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RESUMO

PRATES, Lucas Henrique Figueiredo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2018. Difusao do eugenol em arroz com casca. Orientadora: Leéda
Rita D’Antonino Faroni. Coorientadores: Fernanda Fernandes Heleno, Maria
Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz e Marcio Arédes Martins.

O uso de bioinseticidas, como os 6leos essenciais € seus compostos, no manejo
integrado de pragas tem sido efetivamente avaliado nos dltimos anos. Entretanto,
poucos trabalhos avaliaram a difusdo desses compostos na massa de graos. Com a
difusdo destes compostos, € necessdrio avaliar o seu efeito inseticida quando
aplicados em uma massa de graos. O objetivo desse trabalho foi determinar o
coeficiente de difusdo do eugenol em meio contendo graos de arroz com casca a
partir da fase liquida de eugenol com elevada pureza e a partir do 6leo essencial de
cravo (Eugenia caryophillata Thumberg (Myrtaceae)); caracterizar as fases liquida,
volétil e apds a difusdo; avaliar a mortalidade de Sitophilus zeamais Motschulsky
(Coleoptera: curculionidae) apds fumigacdo com eugenol com elevada pureza e
6leo essencial de cravo. Otimizou-se e validou-se 0 método de microextracdo em
fase solida (MEFES) associado a andlise em cromatdgrafo a gas com detector por
ionizacao em chama (CG/DIC) para quantificacao do eugenol. A determinagao do
coeficiente de difusdo foi realizada em uma adaptacdo do protétipo da célula de
diafragma de Stokes. Para caracterizacao das diferentes fases, associou-se a técnica
de MEES a andlise em cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas
(CG-EM). A mortalidade de S. zeamais foi avaliada apds fumigagao por 4 e 7 dias
com eugenol com elevada pureza e 6leo essencial de cravo no protétipo de difusdo
com aproximadamente 5,5 kg de grdos. O método MEFS — CG/DIC para
quantifica¢do do eugenol apresentou boa resposta analitica, com limite de detec¢do
e quantificacdo de 0,82 e 2,48 uL L', respectivamente. Ndo houve diferenca
estatistica (o= 0,05) entre o coeficiente de difusdo do eugenol calculado a partir do
eugenol 99% e a partir do 6leo essencial de cravo. O coeficiente de difusdo foi de
1,09x 103 cm?s 1. A caracterizagdo do 6leo essencial de cravo utilizado confirmou
a presenca do eugenol como componente majoritdrio (75,89%). Observou-se uma
diferenca na composicao das diferentes fases avaliadas. A mortalidade de S.

zeamais submetido a fumigacao com eugenol 99% alcangou em torno de 40% apds

Vi



7 dias. Apesar de haver diferenca significativa na mortalidade dos insetos
submetidos a fumigacdo com eugenol 99% ou 6leo essencial de cravo, ndo houve
diferenca estatistica entre a mortalidade de insetos colocados em diferentes

posicdes ao longo da coluna de graos para o mesmo tratamento.
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ABSTRACT

PRATES, Lucas Henrique Figueiredo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2018. Diffusion of eugenol in rice. Adviser: Léda Rita D’Antonino
Faroni. Co-advisers: Fernanda Fernandes Heleno, Maria Eliana Lopes Ribeiro de
Queiroz and Marcio Arédes Martins.

The use of biopesticides, like essential oils and their compounds, in integrated pest
management has been effectively evaluated in recent years. However, few studies
have evaluated the diffusive behavior of these compounds through the grains. Given
the diffusion of these compounds, it is necessary to reassess their insecticidal effect
when applied in grains. This work aimed to determine the diffusion coefficient of
eugenol through rice grains using the liquid phase as high purity eugenol or clove
essential oil (Eugenia caryophillata Thumberg (Myrtaceae)) as source of volatile
eugenol; characterize the liquid, volatile, and after diffusion phases; to evaluate the
mortality of Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: curculionidae) after
fumigation with high purity eugenol and clove essential oil. To quantify eugenol,
the solid phase micro extraction (SPME) method associated to gas chromatographic
analysis with flame ionization detector (GC/FID) was optimized and validated. The
determination of the diffusion coefficient was performed in an adaptation of the
Stokes diaphragm cell’s prototype. To characterize the different phases, the
optimized and validated SPME method was associated to the analysis in gas
chromatograph coupled to mass spectrometer (GC-MS). The mortality of S.
zeamais was evaluated after fumigation for 4 and 7 days with high purity eugenol
and clove essential oil in the diffusion prototype with approximately 5.5 kg of
grains. The SPME - GC/FID method presented good analytical response for
quantification of eugenol, with limit of detection and quantification of 0.82 and 2.48
uL L1, respectively. There was no statistical difference (a = 0.05) between the
diffusion coefficient of eugenol calculated from eugenol 99% and from clove
essential oil. The diffusion coefficient was 1.09 x 10} cm? s!. The characterization
of clove essential oil confirmed the presence of eugenol as the major component
(75.89%). A difference in the composition of the distinct phases evaluated was
observed. Mortality of S. zeamais submitted to fumigation with eugenol 99%

reached around 40% after 7 days. Although there was a significant difference in
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the mortality of insects submitted to fumigation with eugenol 99% or clove essential
oil, there was no statistical difference between the mortality of the insects placed at

distinct positions along the grain column for the same treatment.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos graos de maior produgdo € consumo no
mundo. Em 2016 a produ¢do mundial de arroz foi de aproximadamente 740 milhdes
de toneladas, sendo os paises China, India e Indonésia os maiores produtores
(FAOSTAT, 2018). De acordo a com Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), a produgdo brasileira para a safra 2017/2018 € estimada em
aproximadamente 12 milhdes de toneladas (CONAB, 2018).

