi o 6leo que provocou a maior inibi¢ao
(64,28+9,68%). Assim, concluiu-se que os 6leos de alfavaca cravo, alecrim pimenta e
cravo sao potenciais substituintes dos atuais fungicidas comerciais para o controle da
brusone e giberela (Mizobuchi et al., 2017).

Em um longo estudo envolvendo os Laboratérios de Produtos Naturais e de Mi-
crobiologia Ambiental da Embrapa Meio Ambiente, Stadnik et al. (2003) avaliaram
extratos obtidos de 71 plantas e cinco basidiomicetos (fungos) no controle de oidio do
pepino. A partir de folhas, flores, frutos, raizes, rizomas, caules e bulbos de plantas
invasoras, plantas medicinais, plantas aromaticas e plantas originarias da regiao do
Pantanal Brasileiro, bem como dos corpos de frutificagdo dos basidiomicetos, foram
obtidos latex, 6leos essenciais, extratos por maceragao e por percolagio das seguintes
espécies: 1) Euphorbia tirucallii; 2) Poinsettia pulcherrima; 3) Plumeria sp.; 4) Eucalyptus
citridora; 5) extrato pirolenhoso; 6) Allamanda cathartica; 7) Allium sativum; 8) Aloe vera;
9) Althernantera brasiliana; 10) Arnica montana; 11) Atropa belladonna; 12) Azadirachta
indica; 13) Baccharis trimera; 14) Bidens pilosa; 15) Bouganvillea spectabilis; 16) Cajanus
cajan; 17) Calendula officinalis; 18) Clavaria sp.; 19) Cocos nucifera; 20) Coriandrum sati-
vum; 21) Cupressus sp.; 22) Cymbopogum citratus; 23) Cynara scolymus; 24) Desmodium
tortuosums; 25) Euphorbia heterophylla; 26) Euphorbia spendlens; 27) Feijoa sellowiana; 28)
Ganoderma sp.; 29) Ilex paraquariensis; 30) Ipomea sp.; 31) Lentinula edodes; 32) Matrica-
ria chamomilla; 33) Mentha piperita; 34) Mikania cordifolia; 35) Murraya paniculata; 36)
Oudemansiella canarii; 37) Paullinia cupana; 38) Peumus boldus; 39) Phyllanthus tenellus;
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40) Pimpinella anisum; 41) Pinus taeda; 42) Pisolithus tinctorius; 43) Psidium quajava; 44)
Pteridium aquilinum; 45) Ricinus communis; 46) Sansevieria zeylanica; 47) Sonchus olera-
ceus; 48) Symphitium officinalis; 49) Vernonia polyanthes; 50) Wedelia padulosa; 51) Zingiber
officinale; 52) Lagenaria sp.; 53) Agonandra brasiliensis; 54) Alchornea disicolor; 55) Annona
cornifolia; 56) Bauhinia bauhinioides; 57) Bunchosia paraguaiensis; 58) Couepia uiti; 59) Co-
paifera martii; 60) Curatella americana; 61) Davilla elliptica; 62) Diopyros hispida; 63) Ery-
troxylum anguifugum; 64) Fagara hassleriana; 65) Gomphrena elegans; 66) Hyptis crenatas
67) Licania parvifolia; 68) Machaerium hirtum; 69) Mascagania bethamiana; 70) Melia aze-
darach; 71) Mimosa chaetosphera; 72) Ocotea suaveolens; 73) Rhamnidium elaeocarpum; 74)
Richardia grandiflora; 75) Tocoyena formosa; e 76) Unonopsis lindimanii.

Os extratos foram pulverizados em plantas de pepino, e avaliou-se a inducao de re-
sisténcia sistémica ao oidio. Aloe vera, Bidens pilosa, Ganoderma sp. (basidiomiceto), Hyp-
tis crenata, Mascagania bethamiana, Ocotea suaveolens, Oudemansiella canarii (basidiomi-
ceto), Pinus taeda, Richardia grandiflora e Vernonia polyanthes apresentaram, inicialmente,
potencial de induzir a resisténcia de pepino ao oidio. Em estudos mais detalhados, ob-
servou-se que os extratos de Oudemansiella, Ganoderma, Pinus taeda e Aloe vera reduziram
o numero de coldnias de oidio em 79, 65, 30 e 21%, respectivamente, nas folhas de pepino
nao tratadas com os extratos, indicando claramente a indugao de resisténcia. Além dis-
so, os extratos de Oudemansiella inibiram a germinagao dos conidios do patogeno.

