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RESUMO 

Esteves, Ricardo dos Santos. Bioformulação inseticida a partir de óleo essencial de espécie 

vegetal do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba. Rio de Janeiro, 2023. Tese de doutorado 

do Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos, Decania do Centro 

de Ciências da Saúde, Universidade Federal do Rio de Janeiro. 

O algodão (Gossypium spp.) é uma das culturas de fibra mais importantes na economia mundial, 

sendo o Brasil um dos cinco maiores do mundo em produção e exportação. O Dysdercus 

peruvianus, também conhecido como percevejo-manchador-do-algodão, é um dos insetos praga 

que atacam a plantação de algodão. Seu controle é feito através de inseticidas sintéticos que 

apresentam diversos danos ao meio ambiente, danos aos trabalhadores e a insetos não-alvo. 

Uma das alternativas seguras é o uso de óleos essenciais como forma de combate às pragas 

agrícolas. Porém, os óleos essenciais precisam ser viabilizados para aplicação em campo, já que 

suas características lipofílicas dificultam a aplicação. Nesse ponto a nanotecnologia é um 

caminho para atingir esse objetivo através da produção de uma nanoemulsão. Esse trabalho 

busca avaliar a atividade inseticida do óleo essencial e da nanoemulsão da Persea venosa frente 

ao D. peruvianus. As folhas frescas da espécie foram extraídas por hidrodestilação, e o óleo 

essencial obtido teve rendimento de 0,17%. A caracterização química foi realizada por CG-EM 

e CG-DIC apresentando as substâncias majoritárias β-cariofileno (43,78%), o óxido de 

cariofileno (8, 92%) e o α-humuleno (8,27%). Foi possível a produção de uma nanoemulsão 

contendo o óleo essencial da P. venosa através do método de baixo aporte energético por 

inversão de fases, apresentando um tamanho de partícula de 68,41 nm e índice de polidispersão 

de 0,266, se mantendo estável por um período de 120 dias. Foi realizado um ensaio para avaliar 

a atividade inseticida por contato utilizando tanto o óleo essencial quanto da nanoemulsão. 

Foram obtidos os resultados de DL50 do óleo essencial de 24,45 µg/µL e a DL50 da nanoemulsão 

foi de 28,73 µg/µL, podendo ainda ser observados os efeitos sub letais. Foi realizado um ensaio 

para avaliar a seletividade do óleo essencial frente Apis mellifera e Partamona helleri. Não foi 

observada mortalidade significativa nas abelhas, mas foram observadas diferenças 

significativas no consumo da dieta entre elas. Esse estudo mostra que tanto o óleo essencial da 

P. venosa e sua nanoemulsão tem atividade inseticida frente ao D. peruvianus e apresentam 

seletividade para o mesmo, não causando danos significativos nos insetos não-alvo, se 

mostrando um produto de fácil obtenção, eficaz e ecologicamente viável. 

Palavras-chave: bioproduto; nanoemulsão; Lauraceae; atividade inseticida; seletividade.  



 
 

 

ABSTRACT 

Esteves, Ricardo dos Santos. Insecticide bioformulation from essential oils of plant species 

from Restinga de Jurubatiba. Rio de Janeiro, 2023. Ph.D. thesis of the Graduate Program in 

Plant Biotechnology and Bioprocesses, Dean of the Health Sciences Center, Federal University 

of Rio de Janeiro. 

Cotton (Gossypium spp.) is one of the most important fiber crops in the world economy, with 

Brazil placed among the five largest in the world in terms of production and exports. The 

Dysdercus peruvianus, also known as the cotton-stainer-bug, is one of the insect pests that 

attack the cotton plantation. Its control is done through synthetic insecticides that present 

several damages to the environment, to workers and to non-target insects. One of the reliable 

alternatives is the use of essential oils as a way to control agricultural pests. However, essential 

oils need to be made viable for field application, since their lipophilic characteristics make this 

process unfeasible. At this point, nanotechnology is a way to achieve this goal with the 

production of a nanoemulsion. This work aims to evaluate the insecticidal activity of the 

essential oil and nanoemulsion of Persea venosa against D. peruvianus. The fresh leaves of the 

species were extracted by hydrodistillation, and the essential oil obtained had a yield of 0.17%. 

The chemical characterization was performed by GC-MS and GC-FID, showing the major 

substances β-caryophyllene (43.78%), caryophyllene oxide (8.92%) and α-humulene (8.27%). 

It was possible to produce a nanoemulsion containing the essential oil of P. venosa through the 

low energy input method by phase inversion, with a particle size of 68.41 nm and 

polydispersion index of 0.266, remaining stable for a period of 120 days. An assay was carried 

out to evaluate the insecticidal activity by contact using both the essential oil and the 

nanoemulsion. Results were obtained for the LD50 of the essential oil of 24.45 µg/µL, and the 

LD50 of the nanoemulsion was 28.73 µg/µL, and sub-lethal effects could also be observed. An 

assay was carried out to evaluate the selectivity of the essential oil against Apis mellifera and 

Partamona helleri. Significant mortality was not observed in bees, but differences in diet 

consumption were observed between them. This study shows that both the essential oil of P. 

venosa and its nanoemulsion has insecticidal activity against D. peruvianus and show 

selectivity for this insect by not causing damage to non-target insects, proving to be a product 

that is easy to obtain, effective and ecologically viable. 

Keywords: bioproduct; nanoemulsion; Lauraceae; insecticidal activity; selectivity assay.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Algodão 

Segundo registros históricos, o algodão (Gossypium spp.) é usado por humanos como 

mortalhas de tecido de algodão em múmias Egípcias a mais de 5 mil anos a.C. e seu cultivo é 

datado a pelo menos 3 mil anos (LEE; FANG, 2015; RAJENDRAN; BIRAH; BURANGE, 

2018). O algodão figura entre uma das mais importantes culturas de fibra mundial, tendo um 

papel muito importante na economia mundial. Além disso, a semente de algodão é usada para 

extração de óleo essencial e a torta da semente de algodão, subproduto da extração de óleo 

essencial, é usada para alimentação animal. Pertencente à família Malvaceae, o gênero 

Gossypium compreende mais de 50 espécies, tendo quatro delas altamente cultivadas para fins 

comerciais. A espécie G. hirsutum apresenta mais de 90% da área de algodão cultivada, seguida 

pela espécie G. barbadens (algodão egípcio), ocupando uma área de 8%. O restante é ocupado 

pelas espécies G. arborium e G. herbaceum (JUTURU; MEKALA; KIRTI, 2015).  

O Brasil se encontra entre os 5 maiores produtores e exportadores de algodão do 

mundo. Desde a década de 50 a demanda mundial tem aumentado com um crescimento médio 

de 2% ao ano. Estima-se que o comércio mundial de algodão movimente cerca de US$ 12 

bilhões, envolvendo cerca de 350 milhões de pessoas na sua produção (ABRAPA, 2023a, 

2023b). Os custos de produção por hectare do algodão no Brasil no mês de dezembro de 2022 

foram de mais de R$ 19 mil/ha e o valor de exportação na safra de 2021/2022 chegou a pouco 

mais de US$ 3 bilhões (ABRAPA, 2023c; IMEA, 2023). 

O algodão é conhecido por hospedar mais de 1300 espécies de insetos. Dessas 

espécies, a grande maioria são de visitantes casuais e não se alimentam dos tecidos do algodão. 

Porém, o algodoeiro é atacado por diversos tipos de insetos praga diferentes, que podem trazer 

danos econômicos significativos às plantações. O controle dos insetos é feito em sua maioria 

com a aplicação de inseticidas sintéticos, mas também pode haver a utilização de inimigos 

naturais (RAJENDRAN; BIRAH; BURANGE, 2018). 

No algodoeiro, as pragas são umas das principais ameaças ao cultivo, principalmente 

pelo alto poder de multiplicação e de disseminação dos insetos, reduzindo os ganhos e afetando 

a produção. Os principais insetos-praga são: a broca-da-raiz (Eutinobothrus brasiliensis), a 

lagarta-rosca (Agrotis ipsilon), os tripes (Thrips spp.), os pulgões (Aphis gossypii e Myzus 

persicae), a cochonilha (Phenacoccus solenopsis), o curuquerê-do-algodoeiro (Alabama 
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argillacea), a mosca-branca (Bemisia argentifolii e Bemisia tabaci), o bicudo-do-algodoeiro 

(Anthonomus grandis), a lagarta-das-maçãs (Chloridea virescens), a Helicoverpa armigera, a 

lagarta-militar (Spodoptera frugiperda), a lagarta rosada (Pectinophora gossypiella), os ácaros 

rajado, vermelho e branco (Tetranychus urticae, Tetranychus ludeni e Polyphagotarsonemus 

latus respectivamente), o percevejo-rajado (Horcia nobilellus), o percevejo-manchador-do-

algodão (Dysdercus spp.) e os percevejos-da-soja (Nezara viridula e Euschistus heros) (SORIA 

et al., 2016; ALMEIDA; SOARES; ALBUQUERQUE, 2019; EMBRAPA, 2020). 

1.2 Dysdercus peruvianus 

Dentre todas as espécies de insetos citadas no tópico anterior, que podem atuar como 

praga do algodão, as espécies do gênero Dysdercus estão entre as mais importantes (SILVA et 

al., 2021). O gênero Dysdercus, que apresenta mais de 300 espécies, pertence à ordem 

Hemiptera, subordem Heteroptera e são caracterizados como percevejos manchadores. O 

ataque desses insetos pode causar perdas na produtividade que podem estar associadas a fatores 

como redução do teor de óleo essencial, podridão e redução de peso das sementes causada pela 

deposição de dejetos e da fitofagia, além da introdução de vírus e bactérias (MILANO et al., 

1999; GALLO et al., 2002; ROSADO et al., 2019). 

O gênero Dysdercus é encontrado nos trópicos de cada continente (RAJENDRAN; 

BIRAH; BURANGE, 2018). Já a espécie Dysdercus peruvianus tem distribuição nos países da 

América do Sul (CABI, 2019). Os ovos do inseto apresentam 1,5 x 0,9 mm de tamanho e 

coloração branca a laranja de acordo com a idade dos ovos. Existem cinco instares das ninfas 

até atingirem a fase adulta, apresentando coloração vermelha e preta gradualmente escurecida 

(Figura 1). Os insetos adultos apresentam 15 mm de comprimento e 4,5 mm de largura. As 

fêmeas do gênero podem fazer a postura de 300 a 450 ovos. Após a eclosão dos ovos, cerca de 

5 dias após a postura, os insetos levam em torno de 20 dias para atingirem o estágio de adultos. 

Quando adultos, são capazes de voar por até 15 km de distância (RAJENDRAN; BIRAH; 

BURANGE, 2018). 
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Figura 1: Ciclo de vida de insetos do gênero Dysdercus spp. Fonte: adaptado de RAJENDRAN; 
BIRAH; BURANGE, 2018. 

Tendo em vista a capacidade de reprodução e desenvolvimento do inseto, seu poder 

de locomoção, habilidade para se alimentar de outras espécies de plantas e de sobreviver apenas 

de água na idade adulta após a temporada do algodão (RAJENDRAN; BIRAH; BURANGE, 

2018; CABI, 2019), se torna mais urgente o controle do D. peruvianus de forma a reduzir os 

impactos causados na plantação. 

