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RESUMO

FIANCO, ANA LUISA BUTELLI. Obtencao de 6leos essenciais de plantas nativas do
sul do Brasil e avaliacdo frente a diferentes tipos de pragas. Porto Alegre. 2018.
Tese de Doutorado. Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de
Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

Os setores agropecuario e apicola tém buscado alternativas a base de
extratos vegetais para combater pragas que acarretam importantes perdas na
producgéo e, consequentemente, impacto econdmico. A utilizagcdo indiscriminada de
pesticidas sintéticos € um dos motivos que leva ao aparecimento de pragas
resistentes, além de comprometer a fauna local e gerar residuos quimicos nos
produtos. Devido a isto, a procura por inseticidas naturais vem sendo amplamente
realizada e os 6leos essenciais, substancias volateis produzidas pelo metabolismo
secundario de plantas, consistem em uma alternativa promissora para o controle de
pragas. O objetivo deste trabalho é o estudo sobre a atividade praguicida de 6leos
essenciais de Senecio juergensii e Baccharis psiadioides frente a pragas que
acometem o setor agropecuario e apicola: Anticarsia gemmatalis, Rhipicephalus
(Boophilus) microplus e Varroa destructor. Os 6leos essenciais foram obtidos através
da extragdo por arraste a vapor e foram caracterizados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas (CG/EM). Para impedir a rapida degradacéo e
volatiidade dos Oleos essenciais estudados, estes foram encapsulados em
polimeros de alginato/quitosana, através de método contendo etapas de
emulsificacdo do 6leo em &gua, gelificacdo ionotropica com quitosana e alginato e
evaporacao do solvente. A eficiciéncia de encapsulacdo dos 6leos essenciais de B.
psiadiodies e de S. juergensii foi de 89% e 86%, respectivamente. Os oOleos
essenciais livre e encapsulado de S. juergensii promoveram 100% de mortalidade
em carrapatos bovinos a 7,5 mg/mL, 75% e 82% de mortalidade em varroas na
concentracdo de 1% e 25% e 20% de mortalidade a concentracdo de 1% em larvas
de A. gemmatalis. Os 6leos essenciais livre e encapsulado de B. psiadiodies
causaram também 100% de mortalidade em carrapatos bovinos na concentracao de
7,5 mg/mL, 77,6% e 83,3% de mortalidade em varroas na concentragao de 0,5% e
60% e 40% em A. gemmatalis, na concentracdo de 1%. A mortalidade das pragas
estudadas aumentou de acordo com o aumento da concentragcdo dos Oleos
essenciais testados e foi mais lenta quando estes foram encapsulados, estando de
acordo com os testes de liberacdo. Os Oleos essenciais de S. juergnesii e B.
psiadiodies demonstraram ser promissores no controle das pragas estudadas.

Palavras-chave: 0leos essenciais, Anticarsia gemmatalis, Varroa destructor,

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, encapsulacéo.
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ABSTRACT

FIANCO, ANA LUISA BUTELLI. Obtention of native essential oils from Rio
Grande do Sul and evaluation against the main plagues of beekeeping and
agriculture. Porto Alegre. 2017. PhD Qualify. Graduation Program in Materials
Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO
GRANDE DO SUL.

The agricultural and beekeeping sector have been looking for alternatives based on
plant extracts to combat pests that lead to significant losses in production and
consequently an economic impact. The indiscriminate use of synthetic pesticides is
one of the reasons that lead to the appearance of resistant pests, in addition to
compromising the local fauna and generating chemical residues in the products. Due
to this, the demand for natural insecticides has been widely studied and the essential
oils (EO), volatile substances produced by the secondary metabolism of plants, are a
promising alternative for pest control. The aim of this work is to study the pesticidal
activity of Senecio juergensii and Baccharis psiadioides essential oils against pests
that affect the agricultural and beekeeping sector: Anticarsia gemmatalis,
Rhipicephalus (Boophilus) microplus and Varroa destructor. The EO were obtained
by steam distillation and were characterized by Gas Chromatography coupled to
Mass Spectrometer (GC/MS). To prevent the rapid degradation and volatility of the
EO, they were encapsulated in alginate / chitosan polymers by a method containing
steps of o/w emulsification, ionotropic gelation with chitosan and alginate and
evaporation of the solvent.The encapsulation efficiency of B. psiadiodies and S.
juergensii was 89% + 4.7 and 86% = 1.15, respectively.. Free and encapsulated EOs
of S. juergensii caused 100% mortality in cattle ticks at 7.5 mg/mL, 75% and 82%
mortality in varroa at concentrations of 1% and 30% and 20% mortality in larvae of A.
gemmatalis, at 1%. Free and encapsulated OEs of B. psiadiodies also caused 100%
mortality in cattle ticks at 7.5 mg/mL, 77.6% and 83.3% mortality in varroas in the
concentration of 0.5% and 60% and 40% in A. gemmatalis, at 1%. Mortality of the
studied pests increased according to the increase of concentration of the EOs tested
and was slower when they were encapsulated, being in agreement with the release
tests. The OE of S. juergnesii and B. psiadiodies have shown to be promising in the
control of the studied pests.

Keywords: essential oils, Anticarsia gemmatalis, Varroa destructor, Rhipicephalus

(Boophilus) microplus, encapsulation.
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1. INTRODUCAO

A agropecuaria é uma das principais atividades econémicas do Brasil, a
qual representa 5,5% (2016) do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro e estima-se
qgue houve um crescimento de 10,9% no ano de 2017 (IPEA, 2017). O Brasil é o
segundo maior produtor de soja do mundo, com uma producéo de aproximadamente
de 115 milhdes de toneladas na safra de 2017. Além disto, possui como uma das
maiores fontes de riqueza a pecuéaria, que ja abateu mais de 14 milhdes de cabecas
de gado até o final do 2° trimestre de 2017. A producdo de mel também ocupa uma
importante atividade no setor apicola, com producéo de cerca de 40 mil toneladas de
mel em 2016 (IBGE, 2017).

Por ser uma atividade amplamente difundida no Brasil, a agropecuaria
enfrenta obstaculos que muitas vezes afetam a sua producao, estando entre eles a
persisténcia de pragas resistentes aos agrotdoxicos, assim como a utilizacdo de
praguicidas sintéticos de maneira indiscriminada tem gerado enorme preocupacao
por seus efeitos nocivos ao meio ambiente. Além da contaminacdo do solo e da
agua, muitos deles ndo sdo seletivos as pragas, o que pode acarretar em um
desequilibrio na fauna local e o desenvolvimento de resisténcia quimica (Martinez,
2013). O Brasil € o maior consumidor de agrotoxicos do mundo e cerca de 2000
formulacbes de agrotoxicos sdo autorizadas pelo Ministério da Saude, do Meio
Ambiente e registrados no MAPA. Dentre os 50 agrotdéxicos mais utilizados nas
lavouras, 22 deles sdo proibidos na Europa (Carneiro, 2015). Os efeitos maléficos
das formulacdes sintéticas tém levado a comunidade cientifica a pesquisar sobre
praguicidas naturais, uma excelente alternativa por serem econémicos e facilmente
biodegradaveis (Castro, 2007).

Os biopraguicidas ja vém sendo utilizados em diversos paises e vém
ganhando atencdo especial no Brasil. Ja existem op¢des no mercado, porém a
maioria € de origem biologica como fungos, bactérias e virus. Praguicidas derivados

de plantas sdo menos utilizados (Menezes, 2005; Dias, 2016). Produtos a base de
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nim (Azadirachta indica) e de extrato de alho ja séo utilizados na agricultura organica
bem como alguns 6leos essenciais de plantas como citronela e eucalipto (Menezes,
2005).

Os Oleos essenciais (OE) sdo substancias volateis provenientes do
metabolismo secundario das plantas e s&o constituidos principalmente por
compostos terpénicos, 0s quais sdo responsaveis por diversas atividades biolégicas
como antimicrobiana, antiviral e antioxidante (Reichling et al., 2009; Teixeira et al.,
2013). Sua acéao praguicida ja vem sendo estudada e até mesmo aplicada, o que 0s
torna promissores para o controle de pragas de uma forma mais sustentavel (Isman,
2016; Andres et al.,, 2017). HA uma crescente procura por produtos de origem
botanica que possuam atividade praguicida devido a variedade de compostos
guimicos existentes na natureza, bem como a variedade de espécies de plantas que
ainda ndo foram estudadas. O vasto territorio brasileiro e sua biodiversidade
permitem a exploragao de novas fontes vegetais.

Este trabalho apresenta o estudo sobre a atividade praguicida de Oleos
essenciais de duas plantas nativas do sul do Brasil: Baccharis psiadioides e Senecio
juergensi frente a pragas da agropecuaria e apicultura no Brasil: Anticarsia
gemmatalis, Rhipicephalus (Boophilus) microplis e Varroa destructor. Os 6leos
essenciais foram extraidos através do método de arraste a vapor e analisados por
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas (CG/EM). A
volatilidade e degradacdo dos compostos ativos dos 6leos essenciais obtidos levou
a necessidade de encapsulacdo dos mesmos em nanoparticulas de alginato e
quitosana. A obtencdo das nanoparticulas foi realizada através de um método
contendo etapas de emulsificacdo dos 6leos essenciais em uma solucdo aquosa de
alginato de sédio e gelificacdo com cloreto de célcio e quitosana, com posterior
evaporacao do solvente. A avaliacao frente as trés pragas foi realizada através da
exposicdo destas frente aos 6leos essenciais livre e encapsulados. Os testes
carrapaticidas foram realizados através do Teste do Pacote de Larvas (TPL), os
testes varroacidas foram realizados através da exposi¢cdo das varroas e abelhas a
diferentes concentracdes dos Oleos essenciais livres e encapsulados, que foram
impregnados em papéis filtro e os ensaios envolvendo A. gemmatalis foram
realizados a partir da solubilizagdo dos 6leos em estudo no alimento das lagartas,

com posterior verificacdo de sua mortalidade e desenvolvimento.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho consiste na avaliacdo da atividade
praguicida de extratos volateis de plantas nativas do sul do Brasil frente as pragas
da agropecuéaria e apicultura Anticarsia gemmatalis, Rhipicephalus (Boophilus)

microplus e Varroa destructor.