Na sequéncia, Stadnik e Bettiol (2007) estudaram mais detalhadamente o poten-
cial de extratos de Oudemansiella canarii em induzir a resisténcia de pepino a oidio
por meio da ativagao das enzimas lipoxigenase e peroxidase. Resumidamente, os re-
sultados obtidos no estudo sugerem que compostos apolares de O. canarii, apesar da
acao fungitoxica, também podem induzir a resisténcia sistémica de plantas de pepino
contra Podosphaera xanthii.

Pé6s-colheita

Consideraveis perdas sdo ocasionadas por doengas pds-colheita causadas por fun-
gos. Estima-se que, anualmente, 1,3 bilhdes de toneladas de produtos frescos colhidos
nao chegam a mesa do consumidor, e entre as principais causas dessas perdas estao
as doengas em pos-colheita, que reduzem tanto a quantidade como a qualidade dos
produtos comercializados (Munhuweyi et al., 2017; Terao et al., 2020).

Para controlar essas infec¢des flingicas no pds-colheita, tém-se utilizado, predomi-
nantemente, fungicidas comerciais. O uso continuado do mesmo principio ativo tem
contribuido para o desenvolvimento de populagdes de ragas resistentes de patogenos,
que demanda a aplicacdo de doses ainda maiores desses produtos, o que, consequen-
temente, acaba por aumenta o nivel de residuos quimicos téxicos nos produtos fres-
cos. A conscientizagdo do consumidor para consumo de frutas e hortali¢as sadias,
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sem residuos quimicos, além do impacto negativo causado pelos agroquimicos ao
meio ambiente, tem aumentado a demanda de pesquisa por alternativas mais seguras
e efetivas para minimizar as perdas pds-colheita e para manutengao da qualidade do
produto (Maltrose et al., 2021).

Entre essas alternativas, destaca-se como bastante promissor o uso de bioinsumos
a base de extrato de plantas e 6leos essenciais (Abdolahi et al., 2010). Embora cerca de
10.000 metabdlitos vegetais secundarios ja tenham sido quimicamente definidos como
compostos que apresentam atividades antimicrobianas, poucos deles foram explora-
dos para uso pratico, e existe, ainda, um grande potencial nao identificado disponivel
na natureza (Duke et al., 2002). Esses metabdlitos secundarios sao considerados alter-
nativas promissoras para controle de doengas pos-colheita de frutas, como aqueles
presentes no extrato de Conyza canadensis (Queiroz et al., 2012; Terao et al., 2020).

Elshafie e Camele (2016) e Elshafie et al. (2015) observaram atividade de éleo es-
sencial de orégano (Origanum vulgare L.) no controle de fungos causadores de doen-
cas pos-colheita de péssego, Monilia laxa, M. fructigena e M. fructicola, e Mancini et al.
(2014) identificaram que os compostos ativos majoritarios presentes nesse 0leo sio:
carvacrol, timol, linalol, citral e trans-caryophyllene. O 6leo de magndlia (Magnolia
liliflora) apresenta elevado potencial no controle de Botrytis cinerea e C. capsici, e o 6leo
de tomilho (Thymus spp.), no controle de Aspergillus spp. e de Penicillium spp. O efei-
to antifingico desses compostos é atribuido tanto a inibi¢ao do crescimento micelial
quanto a germinagao de esporos, impedindo, assim, a infec¢ao inicial e o subsequente
desenvolvendo do micélio para além do local de infecgao (Rahman; Gul, 2003; Lazar-
-Baker et al., 2011; Bajapi; Kang, 2012).