1.3 Pesticidas 

Pesticidas são produtos utilizados para repelir, destruir ou controlar as pragas. Eles são 

compostos de diversas subclasses que são divididas baseadas em seus alvos, como por exemplo 

os insetos (inseticidas), os fungos (fungicidas) e as ervas-daninha (herbicidas). Na tabela 1, são 

mostrados os pesticidas classificados quanto ao seu grupo químico. Cada uma dessas classes 

pode ser subdividida conforme a sua origem (biopesticidas) ou método de aplicação (fumigante) 

e são utilizados tanto para a agricultura quanto para o uso doméstico (RICHARDSON et al., 

2019; BOLZONELLA et al., 2019). Insetos praga podem causar uma grande destruição em 

lavouras, podendo levar a perdas irreparáveis em sua produção e a forma mais comum de se 

controlar os insetos é a aplicação de inseticidas sintéticos (MA et al., 2020). Para garantir que 

o controle desses insetos seja adequado dentro de um período conveniente, os produtores 

utilizam grandes quantidades de inseticidas, excedendo as concentrações recomendadas para o 
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controle das pragas (BOEHM et al., 2003). Foi estimada uma média de 2 milhões de toneladas 

de pesticidas utilizados por ano no mundo todo para o controle de diversos tipos de pragas 

agrícolas, tendo o Brasil como um dos principais consumidores de pesticidas desde 2008 

(SYAFRUDIN et al., 2021; INCA, 2022). 

Tabela 1. Classificação dos pesticidas baseados na sua natureza química. 
N° Grupo químico Nomes dos produtos químicos 

1 Organoclorados 
DDT, DDD, Dicofol, Eldrin, Dieldrin, Clorobenzoato, HCH, 
Metoxicloro Aldrin, Clordano, Heptacloro, Endosulfan, Isodrin, 
Isobenzan, Toxafeno, Cloropropilato. 

2 Organofosforados 

Dimefox, Mipafox, Metil Paration, Ronel, Fenitrotiona, 
Dicrotofós, Forato, Fenthion, Coumafós, Temefós, Diclorvós, 
Dipterex, Fosfomidon, Demeton, Metil-oxidemeton, Malation, 
Dimetoato, Metrifonato. 

3 Carbamatos 

Metil 
Carbaril, Carbanolato, Propoxur, Dimetan, Dimetilan, Isolan, 
Carbofurano, Pirolan, Aminocarb, Aldicarb. 
Tio 
Vernolato, Pebulato, Diallate, Molinato, Butilato, Cicloato, 
Trialato, Tioureia. 
Ditio 
Thiram, Ferbam, Amobam, Nabam, Zineb, Maneb, Ziram 
Polyram, Dithane M- 45. 

4 Piretroides Aletrina, Bifentrina, Dimetrina, Tetrametrina, Piretrina, Cicletrina 
Furetrina, Fenvalerato, Alfametrina, Decametrina, Cipermetrina. 

5 Fenilamidas 

Carbanilatos 
Barban, Carbetamida, Cloroprofam, Profam, Fenil Ureia, 
Lufenuron, Monuron, Diuron, Fluometuron, Cloroxuron, 
Neburon, Bromuron. 
Acilanalida 
Propanil, Solan, Dicril, Karsil, Propacloro, Alacloro, Butacloro. 
Toluidinas 
Trifluralina, Dipropanil, Benefin, Orizalina, Isopropanil, Nitralin. 
Acetamida 
Difenamida. 

6 Cloro fenoxi 
2,4-D (2,4-ácido acético dicloro fenoxi). 
2,4 5 T(2,4 5-ácido acético tricloro fenoxi). 
Diclorprop, Mecoprop, Erbin, Sesone. 

7 Triazinas Atrazina, Simazina, Ametrina, Atraton, Clorazina, Cinazina, 
Ciprazina, Metribuzin, Propazina, Terbutina, Simetrina. 

8 Ácidos benzóicos Dicamba, Diclorobenzil, Cloroambina, Tricamba, Neptalan, 
Bromoxinil. 
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N° Grupo químico Nomes dos produtos químicos 

9 Ftalimidas Captan, Diflotan, Folpet. 

10 Bipiridílios Paraquate, Diaquate. 

11 Outros 

Pentaclorofenol, Fluoroacetato, Acetato de fenilmercúrio, Fosfato 
de etilmercúrio, Cloreto de metilmercúrio, Arsenato de sódio, 
Arsenato de cálcio, Arsenato de chumbo, Ácido cacodílico, 
Fosfeto de alumínio, Fosfeto de zinco. 

Fonte: adaptado de JAYARAJ; MEGHA; SREEDEV, 2016. 

Existe uma preocupação global quanto à exposição de trabalhadores das lavouras aos 

pesticidas, que pode ser classificado como um problema de saúde pública (MSIBI et al., 2020). 

Segundo registros da Organização Internacional do Trabalho, são registrados em torno de 70 

mil casos de intoxicação por pesticidas, que podem evoluir para óbito, além de mais de 7 

milhões de casos de doenças agudas e crônicas não fatais. A OMS registrou 20 mil mortes por 

ano decorrentes do uso de pesticidas (INCA, 2022). A exposição a esses pesticidas ocorre na 

manipulação das substâncias durante o preparo e aplicação sem o uso de equipamentos de 

proteção individual adequado, na limpeza do equipamento utilizado para aplicar os pesticidas, 

no hábito dos trabalhadores de reentrar no local contaminado e na lavagem das roupas 

contaminadas. Também são fontes de contaminação a reutilização das embalagens e seu 

armazenamento e descarte inadequados, além de possível contaminação de lençol freático e 

posterior consumo da água contaminada (INCA, 2021). 

O registro mais antigo que se tem notícia de substâncias químicas sendo utilizadas para 

o controle de pragas é de 2500 a.C. e foi atribuído aos Sumérios, que fizeram a utilização de 

enxofre para combater insetos (CARNEIRO, 2006). Somente na época da II Guerra Mundial 

que os estudos para combater insetos praga realmente despontou com a descoberta do 

diclorodifenil tricloroetano, mais conhecido como DDT, inseticida sintético da classe dos 

organoclorados. Seu uso aumentou de forma expressiva devido a sua eficácia contra vários tipos 

de praga, utilizando uma baixa dosagem do produto. Após o grande sucesso, vieram também 

os impactos causados no meio ambiente e nos humanos pelo uso excessivo do DDT, causando 

seu banimento do uso na agricultura e doméstico. Durante esse tempo foram descobertos outros 

tipos de inseticidas, como os organofosforados, os piretroides e carbamatos, que também são 

conhecidos por causarem danos ao meio ambiente e aos seres humanos (SYAFRUDIN et al., 

2021). 
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Mesmo sendo desenvolvidos para afetar as pragas agrícolas, os pesticidas também 

acabam afetando organismos não-alvo, e assim, comprometendo toda a sustentabilidade do 

ecossistema (SERRÃO et al., 2022). Não bastasse toda contaminação anteriormente descrita, 

os insetos, um dos principais alvos dos pesticidas, têm desenvolvido resistência aos mesmos, 

gerando um aumento ainda maior na concentração usada in loco e em número de aplicações. 

Esse uso indevido gera apenas uma maior quantidade de insetos resistentes e uma maior 

contaminação do meio ambiente, além de afetar também os seres humanos (RICHARDSON et 

al., 2019; SERRÃO et al., 2022). 

1.3.1 Inseticidas 

Inseticidas são substâncias químicas ou biológicas utilizadas para controlar insetos, 

resultando na morte ou prevenindo a ação destrutiva dos insetos (WARE; WHITACRE, 2004). 

Os primeiros inseticidas utilizados datam da China antiga e depois da Pérsia durante a Idade 

Média. Eles utilizavam as flores do piretro-da-Dalmácia que continha 1,5% da substância ativa 

piretrina (OBEREMOK et al., 2015). Como já foi mencionado antes, somente após a II Guerra 

Mundial é que possibilitou toda a revolução química do controle de insetos, sendo o DDT o 

primeiro inseticida (WARE; WHITACRE, 2004). Para exemplificar, serão descritas algumas 

das classes de inseticidas mais conhecidas. 

1.3.1.1 Organoclorados 

Organoclorados são substâncias compostas majoritariamente de átomos de carbono, 

hidrogênio e cloro, podendo apresentar outro heteroátomo como oxigênio (WARE; 

WHITACRE, 2004; SINGH et al., 2016). São substâncias que podem ser absorvidas pela pele, 

pulmões e pelo estômago, tendo seu poder de absorção aumentado por lipídios ou solventes 

apolares (SINGH et al., 2016). Os inseticidas dessa classe apresentam alta persistência no meio 

ambiente. Existem diversos produtos dessa classe, porém os mais conhecidos são o DDT e o 

hexaclorociclohexano (HCH) (Figura 2) (JAYARAJ; MEGHA; SREEDEV, 2016). 

Quando foi inventado, o DDT foi muito utilizado para o tratamento de malária, até ser 

proibido na maioria dos países desenvolvidos (JAYARAJ; MEGHA; SREEDEV, 2016). No 

Brasil, a proibição se deu em 1985 após a proibição do seu uso nas pastagens em 1971 

(LIGNANI; BRANDÃO, 2022). Os organoclorados já foram banidos em vários países por 

apresentarem muitos efeitos tóxicos para o meio ambiente e para a população e por serem 

substâncias extremamente persistentes no meio ambiente (WARE; WHITACRE, 2004; 
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JAYARAJ; MEGHA; SREEDEV, 2016; SINGH et al., 2016). O DDT e o HCH possuem 

mecanismos de ação bastante similares. Essas substâncias agem na abertura dos canais de sódio, 

causando uma alteração no equilíbrio dos íons sódio e potássio nos axônios de forma a não 

deixar que ocorra normalmente a transmissão do impulso nervoso. A diferença entre as duas 

substâncias é que o mecanismo de ação do HCH ocorre mais rápido do que o do DDT. Esse 

efeito ocorre tanto em insetos quanto em mamíferos (WARE; WHITACRE, 2004; REZENDE-

TEIXEIRA et al. 2022). 

 
Figura 2: Estruturas químicas do DDT e do HCH. Fonte: Autor. 

1.3.1.2 Organofosforados 

Os organofosforados são ésteres dos ácidos fosfóricos, fosfínicos, fosfônicos e 

fosforosos, podendo conter cadeias adicionais de grupos fenoxi, cianeto e tiocianato (SIDHU 

et al., 2019). Podem ser classificados como os inseticidas mais tóxicos da classe para os 

vertebrados (WARE; WHITACRE, 2004). Além de serem os componentes majoritários em 

herbicidas e inseticidas, os organofosforados também estão presentes nos chamados “gases 

asfixiantes” Sarin, Soman e Tabun (WARE; WHITACRE, 2004; SIDHU et al., 2019).  

As substâncias pertencentes a essa classe são quimicamente instáveis e apresentarem 

pouca persistência no meio ambiente. Elas se degradam por hidrólise quando expostos à luz, ao 

ar e ao solo (JAYARAJ; MEGHA; SREEDEV, 2016). Essas características fizeram com que 

os organofosforados substituíssem os organoclorados na agricultura (WARE; WHITACRE, 

2004). Os organofosforados agem inibindo irreversivelmente a enzima acetilcolinesterase, o 

que leva a um aumento significativo da acetilcolina nas fendas sinápticas, gerando uma alta 

estimulação dos receptores colinérgicos que pode levar à morte (WARE; WHITACRE, 2004; 

REZENDE-TEIXEIRA et al. 2022). Os representantes mais conhecidos dessa classe são o 

Malation e o Paration (Figura 3). 
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Figura 3: Estruturas químicas do Malation e do Paration. Fonte: Autor. 