2.1. Objetivos Especificos

a) Screening de plantas nativas do sul do Brasil com possiveis atividades
praguicidas.
b) Extracdo de Oleos essenciais de Baccharis psiaidoides e Senecio

juergensii por destilacédo por arraste a vapor;

C) Analise quimica dos 0leos essenciais de Baccharis psiadioides e Senecio
juergensii por cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massas
(CG/IEM);

d) Avaliacdo da atividade praguicida dos 6leos essenciais obtidos frente a

praga da soja Anticarsia gemmatalis;

e) Avaliacdo da atividade praguicida dos 6leos essenciais obtidos frente ao

carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus;

f) Avaliacdo da atividade praguicida dos 6leos essenciais obtidos frente a

praga de colmeias Varroa destructor;

s)] Encapsulacdo dos extratos volateis de Baccharis psiaidoides e Senecio

juergensii em nanoparticulas de alginato/quitosana;

h) Avaliacdo da eficiéncia de encapsulacédo e perfil de liberacdo dos Oleos

essenciais encapsulados;
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)] Avaliacdo da atividade praguicida dos Oleos essenciais encapsulados
contra as pragas Anticarsia gemmatalis, Rhipicephalus (Boophilus) microplus

e Varroa destructor.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biopraguicidas

A manutencdo e controle de pragas na agropecuaria e apicultura sao
caracterizados pelo uso indiscriminado de praguicidas/pesticidas sintéticos, os quais
sdo responsaveis pela elevada toxicidade a fauna local, presenca de residuos
quimicos na flora/fauna e em produtos oriundos da pecuéaria e apicultura,
comprometimento do solo e colmeias, resisténcia de pragas aos praguicidas
utilizados, além de serem téxicos para os que os aplicam (Saito et al., 2004; Isman,
2006; Cantrell et al., 2012; Echeverri & Rossini, 2013; Moreira et al., 2016). Diante
disto, pesquisadores vém procurando alternativas menos toxicas e mais seletivas
para 0 manejo das pragas como a utilizacdo de produtos naturais (Chung et al.,
2013, Oliveira et al., 2014; Asbahani et al.,, 2015). As plantas possuem diversos
componentes quimicos utilizados para afastar invasores ou atrair polinizadores, logo
tais componentes podem ser obtidos por diferentes processos, gerando extratos

volateis ou nao volateis.

O mecanismo de acdo de biopraguicidas esta relacionado com a atividade
de compostos provenientes do metabolismo secundario de plantas, 0s quais
possuem papel contra a herbivoria, ataque de patdgenos, competicao entre plantas
e atracdo de organismos benéficos como polinizadores, dispersores de semente,
entre outros (Bruneton, 2001; Kokate, 2008). A obtencéo destes compostos pode ser
através de diferentes métodos de extracdo como destilacdo por arraste a vapor
(Cassel et al., 2009), extracdo com solventes organicos a baixas pressées (Aspé &
Ferndndez, 2011), extracdo supercritica (Scopel et al., 2014), extracao por ultrassom

e extracao por micro-ondas (Wang & Weller, 2006; Aspé & Fernandez, 2011).

Os inseticidas naturais (ou derivados de produtos naturais) mais utilizados

pelo setor agropecuario sédo os produtos a base de piretrina, rotenona, azadiractina,
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nicotina, rianodina, quassia e alguns Oleos essenciais (Tabela 3.1). Os mais
utilizados sao os piretroides, rotenonea e nim (Menezes, 2005; Isman, 2016).

A piretrina € uma oleoresina extraida das flores secas de plantas do
género Chrysanthemum spp. e € um composto de facil degradacéo pela a¢édo da luz
e calor. Através disto, derivados sintéticos da piretrina foram desenvolvidos a fim de
melhorar sua estabilidade: os piretroides. Seu mecanismo de acéo esté relacionado
com o bloqueio dos canais de sbédio no axdnio dos neurdnios, impedindo a
transmissdo do impulso nervoso nos artrépodes (Menezes, 2005; Moreira, 2005;
Correa et al., 2011).

A rotenona é um isoflavonoide produzido pelas raizes e rizomas de
legumes tropicais Derris spp., Lonchocarpus spp. e Tephrosia spp. Ela age na
mitocondria das células dos insetos, bloqueando a cadeia de transporte de elétrons,
0 que impede a producdo de energia. A utilizacdo da rotenona na agricultura é
limitada, pois € um composto instavel a luz, ar e ao calor, apresentando menor
atividade inseticida em ambientes com temperaturas elevadas, além do alto custo de
producao (Ling, 2003; Menezes, 2005; Moreira, 2005; Correa et al., 2011).

O nim é derivado da planta Azadirachta indica, originaria da india. E o
inseticida botanico mais utilizado no Brasil. E muito utilizado em cultivos organicos
pela sua baixa toxicidade, biodegradabilidade e elevada eficiéncia. Os compostos
ativos presentes no nim sado os triterpenoides como a salanina e nimbina, que
funcionam como repelentes, e o mais estudado e utilizado, a azadiractina que possui
atividade inseticida, impedindo o crescimento e metamorfose de diversos insetos
(Menezes, 2005; Moreira, 2005; Correa et al., 2011).

Tabela 3-1 Principais bioinseticidas utilizados no mundo.

Origem Compostos Fungao Mecanismo de agao
ativos

Nim %3 Azadirachta indica  Azadiractina Inseticida  Agdo por ingestdo
A. Juss. ou contato

Piretrinas “**  Crysathemun Piretrina Inseticida Agao por contato
cinerariifolium Vis. e acaricida

Rotenona “**  Derris elliptica Rotenona Inseticida Acdo por contato
Benth. e acaricida

Nicotina **? Nicotiana Nicotina Inseticida Agao por contato
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tabacum L. e acaricida

Rianodina *  Ryania speciosa Rianodina Inseticida Acdo por ingestao
Vahl

Sabadilha *  Schoenocaulon Cevadina e Inseticida Acdo por ingestao
officinale veratridina

Quassia Quassia amara Quassinoides Inseticida Acdo por ingestao

e acaricida  ou contato

Limoneno e Casca de frutas d-limoneno e Inseticida Acdo por contato
linalol *** citricas. linalol e acaricida
Extrato de Allium sativum L. Conjunto de Inseticida Acdo por contato
alho™? compostos e

sulfurados repelente

Fonte: Menezes, 2005%; Moreira 20052 Oliveira, 2014°.

3.2. Pragas da industria agropecuéria e apicola

O cultivo de soja é uma das principais atividades econdmicas no Brasil,
gue ocupa o 2° lugar no ranking mundial em termos de producdo. A pecuaria
também exerce importante papel na geracao de riquezas, pois além de abastecer o
mercado interno, é exportada em grandes quantidades. Além disto, a producdo de
mel ocupa uma importante atividade no setor apicola, com producdo anual de cerca
de 40 mil toneladas de mel em 2016 (IBGE, 2017). Tais atividades enfrentam sérios
problemas frente a pragas que acarretam grandes perdas nas producfes. A
Anticarsia gemmatalis, mais conhecida como lagarta-da-soja, € um exemplo de
praga que afeta uma das culturas mais importantes do setor agricola nacional, a
producado de soja. Por ser um inseto desfolheador, pode acabar com uma planta por
completo. A resisténcia a pesticidas como organofosforados e piretroides, pesticidas
sintéticos amplamente utilizados para erradicacdo de A. gemmatalis (Moscardi et al.,
2012; Oliveira, 2013), vem sendo reportado também como um problema que afeta a
producdo da soja. Em relacdo a pecuaria nacional, o Riphicephalus (Boohplilus)
microplus, conhecido como carrapato-de-boi, € um ectoparasita que traz
consequéncias para toda a cadeia de producdo de carne bovina, afetando a
producdo da carne, assim como os derivados couro e leite. E o ectoparasita que

causa maiores danos na industria pecuaria da América do Sul devido a dificuldade
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do controle de sua propagacéo (Ferreira, 2002; Rosario-Cruz et al., 2009; Ferreira et
al., 2017). Outro exemplo de praga € o acaro ectoparasita Varroa destructor. Este se
desenvolve no interior das colmeias e acomete abelhas adultas e crias, podendo
gerar ma-formacdo de o6rgdos e reducdo do peso de zangbes e operarias.
Dependendo do grau de infestacdo da colmeia, a polinizacdo pode ser afetada, bem
como a producéo de mel e de propolis. E a praga apicola que tem despertado o
maior interesse mundial (Rosenkranz et al., 2010; Castagnino & Orsi, 2012; Islam et
al., 2016).

3.2.1. Anticarsia gemmatalis

A soja € o principal gréo cultivado no Brasil, com producédo de cerca de 96
milhdes de toneladas na safra de 2016/2017. O aumento populacional das ultimas
décadas levou a um aumento da demanda deste grdo e novas tecnologias e praticas
de cultivo foram aplicadas (IBGE, 2017). Todo o processo de cultivo teve que ser
extremamente simplificado e amplificado para facilitar a producdo. O aumento da
producdo levou ao uso indiscriminado de adubos, fertilizantes e, principalmente,
agrotoxicos (pesticidas sintéticos). Por consequéncia do aumento da producao de
soja e do uso continuo dos pesticidas sintéticos, 0 nUmero de pragas presentes nas
culturas também aumentou. Um dos maiores desafios hoje no cultivo da soja € o
controle das pragas que provocam diminuicdo de rendimento na producao (Batista et
al., 2005; Moscardi et al., 2012; Oliveira, 2013).

Dentre as principais pragas presentes nas culturas de soja destaca-se a
Anticarsia gemmatalis, popularmente conhecida como a lagarta-da-soja. E um inseto
desfolheador que se alimenta do limbo e nervura das folhas e esta presente em
diversas regides de cultivos de soja no Brasil. Em cultivos em que ndo ha o
tratamento desta praga, a desfolhagem pode chegar a 100% (Moscardi et al., 2012).
Os ovos da Anticarsia gemmatalis sdo depositados na parte inferior das folhas,
ramos, hastes e caule e levam de trés a cinco dias para eclodirem. Apds eclodirem,
as lagartas ja se alimentam das folhas e passam por cinco a seis instares larvais (14
- 20 dias) até a fase de pré-pupa que dura aproximadamente 2 dias. A fase pupal
varia de sete a onze dias até virar adulta, onde permanece viva por mais ou menos

25 dias (Figura 3.1). O individuo adulto apresenta colorac¢do parda, cinza ou marrom
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e uma listra transversal escura de uma ponta a outra das asas (Figura 3.2) (Batista
et al., 2005; Moscardi et al., 2012; Oliveira, 2013).

O controle da lagarta-da-soja € realizado por pulverizacdo de inseticidas
geralmente de amplo espectro, como os organofosforados e os piretroides, que
causam enorme impacto ambiental e tem gerado individuos cada vez mais
resistentes. Inseticidas naturais ja vém sendo estudados e testados para o controle
da A. gemmatalis, como os produtos a base de cepas de Bacillus thuringiensis, uma
bactéria Gram positiva presente no solo que durante a sua esporulacdo produz
inclusGes proteicas cristalinas (proteinas cry) que tém acao inseticida, levando o
inseto a paralisia do sistema digestério, dos musculos e septicemia (Batista et al.,
2005; Guedes et al., 2011).

Adulto

o
2 dias L4°
. 2dias

5 L5

2,7 dias
a7

Pupa
11,3 dias

Pré-pupa
2 dias

Figura 3.1Ciclo de vida da Anticarsia gemmatalis

Fonte: Deviant Art

Nascimento et al. (2004) avaliaram a atividade inseticida de extratos
obtidos com etanol e acetona do tubérculo de Aristolochia pubescens em larvas de
A. gemmatalis e também de alguns compostos isolados a partir destes extratos.
Observaram uma maior agéo dos extratos obtidos com acetona do que com etanol.
Os compostos isolados acido aristoléquico e ent-kaur-15-en-17-o0l causaram um

aumento do tempo da fase larval e os compostos (+)-sesamina e (+)-eudesmina
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provocaram malformagdo de individuos adultos, indicando resultados promissores

para o controle de A. gemmatalis no cultivo da soja.