Em pesquisa realizada na Embrapa Meio Ambiente, Porto et al. (2017), verificaram
que a substancia (4Z)-lachnophyllum lactone (LACH), isolada da C. canadensis, exerce
atividade inibitdria significativa contra o fungo Penicillium digitatum, causador da do-
enca do bolor verde na laranja. Nesse trabalho, os autores apresentam um método
de extragao dos compostos bioativos da planta com agua, utilizando um processo em
consonancia com a quimica verde, gerando extratos que podem ser aplicados direta-
mente nas frutas em tratamentos pos-colheita.

Em continuagdo dessa pesquisa, Terao et al. (2020) avaliaram, em ensaios in vivo, a
eficiéncia dessa substancia em controlar o bolor verde em laranja cv. Valéncia. Obser-
vou-se que a eficiéncia de controle aumenta gradativamente com o aumento da dose,
elevando de 23% na dose de 10 ug mL™ para 43% na dose de 100 ug mL™. Quando a
substancia LACH na dose de 100 yg mL™ foi aplicada em combina¢do com a radiagio
UV-C nadose de 1,5 k] m? constatou-se uma elevagao significativa no nivel de controle
da doenga ao redor de 70%, nao diferindo do tratamento com o fungicida, e retardou
em sete dias a manifestacio de sintomas da doenga. Esses resultados indicam que a
integracao de medidas alternativas de controle apresenta efeitos aditivos na diminui-
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¢ao da intensidade de doengas, por causa dos efeitos sinérgicos que ocorrem entre os
tratamentos e a compensacao das limitagdes particulares de cada método. Portanto,
a substancia LACH, isolada de C. canadenses, apresenta potencial para ser explorada
comercialmente, como alternativa ao uso de fungicidas no controle de doengas pos-
-colheita de frutas, principalmente no manejo integrado, combinado com métodos
fisicos de controle.

Outras pesquisas conduzidas na Embrapa Meio Ambiente relevaram elevada ativi-
dade dos 6leos essenciais de alecrim pimenta (Lippia sidoides), alfavaca cravo (Ocimum
gratissimum), orégano (O. vulgare) e canela casca (Cinnamomum cassia) no controle de
fungos causadores de doengas p6s-colheita de manga (C. siaminse, Alternaria alternata,
Lasiodiplodia theobromae e Botryosphaeria dothidea), de melao (Fusarium pallidoroseum e
Alternaria alternata), de mamao (A. alternata, L. theobromae, F. solani, C. gloeosporioides e
Phoma caricae-papayae) e de laranja (P. digitatum) (dados ainda nao publicados).

Verificou-se, também, o efeito antifiingico de dois monoterpenos isolados de Che-
nopodium ambrosioides sobre Sclerotium roffsii (Paré et al., 1993).

Esses resultados comprovaram a eficiéncia e o amplo espectro de acao desses 6le-
os essenciais e a grande potencialidade de uso no controle de podrides em frutas,
que tém causado grandes prejuizos ao produtor e exportador de frutas e para as quais
nao existe método de controle eficiente, nem mesmo com a aplicacado de fungicidas.

Estudos demonstraram que a combinagio de quitosana com 6leos essenciais pode
ser empregada como revestimento natural no tratamento pos-colheita de frutas, visando
ao controle de fungos. A combinagio de quitosana com o 6leo de orégano ou de canela
na concentracao de 10 g mL™ inibiram completamente o desenvolvimento de Botrytis
spp., Penicillium spp. e Pilidiella granati, fungos causadores de doengas pds-colheita em
roma. Por outro lado, o efeito inibitério da combinag¢ao de quitosana e 6leo de capim-li-
mao mostrou-se dependente da concentragao do dleo essencial, observando-se comple-
ta inibi¢ao de P. granati na concentracao de 10 g mL™, ao passo que a inibi¢cao de Botrytis
spp- e Penicillium spp. ocorreu na concentracao de 50 g mL™ (Munhuweyi et al., 2017).

Portanto, o revestimento natural a base de quitosana e 6leos essenciais apresenta-
-se como uma alternativa limpa e viavel ao uso de agroquimicos no controle de doen-
cas pos-colheita de frutas.

