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RESUMO 

Tem sido comprovada a eficácia dos descartes da agroindústria no controle de fitonematoides. 

Um exemplo é o soro de leite, que consiste em um descarte dos laticínios. Como este controle 

opera no campo, ainda não foi completamente entendido muito menos o papel dos compostos 

voláteis na toxidade. No presente trabalho as emissões do soro de leite causaram elevada 

imobilidade a juvenis de segundo estádio (J2) de Meloidogyne incognita. Nelas foram 

identificados por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC-MS) 27 

moléculas pertencentes aos grupos químicos: ester; álcool e ácido carboxílico. Dentre elas, 

foram selecionadas quatro para testes de eficiência contra ovos e J2 de M. incognita. Os 

compostos ácido acético, ácido isovalérico, ácido octanóico e octanoato de etila apresentaram 

concentração letal média (CL50) de 192, 95, 236,08, 134,30, 226,10, respectivamente, aos J2 

de M. incognita. Em teste in vitro essas moléculas reduziram significativamente (P<0,01) a 

eclosão de J2 de M. incognita, com maior eficácia para os compostos octanoato de etila e 

ácido acético, que causaram redução de 88,7% e 84,7%, respectivamente, em relação ao 

controle negativo. Estes dois compostos, quando aplicados ao substrato infestado com ovos de 

M. incognita, reduziram a infectividade em 95,68 e 93,24% e reprodução em 99,34 e 92,73% 

comparada ao controle negativo. A aplicação de octanoato de etila causou redução no número 

de ovos a valores similares (P<0,05) ao controle positivo (Basamid). As moléculas octanoato 

de etila e ácido acético apresentaram perspectivas boas como candidatas a nematicidas para o 

agronegócio após novas pesquisas.    

Palavras-chave: Fumigação. Bioprospecção de moleculas. COVs. Resíduos líquidos. 



ABSTRACT 

The efficacy of agro-industry discards in controlling phytomatomatoids has been proven. An 

example is whey, which consists of a disposal of dairy products. As this control operates in 

the field, it has not yet been fully understood, much less the role of volatile compounds in 

toxicity. In the present study, whey emissions caused high immobility to juveniles of the 

second stage (J2) of Meloidogyne incognita. In them were identified by gas chromatography 

coupled with mass spectrometry (GC-MS) 27 molecules belonging to the chemical groups: 

ester; alcohol and carboxylic acid. Among them, four were selected for efficiency tests against 

eggs and M. incognita J2. The compounds acetic acid, isovaleric acid, octanoic acid and ethyl 

octanoate had an average lethal concentration (LC50) of 192, 95, 236.08, 134.30, 226.10, 

respectively, at J2 of M. incognita. In an in vitro test, these molecules significantly reduced (P 

<0.01) the outbreak of J2 of M. incognita, with greater efficiency for the compounds ethyl 

octanoate and acetic acid, which caused a reduction of 88.7% and 84.7%, respectively, in 

negative control. These two compounds, when applied to the substrate infested with M. 

incognita eggs, reduced infectivity by 95.68 and 93.24% and reproduction by 99.34 e 92.73% 

compared to the negative control. The application of ethyl octanoate caused a reduction in the 

number of eggs to values similar (P <0.05) to the positive control (Basamid). The molecules 

ethyl octanoate and acetic acid showed good prospects as candidates for nematicides for 

agribusiness after further research. 

Keywords: Fumigation.  Bioprospecting of molecules.  VOCs.  Liquid waste 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 Os fitonematoides são patógenos de solo de difícil controle, que têm afetado a 

produção agrícola mundial, provocando perdas anuais estimadas entre US$ 100 a 157 bilhões 

(SINGH et al., 2013). Em especial nas hortaliças, estima-se que os fitonematoides causem 

11% de redução na produção mundial (RAO et al., 2016). No Brasil as perdas atingem R$ 

16,2 bilhões segundo a Sociedade Brasileira de Nematologia (SBN, 2019).  Os principais 

nematoides de ocorrência em hortaliças pertencem ao gênero Meloidogyne, provocando danos 

qualitativos em cenoura, beterraba, rabanete e mandioquinha salsa. Também causam perdas 

na produtividade de alface, tomate, pimenta, pimentão, berinjela, jiló e cucurbitáceas 

(PINHEIRO, 2017). 

 O gênero Meloidogyne é um parasita obrigatório e está em todas as regiões agrícolas 

do mundo (TRUDGILL; BLOK, 2001). Entre as culturas atacadas por Meloidogyne spp. a 

cultura do tomate (Solanum lycopersicum L.) é uma das que sofrem danos mais severos, com 

reflexos no crescimento e produção, predispondo a planta a sofrer ataques de outros 

patógenos gerando perdas qualitativas (NICOL et al., 2011).  

 Os danos causados pelos fitonematoides estão ligados principalmente a interação entre 

o ambiente favorável, hospedeiro suscetível e o patógeno agressivo e virulento apenas em 

condições favoráveis o patógeno se reproduz e causa danos (BERGAMIN FILHO, 1995). 

 A rotação de cultura é uma das melhores alternativas para reduzir a população dos 

fitonematoides desse gênero no solo. Entretanto, em hortaliça a limitação em cultivares 

resistentes ou culturas com baixo fator de reprodução inviabilizam a prática (KHAN et al., 

2015).  

 Outras ferramentas de manejo da população abaixo do nível de dano econômico, 

utilização de cultivares resistentes, alqueive, controle químico e biológico entre outros 

(BARKER; KOENNING, 1998; MACHADO A, C.; KANEKO L; PINTO Z. V., 2016). 

Apesar do controle químico ser a alternativa mais utilizada, existem alguns inconvenientes no 

seu uso como, custo elevado, risco de poluição ao meio ambiente, e residual deixado nos 

alimentos (DONG; ZHANG, 2006; SUASSUNA N.; SCOZ L. B.; GIBAND M., 2016; 

LEONETTI et al.,2017), se aplicado sem a devida assistência técnica e sem o devido respeito 

quanto as doses e períodos de carência. 