Lucena (2015) avaliou a acdo de extratos etandlicos, hexanicos e de
acetato de etila de folhas de Piper aduncum e Piper hispidinervum frente a A.
gemmatalis. A concentracdo letal média (CLsp) dos extratos de P. hispidiervum foi
4,93 mg/mL para extrato obtido com acetato de etila e 2,34 mg/mL para extrato
hexéanico e a taxa de mortalidade foi 100% para ambos os extratos. O extrato
hexanico de P. aduncum apresentou taxa de mortalidade de 93,3% e CLso de 6,35
mg/mL e o extrato obtido com acetato de etila apresentou 90% de mortalidade e
CLso de 5,79 mg/mL. Os extratos etandlicos de ambas as espécies apresentaram

baixas taxas de mortalidade.

Figura 3.2 Anticarsia gemmatalis na fase adulta

Fonte: Butterflies and Moths of North America

3.2.2. Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um ectoparasita
hematéfago de mamiferos, pertencente a familia Ixodidae e constitui uma das
principais pragas que afetam a criacdo de gado. Este acaro € encontrado nas zonas
tropicais e subtropicais, sendo amplamente distribuido na América, Asia, Africa e

Australia. E o ectoparasita que causa maiores danos a pecuaria da América do Sul
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devido a dificuldade do controle de sua propagacdo (Echeverri & Rossini, 2013;
Ferreira et al., 2017).

A perda na producdo se deve principalmente a doencas as quais 0s
carrapatos bovinos séo vetores, como babosiose e anaplasmose, responsaveis pela
tristeza parasitaria bovina (TPB). Além disto, um carrapato pode sugar até 3 mL de
sangue do seu hospedeiro, acarretando diminuicdo na producéo de leite, de carne e
afetando a qualidade do couro. Devido a estes fatores, medidas de controle para
evitar a proliferagcdo de R. (B) microplus estdo sendo extensivamente estudadas
(Ferreira, 2002; Rosario-Cruz et al., 2009; Ferreira et al., 2017).

O carrapato bovino possui apenas um hospedeiro, pois todos os seus
estados evolutivos (larva, ninfa e adulto) ocorrem em um Unico animal. Possuem um
ciclo de vida parasitario e um ciclo de vida livre. O ciclo de vida livre se inicia quando
a fémea adulta, fecundada e ingurgitada (teleégena) se desprende do hospedeiro
para realizar a postura dos ovos, que ficam encubados por 7-21 dias antes da
eclosdo das larvas. Com a eclosao inicia o ciclo de vida parasitario, em que as larvas
infestam o hospedeiro e permanecem até sua fase adulta, passando pela fase ninfa.
A transformacédo de ninfa a fase adulta leva em média 21 dias (Figura 3.3) (Ferreira,
2002; Rosario-Cruz et al., 2009).

O método mais efetivo de controle dos carrapatos bovinos é elimina-los
engquanto eles ainda se encontram no hospedeiro, ou seja, evitar que cheguem a
fase adulta ingurgitada para ndo haver desprendimento, ovoposicdo e eclosdo de
novas larvas. O método de aplicacdo de acaricidas mais comumente utilizado é
através do banho de imersdo, onde o todo o corpo do bovino € banhado em uma
calda carrapaticida ou banho de asperséo, onde a solucdo acaricida € pulverizada
no bovino (Rosario-Cruz et al., 2009; Echeverri & Rossini, 2013; Ferretto, 2013).

Devido a falta de informacdo a respeito do ciclo de vida do R. (B)
microplus os criadores de gado acabam por utilizar acaricidas sintéticos de maneira
indiscriminada. Isto contribui com o surgimento de resisténcia aos acaricidas,
contaminagcdo no ambiente como também da carne e do leite bovino, sendo
necessaria a busca de novos acaricidas que sejam eficazes e seguros (Echeverri &
Rossini, 2013; Ferretto, 2013).
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Figura 3.3 Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Fonte: Adaptada de Kim, 1994.

Cruz et al. (2013) avaliaram a atividade dos 6leos essenciais de quatro
gendtipos de Lippia gracilis Schauer, bem como seus compostos majoritarios timol e
carvacrol frente a larvas e fémeas ingurgitadas de R. (B) microplus através de testes
de sensibilidade larval e de imerséo, respectivamente. O composto carvacrol
apresentou valores de CLso de 0,2 mg/mL para larvas e 4,5 mg/mL para as fémeas
ingurgitadas, sendo mais efetivo que o composto timol, o qual apresentou CLsy de
3,8 mg/mL para larvas e 55 mg/mL para as teledgenas. Dentre os genétipos
testados, os 6leos essenciais dos genoétipos LGRA-210 e LGRA-106 apresentaram
concentracdes letais de 1,3 mg/mL frente as larvas e de 4,7 mg/mL frente as fémeas

ingurgitadas, respectivamente.

Ferreira et al. (2017) testaram a eficacia do 6leo essencial de Syzygium
aromaticum, seu hidrolato e seu composto majoritario eugenol frente a larvas e
adultos do R. (B) microplus pelo teste de imersao de adultos (TIA) e teste do pacote
de larvas (TPL). Os autores observaram 100% de mortalidade larval utilizando
eugenol na concentracdo de 2,5 mg/mL e Oleo essencial na concentracdo de 5,0
mg/mL. O hidrolato ndo apresentou atividade acaricida.

Dantas et al. (2015) avaliaram a acdo de extratos hexéanicos de
Neoglaziovia variegata em teledégenas do carrapato R. (B) microplus e observaram

inibicdo da ovoposicao em 94,1%, com 0,3 % de eclosdo dos ovos. Sugeriu-se que a
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acdo esta relacionada com a grande quantidade de compostos terpénicos

identificados no extrato hexanico testado.

3.2.3. Varroa destructor

A varroa (Varroa destructor) € um acaro que infesta as colmeias de
abelhas das espécies Apis mellifera e Apis cerana e se caracteriza por ser uma das
principais pragas apicolas do mundo. A acdo das varroas pode levar a total
destruicdo de uma colmeia, dependendo do grau de infestacdo (Damiani et al.,
2009). Este ectoparasita se alimenta da hemolinfa das abelhas, provocando
diminuicdo do peso corporal dos zangdes e das abelhas operarias, além de
promover a ma formacéo de novos individuos (Rosenkranz et al., 2010). InfestacGes
graves deste acaro causam severos danos as abelhas, levando a reducédo da
qualidade de producdo de mel e prépolis e da capacidade das abelhas em polinizar

as plantas (Islam et al. 2016).

As varroas sao transmitidas pelo contato entre as abelhas e entram na
célula de formacédo (alevéolos) dos zangbdes e operarias. Aproximadamente 60 h
depois que os alvéolos sdo operculados (cobertos), a varroa fémea deposita seus
ovos pelas paredes dos alvéolos e la eles sdo desenvolvidos, passando pelas fases
ovo-larva-ninfa-adulto em um periodo de 8-9 dias. A partir deste momento ha uma
fase de maturacdo sexual, gerando machos e fémeas. As fémeas sédo fecundadas
pelos machos e, quando a abelha hospedeira de que se alimentam sai do alvéolo,
as varroas fecundadas saem juntamente com elas, procurando outra célula de
formacdo com outra larva de abelha. Apenas as fémeas adultas parasitam as
abelhas. Os machos e as imaturas morrem pouco tempo depois da abertura da
célula (Rosenkranz et al., 2010; Castagnino & Orsi, 2012). O ciclo de vida das
varroas pode ser dividido em duas fases: a fase reprodutiva, que ocorre no interior
dos alvéolos e a fase forética, que ocorre no exterior dos alvéolos, quando o acaro

esta parasitando a abelha adulta (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Ciclo de vida de Varroa destructor

Fonte: Adaptada de Rosenkranz et al, 2010.

Os piretroides e organofosforados foram muito utilizados no combate a
Varroa destructor, porém provocam elevada taxa de resisténcia e de residuos
quimicos no mel e na prépolis. Acaricidas que causam menos impacto nas colmeias
e em produtos apicolas estdo sendo pesquisados e alguns ja estdo sendo utilizados,
como o acido oxalico, acido férmico e o timol (Vieira et al., 2012). Castagnino & Orsi
(2012) utilizaram 6leos essenciais de arruda, horteld, eucalipto e os compostos timol
e acido oxalico no tratamento de 30 colbnias de Apis mellifera africanizadas com
sintomas de infestacéo por varroas. Parametros como mortalidade das varroas e das
crias das abelhas e infestacdo das varroas nas crias e em abelhas adultas foram
avaliados antes e depois das aplicacbes dos O6leos essenciais e dos compostos.
Todos os Oleos essenciais, o timol e o acido oxdlico causaram reducdo na
mortalidade de crias infestadas das abelhas, com valores de 80-90% de reducéo. O
acido oxalico apresentou diminuicdo significativa da infestacdo de varroas nas crias
e abelhas adultas (89% e 87,4%) e o timol apresentou reducdo significativa da
infestacdo apenas nas crias de abelhas (67,1%).

3.3. Espécies de plantas em estudo
Boulogne et al. (2012) realizaram uma revisdo de compostos com atividade

inseticida ja estudados e encontraram 119 compostos citados, os quais foram
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divididos em 11 classes, sendo as classes dos terpenos, alcaloides e compostos
fenolicos as que apresentam maior atividade inseticida (Figura 3.5). Os autores
também apresentaram a frequéncia de familias de plantas com atividade contra
insetos, indicando que as espécies da familia Lamiaceae sdo as que mais possuem
atividade (28%), seguido das familias Fabaceae e Asteraceae em um total de 110

familias citadas na literatura.

Poliacetilenos
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Amidos

Proteinas

Aldeidos |
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%

Figura 3.5 Compostos relatados na literatura com atividade inseticida (Bolougne et al., 2012)

Lupinus magnistipulatus, Mimosa lanata (Fabaceae) e Eupatorium
hecathantum (Asteraceae) s@o plantas nativas do Brasil que pertencem a familias
conhecidas por possuirem espécies com atividade inseticida (Albuquerque et al.,
2004; Bermudez-Torres et al., 2008; Tabanca et al, 2010; Boulogne et al., 2012;
Brito et al, 2017; Sen et al., 2017).

A familia Asteraceae € constituida por cerca de 1500 géneros e de 23000
a 32000 espécies conhecidas (Judd et al., 2009) sendo considerada uma das
maiores familias do reino vegetal. Aproximadamente metade das espécies esta
presente na América Latina e cerca de trés mil espécies pertencem a flora brasileira
(Hind, 1993; Bremer, 1996, Judd et al., 2009).