1.3.1.3 Carbamatos 

Assim como os organofosforados, os carbamatos também tem como mecanismo de 

ação a inibição da acetilcolinesterase, porém de forma reversível, pela carbamilação de um 

grupo hidroxil presente no resíduo de serina do sítio ativo da enzima. Apesar dessa diferença, 

os sintomas observados pela intoxicação com carbamato são iguais aos observados pela 

intoxicação com organofosforados (REZENDE-TEIXEIRA et al. 2022). Os carbamatos 

começaram a ser produzidos em meados dos anos 1950 e atualmente tem apresentam um 

volume de uso na agricultura e doméstico maior do que os organofosforados e organoclorados 

pelo fato de apresentarem baixa toxidez oral e dérmica em mamíferos e amplo espectro para o 

controle de insetos (WARE; WHITACRE, 2004; OLIVEIRA et al., 2020).  

Apesar de terem sido inicialmente usados como inseticida, os carbamatos, quando em 

doses terapêuticas, são aplicados como medicamentos para tratamento quimioterápico (etil 

carbamato ou uretano), doenças de Alzheimer e Parkinson (rivastigmina), ansiedade e tensão 

muscular (meprobamato e seus derivados), dentre outros. Mesmo apresentando propriedades 

medicinais, seu uso majoritário é como inseticida e rodenticida. O carbaril e o aldicarb são 

alguns dos representantes dessa classe (Figura 4) (OLIVEIRA et al., 2020). 
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Figura 4: Estruturas químicas do Carbaril e do Aldicarb. Fonte: Autor. 

1.3.1.4 Piretroides 

Os piretroides são substâncias sintéticas derivadas das piretrinas, encontradas nas 

flores do Chrisanthemum cinerariaefolium. As substâncias encontradas nessa espécie são muito 

fotossensíveis e foram substituídas pelos derivados sintéticos, quando ainda achavam que os 

piretroides eram seguros para os humanos e animais. Desde então os piretroides vem sendo 

utilizados no mundo inteiro como inseticidas devido à sua alta eficácia e baixa toxidez quando 

comparados com os organofosforados e os carbamatos. Além do uso na agricultura, os 

piretroides também têm sido aplicados tanto no uso doméstico quanto em formulações 

repelentes e em xampus (SINGH et al., 2022). 

O mecanismo de ação dos piretroides se faz via abertura dos canais de sódio e cloreto, 

interferindo na transmissão do sinal. Apesar de se parecer com o mecanismo de ação do DDT, 

seus poucos efeitos tóxicos em seres humanos e baixa persistência no meio ambiente, fizeram 

dos piretroides, um dos inseticidas mais usados nos últimos anos. Em torno de 25% do mercado 

mundial de inseticidas é dominado pelos piretroides. Na figura 5 são mostrados dois dos 

piretroides mais conhecidos (WARE; WHITACRE, 2004; RICHARDSON et al., 2019; SINGH 

et al., 2022). 

 
Figura 5: Estruturas químicas da Cipermetrina e da Deltametrina. Fonte: Autor. 

Dentre as várias outras classes de inseticidas existentes, também são encontrados os 

neonicotinoides e os reguladores de crescimento dos insetos (RCI) como o imidacloprid e o 
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triflumuron, respectivamente (Figura 6). Os neonicotinoides agem como agonistas dos 

receptores nicotínicos da acetilcolina e apesar de apresentarem alta seletividade para insetos e 

versatilidade no modo de aplicação, o imidacloprid foi um dos responsáveis pela mortandade 

de abelhas em diversos países. Os RCIs podem atuar como os análogos ou agonistas hormonais, 

a exemplos da ecdisona e hormônio juvenil, ou como, no caso do triflumuron, substâncias que 

inibem a produção da quitina, que leva o inseto a apresentar problemas durante o período da 

muda, podendo causar sua morte (BATRA et al., 2005; HAN; TIAN; SHEN, 2018). 

 
Figura 6: Estruturas químicas do Imidacloprid e Triflumuron. Fonte: Autor. 

Visando buscar novas alternativas que sejam menos tóxicas para o meio ambiente e 

para os mamíferos, que apresentem seletividade para os insetos-alvo e que não causem dano 

aos insetos não alvo, diversos autores vêm buscando alternativas ao uso de pesticidas sintéticos. 

Essas alternativas estão, cada vez mais, girando em torno das substâncias derivadas de plantas, 

como os óleos essenciais (PAVELA, BENELLI, et al., 2020; MA, JIA, et al., 2020; 

MACHADO, FOLLY, et al. 2023; VIANA, MACHADO, et al., 2023). 

1.4 Óleo essencial 

Os óleos essenciais são líquidos aromáticos lipofílicos extraídos de partes de plantas 

aromáticas (ASBAHANI et al., 2015). São caracterizados pela sua volatilidade, odor e são 

compostos por metabólitos secundários como mono e sesquiterpenos, fenilpropanoides e 

outros. São geralmente obtidos por hidrodestilação ou arraste a vapor e podem ser encontrados 

nos mais diversos produtos farmacêuticos e cosméticos, além de flavorizantes em alimentos 

(BAKKALI et al., 2008; ADORJAN; BUCHBAUER, 2010). 

Óleos essenciais são biosintetizados em partes diferentes da planta como flores, folhas, 

frutos, sementes e outros. Por serem substâncias lipofílicas, são solúveis em solventes orgânicos 

e insolúveis em água. Fatores extrínsecos como época do ano, clima, temperatura e tipo de solo, 
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e intrínsecos como os diferentes órgãos produtores de óleo essencial, podem interferir tanto na 

composição química quanto no rendimento do óleo essencial (ASBAHANI et al., 2015; LI et 

al., 2020). 

Apesar de apresentarem diferentes tipos de atividade biológica, dentre elas a atividade 

inseticida, a viabilidade do óleo essencial para que seja aplicado in loco fica prejudicada pelo 

fato dele não ser solúvel em água. Nesse ponto, a nanotecnologia entra como uma forma de 

viabilizar a aplicação de óleos essenciais em diversas áreas (PAVONI et al., 2019; FOLLY et 

al., 2021; MACHADO et al., 2023). 

1.5 Nanotecnologia 

Por definição, a nanotecnologia significa a capacidade de controlar ou reestruturar a 

matéria nos níveis atômicos e moleculares na faixa de tamanho de 1 a 100 nm (HULLA; SAHU; 

HAYES, 2015; BHUSHAN, 2017). Apesar da grande explosão de aplicações envolvendo 

nanotecnologia nos últimos anos, o conceito de nanotecnologia é bem mais antigo. O ganhador 

do Prêmio Nobel de 1925, Richard Zsigmondy, foi o primeiro a propor o conceito de 

nanômetro, ao medir partículas coloidais de ouro usando um microscópio (HULLA; SAHU; 

HAYES, 2015). Ao final do século XX, ocorreu a descoberta de novos materiais, processos e 

fenômenos que aconteciam em escala nanométrica e o desenvolvimento de novas técnicas 

teóricas e experimentais para pesquisa. Tudo isso tornou possível o desenvolvimento de 

sistemas e materiais nanoestruturados inovadores. Além disso, toda a característica físico-

química desses sistemas e materiais puderam e estão sendo explorados na aplicação comercial 

e como uma forma inovadora de performance, com o intuito de trazer benefícios para a 

sociedade (BHUSHAN, 2017). 

Problemas relacionados ao meio ambiente, medicina e indústria foram solucionados 

pelo avanço da integração da nanotecnologia em sistemas maiores, que incluem eletrônica, 

sistemas de carreamento de drogas, biotecnologia, tecnologia da informação, dentre outros 

(BHUSHAN, 2017). Em relação ao meio ambiente, a nanotecnologia tem sido bastante aplicada 

para o manejo de pragas na agricultura. As nanoemulsões, nanopartículas e nanocápsulas tem 

sido ferramentas inovadoras como forma de aplicação de substâncias com atividade pesticida 

(PAVONI et al., 2019). 

1.5.1 Nanoemulsões 
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Nanoemulsões são sistemas coloidais termodinamicamente instáveis, porém isotrópica 

e cineticamente estáveis, onde uma fase aquosa e a outra oleosa se encontram em dispersão e 

são estabilizados por surfactantes. As nanoemulsões podem ser do tipo óleo em água (O/A), se 

o óleo estiver disperso na água, ou água em óleo (A/O), se a água estiver dispersa no óleo. Elas 

são sistemas que apresentam tamanho de partícula geralmente variando entre a faixa de 20 a 

200 nm e que apresentam um grande potencial de aplicação na indústria farmacêutica, de 

alimentos, agroquímica e outros (McCLEMENTS, 2012; BARRADAS; DE HOLANDA E 

SILVA, 2020). 

As nanoemulsões podem ser preparadas por dois métodos: alto ou baixo aporte 

energético. Para o alto aporte energético, são usados geradores de ultrassom e 

homogeneizadores de alta pressão, causando o rompimento das gotículas e formando a 

nanoemulsão. O método de baixo aporte energético utiliza as propriedades físico-químico do 

sistema para determinar o tamanho de partícula, com a vantagem de utilizar equipamentos 

simples para obter a nanoemulsão. (BARRADAS; DE HOLANDA E SILVA, 2020; FENG et 

al., 2020). Uma das formas de utilizar o método de baixo aporte energético é a obtenção da 

nanoemulsão por inversão de fases. Esse é o método de escolha para ser aplicado a materiais 

termolábeis como os óleos essenciais. Ele consiste na adição de um dos componentes, com 

temperatura constante, a uma mistura do resto dos outros componentes, como por exemplo, a 

adição de água à mistura de óleo essencial e surfactantes (FENG et al., 2020). 

Nosso grupo de pesquisa vem demonstrando o uso de óleos essenciais 

nanoemulsionados aplicados a diferentes alvos (PASSOS et al., 2020; FOLLY et al., 2021; 

MACHADO et al., 2023; VIANA et al., 2023; ESTEVES et al., 2023). Esses óleos essenciais 

são extraídos de espécies vegetais obtidas em uma região específica no Estado do Rio de Janeiro 

chamado Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba.  

1.6 Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ) 

O PNRJ foi criado em 1998 e está situado na região Norte do Rio de Janeiro 

abrangendo os municípios de Carapebus, Quissamã e Macaé. A Restinga de Jurubatiba possui 

quase 15 mil ha, 44 km de extensão costeira e 18 lagoas em seu território (Figura 7) (SANTOS 

et al., 2009; LUZ et al., 2022). Foi realizado um estudo na região que mostrou as espécies mais 

utilizadas pela população local. Foram registrados o uso de 119 espécies pertencentes a 49 

famílias e 100 gêneros vegetais com as finalidades alimentares, medicinais, ornamentais, 
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tecnológicas, higiênicas, de construção e de combustível (SANTOS, FEVEREIRO, et al., 

2009). Um outro estudo informa que existem atualmente no PNRJ, mais de 600 espécies 

vegetais (CASTILHORI, CALLADO, LIMA, 2021). 

 
Figura 7: Lagoa das Garças, PNRJ. Fonte: http://www.icmbio.gov.br/parnajurubatiba/guia-
do-visitante.html 

A vegetação de restingas apresenta grande variedade de formações vegetais, 

apresentando herbáceas, arbustos e florestas com dossel de até 20 metros (GOMES et al., 2007). 

Esse tipo de formação de vegetais se dá devido a uma combinação de fatores físico-químicos 

como temperatura elevada, alta exposição a luminosidade, alta salinidade, terreno arenoso e 

alta deposição de salsugem (COGLIATTI-CARVALHO et al., 2001). 

Dentre as várias famílias que já foram encontradas e descritas no PNRJ, foi escolhida 

uma espécie da Família Lauraceae, exemplificando, nesse trabalho, o potencial das espécies 

que lá habitam. 