 Diante do cenário nos últimos anos, o controle biológico tem sido enfatizado no 

manejo de fitonematoides (LUCON et al., 2014). Dentre os diversos mecanismos de ação de 
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um agente de biocontrole, destacam-se os compostos orgânicos voláteis (COVs). Constituem-

se de uma molécula com até 20 átomos de carbono, podendo ser produzidos por plantas 

(DUDAVERA et al., 2006) e microrganismos (CAMPOS; PINHO; FREIRE, 2010), além de 

participarem na química atmosférica, processos biológicos do solo e interações bióticas 

(LEFF: FIEPER, 2008). Os COVs podem atravessar facilmente as porosidades do solo, se 

disseminando e atuando nos microrganismos próximos e distantes do local de produção, 

aumentando assim a área de atuação. Os COVs tornam-se assim uma alternativa de controle 

de patógenos de solo (CAMPOS; PINHO; FREIRE, 2010). 

 Atrelado ao controle biológico a incorporação de matéria orgânica ao solo é uma 

prática utilizada com sucesso por agricultores (OKA et al., 2000). São várias as possíveis 

fontes de matéria orgânica com aplicação no manejo de fitopatógenos, incluindo os resíduos 

da industrialização de produtos vegetais e animais. Quando incorporadas ao solo podem ter 

efeito nematicida. A torta de mamona e de algodão incorporadas ao solo liberam COVs 

tóxicos a M. incognita (ESTUPIÑAN et al., 2017; PEDROSO et al., 2019). O soro de leite é 

um resíduo da indústria de laticínios e apresenta toxidade, causando inibição na eclosão de 

juvenis de segundo estádio (J2) de M. exigua (SALGADO; CAMPOS, 2003). O 

envolvimento de moléculas voláteis nesta capacidade nematicida do soro de leite ainda não 

foi esclarecido. Desta forma, buscou-se avaliar a capacidade tóxica do soro de leite a J2 de M. 

incognita. Constatada a presença de moléculas tóxicas a J2 de M. incognita nas emissões do 

soro de leite, serão caracterizadas as moléculas incidentes e escolhidas algumas delas para o 

cálculo da concentração letal média (CL50) e estudo de eclosão e fumigação. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Aspectos gerais dos nematoides 

 

 Os nematoides constituem organismos multicelulares mais abundantes em todo 

mundo, com aproximadamente de 100 milhões de espécies. Dentre eles estão os 

fitonematoides que são responsáveis por grandes prejuízos agrícolas. Esses patógenos foram 

durante muitos anos, negligenciados ou até confundidos com outros fatores como deficiência 

nutricional e déficit hídrico (SASSER; FRECKMAN 1987; VIGLIERCHIO, 1991; TIMMER 

et al., 2003).  

 Estima-se que existam aproximadamente 4100 espécies de fitonematoides que causam 

cerca de 12% de perdas na agricultura mundial (WEISCHER; BROWN, 2001; 

DECRAEMER & HUNT, 2006). As maiores delas são atribuídas ao gênero Meloidogyne 

spp., devido a sua ampla gama de hospedeiros (JONES et al., 2013). 

 O gênero Meloidogyne começou a ganhar importância em 1855 na Inglaterra onde 

teve seu primeiro relato, em raízes de pepino. Uma década mais tarde foi relatado no estado 

do Rio de Janeiro por Goeldi associado a raízes de café, constituindo no primeiro relato do 

fitonematoide no Brasil (FERRAZ & BROWN, 2016).  

 Meloidogyne spp. são endoparasitas sedentários com reprodução partenogenética. Seu 

parasitismo tem início com a penetração do juvenil de segundo estádio (J2), na extremidade 

da raiz onde fica o tecido meristemático. Posteriormente, o nematoide move-se pelos tecidos 

indiferenciados do meristema chegando na zona de diferenciação celular, até definir o local 

adequado onde estabelecerá o sítio de alimentação, que estará normalmente na endoderme 

periciclo ou parênquima adjacente (CASTAGNONE-SERENO, 2006).  

 A nutrição dos J2 ocorre por meio do grupo de 4 a 6 células gigantes, formadas poucas 

horas após a injeção de secreções salivares das glândulas esofagianas nas células parasitadas, 

induzindo hipertrofia e multinucleação (FERRAZ & BROWN, 2016).  

 As condições climáticas ideais para o estabelecimento de Meloidogyne se resumem no 

clima tropical onde as condições de temperatura e umidade favorecem sua reprodução 

(FERRAZ, 1999). No entanto, muitas espécies foram adaptadas ao clima temperado como M. 

hapla.  

 Os sintomas de uma planta infestada pelo gênero Meloidogyne, podem ser diretos 

como a formação de galhas, redução no volume do sistema radicular, deslocamento cortical 

ou descortiçamento, digitamento e rachaduras. Ou sintomas reflexos que são plantas de 
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tamanho desigual ocorrência em reboleiras, deficiência nutricional, murchamento, desfolha, 

mudanças nas características varietais e diminuição na produção (AMORIM; REZENDE; 

FILHO, 2018). 

 Existe uma grande dificuldade em estabelecer meios de controle eficientes contra 

Meloidogyne spp.. O uso de cultivares resistentes é o método de controle ideal, no entanto, o 

mercado não dispõe de cultivares com tais características para a maioria das culturas de 

importância econômica, consequentemente o controle químico e biológico são sempre 

procurados pelos agricultores (RODRIGUES et al, 2003).  

 Com poucas opções no grupo químicos dos nematicidas químicos no mercado; além 

do alto custo, alta toxicidade, risco a organismos benéficos e ao meio ambiente; o controle 

biológico e alternativo passa a ser boas opções no manejo de fitonematoides (FRANZENER, 

2007). 