O género Senecio esta distribuido por todo o mundo, com excecéo das
regibes polares e na Amazonia. América do Sul e Africa sdo os continentes que
possuem a maior parte das espécies (Bremer, 1994). Este género prevalece em

regides montanhosas e zonas aridas (Hind, 1995) e possui mais de 2000 espécies
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(Matzenbacher, 2009). As espécies do género Senecio sdo conhecidas por
produzirem alcaloides pirroizidinicos, compostos responsaveis por toxicidade em
gado e atividade antialimentar em alguns insetos. Estudos utilizando fracbes nao-
alcaloicas de espécies de Senecio sugerem que parte da atividade inseticida vem de
compostos como 0s sesquiterpenos, ja relatados por apresentarem diversas acoes
contra insetos (Joshi e Vrieling, 2005; Dominguez et al., 2008; Portero et al., 2012;
Reina et al., 2012).

Algumas espécies do género Senecio sdo mais populares como Senecio
bonariensis (Silva et al., 2010), Senecio graveolens (Perez et al., 1999); Senecio
vulgaris (Loizzo 2004), Senecio jacobaea L. e seus extratos foram avaliados frente a
diferentes atividades biolégicas. Senecio juergensii € nativa e endémica no Brasil e
distribui-se nas regifes Sudeste e Sul do Brasil (Figura 3.6), sendo mais encontrada
em banhados e turfeiras (Matzenbacher, 2009; Teles, 2014). N&o foram encontrados
relatos de estudos bioldgicos e fitoquimicos que envolvam extratos de Senecio

juergensii.

Figura 3.6. Regides do Brasil que ocorre a espécie S. juergensii

Fonte: Reflora, 2018.

O género Baccharis compreende cerca de 500 espécies em todo territorio
americano, onde aproximadamente 120 espécies ocorrem no Brasil, principalmente
na regiao sul e sudeste (Budel et al., 2005; Oliveira et al., 2006). O carater didico da
maior parte das plantas, o polimorfismo e a vasta presenca de bindmios descritos

superficialmente dificultam a delimitagdo das espécies (Giuliano, 2004).
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Baccharis psiadioides (sin. Heterothalamus psiadioides) é um arbusto que
se desenvolve na Argentina, Uruguai e na regido sul do Brasil (Figura 3.7). E
utilizada na medicina popular como antimicrobiana, antipirética, citotoxica, anti-
inflamatoria e como antidoto contraveneno de cobra (Ruppelt et al., 1991; Schmidt-
Silva et al., 2011; Negreiros et al., 2015). Estudos laboratoriais indicam presenca de
potencial alelopatico em extratos volateis de espécies B. psidadiodies (Silva, 2012;
Lazarotto, 2014;). Alelopatia € a liberacdo de metabdlitos secundarios que podem
influenciar negativamente no crescimento e desenvolvimento de sistemas biolégicos
e de algumas espécies de plantas (Silva, 2012; Lazarotto, 2014), porém Silva et al.
(2015) conduziram um estudo de campo onde avaliaram a influéncia de B.
psiadiodies e B. patens sobre uma comunidade de plantas através da alelopatia e
nao encontraram evidéncias de inibicAo do crescimento e desenvolvimento de
plantas que estavam localizadas proximas a estas espécies. Os autores concluiram
que, baseado em testes laboratoriais, o potencial alelopatico das espécies

estudadas foi superestimado.

Figura 3.7 Estados do Brasil que apresentam a espécie B. psiadioides

Fonte: Reflora, 2018.

3.4. Oleos essenciais

Os oOleos essenciais sao definidos como produtos lipofilicos volateis
constituintes do metabolismo secundario das plantas que as conferem aroma e
sabor. Os compostos aromaticos tém papel fundamental na sobrevivéncia das
espécies, pois sao responsaveis por fun¢cdes como prote¢cdo contra microrganismos,

insetos invasores e na atragcao de polinizadores (Asbahani, 2015; Pavela, 2015).
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A maioria dos Oleos essenciais € composta por misturas complexas de
compostos volateis, como 0s monoterpenos e sesquiterpenos e os fenilpropanoides.
Estas substancias sdo as responsaveis pelas diversas atividades biologicas dos
Oleos essenciais como antimicrobiana, antioxidante, antiviral, antitumoral,
antimalaria, repelente, controle de pragas, entre outras (Bakkali et al., 2008;
Reichling et al., 2009; Correa et al., 2011; Cantrell et al., 2012; Teixeira et al., 2013;
Calo et al., 2015).

Por possuirem compostos suscetiveis a degradacdo, seja por
aguecimento, oxidacdo, volatilizagdo ou pela luz, sua aplicacdo direta como
praguicida é inviavel (Barky et al., 2015). Em func¢&o disto, pesquisadores buscam
uma forma de melhorar sua estabilidade, protegendo estes compostos dos fatores
citados anteriormente com o objetivo de aumentar o tempo de acéo pela liberacéo
controlada do oleo (Koul, 2008; Pavela, 2015). Uma técnica que vem sendo
estudada é a encapsulacéo de 6leos essenciais em matrizes poliméricas (Chung et
al., 2013; Oliveira et al., 2014).

Primeiramente, para a obtencdo dos Oleos essenciais a partir de plantas
sdo utilizados diferentes métodos de extracdo, como hidrodestilacdo, destilacdo a
vapor, prensagem a frio e enfleurage. O método de extracdo € definido pela
localizacdo do Oleo essencial no material vegetal, podendo ser nas flores, folhas,
caules, raizes, rizomas, casca ou sementes (Xavier, 2011; Falcdo, 2012). A técnica
de extracdo mais comumente utilizada na obtencao dos Oleos essenciais € a técnica

de destilacdo por arraste de vapor (Figura 3.8).

O método de destilagdo por arraste a vapor consiste na passagem de
vapor de agua (CA) a aproximadamente 100 °C pelo material vegetal, que se
encontra dentro de um leito fixo (VE). O vapor de agua é conduzido pelo leito onde o
material vegetal se encontra, arrastando 0s compostos volateis presentes no
material vegetal (pois possuem uma maior pressdo de vapor que a agua) até um
condensador onde sdo liquefeitos e, em seguida, a um vaso separador liquido-
liguido, onde h& formacdo de uma fase aquosa e uma oleosa (Cassel & Vargas,
2008; Cassel et al., 2009).
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Figura 3.8 Equipamento de destilacdo por arraste a vapor em escala laboratorial.

CA= Caldeira com aquecimento, VE=Vaso de extra¢do, onde se localiza o material vegetal, BT=
Banho termostatico, CL=clevenger, onde ocorre a condensacao e separacao dos liquidos imisciveis.

Fonte: Lucas, 2011.

3.4.1. Oleos essenciais no manejo de pragas

Os oOleos essenciais sao utilizados ha anos pela industria alimenticia e
farmacéutica e apenas nas Ultimas décadas € que a utilizacdo destes extratos
volateis como inseticidas comerciais vem sendo explorada (Moreira et al., 2005).
Este fato foi citado por Isman (1997), que indicou que ha barreiras importantes que
dificultam a comercializacdo de inseticidas botanicos como a disponibilidade do
material vegetal de uma maneira sustentavel, a padronizacdo de extratos pela
guantificacdo de seus compostos ativos e a mais limitante, a aprovacao de uso por
orgdos governamentais de fiscalizacdo, os quais exigem avaliacdes toxicoldgicas do
produto que normalmente possuem elevados custos. Menezes (2005) também cita
qgue a principal limitacdo na incorporacdo dos inseticidas botanicos no mercado é o
registro. Os produtos naturais sdo uma mistura complexa de diversas substancias e
para realizar o registro é necessario que todas estas sejam identificadas e
analisadas quanto sua toxicologia. De acordo com Pavela & Benelli (2016), apesar
da variedade de compostos quimicos ativos presentes nos 0leos essenciais, a pouca
opcdo de biopraguicidas contendo 6leos essenciais para 0 manejo de pragas se
deve a fatores como a legislacdo restrita, como citado anteriormente, a falta de

resultados praticos nos diversos estudos publicados, baixa persisténcia dos efeitos e
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a falta de precos acessiveis devido a pouca quantidade e qualidade das matérias-

primas.

Dentre os 0leos utilizados no controle de pragas, o 6leo de nim é um dos
anicos que séo largamente usados (Menezes, 2005). Muitos outros 6leos essenciais
(Tabela 3.2) sdo estudados com este enfoque e sdo utilizados, porém ndo de
maneira extensiva. Os mecanismos de acdo inseticida dos 6leos essenciais ainda
nao foram completamente elucidados, porém a rapida acao frente a alguns insetos e
acaros indica uma atividade neurotoxica através do bloqueio da liberacdo de
neurotransmissores como a octopamina e a acetilcolina (Triphati et al., 2009). Pode
ser através de inalacdo, ingestdo ou absorcdo pela pele. Alguns 6leos essenciais
possuem atividade larvicida, onde podem atrasar ou impedir a emergéncia das
larvas (Khater, 2012).

A acdo mais comum dos Oleos essenciais em insetos e acaros é repelente e
inseticida, porém alguns 6leos essenciais e seus isolados ja foram reportados como
fumigante. Entre eles destacam-se a Lipppia alba, a Artemisa anua, o d-limoneno e o
1,8-cineol (Triphati et al., 2009). Gomes et al. (2014) analisaram 0s componentes
principais dos 0leos essenciais de Lippia sidoides e observaram atividade contra
larvas e ninfas de Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma cajennense. Os

compostos majoritarios encontrados foram o timol, ocimeno, e-cariofileno e mirceno.

Tabela 3-2 Oleos essenciais e fixos popularmente utilizados no manejo de pragas

Nome Nome cientifico Composto Estrutura quimica Atividade
comum majoritario

O _-CHy
. Hs;C ..
Cravo-da- Syzygium Eugenol Iseticida e
india 2 aromaticum (L.) HO repelente

Merrill & Perry
CHs

Tomilho 2 Thymus vulgaris Timol OH Inseticida,
acaricida e

HsC CHs repelente
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Citrus sp. 2

Menta “2

Citronela 2

Canela’

Manjericio’

Eucalipto “?

Pinheiro “?

Pimenta-
longa?

Citrus limon, Citrus
sinensis

Mentha
piperita L.

Cymbopogon nardus
Rendle. e C.
winterianus Jowitt.

Cinnamomum
zeylanicum

Ocimum basilicum

Eucalyptus

Pinus spp.

Piper hispidinervum

Limoneno

Mentol

Citronelal e
Geraniol

Cinamaldeido

Linalol,
Estragol

1,8-cineol

a-pineno e i3-
pineno

Safrol

OH

@)

Repelente

Inseticida e
repelente

Iseticida
erepelente

Iseticida e
repelente

Iseticida e
repelente

Inseticida,
acaricida e
repelente

Inseticida

Inseticida,
acaricida e
repelente.