O armazenamento de graos, especialmente daqueles de elevado consumo,
como o arroz, € uma importante ferramenta para tentar regular a oferta de produto
durante os periodos entre safras. Entretanto, durante o armazenamento o produto
estd sujeito a perdas qualitativas, quantitativas e nutricionais devido a, entre outros
fatores, o ataque de insetos (Cogburn, 1977; Boxall, 2001; Zhou et al., 2002; Parfitt
et al., 2010).

Dentre os principais insetos praga que atacam grdos armazenados,
destacam-se como potenciais causadores de danos e, portanto, insetos de maior
interesse cientifico para estudo e controle, espécies dos gé€neros Sitophilus,
Tribolium e Rhyzopertha, dentre os quais, Sitohilus e Rhyzopertha sao muito
relevantes no armazenamento de arroz (Ferreira, 1998; Dal Bello et al., 2001; Batta,
2004; Daglish et al., 2014; Buteler et al., 2015; Collins et al., 2017). Como
alternativa para o controle dessas pragas, tem-se a fumigacdo com produtos a base
de fosfina (PH3) para tratamento curativo e o uso de agrotéxicos organofosforados
e piretroides para tratamento preventivo (BRASIL, 2017). No entanto, o uso
constante desses produtos tem sido associado a resisténcia dos insetos praga

(Pimentel et al., 2009; Daglish et al., 2014; Collins et al., 2017).

Como alternativa ao uso dos inseticidas, alguns produtos tém sido avaliados
quanto as suas eficdcias no controle de pragas de graos armazenados. Destacam-se,
entre outros, o gas ozdonio como fumigante (Isikber e Athanassiou, 2015; Silva et
al., 2016; Sousa et al., 2016) e os 6leos essenciais extraidos de vegetais como
fumigante e/ou de contato (Viteri Jumbo et al., 2014; Abdelgaleil et al., 2015;
Correa et al., 2015; Haddi et al., 2015; Hernandez-Lambraiio et al., 2015, Souza et
al., 2018). Além de avaliar a composicao e os efeitos inseticidas dos leos essenciais
e seus componentes, faz-se necessario conhecer a difusdo desses compostos no

meio em que serdo utilizados.



Embora as pesquisas sobre o potencial inseticida dos bioinseticidas, que
inclui os metabdlitos secundarios de plantas, tenham crescido nos dltimos anos
(Isman, 2015), poucos trabalhos t€m avaliado o transporte difusivo dessas
substancias em grdos armazenados. Considerando o potencial inseticida do 6leo
essencial de cravo, bem como do seu componente majoritirio, o eugenol, como
fumigantes no controle de insetos praga de graos armazenados, o presente trabalho
tem como objetivo avaliar o comportamento difusivo do eugenol a partir de um
produto de alta pureza e do eugenol presente no 6leo essencial de cravo (Eugenia
caryophillata Thumberg (Myrtaceae)) em graos de arroz com casca, caracterizar as
fases liquida, volatil e apds a difusdo; e avaliar a mortalidade de Sitophilus zeamais
Motschulsky (Coleoptera: curculionidae) apds fumiga¢do com eugenol com

elevada pureza e dleo essencial de cravo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Oleos essenciais

O uso de 6leos essenciais e extratos vegetais como bioinseticidas tem sido
encorajado uma vez que, em geral, é efetivo em quantidades pequenas e afeta
apenas os organismos-alvo ou semelhantes (Khater, 2012). Os 6leos essenciais
podem apresentar atividade inseticida e alterar efeitos comportamentais de insetos,
além de atividade antifiingica, antiviral e antibacteriana (Diao et al., 2014; Gilling
et al., 2014; Gonzélez et al., 2014; Kedia et al., 2014; You et al., 2014; Bougherra
et al., 2015; Zhang et al., 2016).

Além do estudo da eficdcia desses dleos, a composi¢do quimica e o efeito
dos seus principais componentes no controle de pragas tém sido avaliados (Ogendo
et al., 2008; Viteri Jumbo et al., 2014; Shukla et al., 2016). Apesar da possiblidade
de extracao de Oleo de diversas espécies vegetais, os Oleos de cravo e canela tém
ganhado destaque devido as multiplas possibilidades de aplicacdo como agente
antimicrobiano, antioxidante e inseticida (Lopez et al., 2005; Tomaino et al., 2015;
Correa et al., 2015). Embora possa haver variagdes na composicdo quimica dos
Oleos relacionadas a espécie vegetal utilizada, ao processo de extragdo e outros
fatores, destaca-se, na composi¢do quimica dos 6leos essenciais extraidos dos

géneros Syzigium e Eugenia (cravo), Cinnamomum (canela) e Ocimum
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(manjeric@o), a presenca em comum do componente majoritario, isto é, em maior
quantidade, o eugenol (4-Alil-2-metoxifenol) (Figura 1) (Tabela 1). Diversos
trabalhos indicam a eficiéncia do uso dos 6leos essenciais de cravo, de canela e do
préprio componente majoritario eugenol para controle de insetos-praga de graos
armazenados (Tabelas 2). Entretanto, até o presente momento, os trabalhos foram
realizados na auséncia ou com pequenas quantidades de grdos, por exemplo, o
suficiente para servir de alimento para os insetos (Lee et al., 2001). Dessa forma,
ndo é possivel avaliar o transporte de massa do éleo essencial, seus componentes e

a eficiéncia da fumigagcdo com maior quantidade de graos.

0 CH,
HaC™ =

HO

Figura 1. Eugenol Ci0H120; (4-Alil-2-metoxifenol).