 

2.2 Estratégias de controle 

 

 No passado o controle de fitonematoides tinha como alicerce a utilização de um único 

método ou técnica. Hoje se prioriza a utilização de técnicas combinadas, o chamado manejo 

integrado de nematoides (MIN), sendo as mais utilizadas atualmente o controle varietal 

(plantio de variedades/ cultivares resistentes ou tolerantes), rotação de culturas e controle 

químico ou biológicos ambos com ação nematicida (AMORIM; REZENDE; FILHO., 2018). 

 O controle varietal consiste na utilização de variedades ou cultivares que previnem ou 

restringem a reprodução de fitonematoides. Esse tipo de estratégia visa controlar 

principalmente os nematoides de galhas e cistos (ABAD et al., 2003).  

 A resistência varietal pode ocorrer de forma natural baseando-se em genes presentes 

tanto na cultura quanto em outras formas selvagens, podendo ser ativa quando a planta tem 

habilidade em reagir ao parasitismo por mecanismo de defesa, ou passiva que ocorre 

independente do parasitismo por fitonematoides. Esse tipo de resistência geralmente ocorre 

devido a presença de substâncias repelentes ou toxicas a fitonematoides. A outra forma de 

resistência é a efetiva controlada por genes com dominância total ou parcial. A herança pode 

ser poligênica ou recessiva, cujos genes produzem efeitos com ação independente ou 

associadas (FERRAZ & BROWN, 2016). 

 A rotação de cultura é uma medida de controle que requer a identificação correta da 

raça ou espécies do fitonematoide para a seleção da cultivar a plantar e a necessidade de 
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alternância com plantio de culturas não suscetíveis, após o plantio da resistente. No entanto, 

existe um entrave na aplicação da prática quando ocorrem misturas de espécies e raças em um 

mesmo campo de cultivo. Além disso, cultivares com vários genes de resistência são raros ou 

inexistentes (SILVA & CARNEIRO, 1992). 

 O controle químico é uma medida de controle que teve início na Europa. As primeiras 

substâncias utilizadas eram esterilizantes aplicadas no solo. Os primeiros resultados 

promissores foram com bissulfeto de carbono e cloropricrina. Em 1930 foi inserido no 

mercado o brometo de metila com ação fumigante. O surgimento desses produtos aliados a 

outros fumigantes representou um avanço no controle de fitonematoides durante 60 anos. Mas 

em 1980 muitos desses produtos fumigantes, devido a sua toxicidade e prejuízos a camada de 

ozônio, tiveram sua comercialização proibida (FERRAZ & BROWN, 2016), surgindo então 

os residuais. 

 Apesar de o controle químico ser uma alternativa contra os fitonematoides, seu uso é 

restrito devido à escassez de produtos registrados no mercado para campo. Atualmente, o 

Brasil tem dois princípios ativos registrados para o controle de M. incognita em tomateiros, a 

abamectina e fenamufós (AGROFIT, 2019). Ao longo do tempo, muitas moléculas perderam 

seus registros e observa-se uma escassez de novas para o agronegócio.  

 Diante do presente cenário, o controle biológico e a prospecção de moléculas advindas 

de resíduos da indústria constituem alternativa promissora no manejo de fitonematoides. O 

controle biológico consiste na utilização de microrganismos para eliminar ou reduzir o 

inóculo, a capacidade ou a atividade patogênica de determinado patógeno à planta. Essa forma 

de controle pode ocorrer naturalmente ou manipulando o ambiente introduzindo um 

organismo antagonista (BAKER & COOK, 1974).  

 Define-se como controle natural quando no agroecossistema existem inimigos naturais 

que exercem ação de parasitismo ou predação, mantendo baixa densidade populacional do 

patógeno (BASTOS; TORRES, 2006). Em contrapartida, o controle manipulado ocorre 

quando é inserido no sistema, plantas hospedeiras geneticamente modificadas com resistência 

ao patógeno ou, alternativamente, introduz-se organismos antagonistas ao patógeno ali 

instalado no meio ambiente buscando reestabelecer o equilíbrio no ecossistema (BETTIOL et 

al., 2008). 
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2.3 Subprodutos da agroindústria  

 

 A utilização de resíduos orgânicos no campo é uma prática comum na agricultura há 

milhares de anos. Esta prática proporciona diversos benefícios como o aumento da 

disponibilidade de nutrientes para as plantas, melhoria da estrutura do solo, além do controle 

de patógenos habitantes de solo (GONZÁLES; CANTO-SAENZ, 1993). 

 Existem várias fontes de resíduos com potencial no controle de fitonematoides, entre 

eles, estão os subprodutos da indústria de processamento como dejetos de animais, 

compostagem e resíduos vegetais (OKA, 2010). A torta de mamona quando incorporada em 

solos infestados com M. incognita, libera COVs que proporcionam imobilidade e morte de J2 

de M. incognita (PEDROSO et al., 2019). Torta de algodão também apresenta atividade 

nematicida; quando aplicado nas concentrações de 3% a 6%, reduz a infectividade e a 

reprodução de M. incognita em tomateiro (ESTUPIÑAN-LÓPEZ et al., 2017). Outro 

subproduto da agroindústria com atividade nematicida é o esterco líquido de porco. Esse 

subproduto tem na sua composição uma série de ácidos graxos com atividade nematicida 

contra Pratylenchus penetrans. Entre eles estão os ácido acético, n-caproic, n-valérico e 

isobutírico (MAHRAN et al., 2008). 

 Extratos de órgãos vegetais constituem outras fontes com princípios ativos 

nematicidas os quais têm sido bastante pesquisados nos últimos anos. Folhas de feijão - 

mucuna (Mucuna pruriens), mostarda (Brassica juncea), ervilha-pombo (Cajanus cajan), 

neem (Azadirachta indicata) e feijão de porco (Canavalia ensiformis) causaram toxicidades a 

J2 de M. incognita (BARROS et al., 2014). A incorporação de Brassica spp. ao solo é outra 

prática que reduz populações fitonematoides e fungos fitopatogênicos no solo (STAPLETON 

& DUNCAN, 1998; NEVES et al., 2007; LORD et al.,2011). 