Os 6leos fixos de Allium sativum, Copaifera langsdorffii e Azadirachta indica e os 6leos
essenciais de Pogostemon cablin, Mentha arvensis, Eucalyptus spp., Cymbopogon citratus,
Ocimum basilicum var. Maria bonita, Romarinus officinalis, Lippia sidoides, Zingiber offici-
nale, Citrus aurantifolia, Piper aduncum e Ocimum basilicum foram avaliados no controle
de P. digitatum tanto in vitro, como em frutos de laranja pera em poés-colheita utili-
zando concentragdes de I, 10, 100, 1.000, 10.000 € 100.000 ppm. In vitro, em concen-
tragOes superiores a 1%, os 6leos inibiram totalmente a germinagao dos esporos e o
crescimento micelial de P. digitatum, bem como controlaram o bolor verde nos frutos.
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Entretanto, os 6leos nas maiores concentra¢des causaram fitotoxicidade aos frutos e
alteraram seu sabor (Mattos, 2010). Assim, apesar do potencial em controlar a doenga
em pos-colheita, o uso dos 6leos necessita ser integrado com outras técnicas para re-
duzir a concentracao utilizada e ndo causar problemas aos frutos.

Controle da ferrugem asiatica da soja com 6leos de café

A ferrugem asiética da soja, causada por Phakopsora pachyrhizi, atualmente a mais
importante doenga foliar da cultura, é controlada, basicamente, por meio da pulveri-
zagao de fungicidas (Godoy et al., 2015, 2016). Em razao dos problemas ambientais e da
selecdo de isolados resistentes aos fungicidas (Godoy, 2012), é de extrema importancia
o desenvolvimento de produtos alternativos. Nesse sentido, Dorighello et al. (2015),
trabalhando com o controle da ferrugem asiatica da soja, causada por Phakopsora
pachyrhizi, verificaram que os 6leos de café, obtidos por meio da prensagem fria de
graos de café cru e torrado, além de inibir a germinacao dos uredosporos do patogeno,
controlaram a ferrugem em ensaios conduzidos em folhas destacadas, casas-de-vege-
tacao e campo.

PRODUTOS NATURAIS PARA USO COMO ANTIBACTERIANOS

O surgimento e a disseminacdo de patdgenos resistentes a medicamentos, que
adquiriram novos mecanismos de resisténcia, continuam sendo uma ameaca global
a saude. Esses microrganismos multirresistentes sao conhecidos como “superbacté-
rias” e causam infec¢des nao trataveis com os antimicrobianos existentes, como os
antibiéticos (Organizagao Mundial de Saide, 2021).

A descoberta de novos agentes antibacterianos foi baseada, principalmente, em
produtos naturais que podem ser obtidos de diferentes fontes, como plantas, bacté-
rias, algas, fungos e animais, entre eles, compostos bioativos de 6leos essenciais, que
tém sido de grande interesse. A atividade antibacteriana dos 6leos essenciais esta
relacionada a estrutura quimica de seus constituintes, as quantidades em que estao
presentes e as associacoes entre eles.

Na Embrapa Meio Ambiente, foram desenvolvidos projetos envolvendo diversos
6leos essenciais, seus componentes isolados ou em associa¢do com 4cidos organicos,
para avaliacdo da atividade antimicrobiana, in vitro, contra as linhagens patogénicas
Salmonella typhimurium ATCC 13311 e Staphylococcus aureus ATCC 13565. Para isso, fo-
ram testados ao todo 41 6leos essenciais e as combinag¢des em pares dos 6leos de ale-
crim pimenta (Lippia sidoides Cham.), capim-limao (Cymbopogon citratus Stapf.), tomi-
lho (Thymus vulgaris L.), orégano (Origanum vulgare L.) e canela (Cinnamomum cassia
(L.) D.Don. para observar efeitos adicionais ou nao na inibi¢do dos microrganismos.
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Os melhores resultados de atividades antimicrobianas foram obtidos utilizando os
6leos de tomilho, orégano e alecrim pimenta. As combinagdes de cada par dos 6leos
de alecrim pimenta, capim-limao, tomilho, orégano e canela nio apresentaram me-
lhora adicional no efeito para os patégenos estudados quando comparados com seus
6leos testados isoladamente, os compostos majoritarios, obtidos por GC-MS, do 6leo
de orégano foram carvacrol (69,1%) e p-cimeno (18,8%), do 6leo essencial de tomilho
foram timol (45,5%) e p-cimeno (35,6%), e do alecrim pimenta foram timol (77,2%) e
p-cimeno (14,2%). A aplicabilidade dos 6leos selecionados ou das substancias presen-
tes isoladas seria diretamente nos alimentos, com a finalidade de inibir ou controlar
o crescimento desses patogenos, ou em embalagens bioativas, contribuindo, assim,
para a seguranca dos alimentos (Penteado et al., 2021).