Tabela 1. Presenca de eugenol nos 6leos essenciais de cravo, canela e manjericao

Origem 9% eugenol  Referéncia

Folhas de Syzygium aromaticum 94,41 Raina et al., 2001
Syzygium aromaticum L 92,94 Viteri Jumbo et al., 2014
Brotos de Eugenia caryophyllata L. 88,6 Chaieb et al., 2007a

Merr. & Perry (Myrtaceae)

Syzygium aromaticum L. 85,85 Viuda-Martos et al., 2007
Eugenia caryophyllata 82,6 Tomaino et al., 2005
Brotos de Syzygium aromaticum de 82,6 Srivastava et al., 2005
Madagascar

Syzygium aromaticum 82,0 Lopez et al., 2005

Folhas de Syzygium aromaticum de 82,0 Srivastava et al., 2005
Madagascar




Origem % eugenol  Referéncia

Folhas de Syzygium aroinaticurit 78,1 Pino et al., 2001

Tabela 1. Presenca de eugenol nos 6leos essenciais de cravo, canela e manjericao
(continuagao)

Origem % eugenol  Referéncia

Syzygium aromaticum 78,0 Prashar et al., 2006

Folhas de Eugenia caryophyllus 76,8 Jirovetz et al., 2006

Folhas de Syzigium caryophyllatum 74,28 Bhuiyan et al., 2010

L.

Brotos de Syzygium aromaticum da 70,0 Srivastava et al., 2005

India

Brotos de Syzygium aroinaticurit 69,8 Pino et al., 2001

Brotos de Syzigium caryophyllatum 49,71 Bhuiyan et al., 2010

Brotos de E. caryophyllata Thunb 48,82 — Guan et al., 2007
58,2

Folhas de Cinnamomum zeylanicum 79,75 Wang et al., 2009

Cinnamomum zeylanicum 67,0 Lopez et al., 2005

Folhas de Cinnamomum 54,74 Wang et al., 2009

pauciflorum

Folhas de Cinnamomum burmannii 17,62 Wang et al., 2009

Cinnamomum zeylanicum 6,72 Tomaino et al., 2005

Ocimum gratissimum L. 93,9 Sartoratto et al., 2004

Ocimum basilicum L. 14,2 Tomaino et al., 2005




Tabela 2. Estudos de 6leo essencial de cravo, canela e eugenol para insetos pragas de graos armazenados

Composto Mortalidade  Aplicacao
% eugenol  Grao Inseto Dose DLso DLos Referéncia
avaliado alcancada
Oleo
Lee et al.,
essencial ND Arroz S. oryzae ND >150 uL L'y ND ND F 5001
de cravo
Lee et al.,
Eugenol ND Arroz S. oryzae ND 50,7uLL'y  129uLLY ND F 2001
Oleo
200 g  Acanthoscelides Viteri Jumbo
essencial 92,94 N ND 36uLkg’  1966uLkg! ND C
Feijao obtectus Say et al., 2014
de cravo
Oleo
200 g  Acanthoscelides Viteri Jumbo
essencial 90,40 } ND 468 uLkg!  1607uLkg! ND C
Feijao obtectus Say et al., 2014
de canela
250 g S. granarius, 0410 Obeng-Ofori e
i a
Eugenol 980  Milhoe o Se4Mais _1 ND ND 100% C Reichmuth,
. T. castaneum, — MLkg
trigo 1997

P. truncatus

ND: Nao disponivel. F: Fumigante. C: Contato



Tabela 2. Estudos de 6leo essencial de cravo, canela e eugenol para insetos pragas de graos armazenados (continua¢ao)

Oleo

100 g S. oryzae, 25a200 Sighamony et
essencial ND _ ND ND 100% C

Trigo R. dominica ppm al., 1986
de cravo

S. oryzae,
Tri R. dominica,
rigo e
0al0 Ogendo et al.,

Eugenol ND graode  T. castaneum, ND ND 100% F

o uL L 2008

ico

O. surinamensis,

C. chinensis

ND: Nao disponivel. F: Fumigante. C: Contato



2.2. Difusao

A difusdo é o fendmeno de transferéncia de massa que ocorre devido ao
gradiente de concentracdo da espécie de interesse no ambiente, ou seja, o gradiente
de concentragdo de uma espécie em um ambiente € o potencial motriz para
transporte dessa espécie (Cremasco, 2002; Wankat, 2011). A evaporacao natural da
agua para o ar seco € um exemplo tipico de difusdo. Situagdes em que ha um
movimento mecanico atuando para a movimentagdo global das massas, por

exemplo, um ventilador em uma sala for¢ando a circulagdo do ar, fogem do escopo

da difusdo (Incropera et al., 2008).

A modelagem do fenomeno de difusdo, em geral, baseia-se nas leis e
consideracOes fundamentais da difusdo, desenvolvidas por Adolf Fick. (Fick, 1855;
Fick, 1995). A partir das formas mais gerais das Leis de Fick (Equagdo 1 -
conhecida como 1* Lei de Fick e Equagdo 2 — conhecida como 2* Lei de Fick),
outras equacdes foram propostas para descrever os fendmenos de difusdo

observados em diferentes situagdes ao longo da historia.

o,

J1=Aj = -AD < Eq. 1
G _py (Ter  Loade
at _D(822+A62 82) Eq.2

Em que J; € o fluxo total unidimensional, A € a drea da secao transversal ao fluxo
da difusao, ji €é o fluxo por unidade de area, c1 é a concentragdo, z é a distancia, t é

o tempo e D € o coeficiente de difusao.

Conhecer o comportamento difusivo de um possivel agente inseticida é
importante para determinar o sucesso ou falha do tratamento. O comportamento da
fosfina (PH3) e do brometo de metila, produtos tradicionalmente utilizados como
fumigantes no armazenamento de graos, € bem descrito na literatura (Banks, 1990;
Mills et al., 2000; Ridley et al., 2011). Quando os parametros de difusdo dos
fumigantes sdo bem determinados, os softwares de simulacdo podem ser uteis para
modelagem desses fumigantes na massa de graos. Considerando o coeficiente de
difusdo da fosfina e outros parimetros determinados previamente, Isa et al. (2016)
realizaram a simulacdo do comportamento da fosfina em silos cilindricos ndo

herméticos. A descoberta do potencial de outros compostos para fumigacao de



graos armazenados tem motivado a busca por determinar o comportamento dessas

novas alternativas, como o 0zdnio (Santos, 2008).