 

2.4 Utilização de descartes da industrialização de leite no controle de fitopatógenos 

 

 O sistema de agricultura denominada orgânica, por não permitir o uso de defensivos 

agrícolas de origem química, necessita de alternativas no controle de pragas e doenças, sendo 

os produtos lácteos, uma possível alternativa de controle. O leite cru de vaca em altas doses é 

um exemplo de controle eficiente de oídio (Sphaerothaca fuliginea) em abobrinha (Cucurbita 

pepo) e pepino (Cucumis sativus), mesmo após o início da infecção em campo, superando em 

eficiência o controle químico (ZATARIM et al., 2005). Os efeitos do leite cru sobre S. 

fuliginea envolvem ações de microrganismos que possivelmente formem um biofilme sob o 
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tecido foliar impedindo o desenvolvimento da doença e produzindo sais e ácidos com ação 

fúngica. Pode ainda ocorrer ação indireta pela indução de resistência (BETTIOL et al., 1999). 

No entanto, as substâncias envolvidas no processo de indução de resistência ainda são 

desconhecidas. 

 Alguns estudos têm também relatado a capacidade do soro de leite na inibição da 

germinação de esporos de Fusarium graminearum e da produção de micotoxinas no elenco de 

atividade antifúngicas contra cepas desse fungo (GAMBA et al., 2016). Outros estudos já 

evidenciaram também que o soro de leite quando colocado em contato com J2 inibe a eclosão 

quando em contato com ovos (SALGADO et al., 2003).  

 Ainda inexistem dados sobre a natureza das moléculas tóxicas a M. incognita no soro 

de leite, principalmente daquelas voláteis. 

 

2.5 Compostos orgânicos voláteis tóxicos a fitonematoides 

 

 Os compostos orgânicos voláteis (COVs) são moléculas constituídas de menos de 20 

carbonos, como, aldeídos, cetonas, entre outros, hidrocarbonetos (GAMLIEL; STAPLETON, 

1993). Em sua maioria esses compostos são líquidos lipofílicos, que se submetidos a alta 

pressão de vapor, podem atravessar membranas e se dissiparem rapidamente por fluxo de 

massa no solo (DUDAREVA et al., 2006). Os COVs podem ter diferentes origens como 

culturas fúngicas (RIGA et al., 2008; FREIRE et al.,2012), bacterianas (GU et al., 2007; 

HUANG et al., 2010) e vegetais com mais 1.700 moléculas já conhecidas (KNUDSEN et al., 

2006).  

 Tem sido demonstrada a eficiência dos COVs no controle de fungos e fitonematoides 

principalmente aqueles emitidos por bactérias e fungos advindos de solos agricultáveis (GU et 

al., 2007; RIGA; LACEY et al., 2008; HUANG et al., 2010; FREIRE et al., 2012). Também 

COVs de diferentes espécies vegetais como resíduos de mostarda, reduzem a eclosão de J2 de 

M. incognita proporcionalmente às doses aplicadas. Além disso, a incorporação do resíduo 

melhora a atividade microbiana e estrutura do solo, disponibilizando mais nutrientes para as 

plantas (LIMA, 2006). A torta de algodão possui também atividade nematicida pela liberação 

de COVs quando incorporada na concentração de 3%, o que representa 30g/L em campo. 

Essa dose causa imobilidade e mortalidade de J2, além de reduzir a infectividade e reprodução 

de M. incognita em tomate plantado em vasos (ESTUPIÑAN-LÓPEZ et al., 2017). 

 Folhas de citronela (Cymbopogon nardus), Pimenta preta (Piper nigrum cultivar 

Cingapura), broto de brócolis (Brassica oleracea var. Itálica cultivar Avenger), sementes de 
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castanhas do Pará (Bertholletia excelsa) também emitem COVs, que reduzem a eclosão de J2 

de M. incognita. Quando água foi exposta às emissões voláteis de brócolis tornou-se tóxica a 

M. incognita. Os COVs emitidos tanto por castanhas do Pará quanto brotos de brócolis 

mataram J2 e reduziram a infectividade de M. incognita em raízes de tomate (DA SILVA et 

al., 2019). 

 

3. MATERIAL E METODOS 

 

3.1 Obtenção de inóculo de nematoides e do soro de leite 

 

 Uma população pura de M. incognita foi multiplicada em plantas de tomate (Solanum 

lycopersicum L. CV. Santa Clara) e mantida em casa de vegetação por, aproximadamente, 

dois meses. A confirmação da pureza da população foi feita através da eletroforese de 

isoenzimas (CARNEIRO & ALMEIDA, 2001). A seguir, os ovos foram extraídos de raízes 

que continham galhas, utilizando procedimento padrão descrito por Hussey & Barker, 1973.  

Os ovos obtidos foram colocados em câmara de eclosão, utilizando-se o método de funil de 

Baermann, com peneira de abertura de 25 µm. Os J2 que eclodiam nas primeiras 24 h foram 

descartados. Para os ensaios utilizaram-se os J2 eclodidos entre 24 h – 72 h após a montagem 

da câmara de eclosão.  

O soro de leite foi fornecido pela empresa de laticínio, Verde Campo
®
, sediada na 

cidade de Lavras, MG, Brasil. 