Em outra pesquisa, resultado do projeto BRS-AQUA (parceria entre Embrapa e
BNDES), avaliou-se o efeito da mistura das substancias timol e terpinoleno, isoladas
de dleos essenciais, com os acidos organicos latico e citrico na inibigao do Streptococ-
cus agalactiae. Para tanto, aplicou-se o método de microdilui¢do para avaliar a con-
centracao inibitéria minima (CIM) e a concentracao bactericida minima (CBM) das
misturas entre as substincias e os acidos. O timol isolado apresentou valores de CIM
1,5625 mg mL™" e CBM 6,25 mg mL™; na presenca de 4cido citrico a 1,625 mg mL™", CIM
e CBM foram de 0,391 mg mL™. Para o terpinoleno isolado, CIM foi de 6,25 mg mL~,
e CBM, 12,5 mg mL™; na presenca do acido latico a 3,25 mg mL™, CIM e CBM foram
iguais a 0,78125 mg mL™; na presenca do acido citrico a 13,0 mg mL", foi necessaria uma
concentracao de 3,125 mg mL™ para ambos os testes (CIM e CBM). Como os acidos or-
ganicos ja vém sendo utilizados como aditivos zootécnicos na aquicultura, a adi¢ao de
pequenas quantidades de timol e terpinoleno pode contribuir significativamente para
controlar infec¢des, melhorando a satide e o bem-estar dos animais (Bonin et al., 2021).

O extrato alcodlico da Artemisia Annua apresentou atividade antimicrobiana con-
tra patdgenos de peixes (Soares et al., 2020a). Esse extrato foi incorporado em ra¢iao
e utilizado na alimentagao de tilapia-do-nilo. Os resultados foram muito promis-
sores, pois houve uma melhora significativa no sistema imunoldgico, minimizan-
do a resposta ao estresse e aumentando a resisténcia dos peixes quando desafiados
contra Aeromonas hydrophila (Soares et al., 2020b). Essa formulacao foi patenteada
(BR10201902707), e recentemente (2021) a Embrapa Meio Ambiente firmou um con-
trato de inovacao aberta com a empresa Terpenia Bioinsumos para testar a produgao
da racao em maior escala, a fim de avaliar sua viabilidade comercial.

AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA DOS PRODUTOS NATURAIS

A avaliagdo ecotoxicoldgica mede o potencial de efeitos adversos dos bioinsu-
mos para a biota dos compartimentos ambientais. Com relacdo ao compartimento
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aquatico, um parametro util é a concentragao de risco 5% (HC). Esta é a concentra-
¢ao estimada que protege 95% das espécies em uma comunidade e pode ser prevista
a partir de um pequeno nimero de dados toxicologicos (Traas; Van Leeuwen, 2007;
Arambawatta-Lekamge et al., 2021). Nesse contexto, a distribui¢ao de sensibilidade
das espécies (SSD) considera a variagio na sensibilidade a substancia testada entre
as espécies. Portanto, a SSD é uma ferramenta relevante na definicao de padroes de
qualidade no que diz respeito aos valores maximos de substancias potencialmente
téxicas permitidas no ambiente, a fim de proteger a diversidade de espécies (Traas;
Van Leeuwen, 2007; Jonsson et al., 2015).