Embora diversos trabalhos indiquem a eficiéncia como fumigante dos 6leos
essenciais e seus componentes, apenas o transporte de isotiocianato alilo (AITC),
componente majoritirio do 6leo essencial de mostarda, em graos de milho foi
avaliado por Paes et al. (2011), concluindo que o transporte de AITC através da
massa de graos € lento devido ao seu baixo coeficiente de difusdo. De fato, hd uma
lacuna de conhecimento na aplicac@o de 6leos essenciais para seguranga alimentar.
E preciso avancar na ciéncia aplicada de seguranga alimentar com 6leos essenciais
e avaliar, em condi¢des proximas a realidade, a sua eficiéncia (Isman 2017;

Koutsaviti et al., 2018).

A maior parte dos bioensaios realizados para avaliar a eficiéncia como
fumigante tem sido realizada na auséncia ou com pequena quantidade de graos, o
que negligencia a interacdo entre os 6leos essenciais e seus constituintes com 0s

graos (Tabela 2).

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Pés-Colheita do setor
de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas do Departamento de
Engenharia Agricola e no Laboratério de Quimica Analitica (LAQUA), do
Departamento de Quimica, localizados no campus Vigosa da Universidade Federal

de Vicosa (UFV).

3.1. Reagentes e solucoes

Foram utilizados eugenol ReagentPlus® 99% (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos), 6leo essencial de cravo extraido mediante destilacdo a vapor das folhas de
Eugenia caryophyllata T. adquirido do Mundo dos Oleos (Brasil) e acetonitrila
Chromasolv® > 99,9% (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).



3.2. Quantificacdo do eugenol
Para quantificagdo e caracterizacdo do eugenol, utilizou-se a técnica de
microextragdo em fase solida (MEFS) associada a andlise em cromatdgrafo a gas

com detector por ionizagao em chama (CG/DIC) (GC2014, Shimadzu, Japao).

Para otimizacdo do método MEFS-CG/DIC, avaliou-se a afinidade do
eugenol com cinco diferentes fibras recobertas com os seguintes materiais:
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) stableflex de
50/30 um, PDMS/DVB de silica fundida de 65 um, PDMS de silica fundida de 7
um, poliacrilato (PA) de silica fundida de 85 pum e PDMS de silica fundida de 100
pum (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Para avaliagdo da capacidade de extragdo, as
cinco fibras foram expostas, por 120 s ao eugenol, posteriormente quantificado em
CG/DIC. Ap6s a adsorcao, a fibra de MEFS foi imediatamente inserida no injetor
do cromatégrafo. A operagao das fibras foi realizada com auxilio de um amostrador

manual para MEFS (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).

As condi¢des cromatograficas para quantificacdo do eugenol foram: coluna
capilar DB-5 de 30 m de comprimento com 0,25 mm de didmetro interno e
espessura de filme de 0,10 um, nitrogénio como gés de arraste com fluxo de 2,03
mL min!, temperatura do injetor de 220 °C e do detector por ionizagdo em chama
de 270 °C. Temperatura inicial da coluna de 40 °C com aumento de 30 °C min™! até
240 °C e mantida nessa temperatura por 1 min. O tempo total de andlise foi de 8
min. Apds cada andlise, as fibras foram mantidas no injetor para a dessorc¢ao térmica
garantir que ndo houvesse analito adsorvido que pudesse interferir nas leituras
conseguintes.

Para validacdo da técnica de microextracio em fase solida para
determinag¢do do eugenol, avaliou-se os parametros de linearidade, limites de

deteccdo e quantificagdo, precisio e exatidao.

Para quantificagdo do eugenol, a curva analitica do método foi construida a
partir de nove diferentes concentracdes de eugenol em acetonitrila (0,39 - 4142,58
uL L) e suas respostas cromatograficas, avaliadas em duplicata. Quando
necessario, as diluigdes do eugenol foram realizadas em acetonitrila, em vials de
20,0 mL, com agitacdo em vdrtex por 1 min e imediata exposi¢do da fibra apds a
agitacdo. A linearidade foi avaliada pelo coeficiente de determinacdo obtido a partir

da regressdo linear dos pontos da curva analitica. Os limites de deteccdo (LD) e
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quantificag¢do (LQ) foram calculados a partir do desvio padrao do coeficiente linear
da equacdo (s) e do coeficiente angular da curva analitica (S) (Equagdes 3 e 4). A
precisdo foi avaliada através do coeficiente de variacdo (CV) e repetitividade em
trés diferentes niveis de concentracdo com seis repeticdes. A exatidao foi avaliada
a partir de ensaios de recuperacdo com seis repeticdes em trés diferentes niveis de

concentragdo (Ribani et al., 2004).

LD=33 % Eq. 3
LQ= 10% Eq. 4

Em que s é o desvio padrao do coeficiente linear e S € o coeficiente angular da

curva analitica.

3.3. Difusao
A difusdo do eugenol através de 5,5 kg de graos de arroz em casca (O.
sativa) cultivar BRS MG Rubelita (EPAMIG, Brasil) foi avaliada a partir do

eugenol 99% e a partir do 6leo essencial de cravo.