Fonte:

- Menezes (2005);%; Barky et al. (2016)%
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Umpiérrez et al. (2013) analisaram a a¢do do 6leo essencial de folhas e
galhos de Eupatorium buniifolium coletados em diferentes estacdes do ano frente a
Varroa destructor. Os 6leos essenciais testados apresentaram agéo varroacida in
vitro, porém com diferentes niveis de toxicidade para as abelhas. O 6leo essencial
extraido dos galhos de E. buniifolium apresentou menor toxicidade para as abelhas
e uma boa atividade varroacida, mas apresentou baixo rendimento. Devido ao maior
rendimento obtido e a boa atividade varroacida in vitro, o 6leo essencial obtido a
partir das folhas de E. buniifolium foi selecionado para verificacdo da atividade
varroacida in vivo, resultando em uma atividade acaricida menor do que os controles
testados, com doses letais (DLgg) de 0,3 mg/mL em comparagdo aos 0,07 mg/mL
observados nos controles; porém com menor toxicidade as abelhas (DLgo= 0,7
mg/mL) do que os controles positivos (0,02 mg/mL para o acido formico e 0,08

mg/mL para o timol).

Ribeiro et al. (2010) determinaram a toxicidade do 6leo essencial extraido
de folhas de Hesperozygis ringens (Benth.) em fémeas ingurgitadas e larvas de
carrapato bovino Riphicephalus (Boophilus) microplus através do teste de imersado
de adultos (TIA) e teste de imersao de larvas (TIL). Os autores observaram que
concentracdes de 50 pg/mL e 25 pg/mL do 6leo causaram inibicdo da ovoposicao e
da ecloséo dos ovos. A concentragao letal que matou metade dos carrapatos (CLsp)
foi de 0,260 pug/mL e esta atividade foi justificada pela presenca do composto

majoritario pulegona, um monoterpeno presente em diversas espécies de plantas.

Como ja& citado neste trabalho, os Oleos essenciais sdo excelentes
alternativas para o controle de pragas por sua riqueza de compostos bioativos,
porém a alta volatilidade, baixa solubilidade em agua e instabilidade séo fatores que
limitam sua utilizacdo no desenvolvimento de produtos. Desta maneira, a
encapsulacdo dos 6leos essenciais vem sendo usada como uma opc¢ao eficaz que
promove a diminuicdo da volatilidade e causa melhoras significativas na estabilidade
do produto final (Fernandes, 2013; Moreira, 2014).

3.5. Encapsulacao de 6leos essenciais em polimeros
Os 6leos essenciais sédo estudados por suas diversas acdes bioldgicas,
porém limitacdes como volatilidade e a degradacdo por agentes ambientais levam a

busca de estratégias para aumentar sua estabilidade e, consequentemente, seu
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tempo de acdo (Asbahani et al., 2014; Oliveira et al., 2014). A incorporacao destas
substancias através da encapsulacdo em matrizes poliméricas mantém as
propriedades bioldgicas, funcionais e fisico-quimicas dos compostos encapsulados,
além de permitir a solubilizacdo de substancias hidrofébicas em matrizes hidrofilicas

e vice-versa (Pavela, 2015; Bakry et al., 2016).

7

O principal objetivo da encapsulagdo € a protecao fisico-quimica de
compostos bioativos através da incorporacdo destes no nucleo/parede/matriz da
particula formada. Com este processo, podem-se produzir esferas ou capsulas.
Microcapsulas/esferas sdo particulas que possuem tamanho varidvel entre 1 e 1000
MM e nanocdpsulas/esferas séo particulas que possuem didmetros que variam entre
1 a 1000 nm (Silva (a), 2015). As nanocapsulas/microcapsulas sdo particulas que
possuem um nucleo oleoso, onde geralmente a substancia de interesse esta
dissolvida, envolto por uma parede polimérica. Dependendo de caracteristicas como
solubilidade, volatilidade e polaridade, o composto de interesse pode se localizar
também no involucro polimérico (Freixo, 2013; Bakry, 2015; Silva (a), 2015). As
nano/microesferas possuem a substancia retida (heterogénea) ou adsorvida

(homogénea) na matriz polimérica sem a presenca de um nucleo oleoso (Figura 3.9).

Nanoesferas

Substancia ativa

Matriz polimérica

Nanocapsulas

Nicleo £

Substancia \

ativa S
Parede polimérica

c

Figura 3.9. Esquema das nanocapsulas e nanoparticulas poliméricas. a) Composto ativo retiro na
matriz polimérica b) composto ativo adsorvido na matriz polimérica c) composto ativo no nucleo

oleoso d) composto ativo na parede da capsula.

Fonte: O autor.

O método de incorporacdo de Oleos essenciais deve ser escolhido

baseando-se em técnicas de encapsulagdo que ndo incluam etapas como
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aquecimento e evaporacdo com temperaturas elevadas, devido a volatilidade e a
instabilidade térmica dos constituintes presentes no 6leo essencial que podem ser

volatilizados/degradados durante o processo.

A escolha da matriz polimérica é importante e depende de variaveis como
o tamanho da particula desejada, carga e permeabilidade da superficie, perfil de
liberagdo, presenca de toxicidade, degradabilidade e solubilidade e estabilidade em

agua dos compostos ativos (Silva (a), 2015).

3.5.1. Técnicas de encapsulacdo de 6leos essenciais em matrizes poliméricas
Apesar de ser uma tecnologia relativamente recente, ja existem diversos
métodos de encapsulacdo e estes sdo divididos em métodos fisicos, métodos
guimicos e métodos fisico-quimicos. Os métodos fisicos abrangem técnicas como
revestimento em turbinas, revestimento em leito fluidizado, spray-drying, spray-
cooling, spray-chilling, extrusao e liofilizacdo. Os métodos quimicos sdo realizados
através de técnicas como a polimerizacao in situ, polimerizacao interfacial e inclusao
molecular e os métodos fisico-quimicos compreendem processos de separacdo de

fases (coacervacao), evaporacao e precipitacdo (Silva et al., 2003; Oliveira, 2013).

As técnicas mais utilizadas para a encapsulacdo de 6leos essenciais e
outros extratos sdo emulsificacdo, spray-drying e freeze-drying, polimerizacédo in situ,
extrusao, leito fluidizado e tecnologias utilizando fluidos supercriticos (Freixo, 2013;
Bakry, 2016). O método utilizado neste trabalho contém etapas como a
emulsificacdo com evaporacdo do solvente e gelificagdo ionotropica do polimero
alginato de sddio. Este método ocorre através do gotejamento da fase aquosa que
contém alginato de sédio e ions célcio em uma fase oleosa, gerando uma emulséo
agua em 6leo, que é adicionada a uma solucdo aquosa de quitosana para ocorrer a
formacao dos complexos polieletroliticos e formacdo das micro/nanocapsulas. ApGs
etapas de evaporacdo de solventes, lavagem e secagem, obtém-se as
micro/nanocapsulas (Lertsutthiwong et al., 2009; Silva (a), 2015). Lertsutthiwong et
al. (2009) realizaram a encapsulacdo de Oleo essencial de cdrcuma em
nanoparticulas de alginato-quitosana através de um método contendo etapas de
emulsificacdo, gelificacdo ionotropica e evaporacdo do solvente. Os autores
avaliaram parametros como a influéncia do peso molecular da quitosana, razdo de

massa quitosana/alginato utilizada e a ordem de adi¢cdo do cloreto de célcio e da
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quitosana no processo. Através da andlise da estabilidade das particulas em 120
dias, eficiéncia de encapsulacdo e rendimento das nanocapsulas, obtiveram como
condicdo 6tima particulas com a razdo de massa de quitosana/alginato de 0,1:1. A
quitosana de baixo peso molecular adicionada apés o cloreto de calcio promoveu

melhor estabilidade e tamanho de particulas menores.

A técnica de emulsificacdo para a formacdo de nanocdpsulas é muito
aplicada para encapsular compostos ativos em solu¢des aquosas. Uma emulsdo é
uma dispersao coloidal que consiste em dois liquidos imisciveis, geralmente agua e
0leo, com um dos liquidos disperso em formas de pequenas gotas no outro liquido.
Para a emulsdo possuir estabilidade cinética devem-se adicionar agentes
emulsificantes que possuem caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas. O preparo das
emulsdes consiste em misturar a fase dispergente, a fase dispersa e o0 agente
emulsificante, utilizando um homogeneizador. O agente emulsificante forma uma
camada ao redor das gotas do agente disperso, prevenindo a coalescéncia e sua
escolha influencia diretamente no tamanho das particulas. Dependendo da natureza
do polimero e do tipo de emulsdo desejada, ele pode ser solubilizado na fase

aquosa ou oleosa (Pereira, 2011; Freixo, 2013; Bakry 2016).

Mukerjee & Vishwanatha (2009) encapsularam curcumina em poli (acido
latico-co-acido glicélico) através do método de emulsdo com evaporagdo do
solvente, obtendo nanoesferas com tamanho médio de 45 nm, e com uma eficiéncia
de encapsulacdo de aproximadamente 90%. As nanoesferas produzidas foram
testadas em diferentes linhagens celulares de céancer de prostata e mostraram ser
endocitadas por todas as linhagens celulares testadas. A curcumina encapsulada foi

liberada controladamente, com cerca de 65% liberada no periodo de 10 dias.

3.5.2. Polimeros biodegradaveis

Os polimeros biodegradaveis sdo polimeros que podem ser degradados
por microrganismos de ocorréncia natural como bactérias, fungos e algas, gerando
diéxido de carbono, dgua, metano e compostos inorganicos, conforme estabelecido
pela American Standard for Testing Methods (ASTM-D-833). Podem ser divididos
em naturais e sintéticos: os polimeros biodegradaveis naturais podem ser

provenientes de fontes naturais renovaveis como a celulose e cana-de-acgucar; de
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microrganismos através da sintese de moléculas como o &cido butirico, gerando o
polihidroxibutirato (PHB), e de fontes animais, como a quitosana. Os polimeros
biodegradaveis sintéticos sao provenientes de fontes fosseis como o petréleo
(Avérous & Pollet, 2012; Brito et al.,, 2011; Villanova, 2010). Os polimeros
provenientes matérias-primas de fontes renovaveis, também denominados
biopolimeros, recebem grande destaque por gerar menos danos ao ambiente, sendo
uma excelente alternativa para a incorporacao de produtos naturais. Os biopolimeros
possuem caracteristicas como bioadesdo, capacidade de formar hidrogéis,
solubilidade em &gua e baixo custo devido a sua abundancia natural (Leite, 2014).
Os mais encontrados naturalmente sdo celulose, amido, quitosana, acido alginico,
polipeptideos e poliésteres bacterianos (Avérous & Pollet, 2012; Brito et al., 2011;
Franchetti & Marconatto, 2006; Leite, 2014).

A degradacédo dos polimeros biogradaveis ocorre quando, em condi¢cfes
favoraveis de temperatura, pH, umidade e disponibilidade de oxigénio, certas
enzimas de bactérias, de fungos ou de algas clivam ligacdes quimicas da cadeia
principal do polimero (Brito et al., 2012, Leite, 2014). A biodegradabilidade de um
polimero depende de fatores como estrutura quimica (presenca de ligacbes
hidrolisaveis ou oxidaveis na cadeia), massa molar, flexibilidade conformacional,
area superficial e condigbes ambientais no qual o polimero é exposto (Brito et al.,
2011; Franchetti & Marconatto, 2006).