Pesquisa realizada na Embrapa Meio Ambiente avaliou o risco ecotoxicoldgico
para o compartimento aquatico do 6leo essencial de Piper aduncum L. (Piperaceae),
planta conhecida popularmente como pimenta-de-macaco, sobre a qual se tem rela-
tado agdo terapéutica contra fungos, protozodarios e infec¢des em geral, além de atu-
ar como repelente (Dal Picolo et al., 2014; Mamood et al., 2017; Miura et al., 2021). O
maior componente de seu 6leo essencial é o dilapiol, composto que deve contribuir,
em grande parte, para as atividades terapéuticas (Gainza et al., 2016).

O dleo essencial das folhas de P. aduncum tem sido utilizado para tratar doengas
de peixes (Queiroz, 2012; Corral et al., 2018), entretanto, ha caréncia de informagdes
quanto a sensibilidade de organismos aquaticos nao visados (ndo alvo) a esse mate-
rial. Tais organismos podem, eventualmente, entrar em contato com o 6leo essencial
quando utilizado para fins terapéuticos em produgio da aquicultura ou quando os
efluentes da aquicultura atingirem os corpos d’dgua nas areas circundantes. Portanto,
a avaliagdo ecotoxicoldgica é necessaria para determinar os parametros para uso se-
guro do dleo essencial de P. aduncum (Bartikova et al., 2016).

A composicao quimica da amostra de 6leo essencial foi analisada, e seu HC, foi
determinado com base na toxicidade em seis organismos nao alvo: uma microalga
(Pseudokirchneriella subcapitata), sementes de alface (Lactuca sativa L.), um nema-
toide (Panagrolaimus sp.), dois microcrustaceos (Daphnia magna e Artemia salina) e um
peixe (Arapaima gigas). Fatores de seguranca foram aplicados ao HC, a fim de estabele-
cer niveis de prote¢do para comunidades do meio aquatico (Miura et al., 2021).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) permitiu
a identificacao de 18 compostos. O pico principal do cromatograma correspondeu ao
dilapiol, que representou 75,5% da composicao do dleo essencial, seguido por (E) —ca-
riofileno (4,7%) e miristicina (4,2%).

O organismo mais sensivel ao material-teste foi o microcrustaceo D. magna, com
uma concentrac¢io efetiva media (CE50-48 h) de 6,8 mg L, seguido por A. salina, Pa-
nagrolaimus sp., P. subcapitata e L. sativa. Estas duas tltimas espécies apresentaram
valores superiores a 100 mg L7, indicando que o 6leo essencial é “praticamente nao
téxico” para ambos os organismos.
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Uma curva referente a uma fungéo logistica foi plotada de acordo com dados de
toxicidade e a frequéncia acumulada, o que permitiu calcular um valor de HC, equi-
valente a 0,47 mg L. Entretanto, aplicando o fator de seguranca, 0,09 mg L™ de dleo
essencial de P. aduncum, seria a concentracao-limite segura no corpo d’agua a ser ado-
ta para a preservacao da biota aquatica.

Essa concentragio pode ser considerada um resultado preliminar, pendente de
posterior avaliagao ecotoxicoldgica de outros organismos-alvo e uma gama mais am-
pla de composi¢ao quimica do dleo essencial de P. aduncum para melhorar a estima-
tiva de risco (Miura et al., 2021).

BIOINSUMOS DE ORIGEM VEGETAL DISPONIVEIS NO BRASIL

O Brasil é um dos paises que mais publica sobre propriedades bioativas de plantas
e derivados, entretanto, esse sucesso nio se reflete no registro de produtos botanicos
no Brasil. Pelo contrario, o pais destaca-se mundialmente pela morosidade e pelo alto
custo do sistema regulatério para pesticidas (Isman, 2015, 2020).