Para determinacdo da difusdo, utilizou-se uma adaptacdo do protétipo da
célula de diafragma de Stokes proposto por Cussler (1997) (Figura 2). Além de
ressaltar a importincia da sensibilidade do método a ser escolhido para quantificar
a variacdo da concentracao da substancia em estudo (e ndo necessariamente o valor
da concentrag@o em si), uma das condi¢des necessdrias para aplicagdo do modelo
matemdtico para determinag@o do coeficiente de difusdo é que a concentragdo da
substancia na base do protétipo seja constante e conhecida. A difusdo do eugenol
em graos de arroz foi avaliada a partir de duas fases liquidas: eugenol (99%) (EUG)
e oleo essencial de cravo (OEC). Na base da coluna de difusdo foi adaptado um
kitasato, com septo de borracha na entrada lateral, ligado a coluna de difusdo através
de uma valvula tipo bola. Ao kitassato, foram adicionados 15 mL de eugenol 99%
ou do Oleo essencial de cravo e uma barra magnética para agitacdo. Esse
procedimento foi realizado para garantir uma atmosfera com concentracdo
constante de eugenol e que a volatilizacio do eugenol nao fosse cineticamente
limitante para a difusdo através da coluna de graos. Além disso, a concentracao do

eugenol imediatamente antes da camara de difusdo foi monitorada ao longo do
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experimento. Com o sistema em agitacdo e fechado, a saturacdo do kitasato com
eugenol foi avaliada medindo-se regularmente a concentragdo de eugenol através
do septo de borracha na entrada lateral do kitasato. Os experimentos foram

realizados em ambiente climatizado com controle de temperatura em 21 + 2 °C.

15 cm
<«

50 cm

Figura 2. Adaptacdo do protétipo da célula de diafragma de Stokes para difusdo do
eugenol.

Ap6s saturacdo do interior do kitasato com eugenol, a vélvula de ligacao
entre o kitasato e a camara de difusdo foi aberta para possibilitar a passagem do
eugenol através da coluna de graos. A partir desse momento, a concentracdo do
eugenol foi avaliada, utilizando-se o método MEFS-CG/DIC previamente
otimizado e validado, no topo da coluna de graos. Para determinacdo do coeficiente
de difusao, partiu-se da segunda Lei de Fick (Equacao 5), resolvida para o prot6tipo

da célula de diafragma de Stokes proposto por Cussler (1997) (Equagdes 6 e 7).

x_2[px

a6 oxl- ox Eq.5

em que C € a concentragdo, t € o tempo, D € o coeficiente de difusdo e x € a espessura

da camada pela qual ocorre a difusdo.
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1 \ Vbase Vtopo

Em que D é o coeficiente de difusdo (cm? min™), C% pase é a concentracio de
eugenol no instante inicial na base do protétipo (mg L), C% opo é a concentragio
de eugenol no instante inicial no topo do protétipo (mg L), Ci pase é a concentragio
de eugenol na base do protétipo ao longo do tempo (mg L), Ci opo € a concentragio
de eugenol no topo do protétipo ao longo do tempo (mg L), t é o tempo (min), B é
a constante geométrica do protétipo (3,66 x 1073 cm?), A é a drea da secdo
transversal ao fluxo da difusdo (176,71 cm?), 1 é altura da camada de graos através
da qual ocorre a difusdao (50 cm), Vpase € 0 volume da base do protétipo (1068,52

cm?) e Viepo € 0 volume da parte superior do protétipo (9984,37 cm?).

Para confirmac¢do do composto quantificado, analisou-se, em cromatégrafo
a gds Agilent 7820A acoplado ao espectrometro de massas 5977B (CG-EM), a fibra
de SPME exposta as fases liquida e volétil no kitassato e apds a difusio pela massa

de graos.

3.4. Caracterizacao por CG-EM do eugenol em diferentes fases

Para caracterizar as fases liquida, volatil e ap6s a difusd@o pela massa de
graos, analisou-se a fibra de MEFS por CG-EM. A fibra foi exposta as diferentes
fases do eugenol 99% e do dleo essencial de cravo e, imediatamente apds,
dessorvidas termicamente no injetor do cromatdgrafo a géis. As condigdes
cromatograficas para caracterizacdo foram: coluna capilar HP-5ms de 30 m de
comprimento com 0,25 mm de didmetro e espessura de 0,25 um, hélio foi utilizado
como gds de arraste com fluxo de 1,2 mL min™, temperatura do injetor de 220 °C.
A temperatura inicial da coluna foi de 40 °C com aumento de 25 °C min™ até 250
°C e mantida nessa temperatura por 1 min. O cromatégrafo foi operado em modo
full scan com razdo de split de 1:20. O tempo total de andlise foi de 10 min. Apds
cada leitura as fibras foram continuamente submetidas a dessor¢do térmica até
garantir que ndo houvesse analito adsorvido que pudesse interferir nas leituras

conseguintes.
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3.5. Bioensaio de mortalidade

Para avaliar o efeito da difusdo da fase volatil do eugenol 99% e do dleo
essencial de cravo sobre a mortalidade de S. zeamais, avaliou-se a mortalidade dos
insetos expostos aos periodos de 4 e 7 dias. Para cada unidade experimental, 50
insetos adultos com até trés semanas de vida foram colocados nas gaiolas com graos
de arroz e dispostos em duas camadas verticais no prototipo de difusao (Figura 3).
Cada gaiola com os graos e insetos foi considerada como uma repeti¢cao, sendo
usadas trés repeti¢des para cada posi¢do ao longo da coluna de graos. Os espacos
entre as gaiolas foram preenchidos com grios de arroz livres de insetos. As gaiolas
em formato cilindrico, com base e topo perfurados e comprimento de 20 cm, foram
colocadas verticalmente no protétipo, ocupando as posicdes de 1 a 21 cm (base) e

22 a 42 cm (topo) a partir da base do protétipo.

20 cm

20 cm

Figura 3. Prot6tipo de difusao do eugenol através de gaiolas preenchidas com arroz
infestado com S. zeamais.

Foram adicionados 15 mL da fase liquida em estudo, eugenol 99% ou 6leo
essencial de cravo, ao kitasato e conectado ao protétipo de difusdo com a vdlvula

imediatamente acima ainda fechada. O controle foi realizado com a valvula aberta

13



para livre difusdo de ar ambiente. A fase liquida foi mantida em agitacdo com a
vélvula fechada por 10 e 30 min, para o eugenol 99% e 6leo essencial de cravo,
respectivamente, para garantir homogeneidade da concentragdo de eugenol no
interior do kitasato. Apds, a valvula foi aberta para permitir a difusdo da fase volatil.
Ao fim dos periodos de 4 e 7 dias de exposicao, as gaiolas foram retiradas e avaliou-

se a mortalidade de S. zeamais.