1.7 Lauraceae 

A família Lauraceae apresenta distribuição pantropical, ocorrendo principalmente na 

América, Ásia tropical, Austrália e Madagascar. A família conta com quase 3 mil espécies em 

68 gêneros (KROPF; QUINET; ANDREATA, 2015; THE PLANT LIST, 2023). No Brasil são 

registrados 27 gêneros e 466 espécies (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023).  
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O estudo da família Lauraceae é importante devido a dois aspectos: primeiro pela sua 

representatividade em número de indivíduos e riqueza de espécies realizados em áreas florestais 

nas regiões Sudeste e Sul. Segundo por sua importância econômica, uma vez que algumas 

espécies têm sido utilizadas para fabricação de produtos culinários, marcenaria, construção 

civil, além de outras espécies serem usadas de acordo com o conhecimento tradicional (KROPF; 

QUINET; ANDREATA, 2015). 

A respeito da produção de metabólitos secundários, a família apresenta as neolignanas 

como um potencial quimio-taxonômico significante. Apresenta também alcaloides 

isoquinolínicos e os óleos essenciais como representantes da família. A composição do óleo 

essencial apresentou o β-cariofileno e o 1,8-cineol como as substâncias predominantes nas 

espécies de Lauraceae (DAMASCENO et al., 2019). 

1.8 Gênero Persea 

O gênero Persea teve sua primeira descrição em 1754 publicada por Miller, o qual, 

posteriormente em 1768 descreveu a Persea americana como única espécie representante desse 

gênero. Anterior a Miller, Linnaeus publicou em 1753 sobre uma espécie chamada Laurus 

indica que, posteriormente, em 1825, essa espécie foi validada como Persea indica por 

Sprengel. Persea americana hoje é popularmente conhecida como abacateiro, é cultivada 

mundialmente e tem o México como seu maior produtor (GALINDO-TOVAR; OGATA-

AGUILAR; ARZATE-FERNANDEZ, 2008). 

Em 1836, Nees publicou um manuscrito sobre as Lauraceae, contendo o gênero Persea 

dividido em dois subgêneros: o Gnesiopersea e o Eriodaphne. Posteriormente, vários autores 

sugeriram outras subdivisões, porém Kopp, em 1966, publicou um manuscrito com os membros 

Americanos do gênero Persea. Nele, os dois subgêneros Persea e Eriodaphne podem ser 

reconhecidos morfologicamente se o perianto é patente ou refletido na ântese, pelo número de 

sacos de pólen por antera e pelo crescimento de pelos do gineceu e do perianto. Nesse trabalho 

também foram sugeridas 4 seções dentro do gênero Persea subgênero Eriodaphne que foram 

as seções Aurateae Kopp, Eriodaphne, Hexanthera Mez, Mutisaea Kopp (DUDAS; ROHWER; 

RUDOLPH, 2016). 

1.9 Persea venosa 
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A espécie é nativa e endêmica do Brasil, sendo conhecida como pau-de-andrade ou 

canela-sebo na região Sul do país e como canela-seda-branca (Figura 8) no Rio de Janeiro e é 

nativa do Rio Grande do Sul. Tem ocorrência nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, 

Espírito Santo, Paraná e Santa Catarina (MENDES et al. 2013). Segundo Rodrigues e 

colaboradores (1998), a P. venosa é uma espécie que ocorre em terrenos de brejo, apresentando 

ramos angulosos no ápice, retos, grossos, glabros e com cicatrizes foliares junto à sua base. A 

florada da espécie acontece entre os meses de setembro a dezembro e a frutificação ocorre de 

novembro a fevereiro no Rio Grande do Sul (RODRIGUES et al., 1998). 

 
Figura 8: Persea venosa. Fonte: Próprio autor 

Apesar da pouca quantidade de estudo sobre os usos dessa espécie, podemos encontrar 

que a casca da Persea venosa é usada pela medicina tradicional como tratamento para úlceras, 

feridas e como cicatrizante. Porém, até o momento, não há estudos que assegurem seu uso na 

medicina tradicional (MENDES et al. 2013). O perfil químico do óleo essencial foi descrito por 

Silva e colaboradores (2019) da espécie encontrada em região de Cerrado. Os autores 

encontraram o espatulenol, epóxido de humuleno e óxido de cariofileno como substâncias 

majoritárias. (SILVA et al., 2019). 

Nesse trabalho, foram demonstradas a caracterização química do óleo essencial das 

folhas da espécie Persea venosa, coletada no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba. 

Também foram mostrados o processo de obtenção e caracterização físico-químico da 

nanoemulsão obtida com o óleo essencial, a atividade inseticida tanto do óleo essencial quanto 
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da nanoemulsão frente a uma das pragas do algodão e a seletividade do óleo essencial frente a 

duas espécies de insetos não-alvo. 

2. JUSTIFICATIVA 

A importância do algodão para a economia mundial e do controle de pragas que atacam 

as plantações a cada safra justificam esse trabalho. O controle dos insetos é feito à base de 

inseticidas e inimigos naturais, incluindo o tratamento das sementes com inseticidas 

(RAJENDRAN; BIRAH; BURANGE, 2018). O uso de inseticidas sintéticos teve a sua 

explosão após a descoberta do DDT na época da II Guerra Mundial. Porém, os danos causados 

ao meio ambiente logo começaram a aparecer, como também danos causados aos trabalhadores 

rurais. As doenças causadas por contaminação por inseticidas podem ser consideradas como 

problemas de saúde pública (MSIBI et al., 2020; SYAFRUDIN et al., 2021). Ainda assim, seu 

uso é amplamente difundido entre os agricultores e, no Brasil, nos últimos anos ocorreu um 

grande aumento de registros de inseticidas sintéticos. Dos 499 novos registros, 422 (84,5%) 

foram de inseticidas sintéticos (REZENDE-TEIXEIRA et al. 2022). 

Portanto, novas formas de controle para insetos devem ser discutidas. Os óleos 

essenciais vêm ganhando cada vez mais espaço como formas alternativas e mais seguras para 

o controle de insetos. Com isso, o estudo de novas espécies vegetais pode gerar a descoberta de 

novas moléculas bioativas, e com isso, um novo leque de estudos de formulações para gerar 

novos bioprodutos. O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba é uma fonte abundante de 

espécies a serem estudadas e o Laboratório de Tecnologia de Produtos Naturais vem fazendo 

isso durante os últimos anos. Espécies com atividade inseticida já foram descritas antes pelo 

nosso grupo, tanto frente ao Dysdercus peruvianus quanto a outros tipos de pragas e vetores. 

Para exemplificar temos as espécies Myrciaria floribunda e Manilkara subsericea apresentando 

atividade inseticida contra o D. peruvianus, a espécie Ocotea pulchella apresentando atividade 

moluscicida contra Biomphalaria glabrata e as espécies Ocotea indecora, Annona acutiflora e 

Xylopia ochrantha apresentando atividade larvicida contra Aedes aegypti (FERNANDES et al., 

2014; TIETBOHL et al., 2014; PASSOS et al., 2020; FOLLY et al., 2021; MACHADO et al., 

2023; VIANA et al., 2023). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Esse trabalho tem como objetivo geral avaliar a atividade inseticida do óleo essencial 

das folhas e da nanoemulsão da espécie Persea venosa. 

3.2 Objetivos específicos 

• Extrair e caracterizar quimicamente o óleo essencial da espécie estudada; 

• Preparar e caracterizar uma emulsão com o óleo essencial extraído; 

• Avaliar a atividade inseticida do óleo essencial e da nanoemulsão; 

• Avaliar os efeitos subletais no ensaio com o inseto-praga Dysdercus peruvianus; 

• Avaliar a toxidez do óleo essencial frente a Apis mellifera e Partamona helleri. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Coleta do material vegetal 

A folha da espécie Persea venosa foi coletada no Parque Nacional da Restinga de 

Jurubatiba (PNRJ) no Rio de Janeiro. A coleta e a pesquisa foram autorizadas pelo 

SISBIO/ICMBio (13659-14) e SisGen (A0D648D). A identificação da espécie foi realizada 

pelo botânico Professor Dr. Marcelo Guerra Santos da Universidade Estadual do Rio de Janeiro 

(UERJ). A herborização e a exsicata foram depositadas no Herbário da Faculdade de Formação 

de Professores (FFP) da UERJ sob o número de registro RFFP: M.G.Santos 2336. 

4.2 Extração dos óleos essenciais 

Após a coleta, as folhas frescas de Persea venosa (2.971,0 g) foram trituradas com 

água destilada em um liquidificador e transferidas para um balão de fundo redondo de 5,0 L, 

que foi colocado sobre uma manta de aquecimento. A esse balão foi acoplado um aparato do 

tipo Clevenger e sobre ele foi acoplado um condensador de bolas. O óleo essencial foi extraído 

por hidrodestilação durante 4 horas. Ao final da extração, o óleo essencial foi seco com sulfato 

de sódio anidro e acondicionado em frasco de vidro âmbar e armazenados sob refrigeração (-

20 °C) para futuras análises. 

4.3 Caracterização dos óleos essenciais 

O óleo essencial foi analisado por CG-EM-QP500 (SHIMADZU), um cromatógrafo a 

gás equipado com um detector de massas por ionização por elétrons. As condições da 

cromatografia gasosa (CG) foram: temperatura de injeção: 260 °C; gás de arraste: Hélio; taxa 

de fluxo: 1 mL/min e injeção spliless. A temperatura do forno, inicialmente, foi de 60 °C e 

depois aumentou até 260 °C a uma taxa de 3 °C/min. Cada amostra foi diluída em CH2Cl2 

(1:100 mg/mL) e foi injetada em uma coluna DB-5 (id = 0,25 mm, comprimento = 30 m, 

espessura = 0,25 mm). As condições da espectrometria de massas (EM) foram: voltagem: 70 

eV e taxa de varredura: 1 scan/s. A composição percentual dos óleos essenciais foi calculada 

pelo método de normalização das áreas de pico obtido por cromatografia gasosa. A 

identificação das substâncias foi realizada por comparação do índice aritmético (IA) 

determinado em relação ao tempo de retenção de uma série de n-alcanos, com dados de 

referência correspondente pelo banco de dados do ADAMS (2017). O padrão de fragmentação 

do espectro de massas foi comparado com bibliotecas de espectro de massa do National Institute 
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of Standards and Technology (NIST). A abundância relativa das substâncias químicas foi obtida 

usando a cromatografia gasosa equipada com um detector de ionização de chamas (CG-DIC), 

sob as mesmas condições utilizadas anteriormente e com a temperatura do detector de ionização 

de chamas em 290 °C. As porcentagens dessas substâncias foram obtidas usando o método de 

normalização da área do pico do DIC. 

4.4 Preparo e caracterização das nanoemulsões 

A nanoemulsão da espécie foi preparada pelo método do baixo aporte energético com 

inversão de fases, com algumas modificações (OSTERTAG; WEISS; MCCLEMENTS, 2012). 

Onze formulações foram preparadas para conter 5% (p/p) de óleo essencial, 5% (p/p) de uma 

mistura de surfactantes (polissorbato 20 e monooleato de sorbitano 80) como fase oleosa, e 90% 

(p/p) de água destilada como fase aquosa. Inicialmente a fase oleosa foi homogeneizada por 30 

minutos com um agitador magnético (600 rpm) à temperatura ambiente. Em seguida, a água 

destilada foi adicionada gota a gota sob a fase oleosa, em agitação constante, por mais 60 

minutos. A composição das formulações está descrita na tabela 2. 

Para a análise das formulações, o tamanho da gotícula (nm) e o índice de polidispersão 

(IP) foram determinados pela técnica de Espalhamento Dinâmico da Luz (EDL) em um 

Nanosizer (Malvern, UK). As formulações preparadas foram diluídas em água destilada (1:50) 

e após a análise dos parâmetros uma formulação foi selecionada com base nos critérios de 

tamanho de partícula < 200 nm e índice de polidispersão < 0,300. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata e os valores foram representados em forma de média e desvio-padrão.  