O aplicativo Bioinsumos, resultado do Programa Nacional de Bioinsumos, do Mi-
nistério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Mapa), que busca consolidar um
catalogo nacional de bioinsumos para facilitar e promover o acesso a informagoes
sobre os produtos disponiveis para uso e onde encontra-los, foi desenvolvido em par-
ceria com a Embrapa Informéatica Agropecuaria. Por meio desse aplicativo, é possivel
encontrar apenas informacoes sobre os inoculantes e os produtos para controle de
pragas registrados, que estio em conformidade com o conceito de bioinsumos para
a agricultura orgénica e outros sistemas produtivos. A seguir, na Tabela 20.1, estao
descritos os produtos a base de plantas contidos no aplicativo, além daqueles classifi-
cados como para agricultura organica no Agrofit (2021).

Além desses produtos ja listados, ao realizar uma busca no Agrofit (2021) por in-
seticidas de classificagdo ambiental IV (produto pouco perigoso ao meio ambiente),
é possivel recuperar outros 12 inseticidas de origem vegetal: azadiractina (dois produ-
tos), extrato de sementes de Sophora flavescens (um produto) e 6leos vegetais (nove pro-
dutos). Esses produtos estao registrados para diferentes espécies de insetos e acaros
de diversas culturas (AGROFIT, 2021).
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Tabela 20.1. Bioinsumos de origem vegetal para uso na agricultura orgénica registrados no Mapa (Agrofit, 2021)

Classe do
produto

115t Nome Nome(s)

Marca Empresa Defensivo biolégico U\ cientifico  comum(ns)

Inseticida ~ Bioisca Cooperativados  Tefrosia (flavonas 4712 Atta Satva cabega de
(formicida) cafeicultorese  saponinicas do tipo laevigata  vidro; sativa de
agropecuaristas rotenoides) vidro
(Cocapec)

Atta sexdens ~ Sativa limao;
rubropilosa  sativa vermelha

Inseticidae Agroneem Agrovant Azadiractina 25118 Bemisia Mosca branca
fungicida Comércio  (tetranortriterpenoide) argentifolli
de Produtos
Agricolas Ltda. Erysiphe  Oidio do cajueiro;
polygoni  oidio do feijoeiro
Inseticidae AzactCE  Luiz Arthur Azadiractina 8015 Bemisia Mosca branca
fungicida Curie Silva  (tetranortriterpenoide) argentifolli
Agronegocios
—-EPP Bemisia Mosca branca
tabaci

Erysiphe  Oidio do cajueiro;
polygoni  oidio do feijoeiro

Inseticidae Fitoneem Dalneen Brasil Azadiractina 6718 Bemisia Mosca-branca
fungicida Comércio  (tetranortriterpenoide) argentifolli
de Produtos
Agropecuarios
Ltda Bemisia Mosca-branca
tabaci

Erysiphe  Oidio do cajueiro;
polygoni  oidio do feijoeiro

Inseticidae Bioexos Biotrop Solugoes Azadiractina 13820  Erysiphe Oidio do cajueiro;
fungicida Bioldgicase  (tetranortriterpenoide) polygoni  oidio do feijoeiro
Participagoes
Bemisia Mosca branca
tabaci
Bemisia Mosca branca
argentifolli

Apesar da pouca quantidade de ingredientes ativos registrados, diversas recomen-
dagdes utilizando preparagdes botanicas simples podem ser encontradas em paginas
governamentais (Brasil, 2021), 0 que ressalta a necessidade de se trabalhar a questao
do sistema regulatério para pesticidas de origem vegetal no pais.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Em razdo dos problemas acarretados a saide humana e ao meio ambiente pelo
uso intensivo de agrotdxicos sintéticos, a busca por produtos alternativos e tecnolo-
gias mais saudéveis vem sendo fortemente demandada.