3.6. Analises estatisticas

As respostas cromatogréificas de cada fibra de MEFS exposta ao eugenol
foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste Tukey (p > 0,05). Para avaliar o perfil de tempo de extracdo, as respostas
cromatograficas apds exposi¢ao da fibra por 30, 120, 240, 300 e 360 s ao eugenol
foram submetidas 8 ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste Tukey (p >
0,05). O software SigmaPlot (Systat Software Inc., San Jose, EUA) foi utilizado

para avaliacdo dos dados.

Os dados obtidos com a saturacao do kitasato por eugenol foram avaliados
com o modelo plateau quadratico com auxilio do software R (R Core Team, Viena,

Austria).

Os coeficientes de difusd@o do eugenol a partir do eugenol 99% e do dleo
essencial de cravo foram estatisticamente comparados através da andlise dos
coeficientes das equacdes de regressao dos dados de difusao (Meier e Ziind, 2005).
Em resumo, duas equagdes de regressao escritas genericamente pelas Equagoes 8 e
9, a hipotese nula do teste sera dada pela igualdade entre os coeficientes angulares,

ou seja, Ho: B11 = P12
Yi=Poi +PuX+E Eq. 8
Y2=Po2+ P2 X+E Eq.9
em que E sdo os erros independentes e identicamente distribuidos como uma N(O,
o).

A estatistica do teste € dada pela Equacdo 10, que deve ser comparada ao

terftico = to2,df, €m que df = N1 + No —4 (N1 e N» sdo o nimero de pontos utilizados

em cada um dos modelos de regressao).
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t =
calc > >
Sp11+Sp12

Para o caso em que fealc < feiico, @ hipotese nula Ho ndo deve ser rejeitada e um

Eq. 10

estimador f;, comum as duas equagdes de regressio ([312 B,,=B,,) € calculado pela

Equacdo 11.

o _ (-DSFBy H-DSFB;)
b eDSFHm-DSEn

Eq. 11

A mortalidade de S. zeamais tratados com diferentes tempos de exposi¢ao e
fumigante foi corrigida pela férmula de Abbott (1925) e submetida a ANOVA. As

médias foram comparadas pelo teste Tukey (p > 0,05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Otimizacao e validacdo do método para quantificacao do eugenol

A escolha da fibra de microextragdo em fase s6lida com maior capacidade
de extragdo do eugenol baseou-se na andlise da area da resposta cromatografica de
cada fibra exposta por 2 min ao analito (Figura 4). Imediatamente apds a exposi¢ao
da fibra ao eugenol, o analito foi termicamente dessorvido por meio de injecdo e
exposicao da fibra de MEFES no injetor do cromotégrafo a gas (Shimadzu GC2014,
Japdo). A fibra que apresentou resposta com maior drea cromatografica quando
exposta ao eugenol, e menor coeficiente de variacio entre as triplicatas (3,27%), foi
a fibra  recoberta com divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano

(DVB/CAR/PDMYS) stableflex de 50/30 pum.
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Figura 4. Resposta cromatografica para as cinco diferentes fibras de MEFS
expostas ao eugenol. A barra de erro representa o desvio padrdo entre trés
repeticoes.

O tempo de exposicdo da fibra ao analito foi escolhido com base no perfil
de resposta cromatogréfica (Figura 5). A resposta cromatografica para o tempo de
exposicdo de 2 min foi equivalente a 97,7% da resposta maxima observada. Dessa
forma, a escolha do tempo de 120 s de exposi¢do garante a praticidade e boa

resposta analitica necessdrias para a aplicagao do método.
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Figura 5. Perfil de resposta cromatogréfica da fibra de MEFS recoberta com
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) stableflex de

50/30 pm exposta por diferentes periodos ao eugenol.

A curva analitica do eugenol empregando a fibra recoberta com
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) stableflex de
50/30 um foi obtida a partir da exposi¢do desta por 2 min a nove diferentes
concentragdes de eugenol (0,39; 1,16; 3,85; 7,69; 15,37; 139,67; 271,02; 1.094,62;
4.142,58 uL L") em duplicatas (Figura 6).
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Figura 6. Curva analitica da resposta cromatogrifica em fun¢do da concentracdo
de eugenol em pL L.,

Os limites de detec¢do (LD) e quantificacao (LQ), calculados de acordo com
Ribani et al. (2004) foram de 0,82 e 2,48 uL L, respectivamente. A faixa de
linearidade do método foi de 2,48 a 4.216,5 pL L' (R®> = 0,9988). A precisdo e
exatidao foram avaliadas nos niveis de 139,67, 271,02 e 1.094,62 uL L' (Tabela
3). Para os trés niveis de concentracdo avaliados, a recuperacdo média variou de
97,86 a 101,88%, estando dentro dos padroes aceitdveis para métodos
cromatograficos (70 — 120%) (Ribani et al., 2004). O método apresentou bons
niveis de recuperagdo, proximos a 100%, e boa precisdo, com coeficientes de
variagdo inferiores a 8,30%. Para a andlises cromatogrificas em baixas
concentragdes, sdo aceitos coeficientes de variacao até 20% com recuperacdo entre

70 e 120% (Ribani et al., 2004).
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Tabela 3. Precisdo e exatidao do método de SPME-GC/FID para quantificacdo de
eugenol

Concentracao Concentracio  Desvio  C.V.
Recuperacdo média (%)

(ML LY média (uLL"') padrio (%)

139,67 97,86 136,68 4,37 3,20

271,02 101,88 276,12 22,91 8,30

1.094,62 99,26 1.086,50 89,93 8,28

C.V.: coeficiente de variagao.