Tabela 2: Composição das formulações 

Formulações FA (%) 
(p/p) 

OE (%) 
(p/p) 

Polissorbato 20 (%) 
(p/p) 

Monooleato de sorbitano 80 (%) 
(p/p) 

F1 90,0 5,0 5,0 0,0 
F2 90,0 5,0 4,5 0,5 
F3 90,0 5,0 4,0 1,0 
F4 90,0 5,0 3,5 1,5 
F5 90,0 5,0 3,0 2,0 
F6 90,0 5,0 2,5 2,5 
F7 90,0 5,0 2,0 3,0 
F8 90,0 5,0 1,5 3,5 
F9 90,0 5,0 1,0 4,0 
F10 90,0 5,0 0,5 4,5 
F11 90,0 5,0 0,0 5,0 

FA: fase aquosa; OE: óleo essencial. 



32 
 

 

4.5 Determinação do Equilíbrio Hidrófilo-Lipófilo (EHL) requerido 

As formulações foram preparadas tendo uma faixa de EHL entre 4,3 (monooleato de 

sorbitano 80) e 16,7 (polissorbato 20). O valor EHLr referente a mistura dos surfactantes de 

cada formulação foi calculada pela equação (a) 

𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸 = (𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻 𝑥𝑥 𝐴𝐴%+𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻 𝑥𝑥 𝐵𝐵%) 
100 

Onde: 

EHLr: é o valor de EHL resultante da mistura de dois surfactantes; 

EHLa: é o valor de EHL do surfactante mais hidrofóbico; 

EHLb é o valor de EHL do surfactante mais hidrofílico; 

A% é o percentual do surfactante mais hidrofóbico; 

B% é o percentual do surfactante mais hidrofílico; 

A% + B% = 100%; 

4.6 Estabilidade das nanoemulsões 

Foram preparadas, a partir da formulação selecionada previamente, três formulações 

do óleo essencial e acondicionadas em frasco de vidro âmbar (5 mL) com batoque e tampa e 

armazenadas em locais com temperatura ambiente de 25 °C, em geladeira (4 °C) e em estufa 

(42 °C) por um período de 120 dias. Os aspectos macroscópicos das nanoemulsões avaliados 

foram: cor, separação de fase, cremagem, floculação e sedimentação. As análises de tamanho 

de partícula e índice de polidispersão foram realizadas conforme descrito no item 4.5. 

4.7 Ensaio inseticida contra Dysdercus peruvianus 

Esta etapa do trabalho foi desenvolvida em colaboração com o grupo de pesquisa 

liderado pela Dra. Denise Feder, do Laboratório de Biologia de Insetos (LABI), o qual vem 

colaborando conosco nessa linha de pesquisa. Os ensaios biológicos com os insetos foram feitos 

em conjunto com o doutorando Raul Vitor da Cruz Apolinário (LABI), do Departamento de 

Biologia Geral da Universidade Federal Fluminense (GBG/UFF). 
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As colônias de D. peruvianus foram mantidas a 26 ± 1 °C e umidade relativa do ar de 

60% pelo Laboratório de Biologia de Insetos (LABI) da Universidade Federal Fluminense 

(UFF) como descrito por Fernandes e colaboradores (2013) e Gonzalez e colaboradores (2014). 

O uso de patrimônio de biodiversidade genética foi autorizado sob o número (A0E95C4) 

Sistema de Gerenciamento do Patrimônio Genético Brasileiro e de Conhecimento Tradicional 

Associado (SISGEN) do Ministério do Meio Ambiente Brasileiro. 

Para avaliar a DL50 e os efeitos sub-letais, amostras do óleo essencial da P. venosa e 

de sua nanoemulsão (contendo 5% do óleo essencial) e do β-cariofileno e de sua nanoemulsão 

(contendo 5% do β-cariofileno) foram aplicados topicamente a ninfas de 4° instar de D. 

peruvianus escolhidos aleatoriamente. Inicialmente, 1 mL do óleo essencial foi pesado, 

correspondendo a 0,90 g. Desse valor, foi realizada uma diluição seriada em acetona pura 

(Merck, Darmstadt, FRG) do óleo essencial, resultando nas concentrações de 450; 220; 112,5; 

56,25; 28,12 e 14,6 µg/mL. A nanoemulsão da P. venosa foi diluída em água destilada para as 

concentrações finais de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 µg/mL, expressos em massa de óleo 

essencial. Feito isso, 1 µL de cada diluição foi aplicada topicamente na cutícula dorsal dos 

insetos do grupo testado (FERNANDES et al., 2013, TIETBOHL et al., 2014). O grupo de 

controle do solvente recebeu a aplicação tópica de 1 µL de acetona. O grupo de controle positivo 

recebeu a aplicação tópica de 1 µL de uma solução inseticida de Triflumuron (Hades, Dominus) 

diluída em 1 mL de água. O grupo controle da nanoemulsão recebeu a aplicação tópica de 1 µL 

da nanoemulsão branco, contendo apenas água e os surfactantes e produzida seguindo a mesma 

metodologia previamente descrita. O grupo de controle negativo não recebeu nenhum 

tratamento. A avaliação biológica dos tratamentos foi realizada durante todo o tempo necessário 

para o desenvolvimento das ninfas do 4° instar até chegarem ao estágio adulto (20 dias). Os 

parâmetros avaliados foram a letalidade (mortalidade dos insetos após 20 dias de tratamento) e 

efeitos subletais. Todos os experimentos foram realizados em triplicata com grupo de 30 insetos 

cada (n = 90). Os dados de mortalidade foram corrigidos com o uso da Fórmula de Abbott 

(Abbott, 1925). 

4.8 Ensaio de seletividade com Apis mellifera e Partamona helleri 

Esta etapa do trabalho foi desenvolvida em colaboração com o grupo de pesquisa 

liderado pela Dr. Eugênio Oliveira, do Laboratório de Fisiologia e Neurobiologia de 

Invertebrados (BraIn & Phy Lab), o qual vem colaborando conosco nessa linha de pesquisa. Os 

ensaios biológicos com os insetos foram feitos em conjunto com o Dr. Luis Viteri e o aluno de 
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iniciação científica Thiago Svacina, do Departamento de Entomologia da Universidade Federal 

Viçosa (DDE/UFV). 

O ensaio seguiu a metodologia conforme descrito previamente por Britto e 

colaboradores (2021). As abelhas forrageiras A. mellifera e P. helleri foram expostas oralmente 

a quatro diferentes concentrações de óleo essencial de P. venosa (1,0 e 0,1 mg/mL) e de β-

Cariofileno (0,5 e 0,05 mg/mL). Tanto o óleo essencial quando o β-cariofileno foram diluídos 

em solução de sacarose (50% [p/v]), Tween 20 (1,25% [v/v]) e DMSO (1,5% [v/v]) e ofertado 

às abelhas em micro-tubos Eppendorf de 2 mL, inseridos no fundo de recipientes de plástico de 

baixa densidade (capacidade de 250 mL). O grupo de controle branco continha somente a 

solução de sacarose, Tween e DMSO nas mesmas concentrações citadas acima. Ao grupo de 

controle negativo foi ofertada apenas a solução de sacarose. Cada recipiente de plástico foi 

como uma unidade experimental contendo 10 abelhas em 5 replicatas (n = 50). Foram utilizadas 

5 colônias de abelhas diferentes para cobrir os efeitos de variação entre as colônias. 

As abelhas tiveram jejum de 1 hora antes de terem acesso ao alimento, visando 

equalizar o consumo durante o experimento. Após 5 horas do início da exposição, foram 

oferecidas às abelhas a dieta descontaminada (solução de sacarose) e a mortalidade e o consumo 

da dieta foram analisados após 1, 3, 5 e 24 horas de exposição desde o início do experimento. 

As abelhas foram mantidas em incubadoras de demanda bioquímica de oxigênio (DBO) (32 °C 

para A. mellifera e 28 °C para P. helleri). As abelhas foram consideradas mortas se elas não 

conseguissem se mexer após serem gentilmente encostadas com um pincel de cerdas finas. 

4.9 Análise dos dados estatísticos 

Os resultados do ensaio inseticida e dos efeitos subletais foram analisados usando 

ANOVA e o teste de Tukey. As diferenças entre os grupos controle e tratado foram 

consideradas significantes quando P < 0,05 (ARMITAGE et al., 2002). O software SAS system 

9.0 foi usado para estimar as curvas dose-resposta do ensaio inseticida utilizando a análise de 

Probit. Foi realizado uma ANOVA de medidas repetidas para analisar as diferenças 

significativas entre o consumo de alimentos dos insetos não-alvo. 
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5. ARTIGO 

O artigo “Insecticidal activity evaluation of Persea venosa Nees & Mart. essential oil 

and its nanoemulsion against the cotton stainer bug Dysdercus peruvianus 

(Hemiptera:Pyrrhocoridae) and pollinator bees” foi publicado no periódico Industrial Crops and 

Products (Fator de impacto = 6,449 ; DOI: https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2023.116348) em 

Janeiro de 2023. 

Outros artigos publicados com dados obtidos através de projetos paralelos a este 

trabalho estão apresentados como anexos. 

5.1 Artigo 1 
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Abstract 

Cotton is one of the most significant commodities in the whole world, so the protection 

of this kind of crop against pest insect infestations is essential. This work aims to evaluate the 

insecticidal potential of the essential oil of the leaves of Persea venosa Nees & Mart. and its 

nanoemulsion against the cotton stainer bug. Fresh leaves of P. venosa were submitted to 

hydrodistillation and analyzed by gas chromatography (GC) coupled to a mass spectrometer 

(MS). The plant species presented the substance β-caryophyllene, Caryophyllene oxide, α-

humulene and α-copaene as the major compounds, comprising 43.78, 8.92, 8.27 and 5.90% of 

the essential oil, respectively. The nanoemulsion was obtained by low energy input, using the 

phase inversion method, generating a nanoemulsion with a particle size of 68.41 nm. The 

insecticidal assays were conducted to evaluate the lethality and sub-lethal damages at the 

cotton-stainer-bug. The essential oil and nanoemulsion presented LD50 of 24.45 μg/μL and 

28.73 μg/μL respectively. Pure oil and the dilution at a concentration of 450 μg/μL caused 100% 

mortality of the insects on the first day. An assay was performed with β-caryophyllene, which 

also showed 100% mortality on the first day of treatment, indicating that the major substance 

could be responsible for insect mortality. The nanoemulsion showed 55% of mortality after 20 

days. Delays in insect development were observed in all samples tested. The essential oil 

showed selectivity to D. peruvianus by not causing significant harm to Apis mellifera and 

Partamona helleri. This research shows promising feasibility results for the production of a 

nanoemulsified essential oil with selective insecticidal activity to control a pest of agricultural 

importance. 

Keywords: Brazilian flora, crop protection, Lauraceae, botanical pesticide, 

nanotechnology. 

1 Introduction 
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Dysdercus peruvianus is a phytophagous insect known as the cotton-stained bug 

(Rosado et al., 2019). The Dysdercus genera are constantly associated with the economic loss 

of cotton crops (Gossypium sp.) since they feed on flowers, seeds, and cotton bolls in 

development, leading to immature lint and secondary fungal infections (Rajendran et al., 2018; 

Rosado et al., 2019). The capacity of the adult insects to fly freely, and lay 300 to 450 eggs at 

once within five days of hatch interval, makes it imperative to seek new control strategies 

(Rajendran et al., 2018). 