 

3.2 Toxicidade dos COVs emitidos pelo soro de leite a M. incognita  

 

 Para este ensaio foi utilizada a metodologia descrita por Barros et al. (2014) com 

modificações. Para isso, utilizou-se frascos Sulpelco de 80 x 28 mm (SUPELCO
TM

 SPME, 

Sigma – Aldrich, Bellefonte, PA, USA) com tampa rosqueada provida de revestimento 

interno de silicone ligando a tampa ao frasco. Os frascos foram esterilizados em autoclave a 

120°C por 30 minutos. Após esterilização adicionaram-se 30 g areia nos frascos. Em seguida, 

um microtubo de 1,5 mL sem tampa foi enterrado na areia até a sua metade. Sobre a 

superfície da areia foi colocado o soro de leite nos seguintes volumes 0,2, 0,5, 1,0; 1,5; 2,0 ou 

2,5 mL. Os frascos foram fechados pela tampa rosqueada, foram mantidos por 24 horas em 

incubadora a 25ºC, no escuro. Após este período, 1 mL de suspensão contendo 200 J2 de M. 
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incognita foi injetado, com auxílio de uma seringa, dentro do microtubo. Os frascos foram 

então mantidos novamente nas condições anteriores, por 24 horas. Ao final do período de 

exposição dos J2 aos COVs emitidos pelo soro de leite, abriram-se os frascos e uma 

suspensão de 200 µL foi transferida para uma placa de polipropileno com 96 cavidades.  Com 

o uso de um microscópio de objetiva invertida (NIKON TMS – FNo. 211213) os J2 móveis e 

imóveis foram quantificados. A placa de polipropileno foi então deixada aberta na bancada do 

laboratório por 24 horas, a temperatura ambiente. Após este período, observou-se a 

mobilidade dos J2. Aqueles nematoides que permaneceram imóveis foram considerados 

mortos. 

 

3.3 Caracterização de COVs produzidos pelo soro de leite  

 

 Em frascos de microextração em fase sólida (SPME) de 20 mL foram adicionados 2 

mL de soro de leite sobre 10g de areia, em seguida fechado hermeticamente. Como 

testemunha utilizou-se apenas areia.  A seguir, os frascos foram colocados em incubadora a 

28°C durante 24 horas após a selagem hermética dos frascos. Os compostos voláteis 

produzidos foram analisados por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas 

(GC-MS). A análise de COVs foi realizada na Central de análise e prospecção química 

(CAPQ) do Departamento de Química da Universidade Federal de Lavras, MG, Brasil. Para 

extrair os COVs, utilizou-se a técnica de SPME (ARTHUR e PAWLISZYN, 1990) no modo 

headspace, usando a fibra DVB/CAR/PDMS (Divinilbenzeno, Carboxen, 

Polidimetilsiloxano), com temperatura de extração (55ºC), agitação (250 rpm) e tempo de 

extração (35 minutos) determinados. Para a separação e identificação dos COVs foi usado um 

cromatógrafo a gás acoplado a espectrômetro de massas GC-MS QP 2010 Ultra (Shimadzu, 

Japan) equipado com injetor automático para líquidos e gases AOC-5000 (Shimadzu, Japan) e 

coluna HP-5 (5% fenil 95% dimetilisiloxano) de dimensões 30 m × 0,25 mm × 0,25 μm. A 

temperatura do injetor foi de 250 ºC, da interface de 240 ºC e da fonte de íons do detector de 

200 ºC. O injetor foi operado no modo splitless ou no modo split 1:2, de acordo com a 

intensidade dos picos nas amostras. Como gás de arraste foi usado He grau 5.0 a 1,0 mL min
-

1
. A programação da temperatura do forno do GC foi de 40 ºC até 130 ºC a 3 ºC min

-1
 e então 

até 240 ºC a 10 ºC min
-1

. Para identificação dos COVs nas amostras, os espectros de massas 

de cada pico do cromatograma foram extraídos através do programa Automated Mass 

Spectral Deconvolution and Identification System (AMDIS) v. 2.63. A identificação dos 
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COVs foi realizada por comparação dos espectros de massas dos picos das amostras com 

espectros da biblioteca NIST pelo programa Mass Spectral Search Program v. 1.7 (NIST, 

Washington - DC, USA) e por comparação dos índices de retenção obtidos 

experimentalmente (RI Exp.) com os índices de retenção da literatura (RI Lit.) (ADAMS, 

2007; NIST, 2017) Os índices de retenção experimentais foram obtidos através da injeção de 

uma série homóloga de alcanos. Para a comparação entre os espectros de massas foram 

considerados somente picos em que a similaridade entre os espectros for maior que 80%. 

 

3.4 Concentração letal média (CL50) a J2 de M. incognita dos principais compostos 

orgânicos voláteis presentes no soro de leite 

 

 Foram determinadas as CL50 em J2 de M. incognita das seguintes moléculas 

encontradas nas emissões do soro de leite e adquiridas na Sigma-Aldrich
®
: ácido isovalérico 

((CH3)2CHCH2COOH anidro, 99,0%; Sigma-Aldrich), ácido acético (C2H4O2 ACC Reagent; 

anidro, ≥ 99,7% ; Sigma-Aldrich), octanoato de etila (C10H20O2; anidro, ≥ 98,0%, FCC, FG; 

Sigma-Aldrich) e ácido octanoico (C₈H₁₆O₂ anidro, ≥ 98,0%; FGSigma-Aldrich). Para 

condução deste ensaio foram utilizados microtubos com volume de 200 µL. Em cada um 

colocou-se 20 µL de uma suspensão contendo 20 J2 e 100 µL da solução da molécula diluída 

em Tween 80
® 

(0,01%), nas concentrações finais de 0, 50, 150, 250, 350 ou 450 µg/mL. Os 

microtubos foram mantidos em incubadora a 28 ºC por 24 horas. Ao final desse período, o 

conteúdo deles foi transferido para uma placa de polipropileno com 96 cavidades.  Com o uso 

de um microscópio de objetiva invertida (NIKON TMS – FNo. 211213) avaliaram-se a 

mobilidade e mortalidade dos J2. A mortalidade foi avaliada adicionando-se duas gotas de 

solução recém preparada de NaOH 1,0 mol/L em cada cavidade da placa. Os J2 que se 

moveram até 2 minutos após a adição do NaOH foram considerados vivos, enquanto os 

demais considerados mortos.  