4.2. Difusao do eugenol na massa de graos

A difusdo do eugenol em arroz com casca foi avaliada utilizando-se uma

adaptacdo com um kitasato ao protétipo da célula de diafragma de Stokes (Cussler,
1997) (Figura 7).

Figura 7. Adaptacdo do protétipo da célula de diafragma de Stokes para
determina¢do do coeficiente de difusdo do eugenol em arroz com casca
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Foram avaliadas duas fases liquidas como fontes de eugenol volatil: eugenol
99% (EUG) e 6leo essencial de cravo (OEC). Ao utilizar o eugenol com alta pureza,
a saturacao da fase volatil ocorreu com 6,05 min, e concentragdo de 4.067,24 mg L~
! de eugenol (Figura 8a). Para o 6leo essencial de cravo como fase liquida, a
saturacdo do kitasato com eugenol ocorreu com 29,09 min e concentracdo de
3.844,95 mg L'! (Figura 8b). Para garantir a concentragio constante de eugenol na
fase volatil antes de iniciar a difusdo, a fase liquida (15 mL de EUG ou 15 mL de
OEC) foi colocada no kitasato e mantida em agita¢do, com a valvula fechada, por

10 e 30 min para o eugenol e 6leo essencial de cravo, respectivamente.
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Figura 8. Saturacdo do kitasato com eugenol para as fases liquidas: (a) eugenol
99% e (b) 6leo essencial de cravo.

Os valores dos coeficientes angulares da Equacdo 6 ajustada para a difusao

do eugenol a partir do eugenol 99% (Figura 9a) e a partir do 6leo essencial de cravo

(Figura 9b) foram 2,40 x 10%e 2,22 x 10*, respectivamente. A partir da relagdo
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com a constante geométrica do protétipo, obteve-se os coeficientes de difusao do

eugenol a partir do eugenol 99% (Deugeuc) = 6,55 x 107 cm” min™) e a partir do

6leo essencial de cravo (DeugoEc) = 6,06 x 1072 cm

2

min™).

0.8
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Figura 9. Curva de ajuste da equacdo de difusdo linearizada para os dados de (a)
eugenol 99% e (b) dleo essencial de cravo. No grifico, o termo In (C) representa o

termo da Equacao 6.
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Dada a proximidade entre os valores dos coeficientes angulares das
equagoes de regressao ajustadas, utilizou-se o teste de paralelismo das equacdes de
regressdo para comparacdo dos coeficientes angulares. Para as equacgdes de
regressdo de EUG e OEC, obteve-se tcaic = 1,66 € teritico = 2,00 (a0 = 0,05).
Assim, como teale < teriico, @ hipdtese nula Ho ndo deve ser rejeitada. Utilizou-se a

Equacdo 11 para cdlculo do estimador 3;, comum as duas equacdes de regressio

~

(By=By1= By

Assim, como nao ha diferenca estatistica (o = 0,05) entre os coeficientes
angulares das equacdes de regressao da difusdao do eugenol a partir do eugenol 99%
e a partir do 6leo essencial de cravo, ndo hd diferenca estatistica entre os
coeficientes de difusdo do eugenol a partir do EUG e do OEC. Utilizando-se o
estimador f;= 2,39 x 10* como coeficiente angular da equacdo de regressio
ajustada, obteve-se o coeficiente de difusdo efetivo do eugenol em arroz de

D =6,53 x 102 cm? min™! (1,09 x103cm? ™).

Em comparagdo ao coeficiente de difusao do isotiocianato alilo (AITC),
observou-se que, embora apresentem a mesma ordem de grandeza, o eugenol
apresentou coeficiente de difusdo inferior. Como observado por Paes et al. (2011)
ao comparar o AITC com o diéxido de carbono (COz), a ordem de grandeza do
coeficiente de difusao do AITC foi 10 vezes inferior ao do CO>. Quando comparado
a fosfina (PH3), o coeficiente de difusdao do eugenol foi aproximadamente 145 vezes

inferior (Tabela 4).

Tabela 4. Coeficiente de difusdo e propriedades fisico-quimicas de fosfina,
isotiocianato alilo e eugenol

Coeficiente Massa
Densidade
Composto de difusdo molar (g Referéncia
(g cm?)
(cm®s™) mol ™)

PH3 1,59 x 10! 33,00 1,18 Mills et al., 2000
AITC 7,20 x 107 99,15 1,01 Paes et al., 2011
Eugenol 1,09 x 1073 164,20 1,06
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4.3. Caracterizacao do eugenol, do éleo essencial de cravo e suas fases
volateis

Para avaliacdo qualitativa do eugenol e do 6leo essencial de cravo utilizados,
bem como dos voléteis presentes na atmosfera promovida por esses produtos,
realizou-se a andlise destes pelo método MEFS/CG-EM otimizado e validado.
Avaliou-se a composicao 1) do eugenol com alto teor de pureza (99%); i1) da fase
volétil do eugenol; ii1) do ponto imediatamente acima da coluna de graos de arroz
ap6s difusdo do eugenol; iv) do 6leo essencial de E. caryophyllata; v) da fase volatil
do ¢6leo essencial de cravo; vi) do ponto imediatamente acima da coluna de graos
apo6s difusdo do dleo essencial de cravo (Figuras 10 e 11). A identificacdo dos
compostos foi realizada a partir da comparagdo do espectro de massa com o banco

de dados NIST 2.2 (Agilent Technologies, Estados Unidos).
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Figura 10. Cromatogramas obtidos no CG-EM para identificagdo dos componentes
das fases (a) liquida, (b) volatil e (c) apds difusdo de eugenol 99%. 1: Eugenol (tr

= 5.8 min), 2: a-cariofileno (tr = 6.4 min).
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Figura 11. Identificacdo por CG-EM dos componentes das fases (a) liquida, (b)
volétil e (c) apds difusdo do 6leo essencial de cravo. 1: Eugenol (tr = 5.8 min),
2: a-cariofileno (tr = 6.4 min), 3: Cariofileno (tg = 6,3 min), 4: Oxido de
cariofileno (tr = 7,1 min), 5: Acido octanéico (tr = 8,2 min), 6: d-limoneno (tr =
3,8 min).