Conventional pesticides (insecticides, fungicides, and herbicides) are commonly used 

to manage crop pests. However, they can be toxic to humans and non-target organisms, such as 

beneficial pollinators. Usually, they contain high environmental persistence and induce the 

emergence of resistant insects (Tomé et al., 2017). Plant-based products are currently in the 

spotlight for the development of new eco-friendly alternatives to reduce, assist or mitigate 

agricultural necessities associated with nanostructured systems. They enable the plant-derived 

metabolites to become novel, effective solutions (Mustafa and Hussein, 2020; Pavoni et al., 

2019). Bioactive oils, such as essential oils (EO), are a good source of sustainable insecticidal 

phytochemicals (Pavoni et al., 2019; Tortorici et al., 2022). However, essential oils are 

composed of low-weight lipophilic terpenoids (i.e., monoterpenes and sesquiterpenes) and 

phenylpropanoids. That physicochemical characteristic makes the use and exploration of the 

biorational potential of these compounds unfeasible (Barradas and de Holanda e Silva, 2021). 

Nanoemulsion (NE) is a promising way to enable the use of essential oils as 

insecticides (Barradas and de Holanda e Silva, 2021; Sharma et al., 2020). The NEs are 

composed of two immiscible phases. The oil phase is dispersed in the aqueous phase in reduced 

size and stabilized by surfactants (McClements, 2012). In general, the criteria to classify a 

dispersion as a nanoemulsion are the characteristic blue color, droplet sizes between 20 and 200 

nm, despite other authors suggesting a larger droplet size of 500 nm, and polydispersity index 

with values lower than 0.300 (McClements, 2012; Mustafa and Hussein, 2020; Sharma et al., 

2020). 

Persea venosa Nees & Mart. (Lauraceae) is a native and endemic plant species from 

Brazil, with southeastern and southern geographical occurrence, and can be found in the Rio de 

Janeiro State’s Atlantic Forest in coastal areas (Mendes et al., 2013; Quinet A et al., 2015). It 

is popularly known in the southern region as “Pau-de-Andrade” or “Canela-sebo” and “Canela-
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seda-branca” in the southeastern sandbanks (Mendes et al., 2013). The decoct of the barks is 

traditionally used in folk medicine as cicatrizing in wounds and ulcers (Mazza et al., 2000). 

The insecticidal effects of essential oils and their nanoemulsion have already been 

described in literature (Pavoni et al., 2019). To ensure the safety of the insecticidal activity 

evaluations, assays on non-target organisms must be realized in order to avoid any potential 

undesired effect mediated by these biorational pest control tools (Haddi et al. 2020). Machado 

et al. (2023) showed the safety of Ocotea indecora nanoemulsified essential oil. Duarte et al. 

(2022) demonstrated the safety of Annona acutiflora and Syderoxylum obtusifolium essential 

oils. Therefore, this work contributes to the literature on the biological and biotechnological 

potential of the essential oil of Persea venosa and the latent need to manage the cotton crop 

pest D. peruvianus. The ecotoxicological assay of the essential oil were performed against two 

pollinator bees, Apis mellifera and Partamona helleri. 

2 Materials and Methods 

2.1 Plant material 

Persea venosa aerial parts were collected at the Restinga de Jurubatiba National Park, 

RJ, Brazil, under SISBIO/ICMBio authorization number 13659-12 and SISGEN authorization 

number A0D648D for scientific activities. Botanist Marcelo Guerra Santos, a Professor at 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), identified the species. A voucher specimen 

was deposited in the herbarium at UERJ’s Faculdade de Formação de Professores (Teacher’s 

Training College) under registration number M.G.Santos 2336. 

2.2 Essential oil extraction and chemical characterization 

The essential oil was obtained from fresh P. venosa leaves (2.971 kg) by the 

hydrodistillation method in a Clevenger-type apparatus for four hours. The leaves were crushed 

in a blender with distilled water and then transferred to a 5.00 L round bottom flask placed over 

a heating mantle. The Clevenger was placed over the flask, and a bubble condenser was placed 

over the Clevenger to start the hydrodistillation. The oil was collected after 4 hours, dried over 

anhydrous sodium sulfate, and stored at 4 ºC until further analysis. The essential oil’s chemical 

characterization was performed by a SHIMADZU GCMS-QP500 (Shimadzu Corporation, 

Kyoto, Japan) gas chromatograph (GC) equipped with a mass spectrometer (MS) detector by 

electron impact ionization. The essential oil was also submitted to a GC-2014 (SHIMADZU) 
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gas chromatograph equipped with a flame ionization detector (GC-FID) for quantification 

analysis. Helium was used as the carrier gas, and the injection temperature was 260 ºC. The 

flow rate was 1 mL/min with splitless injection. The oven temperature was started at 60 ºC and 

was increased at a rate of 3 ºC/min to 290 ºC. One microliter of the sample was dissolved in 

CH2Cl2 (1:100 mg/mL) and injected into an RTX-5 column for MS (id = 0.25 mm, length = 30 

m, thickness = 0.25 mm). The mass spectrometry was performed at 70 eV and a scan rate of 1 

scan/s. The arithmetic index (AI) was calculated by interpolating the retention times of a 

standard mixture of aliphatic hydrocarbons (C7-C40) and analyzed under the same conditions. 

The chemical identification was performed by comparing the mass spectrum's obtained AI and 

fragmentation patterns with literature data (Adams, 2017). The fragmentation profiles of the 

substances were also compared with the mass spectrum database of the National Institute of 

Standards and Technology, Gaithersburg, MD, US (NIST). The relative abundance of the 

chemical constituents was obtained using flame ionization gas chromatography (GC-FID) 

under the same conditions as the GC-MS and a flame ionization detector (FID) temperature of 

290 ºC. The percentages of these substances were obtained using the FID peak area 

normalization method. 

2.3 Nanoemulsion preparation and characterization 

The nanoemulsion was obtained by low energy input by the phase inversion method 

as described by Ostertag et al. (2012) with few modifications. Eleven formulations were 

prepared to contain 5% (w/w) of essential oil, 5% (w/w) of a surfactant’s mixture (polysorbate 

20 and sorbitan monooleate 80) as oil phase, and 90% (w/w) of distilled water as the aqueous 

phase. The surfactant mixture's relative hydrophilic-lipophilic balance (HLB) was calculated 

with a range between 4.3 to 16.7. Same methodology was used to prepare a β-caryophyllene 

nanoemulsion. 

Initially, the oily phase (essential oil and the surfactants) was homogenized on a 

magnetic stirrer for 30 minutes at 600 rpm (rotations per minute) at room temperature (25 ºC). 

After that, the distilled water was slowly added, and the magnetic agitation continued for 60 

min. The formulations were diluted with distilled water (1:50) and analyzed by dynamic light 

scattering (DLS) using a Nanosizer (Malvern, UK). The parameters evaluated were droplet size 

(nm) and polydispersity index (PdI). 

2.3.1 Nanoemulsion stability 
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Three nanoemulsions were prepared and stored at three different locations with 

controlled temperatures: room temperature (25 ºC), refrigerator (4 ºC), and lab oven (42 °C). 

The parameters evaluated were particle size (nm), PdI, and visual parameters such as the 

Tyndall effect, turbidity, clarity, or creaming effect. 

2.4 Insecticidal activity against Dysdercus peruvianus 

The D. peruvianus colony was reared at 26 ± 1°C and 60% relative humidity at the 

Laboratory of Insect Biology (UFF) as described by Fernandes et al. (2013) and Gonzalez et al. 

(2014). Genetic biodiversity property was authorized under number (A0E95C4) at the Brazilian 

Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge Management System (SISGEN) of 

the Brazilian Ministry of Environment.  

To evaluate the LD50, and the sub-lethal effects, samples of P. venosa essential oil and 

its nanoemulsion (containing 5% of essential oil), standard grade β-Caryophyllene (Sigma-

Aldrich) and its nanoemulsion (containing 5% of β-Caryophyllene) were topically applied on 

randomly chosen fourth instar D peruvianus nymphs. 

The essential oil was previously weighed, and 1 mL corresponded to 0.90 g. From 0.90 

g of the pure essential oil, a serial dilution in pure acetone (Merck, Darmstadt, FRG) produced 

final concentrations of 450, 225, 112.5, 56.25, 28.12, and 14.06 µg/µL. The P. venosa 

nanoemulsion was diluted with distilled water, and the concentrations tested were 50, 25, 12.5, 

6.25, 3.12, and 1.56 µg/µL, expressed in essential oil weight. Subsequently, 1μL of each 

dilution was applied topically to the dorsal cuticle of the insects in the experimental groups 

(Fernandes et al., 2013, Tietbohl et al., 2014). The solvent control group received a topical 

application (1 μL) of acetone. The positive control group received a topical application of 1 µL 

of a solution of the insecticide triflumuron in 1 mL of water (Hades, Dominus). The 

nanoemulsion control group only received a topical application (1μL) of the blank 

nanoemulsion. The negative control group did not receive any treatment at all. The biological 

evaluation of the different treatments was performed during the entire time (20 days) required 

for development from the fourth instar nymphs to the adult stage. The recorded parameters were 

lethality (mortality during 20 days of treatment), and sub-lethal effects. All experiments were 

performed with groups of thirty insects, each in triplicate (n = 90). The mortality data was 

corrected using Abbott’s formula (Abbott, 1925). 

2.5 Apis mellifera and Partamona helleri selectivity assay 
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This bioassay followed the methodology previously described by Britto et al. (2021). 

Foragers of A. mellifera and P. helleri were orally exposed to four different concentrations 1.0; 

0.1 mg/mL of the P. venosa essential oil and 0.5; 0.05 mg/mL of β-Caryophyllene. Both the 

essential oil and β-Caryophyllene were diluted in sucrose solution (50% [m/v]), Tween 20 

(1.25% [v/v]), and DMSO (1.50% [v/v]) and offered to bees in 2 mL Eppendorf microtubes 

inserted into low-density plastic containers (250 mL capacity). Blank control had a sucrose 

solution containing 1.50% (v/v) DMSO and 1.25% (v/v) Tween 20 (negative control). The 

negative control had only the sucrose solution. Each plastic container was used as an 

experimental unit containing ten bees in five replicates (n=50), and five colonies were used to 

cover the effects of intercolonial variation. 

The bees fasted for one hour before accessing the food, aiming to equalize 

consumption during the experiment. Five hours after the beginning of exposure, the bees were 

provided with an uncontaminated diet (sucrose solution), and mortality and diet consumption 

were recorded after one, three, five, and 24 hrs of exposure from the beginning of the bioassay. 

The bees were maintained in a biochemical oxygen demand (BOD) incubator (32 ºC for A. 

mellifera and 28 ºC for P. helleri). The bees were considered dead if they could not move after 

being gently prodded with a fine-hair brush. 

2.6 Statistical data analysis  

Insecticidal assay and sub-lethal effects results were analyzed using ANOVA and 

Tukey’s test. Differences between control and treated groups were considered significant when 

P < 0.05 (Armitage et al., 2002). SAS System 9.0 software was used to estimate the dose-

response curves of the insecticidal assay by Probit analysis. A repeated measures ANOVA was 

realized to evaluate significant differences between non-target insects' food consumption. 

3 Results 

3.1 Essential oil extraction and characterization 

The essential oil presented a 0.17% (w/w) of yield and bright yellow color. A total of 

94.68% were identified, as shown in Table 1. The major compounds were β-Caryophyllene 

(43.78%), Caryophyllene oxide (8.92%), α-humulene (8.27%), and α-copaene (5.90%). 