 

3.5 Toxicidade de moléculas das emissões do soro de leite a ovos de M. incognita 

 

 Para a realização deste ensaio, utilizou-se a metodologia descrita por Chen e Dickson 

(2000) e adaptada por Amaral et al. (2003). Em microtubos de 0,5 mL foram colocados 20 µL 

de uma suspensão contendo 1000 ovos de M. incognita e 100 µL de soluções individuais  de 

ácido etanoico, octanoato de etila, ácido isovalérico ou ácido octanoico diluída em Tween 80
®

 

http://www.merckmillipore.com/BR/pt/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_formula_hill_value%3DC%25E2%2582%2588H%25E2%2582%2581%25E2%2582%2586O%25E2%2582%2582
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(0,01%) nas seguintes concentrações finais: 0, 200, 400, 600, 800 ou 1000 µg/mL. Os micro 

tubos foram mantidos em incubadora a 25 º C por 10 dias. Ao final o conteúdo dos micro 

tubos foi transferido para uma placa de polipropileno com 96 cavidades. Usando microscópio 

de objetiva invertida os J2 eclodidos foram estimados.  

3.6 Efeito da fumigação de substrato com ácido acético, ácido isovalerico, ácido 

octanoico ou octanoato de etila na infectividade e reprodução M. incognita  

 

 Uma suspensão aquosa de 5 mL contendo 15.000 ovos de M. incognita foi distribuída 

em 1 L de substrato. Em seguida o substrato infestado com ovos foi colocado em garrafas 

plásticas 2 L (JARDIM et al., 2017). Os compostos, ácido acetico, ácido isovalerico, ácido 

octanoico e octanoato de etila foram então distribuídos no substrato a 1 mL por litro de 

substrato. O nematicida fumigante Basamid
®

 (3,5-dimethyl-1,3,5-thiadiazinane-2-thione) 

(substrato 250 mg/L) foi utilizado como controle positivo, enquanto 1 mL de água foi 

utilizado como controle negativo. Todas as garrafas foram fechadas com suas tampas e as 

misturas resultantes foram homogeneizadas por agitação das garrafas e mantidas a 28 °C, por 

três dias. As garrafas foram então abertas e permaneceram assim por cinco dias. A seguir, a 

mistura de cada frasco foi transferida para cinco copos plásticos de 200 mL de volume. Trinta 

dias após a semeadura, mudas de tomate foram transplantadas para os copos plásticos que 

continham a mistura e mantidas em estufa por 35 dias. Após esse período, as raízes foram 

cuidadosamente lavadas e pesadas. Contou-se o número de galhas em cada sistema radicular e 

assim a infectividade foi determinada (galhas por grama de raiz). A reprodução foi 

determinada de acordo com o número de ovos por grama de sistema radicular. 

 

4. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

 Todos os experimentos foram repetidos duas vezes, utilizando delineamento 

inteiramente casualizados, com cinco repetições. Os dados de todos experimentos foram 

apresentados de forma conjunta. Os resultados foram, previamente, submetidos a testes de 

normalidade (ShapiroWilk) e homogeneidade de variância dos erros (Bartlett). Atendidos os 

pressupostos, aplicou-se o teste F por meio da análise de variância (ANOVA). Quando o teste 

F foi significativo (P < 0,05), as médias de cada tratamento foram comparadas usando o teste 

de Scott Knott, no ensaio de toxidade de moléculas das emissões do soro de leite a J2. No 

experimento de toxidade de moléculas das emissões do soro de leite a J2 de M. incognita, os 
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dados de galhas/grama de raiz e ovos/g de raiz foram transformados para log (x + 1).  Para 

identificar a concentração letal (CL 50) capaz de matar 50% dos indivíduos de uma 

população, as porcentagens de mortalidade dos J2 foram submetidas a uma análise de 

regressão não linear utilizando a equação quadrática. Os valores para CL 50 foram relatados 

com os respectivos erros padrão da média (EP). 

 

5. RESULTADOS 

 

5.1 Exposição de M. incognita aos COVS do soro de leite 

 

 Os COVs emitidos pelo soro de leite causaram alta imobilidade nos J2 de M. incognita 

comparado ao controle negativo (p > 0,05). Das quantidades testadas apenas 0,2 mL de soro 

de leite não imobilizou os J2, sendo estatisticamente similar (p > 0,05) ao controle negativo.  

Entretanto, a partir de 0,5 mL a imobilidade dos J2 ficou acima de 79% (Fig. 1). Os COVs 

emitidos pelo soro de leite causaram baixa mortalidade, chegando a 21,46% quando foi 

aplicada a maior dose.   

 

 

Figura 1. Imobilidade e mortalidade de juvenis de segundo estádio (J2) de Meloidogyne 

incognita expostos por 24 h aos compostos orgânicos voláteis liberados por soro de leite. As 

barras representam o erro padrão médios. Os resultados de dois experimentos combinados são 

mostrados (P > 0,05). 
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5.2 Caracterização de COVs produzidos pelo soro de leite  

 

 Nas emissões voláteis do soro de leite foram identificadas 27 moléculas pertencentes 

as seguintes classes químicas: álcool, éster e ácido carboxílico (Tabela 1). Entre elas, cinco 

apresentaram maiores intensidades no cromatograma: ácido acetico, 2-etil-hexanol, acetato de 

2-etilhexano, ácido octanoico e octanoato de etila. 

 

 Tabela 1. Compostos orgânicos voláteis identificados no soro de leite por cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas (SPME-CG-MS). 