Dentre os polimeros biodegradaveis sintéticos podemos destacar o poli (e-
caprolactona) (PCL), poli (acido glicélico) (PGA), poli (4cido latico) (PLA). Séo
utilizados na area biomédica, assim como na liberacdo controlada de farmacos e em
alguns tipos de préteses (Anderson et al.; 2012; Franchetti & Marconato, 2006; Li et
al., 2012; Marin et al., 2013; Makadia & Siegel, 2011; Ulery et al., 2011).

3.5.3. Alginato de Sédio

O acido alginico (alginato de s6dio) € um componente extraido da parede
celular de algas marrons da familia Phaeophyceae e € utilizado na induastria
alimenticia como agente espessante, emulsificante, gelificante e estabilizador
(Tagliari, 2012). E um polimero polianiénico composto por unidades monoméricas de
acido B-D-manurénico (M) e acido a-L-gulurdnico (G) que s&o unidas por ligacdes

glicosidicas 1,4 (Figura 3.10). A proporcdo destas unidades influencia as
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propriedades fisicas do polimero. Possuem diferentes tipos de estrutura de blocos:
blocos contendo as unidades monoméricas G, blocos contendo M e blocos contendo
G e M (Figura 3.11). Sua estrutura depende da espécie de alga de onde foi extraido
(Bressel, 2007; Kawaguti & Sato, 2008; Tagliari, 2012).

OH
COOH
" OH HOO o
HO OH H
H
Acido B-D- manurénico Acido a-L- gulurénico

Figura 3.10. Mondmeros presentes no alginato.

O alginato é soluvel em solu¢gBes aquosas com pH maiores que 3,5 e em
solucdes acidas ocorre sua descarboxilacdo. Geralmente estd presente na forma de
sal sédico, potassico ou magnésico. As industrias alimenticias e farmacéuticas tém
grande interesse neste produto em funcdo da sua capacidade de formar géis. O
contato com cations divalentes ou polimeros catibnicos pode induzir a formacéo de
ligagbes cruzadas entre as unidades de acido gulurénico, formando um gel. Este
processo € denominado gelificacéo ionotropica (Bressel, 2007; Oliveira, 2012; Silva
(b), 2015).
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Figura 3.11. Estrutura dos blocos contendo sequéncia M-M (a), G-G (b) e M-G-M (c).
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A formacdo de géis com maior resisténcia depende da proporcado dos
mondmeros presentes no alginato. Os que possuem maior quantidade de blocos
contendo mondmeros de &cido gulurénico, quando em contato com Ca®*, formam
géis mais resistentes devido a presenca de cavidades que facilitam a incorporacéo
destes ions, gerando uma estrutura extremamente organizada denominada “caixa
de ovos” (Bressel, 2007; Tagliari, 2012). Os ions de calcio formam uma “ponte” que

une os grupamentos com cargas negativas do acido gulurénico (Figura 3.12).

7

O &cido alginico € muito utilizado na formacdo de complexos com
quitosana pela forte interacdo das cadeias poliméricas, formando estruturas muito
resistentes, biodegradaveis e biocompativeis, além de possuir boa estabilidade em

pH mais acido, onde a quitosana é solluvel (Tagliari, 2012).

Figura 3.12. Modelo “Caixa de ovos”

O alginato como agente encapsulante de produtos naturais ja foi
reportado em diversos estudos. Abreu et al. (2012) realizaram a encapsulacdo do
Oleo essencial de Lippia sidoides em alginato de sodio e goma de cajueiro através
do método de spray-drying e obtiveram nanoparticulas com um tamanho médio na
faixa de 223-399 nm. Os valores de potencial zeta estiveram na faixa de -30 a -36
mV, demonstrando boa estabilidade. A eficiéncia de encapsulacéao foi de 55% e o
perfil de liberacdo in vitro demonstrou que entre 30 — 50 h houve uma variacdo na
liberacdo do 6leo de 45 a 95%. Lai et al. (2007) sintetizaram esferas de alginato de
sédio carregadas com Oleo essencial de Artemisia arborescens L., utilizando os

agentes reticulantes gultaraldeido e cloreto de célcio com diferentes tempos de
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exposicao. O objetivo foi a criagdo de esferas para administracdo oral com liberacéo
controlada deste 6leo essencial que possui propriedades antivirais. As esferas finais
foram avaliadas quanto a eficiéncia de encapsulacdo, morfologia da superficie e
liberacao in vitro. Os resultados demonstraram eficiéncia de encapsulacao de 86% a
100% com os dois agentes reticulantes, sendo a de 100% realizada com 10% de
cloreto de célcio com um tempo de exposicdo de 10 min. A liberacdo in vitro das
esferas contendo O6leo essencial de Artemisia arborescens L. foi mais bem
controlada pelo agente reticulante cloreto de célcio. O glutaraldeido ndo demosntrou
ser um agente reticulante apropriado, pois interagiu com componentes do 6leo

essencial.

A sintese de microesferas de alginato contendo extratos de coco com alto
teor de polifendis pelos métodos de emulsificacdo seguido de gelificacdo idnica foi
realizada por Lupo et al. (2014), os quais testaram os gelificantes citrato de célcio e
carbonato de calcio e os emulsificantes Span 80, Span85, Span 80-Tween 80 e
polirricinoleato de poliglicerol (PGPR). Observaram esferas mais estaveis e com
menores tamanhos as que foram emulsificadas com PGPR e o citrato de célcio foi
fonte de céalcio que apresentou microesferas mais homogéneas e menores. Através
do método de emulsificacdo com gelificacdo ibnica, obtiveram cerca de 60% do
extrato de coco encapsulado.

3.5.4. Quitosana

A quitina é uma substancia extraida do exoesqueleto de crustaceos e
insetos e é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza depois da
celulose. Para ser extraida das carapacas dos crustaceos ou insetos, estas passam
por processos de desmineralizacdo, desproteinizacdo e descoloracdo. Apos estas
etapas, a quitina formada € entdo desacetilada, originando a quitosana e, quanto
maior é o grau de desacetilacdo, mais puro € o polimero (Oliveira, 2011; Cardoso et
al., 2012).

A quitina e quitosana sdo copolimeros formados por mondmeros de
glicosamina e n-acetilglicosamina, unidos por ligagdes 1-4 (Figura 3.13). Quando ha
maior quantidade de unidades de glicosamina no polimero, este é denominado
quitina e quando ha maiores quantidades de D-glicosamina, o polimero é

denominado quitosana (Cardoso et al., 2012; Tagliari, 2012; Leite, 2014).
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A quitosana é soluvel em meio &cido diluido e em contato com este meio,
0S grupamentos amino presentes em sua estrutura sdo protonados, levando a
formacéo de cargas positivas ao longo da molécula, o que a torna hidrossoltavel. Ou
seja, a solubilidade da quitosana esta relacionada com a presenca dos grupamentos
amino (Oliveira 2011; Tagliari 2012).

Além de ser um polimero biodegradavel e atoxico, possui diversas
propriedades biolégicas como antitumoral, cicatrizante, imunoestimulatéria,
hemostética, hipolipémica, anticoagulante, antimicrobiana, mucoadesiva, entre
outras (Battisti & Campana-Filho, 2008; Dai et al., 2011; Goy et al., 2009; Huang et
al., 2015; Mazzarino et al., 2012; Park et al., 2011; Vongchan et al., 2002; Zhang et
al., 2012). Por ser um polimero versatil, a busca por novas aplicacbes vem sendo
pesquisada pela area biomédica, farmacéutica, alimenticia e agricola (Aider, 2010;
Cheung et al., 2015; Dash et al., 2011; Kashyap et al., 2015).

QUITINA

CH,OH ‘OCHx
200 ) NHCOCH;
H O 0
NHCOCH; CH,OH

N- acetilglicosamina

QUITOSANA
CH,OH NH.
0 H :
H (@)
NH; CH,OH
Glicosamina

Figura 3.13. Mondmeros presentes na quitina e na quitosana

Fonte: Adaptado de Battisti & Campana-Filho, 2008.

Assim como o alginato, a encapsulacdo de Oleos essenciais com
quitosana ja foi reportada. Hosseini et al. (2013) realizaram a encapsulacao de 6leo
essencial de orégano em nanoparticulas de quitosana através dos métodos de
emulsificacao e gelificacédo ionotropica da quitosana com tripolifosfato de sodio (TPF)
como agente gelificante, obtendo particulas com tamanhos que variavam de 40 a 80
nm, com eficiéncia de encapsulacdo entre 21-47% e capacidade de carga de 3 —
8%. Resultados similares foram encontrados em estudo de Keawchaoon & Yoksan
(2011), que utilizaram também os métodos de emulsificagdo com gelificagéo

ionotropica da quitosana, com agente gelificante tripolifosfato de sédio (TPF) para
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encapsular o composto carvacrol, obtendo eficiéncia de encapsulacdo e capacidade
de carga variando de 14-31% e 3-21%, respectivamente, e particulas com tamanhos
entre 40 e 80 nm.

O revestimento com quitosana com o objetivo de aumentar a estabilidade
da particula também foi estudado. Van Vuuren et al. (2010) encapsularam 6leos
essenciais de Artemisia afra, Eucalyptus globulus e Melaleuca alternifolia em
lipossomas revestidos com quitosana e observaram a eficacia antimicrobiana frente
aos microrganismos Echerichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Candida albicans. O revestimento com quitosana ndo aumentou a atividade
antimicrobiana como os autores esperavam, porém influenciou positivamente na
estabilidade das particulas, além de influenciar na taxa de liberacdo do 6leo, devido
a capacidade que o polimero tem de controlar a liberacdo de compostos bioativos.
Natrajan et al. (2015) sintetizaram particulas de alginato revestidas com quitosana
em diferentes concentracdes para encapsulacdo de 6leos essenciais de curcuma e
capim-limdo. A combinacdo de concentracbes 0,3 mg/mL de alginato e 0,6 mg/mL
de quitosana conferiram boa estabilidade as particulas, com valores de potencial

zeta superiores a 35mV.

3.5.5. Complexo gquitosana e alginato

Quitosana e alginato sao polimeros biodegradaveis, biocompativeis e
atoxicos e amplamente utilizados em diversas areas em forma de capsulas,
nanoparticulas e emulsdes. Quando em conjunto, formam um complexo estavel
(Caetano, 2012; Leite, 2014; Natrajan et al., 2015; Tagliari, 2012). O complexo
alginato-quitosana (Figura 3.14) ocorre através da forte interacdo eletrostética entre
0S grupamentos amino da quitosana e 0s grupos carboxilicos do alginato. Estes
compostos formam um complexo polieletrolitico devido a natureza anibénica do
alginato e catibnica da quitosana. Devido ao processo de gelificacdo ionotropica que
ocorre quando em contato com os ions de calcio, o alginato € a matriz do complexo
e a quitosana age reforcando a micro/nanocapsula de alginato, aumentando sua
estabilidade. Aléem deste reforco, a presenca do envoltorio de quitosana permite uma
liberacdo mais lenta do composto ativo, ja que alginato tende a formar poros pela
sua conformacédo estrutural (Battisti& Campana-Filho, 2008; Tagliari, 2012; Leite,

2014). Este complexo é estavel também em condi¢cdes acidas, pois apesar da
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quitosana ser solivel em meios &cidos, quando complexadas com alginato, sua
disperséo é diminuida pela insolubilidade do alginato em baixos valores de pH (Leite,
2014).