Embora existam intimeros trabalhos na literatura reportando o uso de produtos
de origem botanica como potentes bioinseticidas, pouquissimos produtos de origem
vegetal estdo disponiveis comercialmente. Informagoes para registrar agrotdxicos
classificados como produtos bioldgicos, bioquimicos e seminioquimicos para uso
na agricultura estao disponiveis em pagina do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento na internet'. Entre varios outros documentos, os seguintes sio ne-
cessarios: i) avaliacao qualitativa e quantitativa da composi¢ao do produto, indicando
a concentracio do ingrediente ativo bioldgico e os limites maximos e minimos dos
demais componentes e suas fun¢des especificas; e ii) informagées sobre o modo de
acao do produto sobre os organismos alvo. Como os principios ativos dos produtos de
origem botanica sdo normalmente compostos por um complexo conjunto de subs-
tancias, o registro de produtos preparados a partir de plantas torna-se custoso, sendo
um empecilho para as pequenas e médias empresas. Além disso, h4 necessidade de
elaboracdo de uma nova instru¢ao normativa conjunta (INC) (Mapa/Ibama/Anvisa)
para normatizar diferenciadamente e simplificar o registro de produtos agrotdxicos
de derivados vegetais.

Adicionalmente, muitos desses produtos de origem botanica apresentam alta sus-
cetibilidade a fotodegradagéo, oxidag¢ao abidtica ou perda por volatilizagao e, portan-
to, apresentam pouca estabilidade quando aplicados em condi¢oes de campo. Para
solucionar esse problema, a nanotecnologia vem sendo empregada como alternativa
para aumentar a eficiéncia e a persisténcia desses produtos. Assim, pesquisas nesse
sentido devem ser incentivadas e apoiadas.

Outro impedimento para a adogao de produtos a base de plantas é a necessidade
de realizar o cultivo em larga escala dessas espécies vegetais para a obtenc¢ao dos
compostos necessarios. Nesse sentido, uma alternativa seria a utilizagdo de compos-
tos originados de partes vegetais descartadas de outras cadeias, como o 6leo essen-
cial obtido da casca dos frutos de citros. Outra opgao é por meio do apoio aos pe-
quenos e médios produtores para que cultivem as espécies de interesse de maneira
sustentavel, pois, assim, havera maior renda para os produtores e menor dependén-
cia de insumos importados.

' Disponivel em: https://www.gov.br/pt-br/servicos/registrar-agrotoxicos-classificados-como-produtos-bio-
logicos-microbiologicos-bioquimicos-e-semioquimicos-para-uso-na-agricultura
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Contudo, o Brasil tem um enorme potencial de crescimento no desenvolvimento
de bioinsumos, pois abriga a maior biodiversidade do planeta e é, a0 mesmo tempo,
um dos maiores produtores de commodities do mundo.

Desde o langamento do Programa Nacional de Bioinsumos em 2020, houve um
significativo avanc¢o no desenvolvimento e registro de novos bioinsumos, embora a
maioria seja a base de produtos microbiol6gicos. Também se observou, no Brasil,
grande avanco no volume de startups ligadas ao agronegdcio. Assim, a solu¢ao para
atender a demanda por novos bioinsumos é a partir da inovagao aberta, que envolve
ndo apenas startups, mas também parcerias em rede entre o setor privado com cen-
tros de pesquisa e universidades.

Com isso, espera-se contribuir para a inova¢ao do agronegocio, agregando valor
e aumento da produtividade; por meio da inovacao aberta, aumentar o volume de
startups e parcerias com empresas; agregar valor aos produtos de base cientifica, ge-
rados pelos projetos de pesquisas desenvolvidas pela Embrapa, mas que precisam
de validacao e finalizagao antes de entrar para o mercado; por apresentar baixa toxi-
cidade e ser biodegradavel, esse tipo de produto promove a agricultura sustentavel
quando comparado com os defensivos agricolas convencionais e ndo biolégicos, au-
mentando a aceita¢ao pela sociedade dos produtos agricolas; por meio dos conceitos
da bioeconomia, agregar valor sobre a exploragao sustentavel da biodiversidade bra-
sileira, por meio do desenvolvimento e da oferta aos produtores de novos ativos de
base bioldgica, reduzir os custos dos sistemas de produgio, aumentar as margens de
lucro, principalmente dos pequenos e médios produtores, desenvolver tecnologias
cada vez mais sustentaveis em cima de um modelo cada vez mais local, regional do
territorio e do bioma.
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