Compostos Grupos IR Exp.
a
 IR Lit.

b
 

Etanol Álcool x x 

3-Metyl-1-butanol Álcool 735 734 

2-Metyl-1-butanol Álcool 738 738 

2,3 butanodiol Álcool 796 806 

Heptanol Álcool 969 970 

2-etil-hexanol* Álcool 1031 1029 

Octanol Álcool 1073 1072 

Feniletil ácool Álcool 1115 1110 

Ácido acético* ácido carboxílico 633 603 

Ácido isovalérico ácido carboxílico 848 877 

Ácido isobutírico ácido carboxílico 777 765 

Ácido hexanóico ácido carboxílico 1009 1019 

Ácido heptanóico ácido carboxílico 1085 1078 

Ácido octanóico* ácido carboxílico 1197 1180 

Ácido nonanóico ácido carboxílico 1278 1275 

Ácido decanóico ácido carboxílico 1366 1373 

Acetato de etila Éster 622 628 

Acetato de isobutila Éster 772 776 

Heptanoato de etila Éster 1098 1095 

Isovalerato de etila Éster 858 856 

Acetato de isopentila Éster 876 876 

Hexanoato de etila Éster 998 1002 

Heptanoato de etila Éster 1098 1095 
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a 

Índices de retenção calculados por injeção de uma série homóloga de alcanos 
b 

Índices de retenção de acordo com a literatura (ADAMS, 2007; NIST, 2013) 

* Substâncias com maior intensidade. 

 

5.3 Toxicidade de moléculas encontradas no soro de leite a J2 de M. incognita  

 

 Neste ensaio foi determinada a atividade nematicida sobre J2 de M. incognita de 

quatro moléculas identificadas nas emissões do soro de leite, sendo elas: ácido acético, ácido 

octanóico, octanoato de etila e o ácido isovalérico. As quatro moléculas testadas causaram alta 

mortalidade a J2 de M. incognita com valores de CL50 que variaram de 134,30 a 236,08 µg 

mL
-1

 sendo inferiores ao valor da CL50  do carbofurano 260 µg mL
-1

. Quando os J2 foram 

expostos ao controle negativo não observou - se mortalidade (Tabela 2). 

 

Tabela 2.  Concentração letal média (CL50) de compostos orgânicos voláteis, encontrados em 

emissões do soro de leite a juvenis de segundo estádio (J2) de Meloidogyne incognita. 

* 3,5-dimethyl-1,3,5-thiadiazinane-2-thione 

 

5.4 Toxicidade de moléculas encontradas no soro de leite a ovos de M.incognita 

  

 Os compostos octanoato de etila, ácido acético, ácido octanoico e ácido isovalérico 

causaram reduções significativas (P < 0,01) na eclosão de J2 de M. incognita quando 

comparadas ao controle negativo, independentemente da concentração testada. O aumento da 

concentração correlacionou-se positivamente com as maiores reduções na eclosão de J2. As 

Acetato de 2-etilhexila* Éster 1149 1159 

Octanoato de etila* Éster 1201 1196 

Acetato de feniletila Éster 1255 1252 

Nonanoato de etila Éster 1294 1282 

Decanoato de etila Éster 1380 1398 

Substância CL 50/24h (µg mL
-1

) 

(1) Ácido acético 192,95 

(2) Ácido isovalérico 236,08 

(3) Ácido octanóico 134,30 

(4) Octanoato de etila 226,10 

(5) Carbofurano* 260 (Oliveira et al., 2014)  
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maiores reduções na eclosão foram causadas pelo octanoato de etila e ácido acético na 

concentração de 1000 µg/mL, 88,7% e 84,7%, respectivamente (Figura 2).   

 

Figura 2: Porcentagem de eclosão de juvenis de segundo estágio (J2) de M. incognita após 

exposição por 10 dias, aos compostos octanoato de etila, ácido octanoico e ácido acético, em 

diferentes concentrações. As barras representam o erro padrão médios. Os resultados de dois 

experimentos combinados são mostrados. 
 

5.5 Efeito da fumigação com ácido acético, ácido isovalérico, ácido octanóico e octanoato 

de etila na infectividade e reprodução M. incognita  

 

 A infectividade e a reprodução de M. incognita pela aplicação de ácido acético, ácido 

isovalérico, ácido octanoico e octanoato de etila foram significativamente (P<0,05) reduzidas 

comparadas com o controle negativo. O octanoato de etila reduziu o número de ovos a valores 

similares (P<0,05) ao fumigante de solo Basamid. Os efeitos da aplicação de ácido acético e 

octanoato de etila na redução de galhas e ovos de M. incognita foram semelhantes (P< 0,05). 
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O ácido acético, ácido isovalérico, ácido octanóico e octanoato de etila reduziram a 

reprodução em 92,7, 57,10, 88 e 93,04 em relação a testemunha negativa. A redução na 

infectividade na mesma ordem foi de 93,24, 48,85 e 82,75 e 95,68%. O controle positivo 

reduziu a infectividade em 99,34% diferindo estatisticamente de todos os outros tratamentos 

(Figura 4). 

 

Figura 4: Infectividade e reprodução de Meloidogyne incognita após fumigação do substrato 

infestado com ovos de M. incognita por três dias. Foi utilizado para a fumigação os 

compostos ácido acético, ácido isovalérico, ácido octanóico e octanoato de etila na 

concentração de 1 mL por litro de substrato. Médias seguidas da mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Scott Knott ao nível de 5% de significância. Barras representam o erro 

padrão da média. Os resultados de dois experimentos combinados são mostrados. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 A capacidade nematicida do soro de leite já foi demonstrada aplicando-o em substrato 

infestado com M. incognita, onde proporcionou redução de 76,9% na reprodução (DIAS-

ARIEIRA et al, 2015). Salgado et al., (2003) também observaram redução na eclosão e 100% 

de mortalidade de J2 de M. exigua em contato direto com o soro de leite. Os autores 

atribuíram esses resultados à presença de microrganismos no soro de leite que modificam a 

concentração de dióxido de carbono, reduzindo oxigênio necessário para atividade metabólica 

do nematoide. No entanto o presente trabalho comprovou que além dos princípios já citados o 

soro de leite exerce efeito nematostático pela liberação de COVs (Figura 1). Barros et al., 

(2014) constataram o mesmos modo de ação com folhas frescas de nim (Azadirachta indica) e 

mostarda (Brassica juncea) liberando COVs tóxicos a J2 de M. incognita, o evento foi 

explicado devido a alterações provocadas por esses voláteis no sistema nervoso do 

fitonematoide. 