Poucos estudos relatando encapsulacdo de O6leos essenciais em
alginato/quitosana foram encontrados (Dima et al., 2013; Lertsutthiwong et al., 2009;
Natrajan et al., 2015), sendo mais reportados estudos com encapsulacéo de extratos
nao volateis e compostos naturais isolados (Das et al.,, 2010; Swarnalatha et al.,
2015 Yogeshkumar et al., 2012). Rajendran et al. (2013) desenvolveram tecidos
antimicrobianos de algoddo contendo nanoparticulas de alginato/quitosana
carregadas com o extrato metanolico de Ocimum sanctum e também com o extrato
puro. As nanoparticulas de alginato/quitosana contendo o0 extrato metandlico
apresentaram maior atividade antimicrobiana do que o0 extrato puro, além de
apresentarem uma melhor durabilidade com a lavagem do tecido, resultando em 90
a 100% de redugdo antimicrobiana frente a todos os microrganismos testados em
até 20 lavagens. O tecido contendo apenas os extratos metandlicos de Ocimum
sanctum apresentou atividade antimicrobiana significativa em até 5 lavagens, com
reducdo da atividade antimicrobiana em lavagens posteriores. O valor do potencial
zeta das nanoparticulas formadas foi de - 41,6mV, demonstrando boa estabilidade.

Alginato de calcio

A)

Alginato

_Iﬁ_

Quitosana
Interagao eletrostatica entre o
alginato e a quitosana

B) \(-—/]

Figura 3.14. Esquematizacdo do complexo alginato-quitosana
Fonte: Leite, 2014.

Cation divalente

A encapsulacdo de compostos fendlicos com atividade antioxidante para

aplicagcédo na industria alimenticia foi reportada por BelS¢ak-Cvitanovi¢ et al. (2011)
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que avaliaram o potencial de encapsulacdo de polifendis com atividade antioxidante
realizando a encapsulacdo de extratos aquosos de Urtica dioica L., Crategus
laevigata, Olea europea L, Rubus idaeus L., Achillea millefolium L. e Glechoma
hederacea L. em alginato/quitosana pelo método de extrusdo eletrostatica, com
adicdo de &cido ascorbico para solubilizar a quitosana e aumentar a atividade
antioxidante. Os resultados apresentaram alta eficiéncia de encapsulacéo, variando
entre 80 a 89% e o percentual de carga do acido ascorbico foi de 59%,
demonstrando que foi encapsulado e que contribuiu com a atividade antioxidante
das nanoparticulas. Anbinder et al. (2011) encapsularam extratos de llex
paraguariensis ricos em polifendis em esferas de alginato/quitosana para
incorporacdo em aditivos alimentares. A formacao das esferas foi confirmada por
analises em espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (EITF),
andlise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC), que
apontaram temperatura de decomposicdo superior a temperatura utilizada para
preparacdo e consumo de alimentos, o que torna viavel a utilizacdo de esferas de

alginato/quitosana contendo extratos llex paraguariensis na industria alimenticia.
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4. MATERIAIS E METODOS

A escolha do material vegetal utilizado neste trabalho foi baseada em
estudos sobre espécies nativas do sul do Brasil que apresentavam atividades
praguicidas (Menezes, 2005; Moreira, 2005; Zoubiri & Baaliouamer, 2011; Boulogne
et al., 2012; Oliveira, 2014), relacionando-as com a familia botanica, género boténico
e compostos presentes nos extratos. As espécies selecionadas inicialmente foram:
Senecio juergensii, Senecio conyzaefolius, Mimosa lanata, Eupatorium hecatanthum,
Lupinus magnistipulatus e Baccharis psiadioides. De posse do material vegetal,
foram realizadas as extracBes dos 6leos essenciais pelo método de destilacdo por
arraste a vapor. Para as plantas que se obteve Oleos essenciais em quantidade
suficiente para os ensaios de atividade praguicida, isto €, Senecio juergensii e
Baccharis psiadioides, procedeu-se 0s ensaios de atividade toxicologica frente a trés
diferentes pragas. Os ensaios frente as pragas foram realizados no Laboratorio de
Controle de Pragas da Universidade de Caxias do Sul e no Laboratério de Ecologia
Quimica da Universidade da Republica - Uruguai. Como proposta para aumentar a
estabilidade dos 6leos essenciais estudados, a encapsulacdo em alginato de sddio e
quitosana foi realizada e analisada através de parametros como eficiéncia de
encapsulacdo, tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta. A
analise dos parametros citados foi realizada no Centro Interdisciplinar de

Nanociéncias e Micro-Nanotecnologia — NanoPUC.

4.1. Coleta do material vegetal

As folhas e flores da espécie Senecio juergensii, Senecio conyzaefolius,
Mimosa lanata, Eupatorium hecatanthum, e Lupinus magnistipulatus foram coletadas
no Pro-Mata - PUCRS, reserva natural voltada para pesquisa e conservacdo da
natureza localizada em S&o Francisco de Paula, e as folhas de Baccharis

psiadioides foram coletadas no Morro do Osso, localizado em Porto Alegre. As
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espécies coletadas foram secas em estufa a 40 °C por 24 horas e armazenadas a

temperatura ambiente.

4.2. Obtencao dos 6leos essenciais

Os dleos essenciais de B. psiadioides, S. juergensii, S.conyzaefolius, L.
magnistipulaus, E.hecatanthum e M.lanata foram obtidos através da extracdo por
arraste a vapor em uma Unidade Piloto de Arraste a Vapor (Figura 4.1). No trabalho
de Rossa et al. (2018) sdo apresentadas as caracteristicas do equipamento, assim
como os procedimentos relacionados ao funcionamento do mesmo. As condigdes
operacionais utilizadas para a realizacdo dos experimentos sado apresentadas na

Tabela 4.1.
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Figura 4.1. Unidade piloto de arraste a vapor.

Em funcdo do baixo rendimento de Oleo essencial obtido & presséo
atmosférica para as diferentes espécies estudadas, os experimentos de extracdo por
arraste a vapor foram realizados em vaso de extracéo pressurizado. Como o vapor é
gerado na condi¢do de saturacdo, o aumento da pressdo promove o aumento da
temperatura de operacdo. Quanto & massa de planta utilizada, esta estava

diretamente relacionada com a capacidade do leito de extrag&o.

O teor de umidade das plantas foi determinado através de um analisador
de umidade, o HB43 (Mettler Toledo). Adiciona-se uma massa de planta ao

analisador que possui uma balanga, determinando a massa da amostra. Em
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seguida, a amostra é rapidamente aquecida e ocorre variacdo de massa devido a
perda de 4gua presente no material vegetal. A umidade é entdo determinada pela
medida da variacdo das massas inicial e final da planta adicionada ao equipamento.

Foi adicionado 1,2 g de planta em cada analise.

Tabela 4-1 InformacBes sobre o material vegetal e indicacdo das condigBes operacionais utilizadas na

extracdo de Oleos essenciais de espécies nativas do sul do Brasil

Material vegetal Parte utilizada Massa de planta seca (g) Pressao (bar)
Baccharis psiadioides Folhas secas 366 1,5
Senecio juergensii Folhas secas 350 2,0
Lupinus magnistipulatus  Folhas secas 309 2,0
Eupatorium hecatanthum Folhas e flores secas 225 2,0
Mimosa lanata Folhas secas 190 2,0
Senecio conyzaefolius Folhas e flores secas 520 2,0

De posse dos resultados das extracdes dos 6leos essenciais, determinou-
se o rendimento (R) do processo, através da Equacdo 1. As plantas que
apresentaram rendimento de 6leo essencial suficiente para a realizacdo dos ensaios
de atividade praguicida, assim como maior disponibilidade de material vegetal, foram
coletadas novamente e seu 0Oleo essencial foi extraido e utilizado nos bioensaios

frente as pragas.

Vi
R = =

X 100 1),

onde Vf é o volume de 6leo essencial (mL), p é a densidade do 6leo essencial e m é

a massa de planta (g) adicionada ao extrator.

4.3. Andlise dos 6leos essenciais por CG-EM
A composicédo quimica dos o6leos essenciais com melhor rendimento foi

determinada a partir de analises realizadas em um cromatégrafo a gas acoplado a
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um detector de massas (Hewlett Packard, Agilent sistema CG/EM, CG modelo
7890A e detector de massas modelo 5975C). A programacéo de temperatura do
forno se inicia a 60 °C, mantendo-se por 8 min, aumentando a 3 °C/min até 180 °C,
mantendo esta temperatura por 1 minuto, aumentando a 20 °C/min até 250 °C e
mantendo essa temperatura por 10 minutos. O gas de arraste utilizado foi hélio com
fluxo de 0,8 mL/min, temperatura do injetor 250 °C, volume de injecdo 0,2 pL, no
modo split, razdo de split 1:55. A faixa de massa analisada foi de 40 a 450 nm. A
coluna utilizada foi uma HP-5MS, 5% fenil-metilpolisiloxano, 30 m x 250 um de

diametro interno com espessura de filme de 0,25 ym (Lucas, 2011; Xavier, 2011).

A partir de uma série de n-alcanos (C8-C20), os indices de retencéo dos
compostos foram obtidos e comparados com os da literatura (Adams, 2007). Os
espectros de massas também foram comparados, a fim de uma melhor e mais exata

identificacéo.

4.4. Encapsulacao dos 6leos essenciais

As nanoparticulas de alginato/quitosana foram sintetizadas através
metodologia de emulsificacdo com gelificacdo ionotropica do alginato, utilizando uma
modificacao da técnica por Lertsutthiwong et al. (2009).

Em tubos falcon de 50 mL foram solubilizados 18 mg de alginato de sédio
(Protanal 10/60, FMC Biopolymer) em 30 mL de agua deionizada, com ajuda de um
vortex. Apds, 1 mL de uma solugdo aquosa de alcool polivilinico (PVA, Sigma-
Aldrich) na concentracdo de 0,09 g/mL foi adicionado a solucdo, gerando uma
solucdo aquosa de alginato de s6dio na concentracao de 0,6 mg/mL, contendo 0,3%
de PVA. Para melhor solubilizacdo, a solucdo foi sonicada a amplitude de 70% e 8
W.

Apébs a sonicacao, 0,6 mL de uma solucao de 6leo essencial em etanol
(167 mg/mL) foi gotejada lentamente a solu¢cdo aquosa contendo alginato de sodio e
PVA (descrita anteriormente), levando a formacgédo de uma emulsdo O/A, a qual foi
sonicada por 15 min em ultrassom. Combinou-se entdo 20 mL da emulséo formada
com 4 mL de uma solugéo aquosa de CaCl, (0,67 mg/mL) e a mistura foi agitada por
30 minutos. Apds o tempo de agitacdo, foram gotejados lentamente 4 mL de uma
solugdo aquosa de quitosana de baixo peso molecular (Sigma-Aldrich) na

concentracéo 0,3 mg/mL, contendo 1% (v/v) de &cido acético (Merck), com posterior
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agitacdo por 30 minutos. ApOs a agitacdo, a suspensdo formada foi deixada em
equilibrio por 12 horas e entdo rotaevaporada a 40 °C por 20 minutos. A
concentracdo final da suspensdo de nanoparticulas contendo Gleo essencial foi de

5mg/mL.