Embora a fase liquida do dleo essencial de cravo utilizado apresentasse
75,89% de eugenol, na fase volétil observou-se uma reduciao para 57,53%. O

segundo constituinte mais abundante foi o cariofileno, também conhecido como -
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cariofileno. Atividades anti-carcinogénica, antioxidante, anti-diabética e
antimicrobiana tem sido associadas ao cariofileno (Basha e Sankaranarayanan,
2016; Dahham et al., 2015; Legault e Pichette, 2007). Apenas na fase volatil foi
observada a presenga de d-limoneno proveniente do OEC. Apesar de outros
compostos terem sido identificados nas fases liquidas e volatil, apenas o eugenol
foi identificado apds a difusdo pela massa de grios utilizando o OEC. Para o
eugenol 99%, apenas o eugenol foi identificado na fase liquida e volatil. Entretanto,
ap6s a difusdo pela massa de graos observou-se a ocorréncia de a-cariofileno
(Tabela 5). Todos os constituintes encontrados ja foram relatados no 6leo essencial
de cravo ou em sua fase volatil (Chaieb et al., 2007b; Wengqiang et al., 2007; Jairoce
et al., 2016).

Tabela 5. Identificacdo dos componentes das fases liquida, volétil e apds difusao
de eugenol 99% e 6leo essencial de cravo

Eugenol 99% Oleo essencial de cravo

Composto Fase Fase Ap6s Fase Fase Apos

liquida volatil  difusdo liquida  volatil  difusdo

Eugenol 100,00% 100,00% 95,25% 75,89% 57,53% 100,00%
o-cariofileno - - 4,75% 0,58% 4,02% -
Cariofileno - - - 13,87% 37,03% -
Oxido de

- - - 0,90% - -
cariofileno
Acido
octandico

- - - 8,76% - -
(acido
céprico)
d-limoneno - - - - 1,42% -
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4.4. Efeito da difusdo de eugenol na mortalidade de S. zeamais

A mortalidade de S. zeamais foi avaliada apds 4 e 7 dias de exposi¢cado
(Figura 12). Para o tempo de exposi¢ao de 4 dias, ndo foram observadas diferengas
estatisticas entre a fumigacdo com o 6leo essencial de cravo, eugenol 99% e o
tratamento controle com ar ambiente. Entretanto, a fumigacdo por 7 dias com EUG
foi capaz de alcancar aproximadamente 40% de mortalidade de S. zeamais. Para o
uso de OEC, pelo mesmo periodo de tratamento, a mortalidade de S. zeamais foi

reduzida a aproximadamente 16%.

OECbase7d - ac

OECtopo7d ~ a

EUGbase7d — b

EUGtopo7d ~ b

OECbased4d 4 ¢

Tratamentos

OECtopodd | ¢
EUGbase4d —U C

EUGtopo4d —ﬂ c

T T T T

0 10 20 30 40 50
Mortalidade (%)

Figura 12. Mortalidade de S. zeamais submetido a fumigacdo com eugenol 99% e
Oleo essencial de cravo no protétipo de difusdo. Barras seguidas da mesma letra nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia. EUG: eugenol
99%, OEC: dleo essencial de cravo.

A reducio do efeito inseticida entre o0 composto puro e o 6leo essencial ja
havia sido observada por Lee et al. (2001) ao verificar que a DLso do 6leo essencial
de cravo foi > 150 uL L'! e para eugenol a DLs foi de 50,7 uL L'!. Além disso, nio
se verificou diferencgas estatisticas ao avaliar a mortalidade dos insetos, para a
mesma fase liquida e periodo de exposi¢do, em posicoes diferentes da massa de

graos.
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O dleo essencial de cravo e seus constituintes tém importantes efeitos
comportamentais e fisiologicos em pragas de grdos armazenados. O consumo de
alimento por adultos de S. zeamais foi significativamente reduzido quando os
insetos foram expostos a doses subletais de eugenol. Além disso, a taxa de
crescimento, o consumo de alimentos e a utilizacdo de alimentos por larvas e
adultos de Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae) também
foram reduzidos (Huang et al., 2002). A toxicidade fisiolégica do eugenol pode ter
inibido a alimentagdo em adultos de Sitophilus oryzae (Linnaeus) (Coleoptera:
Curculionidae), 7. castaneum e Rhyzopertha dominica (Fabricius) (Coleoptera:
Bostrichidae) (Kanda et al., 2017). Ainda, o nimero total de S. zeamais emergentes
da geracdo parental exposta a concentragdes sub-letais de 6leo essencial de cravo
diminuiu com o aumento da concentracdo do 6leo (Silva et al., 2017). De fato, o
sistema octopaminérgico parece mediar a atividade inseticida do eugenol (Enan,

2001).
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5. CONCLUSOES

O coeficiente de difusdo do eugenol foi determinado a partir de duas fases
liquidas como fontes de eugenol volatil: eugenol 99% e oleo essencial de cravo. O
coeficiente de difusdo do eugenol foi de 1,09 x 10 cm? 5!, independente da fase
liquida.

Confirmou-se o eugenol como componente majoritirio do 6leo essencial de
cravo utilizado (75,89%). Entretanto, a propor¢ao de eugenol e os demais
componentes do 6leo essencial de cravo nas fases liquida e volétil foi diferente.
Ap6s a difusdo, apenas o eugenol foi identificado na fase volatil.

A mortalidade de Sitophilus zeamais submetidos a fumigagdo com o
eugenol 99% e com Oleo essencial de cravo alcancou aproximadamente 40% apds
sete dias de tratamento, independentemente das posicdes em relacao a inje¢ao do

eugenol.
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