Sesquiterpenes hydrocarbons were a major class identified, comprising 85.63% of the essential 

oil. 
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Table 1: Chemical characterization of the Persea venosa’s essential oil from leaves by GC-MS 

and GC-FID.  
 RT (min) AI EXP AI LIT SUBSTANCE % 

1 22.037 1362 1373 α-Ylangene 0.48 
2 22.299 1368 1374 α-Copaene 5.90 
3 22.915 1383 1389 β-Elemene 0.90 
4 24.070 1411 1417 β-Caryophyllene 43.78 
5 25.524 1447 1452 α-Humulene 8.27 
6 25.701 1451 1458 allo-Aromadendrene 3.31 
7 26.354 1467 1478 γ-Muurolene 4.17 
8 26.577 1473 1481 Germacrene D 3.18 
9 26.897 1481 1489 β-Selinene 1.31 

10 27.004 1484. 1496 Viridiflorene 1.57 
11 27.191 1488 1498 α-Selinene 1.70 
12 27.333 1492 1500 α-Muurolene 1.86 
13 27.886 1505 1513 γ-Cadinene 2.17 
14 28.096 1511 1522 δ-Cadinene 2.50 
15 28.240 1515 1528 cis-Calamene 1.67 
16 28.824 1530 1537 α-Cadinene 1.01 
17 28.987 1534 1545 Selina-3,7(11)-diene 0.73 
18 29.603 1550 1559 Germacrene B 1.12 
19 30.495 1573 1582 Caryophyllene oxide 8.92 
20 32.858 1636 1638 epi-α-Cadinol 0.13 

 Total identified 94.68 
 Sesquiterpenes hydrocarbons 85.63 
 Oxygenated sesquiterpenoids 9.05 

*RT: Retention time. AI exp: Experimental arithmetic index; AI lit: Literature arithmetic index. 

3.2 Nanoemulsion characterization 

Only five (F1-F5) of the eleven formulations prepared for the DLS analysis were kept 

stable. The other ones (F6-F11) showed phase separation and were not analyzed. All stable 

formulations presented reduced size particle and polydispersity index within the range that 

classify a nanoemulsion. Formulation 3 (F3) showed the smaller particle size among all other 

and, for that, this formulation was chosen to carry out the subsequent assays. The chosen 

nanoemulsion presented a particle size of 68.41 nm and a PdI of 0.266 (figure 1). It also 

presented a yellowish color due to the essential oil color, but when diluted, it showed a 

translucent bluish color, characterized by the Tyndall effect, and showed no creaming effect. 

Size distribution by intensity is observed in figure 2. It shows that size distribution (PdI) is 

homogenous at the chosen formulation (F3). 
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Figure 1: Particle size (nm) and PdI of the Persea venosa formulations. Above each particle 

size, the graph bar is the respective formulation's relative HLB value. 

 
Figure 2: Size distribution by the intensity of the Persea venosa leaves essential oil 

F3 formulation. 

3.2.1 Nanoemulsion stability assay 

The stability assay was carried out using the chosen formulation (F3). This assay had 

120 days, and the results are shown in figure 3. According to the data, the room temperature 

and refrigerator samples maintained their particle size and PdI within the established range of 

nanoemulsion until the end of the assay. The sample from the lab oven showed, at the end of 

the assay, an increase in the particle size and a decrease in PdI, indicating a destabilization in 

the nanoemulsion. In addition, samples from room temperature and refrigerator maintained 

their physical appearances, with a yellowish color and no phase separation or creaming effect. 

On the other hand, the lab oven sample did not maintain its initial physical characteristic at the 

0

2

4

6

8

10

12

0.1 1 10 100 1000 10000

In
te

ns
ity

 (P
er

ce
nt

)

Size (d.nm)

Size Distribution by Intensity



44 
 

 

end of the essay. It presented a slightly darker yellow color and showed signs of the creaming 

effect. 

 
Figure 3: Particle sizes (A) and PdIs (B) of the nanoemulsion stability assay. 

3.3 Insecticidal activity 
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The toxicity of the P. venosa’s essential oil and nanoemulsion are shown in figure 4. 

The essential oil presented an LD50 of 24.45 (18.87 – 30.13) µg/µL, and the nanoemulsion 

presented an LD50 of 28.73 (20.05 – 49.83) µg/µL. After the first day of treatment, the essential 

oil and pure β-Caryophyllene showed a 100% mortality rate. On the second day of treatment, 

the 450 µg/µL concentration also showed a 100% mortality rate. Positive control (triflumuron) 

only showed 100% mortality at the treatment's end. 

 
Figure 4: Toxicity of the Persea venosa’s essential oil (blue) and nanoemulsion (red) against 

Dysdercus peruvianus, based in dose-response curve. Solid lines denote the lethal dose (LD) 

values based in dose-mortality bioassays using probit analysis. The inferior and superior limit 

(dotted lines) represent 95% confidence intervals for the LD estimations. Symbols (± standard 

error) represent the average mortality recorded for each insecticide concentration testes. 

As seen in figure 5, P. venosa nanoemulsion was more effective than β-caryophyllene 

nanoemulsion. On the last day of treatment, P. venosa and β-caryophyllene nanoemulsion 

presented 55.28 ± 7.39% and 16.18 ± 2.22% of mortality, respectively. Only P. venosa 

nanoemulsion presented a significant difference compared to all samples (df = 3; F = 27.2; P < 

0.001), as shown in Table 2.  

Table 2: One-way ANOVA between nanoemulsion samples. 
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Comparison Diff of Means p q P  
P. venosa nano vs. Negative control 14.585 4 10.959 <0.001*  
P. venosa nano vs. Nanoemulsion control 14.551 4 10.993 <0.001*  
P. venosa nano vs. Beta-caryophyllene nano 11.730 4 8.814 0.001*  
Beta-caryophyllene nano vs. Negative control 2.855 4 2.145 0.472  
Beta-caryophyllene nano vs. Nanoemulsion 
control 2.821 4 2.120 0.481  

Nanoemulsion control vs. Negative control 0.0339 4 0.0255 1.000  
*Significant at P < 0.05. 

 
Figure 5: Mortality efficiency of Persea venosa and β-caryophyllene nanoemulsion against 

Dysdercus peruvianus. 

Despite the high mortality rate, sub-lethal effects could be noticed in the surviving 

insects (Figure 6). Insects were identified with tanning problems (darkening of the new cuticle), 

some of them were trapped in the exuviae (Fig 6 C), and some remained at the 5th stage. At the 

highest concentrations, there were no surviving insects. Significant differences were observed 

at 56.25 and 28.12 µg/µL concentrations (df = 9, F = 12.748, P < 0.001). At the 225.0 and 112.5 

µg/µL concentrations, there were 2.22% (P =0.972) of the 5th instar nymph trapped in the 

exuviae (Fig 6C). Both these concentrations showed a high percentage of mortality rate (98% 

and 89%, respectively). There was no interference at the oviposition of the remaining adults at 

the lower concentrations tested and nanoemulsions.  
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Figure 6: Stereoscopic micrography (x15) of Dydercus peruvianus insects submitted to 

treatments with the Persea venosa’s essential oil and nanoemulsion. A – fifth-instar nymph 

from the negative control group; B – adult from the negative control group; C - fifth-instar 

nymph trapped in exuviae, from the treatment with 225 µg/µL of essential oil; D – adult trapped 

in exuviae, from the treatment with 112.5 µg/µL of essential oil; E – adult containing deformed 

wings, from the treatment with 56.25 µg/µL of essential oil; F – adult with deformed wings, 

from the treatment with 28.12 µg/µL of essential oil; G – adult trapped in exuviae, from the 

treatment with 50 µg/µL of nanoemulsion containing essential oil; H - adult presenting 

problems in the tanning process, from the treatment with 50 µg/µL of nanoemulsion containing 

essential oil. W (wings), Exv (exuviae) and TNL (tanning lacking). 

3.4 Apis mellifera and Partamona helleri selectivity assay 

For A. mellifera, at first, the bees fasted more than the control group, but at the third 

hour of the assay, the food consumption of both the treated and the control groups decreased at 

the same levels, and when the food changed to a clean diet, levels of consumption increased to 

the same levels of the beginning of the assay (figure 7). 

 
Figure 7: Apis mellifera consumption (A) of Persea venosa essential oil and β-caryophyllene, 

and mortality rate (B). 

Differently for P. helleri, at first, consumption of the food impregnated with the P. 

venosa’s essential oil and β-Caryophyllene was lower than the blank control group. Later, the 

food changed to the uncontaminated diet, and the bees of the treated group fed more than the 

control group and even more than at the beginning of the assay (figure 8). 
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Figure 8: Partamona helleri consumption (A) of the Persea venosa’s essential oil and β-

caryophyllene, and mortality rate (B). 

There was no significant difference in the mortality rate between the treated and the 

control groups, showing that the tested samples were selective to both A. mellifera and P. helleri 

bees. There were differences in the amount of food consumed, the contaminated food 

consumed, and the concentration of the contaminated food consumed between the species in all 

evaluated hours of exposure, as shown in Table 3. Also, A. mellifera had a higher food 

consumption than P. helleri. 

Table 3: Repeated measures analysis of variance (ANOVA) between subjects for the food 

consumption of Apis mellifera and Partamona helleri. 

*Significant at P < 0.05 

Variation source  
 

df F P 
between subjects 

 
   

Sample (Sa)  2 1.58 0.2161 
Concentration (C)  1 0.67 0.4183 
Specie (S)  1 183.44 <0.0001* 
Sa vs C  2 0.50 0.6069 
Sa vs S  2 0.77 0.4702 
C vs S  1 0.03 0.8553 
Sa vs C vs S  2 0.01 0.9915 
Error  48 - - 
Within-subject effects dfden dfnum Wilks’ lambda F P 
Time (T) 46 3 0.079 178.55 <0.0001* 
T vs Sa 92 6 0.844 1.35 0.2417 
T vs C 46 3 0.928 1.18 0.3263 
T vs S 46 3 0.176 71.66 <0.0001* 
T vs Sa vs C 92 6 0.937 0.51 0.7993 
T vs Sa vs S 92 6 0.675 3.33 0.0052* 
T vs C vs S 46 3 0.912 1.47 0.2345 
T vs Sa vs C vs S 92 6 0.756 2.30 0.0413* 
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4 Discussion 

Although few authors have published papers containing information about Persea 

venosa (Linsingen et al., 2006, Santos et al., 2012), recently, Silva et al. (2019) published the 

composition of the P. venosa essential oil from the leaves. The individuals were found in a 

mountain region in Minas Gerais state in Brazil. So, to our knowledge, this is the first study of 

the insecticidal activity evaluation of the P. venosa’s essential oil and its nanoemulsion. 

The yield of the P. venosa’s essential oil from leaves shown in this work was 0.17% 

(w/w) of raw weight. Silva et al. (2019) obtained a 0.28% of yield on a dry-weight basis. Both 

studies are from plants from Brazil but in different regions. Despite a small similarity in minor 

compounds, major substances were different, showing Spathulenol as a major component in 

the previous study. They also showed that the major chemical class was the oxygenated 

sesquiterpenes, while in this work, the major chemical class was the sesquiterpenes 

hydrocarbons. This suggests that extrinsic factors, such as climate, in the different regions can 

influence the biosynthesis pathways of the secondary metabolite (Morais, 2009, Li et al., 2020). 

The major substances found in this research were β-Caryophyllene, Caryophyllene oxide, α-

Humulene, and α-Copaene. Scora and Scora (2001) found β-caryophyllene as a major 

compound in three of the eight Persea species studied. Nasri et al. (2022) showed that, of seven 

varieties of Persea americana, two contained β-Caryophyllene as the major substance. Also, 

Padalia et al. (2009) presented a chemical characterization of the essential oil of Persea duthiei 

leaves, fruit, and flower, showing the presence of β-Caryophyllene in all of them. These authors 

also showed the presence of Caryophyllene oxide, α-Humulene, and α-Copaene in several 

analyzed species. 