 Já é comprovado que para muitos residuos o aumento da eficiência dos COVs 

liberados está diretamente correlacionada com o tempo de exposição, como já foi descrito em 

trabalhos com torta de algodão e também com sementes frescas e secas de girassol 

(Helianthus annuus) além de macerados de broto de brócolis (Brassica oleracea) onde a 

imobilidade e mortalidade foi aumentada a medida que o tempo foi aumentado 

(ESTUPIÑAN-LÓPEZ et al., 2017; SILVA et al., 2018). 

 Nesse trabalho foram identificadas pela primeira por cromatografia gasosa por 

espectrometria de massa os COVs emitidos pelo soro de leite, nessas emissões foram 

observadas uma grande diversidade de moléculas. As moléculas do grupo dos ésteres são 

abundantes nas emissões do soro de leite (Tabela 1). Barros et al., (2014) também 

encontraram os ésteres como grupo de composto voláteis abundante nas emissões de 

macerado de nim e observaram atividade nematicida contra M. incognita para a maioria deles. 

Isso evidencia que esses grupos de compostos emitidos por vegetais e resíduos da 

agroindústria possuem potencial no controle de fitonematoides.  No grupo dos álcoois as 

moléculas 2,3 butanodiol, 2-etil-hexanol e octanol já haviam sido encontradas em semente de 

girassol e nas emissões das bactérias Bacillus amyloliquefaciens e B. subtilis e demonstraram 

atividades nematicidas contra M. incognita (DE PINHO et al., 2011; SILVA et al., 2018).  

https://pt.wikipedia.org/wiki/Brassica_juncea
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 As moléculas voláteis do grupo ácido carboxílico encontrados no soro de leite: ácido 

acético, ácido isobutírico, ácido isovalérico, ácido hexanoíco foram encontrados também em 

emissões de esterco líquido de porco este apresentou toxicidade a Pratylenchus penetrans e 

Caenorhaboitis elegans (MAHRAN et al., 2008), no entanto não existem estudos utilizando 

essas moleculas de forma isolada no controle de M. incognita. No presente trabalho, o ácido 

acético foi selecionado e testado contra M. incognita por apresentar alta intensidade no 

cromatograma e por possuir potencial no controle de Verticillium dahliae, assim como o ácido 

isovalérico que também foi selecionada por esse motivo (LAZAROVITS et al., 2005). Além 

disso as moléculas adquiridas no mercado e presentes nas emissões voláteis do soro de leite 

aqui testado (ácido acético, ácido octanoico, ácido isovalérico e octanoato de etila) nenhuma 

foi anteriormente relatada com atividade nematicida contra M. incognita.  

 As baixas CL50 encontradas para as quatro moléculas testadas (Tabela 2) são 

inferiores à do nematicida carbofurano (OLIVEIRA et al., 2014), podendo ser candidatas para 

indústria após pesquisas complementares, uma vez constatado sua baixa toxicidade ao homem 

e ao meio ambiente (HELLER, et al., 2010; SASANELLI et al., 2014). A presença em 

alimentos e ou bebidas, ou no processos de produção de bebidas alcoólicas observada em 

todas as moléculas testadas explicita que estas são consumidas pelo ser humano, sendo um 

indício que essas moléculas possuem baixa ou nenhuma toxidade ao homem e ao meio 

ambiente. O ácido acético, é uma substância contida no vinagre, com concentração de pelo 

menos 40 g por litro de solução (MAPA, 2012), muito utilizada também na indústria 

alimentícia como conservante, além disso é utilizado na higienização de alimentos (ANAV, 

2020). O ácido isovalérico, ácido octanoico e octanoato de etila são substâncias secundarias 

produzidas no processo de fabricação de vinhos e cachaça, essas são responsáveis pelo aroma 

frutado e adocicado da bebida (JANZATTI, 2004; SARTOR, 2014). 

 O efeito das moléculas ácido acético, ácido isovalérico, ácido octanóico e octanoato de 

etila encontrados na emissão de voláteis do soro de leite na redução da eclosão de J2 de M. 

incognita (Figura 2) bem como a fumigação de substrato infestado com ovos de M. incognita 

(Figura 4) demonstra a capacidade delas de alcançar a camada interna lipídica (FERRAZ & 

BROWN, 2016) que é sempre protetora do ovo, inóculo abundante no solo em áreas 

infestadas por fitonematoides. Como o ácido acético e o octanoato de etila foram mais 

eficazes na redução a eclosão e o octanoato de etila mais eficaz do que o ácido acético na 

fumigação do substrato infestado com ovos, a eficiência dessas moléculas podem ter relação 

não só com o poder em vencer a barreira lipídica, mas também em vencer a barreira quitinosa 
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que é a mais externa do ovo, no entanto isso são hipóteses que ainda precisam ser investigadas 

em estudos futuros. 

 O preço baixo do ácido acético e a boa eficácia do octanoato de etila tanto na eclosão 

de J2 como na fumigação dão suporte a novas pesquisas para viabilizar o seus usos na 

agricultura. Ao que tudo indica, a prospecção de moléculas voláteis a partir de emissões 

voláteis de resíduos da agroindústria criam possibilidades de fontes de insumos para o 

comércio de pesticidas.  
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7. CONCLUSÕES  

 

 - O soro de leite emite COVs que causam toxicidade a M. incognita. 

 - As moléculas ácido acético, ácido isovalérico, ácido octanóico e octanoato de etila 

reduziram significativamente a eclosão de J2, com maior eficácia para o octanoato de etila e 

ácido acético. 

 - Essas moléculas também reduziram significativamente a infectividade e reprodução 

de M. incognita, quando comparada ao controle negativo  

            - Fumigação do substrato infestado com ovos de M. incognita. Nesse ensaio o 

octanoato de etila reduziu a reprodução de M. incognita ao mesmo nivel do controle positivo 

(Basamid).  

            - As moléculas octanoato de etila e ácido acético apresentaram perspectivas boas 

como candidatas a nematicidas para o agronegócio após novas pesquisas.    
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