The nanoemulsions were prepared to enhance the bioavailability of the essential oil, 

since oils are not soluble in water. The low energy input by the phase inversion method was 

selected because it requires simple equipment and does not use organic solvents or heat 

treatment that could affect the amount of essential oil inside the obtained nanoemulsion, which 

maintains the physicochemical properties of the product, and still is considered eco-friendly 

(Ostertag et al. 2012, Folly, et al. 2021). The choice to use two surfactants was to ensure the 

formation and stabilization of the nanoemulsion (McClements, 2012). Therefore, the stability 

assay helped to observe this effect, showing that two of the treatment proved to be more stable 

over the months than when heat was applied. When the nanoemulsion is submitted to a heat 

treatment, the effect of Ostwald ripening is favored, so the smaller particles are dissolved and 
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deposited on the larger particles (Tadros et al., 2004, McClements, 2012, Pavoni et al., 2019). 

All formulations prepared using the same conditions as F3 resulted in light yellow 

nanoemulsions with a translucent bluish appearance due to the Tyndall effect, similar 

characteristics as described by Fernandes et al. (2014). 

Insecticidal activity assays of the essential oil and its nanoemulsion were performed 

and presented an LD50 of 24.45 µg/µL and 28.73 µg/µL, respectively. This is the first report of 

the insecticidal activity of the P. venosa’s essential oil and its nanoemulsion. Nascimento et al. 

(2020) tested the essential oil of Ocotea elegans against D. peruvianus. This is a plant species 

from the same family as P. venosa. They showed an LD50 of 94.91 µg/µL on the last day of 

treatment. Apolinário et al. (2020) showed the activity of Pilocarpus spicatus against the same 

insect tested in this study. That plant species presented an LD50 of 90 µg/µL. Both O. elegans 

and P. spicatus were collected from the same region of P. venosa but are from different genera 

and show different chemical compositions. P. venosa was the most active when comparing its 

insecticidal activity against D. peruvianus. Fernandes et al. (2014) found that the nanoemulsion 

of the Manilkara subsericea extract presented a lethality of 66% in 30 days of treatment against 

D. peruvianus. The P. venosa’s nanoemulsion presented a mortality rate of 55.28% in 20 days 

of the assay against the same insect. This study also shows the insecticidal activity of β-

caryophyllene isolated, which corroborates with Ma et al. (2020), that showed the insecticidal 

activity of the Cephalotoxus sinensis’s essential oil major substances, β-Caryophyllene and 

Caryophyllene oxide being amongst them. Kim and Lee (2014) showed that α-humulene had 

relevant insecticidal activity against Sitophilus zeamais and Tribolium castaneum. Both 

nanoemulsions presented activity against the insect, but the nanoemulsion of the β-

caryophyllene showed lower insecticidal activity when compared to the P. venosa’s essential 

oil nanoemulsion and did not present significant difference when compared to the samples of 

the control groups. This effect can be explained by the synergistic effect that a variety of 

essential oil substances present (Lu et al. 2019). These results showed the potential of using the 

nanoemulsified essential oil over the essential oil itself as an insecticidal agent, since they 

presented similar LD50. The nanoemulsified essential oil is a bioproduct ready to be applied in 

the field without using organic solvents. 

One of the advantages of using plant-based insecticides is that not only the lethality 

has an interesting outcome, but also sub-lethal effects can be important ways to stop a crop pest 

from acting on a plantation (Abdelgaleil et al., 2022). Apolinário et al. (2020) demonstrated, 

using electron micrography, the sub-lethal damages that P. spicatus caused in D. peruvianus at 
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low concentrations of the essential oil. Fernandes et al. (2014) observed changes in molt and 

metamorphosis processes in insects treated with the nanoemulsion. This study also showed 

delays in the development of the insects with all the samples tested. Lower concentrations of 

the essential oil and nanoemulsion were capable of cause enough harm to D. peruvianus after 

the end of the assay. Sub-lethal effects can be caused by the action of the mono and 

sesquiterpenes in the essential oil. They can interfere with the hormone regulation of insects 

during its development or disrupt the synthesis of chitin (Apolinário et al., 2020, Abdelgaleil et 

al., 2022).  

The data present in this work corroborates with Pereira et al. (2020), which showed 

that β-caryophyllene was more selective to A. mellifera and P. helleri bees than other extracts 

and the Imidacloprid insecticide. This study showed that both the essential oil and β-

caryophyllene were selective to the bees, with a high survival rate, compared to the insecticidal 

activity against D. peruvianus. The essential oil dose applied at the assay was approximately 

ten times higher than the value of LD85 (113.5 µg/µL), and the β-Caryophyllene dose applied 

was half of the essential oil dose, to simulate the amount of β-Caryophyllene at the essential 

oil. Pereira also showed that Imidacloprid, a neonicotinoid insecticide, had 100% lethality, and 

so did other researchers (Goulson, 2013, Laycock et al., 2014, Tomé et al., 2015). This work 

also corroborates with Britto et al. (2021), showing that the diet consumption of A. mellifera 

was higher than P. helleri, despite the feeding reduction observed in both bees. All these results 

corroborate the data present in the literature and assure the need of novel plant-based 

insecticides to protect crops and non-target animals. In addition, our group published a recent 

study (Machado, 2023) showing that a nanoemulsion, prepared with the same methodology as 

this work did not cause mortality in A. mellifera.  

5 Conclusion 

This study presented the essential oil's chemical composition, the bioproduct 

preparation as a nanoemulsion, and the stability of the nanoemulsion. Then, this work also 

showed the lethal and sublethal effects of the essential oil and nanoemulsion on the cotton pest 

D. peruvianus. It could be demonstrated that the nanoemulsion of P. venosa had similar 

effectivity as the essential oil but used a considerably lower amount of essential oil. 

Furthermore, it presented an assay on non-target insects, stating that the essential oil and the 

nanoemulsion are lethal to the crop pest and caused no significant harm to two pollinator bees, 

Apis mellifera and Partamona helleri. These results confirm the safety of the insecticidal 
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potential of a P. venosa’s bioproduct against D. peruvianus. Since this is a Lauraceae species 

with little data available in the literature, these findings could help bring more investment in 

new studies on the protection of the flora. Furthermore, it shows that new plant-based products 

can be used to control agricultural pests. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Nesse trabalho, o óleo essencial de Persea venosa teve um rendimento de 0,17% e 

apresentou as substâncias majoritárias β-cariofileno (43,78%), o óxido de cariofileno (8,92%) 

e o α-humuleno (8,27%). Silva e colaboradores (2019) avaliaram o óleo essencial dessa mesma 

espécie, porém coletada em região de Cerrado e obtiveram 0,28% de rendimento e as 

substâncias majoritárias foram o espatulenol, o epóxido de humuleno e o óxido de cariofileno. 

Isso mostra diferença na produção de metabólitos que a mesma espécie pode ter quando habita 

duas regiões diferentes, sugerindo que o clima nessas regiões pode influenciar a rota biosintética 

dos metabólitos secundários. 

Foi possível produzir uma nanoemulsão do óleo essencial da Persea venosa com 68,41 

nm de diâmetro e índice de polidispersão de 0,266 através do método de baixo aporte energético 

por inversão de fases. É um método que usa equipamentos simples e não utiliza solventes 

orgânicos ou calor, que poderia afetar a quantidade de óleo essencial dentro da nano emulsão 

obtida e o método mantém as características físico-químicas do produto e ainda é considerado 

biologicamente amigável. Foi possível também a avaliação da estabilidade da nanoemulsão e 

ela se mostrou estável por 120 dias, tanto a 4 °C quanto a 25 °C. 

O óleo essencial e a nanoemulsão apresentaram atividade inseticida contra Dysdercus 

peruvianus. Os valores de DL50 foram de 24,45 e 28,73 µg/µL para óleo essencial e nano 

emulsão, respectivamente. São valores muito próximos que mostram a viabilidade do óleo 

essencial na forma de nano emulsão. Foi possível demonstrar também que a nanoemulsão do 

óleo essencial teve maior atividade inseticida do que a nanoemulsão da substância majoritária 

β-cariofileno. Uma realidade é o efeito sinérgico que alguns óleos essenciais apresentam e isso 

pôde ser evidenciado quando a atividade do óleo essencial nanoemulsionado é 3x maior do que 

a substância majoritária nanoemulsionada. Além disso foi possível observar diversos danos sub 

letais nos insetos sobreviventes, que impedem que os insetos se alimentem do algodão e causem 

mais danos na plantação. Foi feito também um estudo de seletividade com as abelhas Apis 

mellifera e Partamona helleri para avaliar se o óleo essencial tem o poder de causar mortalidade 

em insetos não-alvo. O óleo essencial não causou mortalidade significativa em ambas as abelhas 

a ponto de classificar o óleo essencial como tóxico. Houve uma diferença no consumo da dieta 

entre as abelhas, que corrobora com o que foi encontrado em estudos prévios.  
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Esse trabalho mostrou o potencial biotecnológico encontrado no Parque Nacional da 

Restinga de Jurubatiba, através da viabilização da produção de um óleo essencial 

nanoemulsionado com atividade inseticida e sem causar maiores danos em insetos não alvo de 

uma espécie vegetal nativa e endêmica do Brasil, mostrando o potencial encontrado no Parque 

Nacional da Restinga de Jurubatiba. Os resultados aqui encontrados mostram que há a 

possibilidade de produzir uma alternativa aos inseticidas sintéticos, que vem aumentando em 

números de produção, registros e uso nas plantações. Apesar disso, ainda há necessidade de 

serem realizados estudos sobre toxidez do óleo essencial em linhagens celulares humanas e em 

modelos de animais para atestar a viabilidade desse óleo essencial e de outros estudados para 

que esses produtos possam substituir os inseticidas sintéticos. 
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8. ANEXOS 

8.1 Artigo 1 

Characterization and inhibitory effects of essential oil and nanoemulsion from Ocotea 

indecora (Shott) Mez in Aspergillus species 

Artigo publicado no periódico Molecules em 13 de abril de 2023. 

https://doi.org/10.3390/molecules28083437 
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8.2 Artigo 2 

Molluscicidal and cercaricidal effects of Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) 

O. Berg essential oil nanoemulsion. 

Artigo aceito para publicação no periódico Molecules 

ID: molecules-2130340 
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8.2 Artigo 3 

Green nanobioinsecticide of a Brazilian endemic plant for the Aedes aegypti control 

Artigo publicado no periódico Sustainable Chemistry and Pharmacy em 11 de janeiro de 

2023. 

https://doi.org/10.1016/j.scp.2023.100992. 
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8.3 Artigo 4 

Nanoemulsion of Ocotea indecora (Shott) Mez essential oil: larvicidal effects against Aedes 

aegypti 

Artigo publicado no periódico Industrial Crops and Products em 24 de novembro de 2022. 

https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2022.116031. 
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8.4 Artigo 5 

Characterization of the essential oil from Annona acutiflora and its nanoemulsion for the 

Aedes aegypti control 

Artigo publicado no periódico Journal of Essential Oil Research em 6 de agosto de 2021 

https://doi.org/10.1080/10412905.2021.1966847. 
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8.5 Artigo 6 

Phenolic substances and cyanogenesis in galled and non-galled tissue of the fern species 

Microgramma vacciniifolia 

Artigo publicado no periódico Brazilian Journal of Biology em 10 de novembro de 2020 
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8.6 Artigo 7 

Anti-Leishmania amazonensis activity of the terpenoid fraction from Eugenia pruniformis 

leaves 
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8.7 Artigo 8 

Ocotea pulchella as an alternative against schitossomiasis: chemical analysis, development of 

nanoemulsion and biological control activity 
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