Os parametros avaliados das nanoparticulas foram o tamanho de
particula, potencial zeta e indice de polidispersédo, os quais foram realizados no
equipamento ZetaSizer® Nanoseries (Malvern, Inglaterra) a partir de 1 mL da

suspensao na concentracdo de 100 pg/mL.

4.5. Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacéo foi avaliada de maneira indireta através da
presenca de atividade antioxidante dos 6leos essenciais, pelo método de captura do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Previamente, a fim de verificar se os 6leos
essenciais estudados possuiam atividade antioxidante, foi realizada uma
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos 0leos, utilizando-se como fase mével
tolueno:acetato de etila na proporcdo 97:3. Apds a corrida cromatografica, os
compostos presentes na placa foram revelados com uma solu¢cdo metandlica de
DPPH a 0,2%. A presenca de coloracdo branca/amarela ap6s a revelacdo é
indicativo de atividade antioxidante.

Uma solucédo contendo 2,4 mg de DPPH em 100mL de metanol (Merck)
foi preparada e foram adicionados 4 mL desta solucdo em diferentes tubos de
ensaio. Para cada tubo de ensaio foram adicionadas quantidades crescentes de
cada oleo essencial (0,30 pL; 0,623 uL; 1,25 pL; 2,5 yL; 10 pL e 15 pL para o 6leo
de B. psiadiodies e 0,07 pL; 0,15 puL; 0,30 pL; 0,625 pL e 2,5 yL para o 6leo de S.
juergensii) e os tubos foram entdo acondicionados a temperatura ambiente e ao
abrigo de luz (15 minutos para S. juergensii e 1h40min para B. psiadioides). Apés o
tempo necessario para captura do radical DPPH, as absorbancias de cada tubo de
ensaio foram medidas em espectrofotbmetro (Biospectro SP-220) em um
comprimento de onda 515 nm. A partir das informacgdes obtidas, foi construida uma
curva de calibragcdo volume de Oleo essencial x absorbancia. Como branco foi

utilizado o metanol.



52

Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo, 1 mL da suspensédo de
nanoparticulas contendo os 6leos essenciais foi centrifugado a 10.000 rpm por 30
min em uma centrifuga KC16 (Kindly) e o sobrenadante foi recolhido. 300 pL do
sobrenadante foram adicionados a um tubo de ensaio contendo 4 mL da solugéo de
DPPH descrita anteriormente e, apdés o tempo de estabilizacdo da atividade
antioxidante, a absorbancia foi medida. Através dos valores obtidos pode-se
determinar a quantidade de Oleo essencial presente no sobrenadante, ou seja, que
nao foi encapsulado. Como branco foi utilizado 300 yL agua deionizada em 4 mL de
metanol. Os testes foram realizados em triplicata.

A eficiéncia de encapsulacao (E) foi calculada através da diferenca entre

a concentracao do 6leo total e do Gleo presente no sobrenadante (Equacéao 2):

E(%) =

Vi—Vg -
v 100 ),
onde Vi corresponde ao volume de 6leo adicionado inicialmente a formulagéo e Vs

ao volume de 6leo ndo incorporados as nanocapsulas.

4.6. Ensaios de liberacdo dos 6leos essenciais

Foram preparadas solucdes aquosas dos 0leos essenciais contendo 0,3%
de PVA em concentragdes finais de 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL e
0,75 mg/mL e entdo, foram retiradas amostras dos compostos volateis dos 6leos
essenciais de cada concentracdo através do modo headspace: 1 mL de cada
solucéo foi lacrada em viais de 2mL e aquecida a 30 °C por cerca de 2 horas e entédo
armazenadas a temperatura ambiente por 24 horas para que ocorresse o equilibrio
da fase liquida com a fase vapor. Posteriormente, foram coletados com uma seringa
gas tight (Agilent) 100 uL os compostos volateis presentes na fase vapor do vial e
injetados em CG/MS, conforme descrito no item 4.3. As injecOes foram realizadas de
modo split na razdo 1:55 na seguinte programacéo de temperatura: 60° C durante 8
minutos aumentando para 180°C a 3°C minuto, depois aumentou-se de 180 °C a
250°C a 20°C/min e entédo a 250°C por 10 min. O volume injetado foi de 100 pL e

gas de arraste foi o hélio, com vazao de 0,8 mL/min.
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Analisando as cromatografias obtidas, foi construida uma curva de
calibracdo area do composto majoritario x concentracdo de 6leo essencial, através

da area do pico majoritario de cada concentracédo injetada.

A analise do perfil de liberacdo dos Oleos essenciais encapsulados foi
realizada da seguinte maneira: em viais de 2 mL foi adicionado 1 mL da suspensao
de nanoparticulas contendo 6leo essencial a uma concentragdo de 5 mg/mL. A cada
duas horas foram retirados 100 uL da fase vapor do vial (headspace) e estes foram
injetados no CG/MS. Este procedimento foi realizado até que as concentracdes dos
picos majoritarios permacenessem constantes, ou seja, até o sistema atingir o
equilibrio. O mesmo procedimento foi realizado utilizando-se 6leo essencial em agua
e PVA, na concentracdo final de 5mg/mL, a fim de observar o perfil de liberacdo do
Oleo livre. A partir dai, a liberacdo do 6leo encapsulado foi comparada com a
liberacéo do oleo livre.

4.7. Ensaios em Anticarsia gemmatalis

Os bioensaios em Anticarsia gemmatalis (lagarta-da-soja) foram
realizados no Laboratério de Controle de Pragas, localizado na Universidade de
Caxias do Sul (UCS), As lagartas de A. gemmatalis foram obtidas através da criacao

com dieta artificial (Greener et al., 1976), localizadas no insetéario do laboratério.

Diferentes concentracdes de Oleo essencial, 0,00%; 0,10%; 0,25%;
0,50%, 0,75% e 1,00% (p/v), foram solubilizadas em solucédo aguosa de Tween 80 a
1,0 % (v/v) e adicionadas na dieta artificial. Para cada concentracdo, 20 lagartas em
3° instar foram utilizadas e mais o grupo controle, totalizando 140 lagartas. As
lagartas foram individualmente separadas em recipientes de plastico com
capacidade de 50 mL com 1 g da dieta artificial (Greener et al., 1976), contendo as
diferentes concentracdes dos o6leos essenciais livres e encapsulados disponiveis
para alimentacdo até a fase pupal. Para manter o ambiente Umido, uma porc¢éo de
algoddao embebido com agua destilada foi colocada no recipiente e umedecida a
cada 24 horas. O experimento todo foi realizado em um ambiente com temperatura

constante de 27 £ 1 °C e umidade relativa do ar de 70 + 5% (Lucena, 2016).

As taxas de mortalidade das lagartas foram avaliadas diariamente até o

estadgio de pupa. Foram verificados também possiveis efeitos secundarios como
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variagdo no peso apos sete dias do inicio do experimento, a duragdo das fases larval
e pupal, peso e dados morfométricos da pupa. Os dados foram analisados por
analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey (P < 0,05). Para

determinacdo da concentracao letal mediana (CLso) foi utilizado o método de Probit.

4.8. Ensaios em Boophilus microplus

Os ensaios carrapaticidas foram realizados no Laboratério de Ecologia
Quimica, localizado na Universidad de la Republica, em Montevidéu, através do
teste do pacote larval (TPL) (Stone & Haydock, 1962), que consiste na adicdo de
larvas do carrapato em envelopes contendo o extrato impregnado.

Os ensaios foram realizados com os 6leos essenciais de Baccharis
psiadioides e Senecio juergensii puros e encapsulados. Em papéis filtro medindo 8,5
x 7,5 cm (Whataman 1) os 6leos foram adicionados homogeneamente em diferentes
concentracbes (Tabela 4.2). ApGs alguns minutos de secagem, os papeéis foram
fechados com binder clips formando um envelope (Figura 4.2) e foram adicionadas
100 larvas de carrapatos em cada envelope. Os envelopes foram fechados e
incubados a temperatura de 27-29 °C, com umidade relativa maior que 80% por 48
h. O controle negativo para comparacdo com o 6leo essencial livre foi acetona e
para comparacao com o 6leo encapsulado foi 1 mL da suspensdo ndao contendo os

Oleos essenciais. O controle positivo utilizado foi o timol a 5mg/mL.

Figura 4.2 Envelope impregnado com 6leo essenciais/suspensdo de nanoparticulas.

Apos o periodo de incubacao, realizou-se a contagem de carrapatos vivos
(com movimento) e mortos (quietos ou incapazes de se movimentar) a cada 12 h,
por um periodo de 48 h. Através da contagem dos carrapatos, determinou-se o

percentual de carrapatos mortos.
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Tabela 4-2 Concentra¢@es utilizadas nos bioensaios frente a R. (B) microplus

Concentragdes
Puro 3,35; 5,00 e 7,00*
S. juergensii Encapsulado 670; 1000 e 1500**
Puro 5,0; 7,5 e 10,0*
B. psiadiodies Encapsulado 100, 1500 e 2000**
*mg/mL
wox

4.9. Ensaios em Varroa destructor

As abelhas da espécie Apis mellifera e as varroas foram coletadas de
colmeias comerciais organicas localizadas em Canelones - Uruguai no mesmo dia
em que os bioensaios foram realizados, no Laboratério de Ecologia Quimica da
Universidad de La Republica, em Montevideo. A metodologia utilizada para os
bioensaios consiste em uma adaptacdo dos procedimentos propostos por Lindberg
et al. (2000).

Os ensaios foram realizados em um recipiente contendo duas bases de
placas de Petri (9 cm x 1 cm), contendo uma tampa perfurada (cerca de quatro furos
por cm?) em seu interior, dividindo as bases das placas. Na base superior, 10
abelhas e 6 varroas foram adicionadas. Na parte inferior, foi adicionado um papel
filtro com 36 cm?, onde foram adicionados os 6leos essenciais livres e encapsulados
(Figura 4.3). Nos ensaios utilizando o 6leo essencial livre de S.juergensii, foram
adicionados 500 pL de uma solucdo de etanol contendo o 6leo essencial nas
concentracbes 0,5%, 1,0% e 2,0% e nos ensaios utilizando o 6leo essencial
encapsulado, foram adicionados diferentes volumes da suspensdo de
nanoparticulas: 1000 pL e 2000 pL. Nos ensaios com o Oleo essencial livre de B.
psiadiodies foram adicionadas 500 puL de uma solucdo de etanol contendo o 6leo
essencial nas concentracdes de 0,25%, 0,50% e 1,00% e os ensaios contendo a
suspensédo de nanoparticlas foram realizados adicionando-se 500 pL e 1000 pL nos
papéis filtro. As concentracdes foram ajustadas conforme resposta das varroas

frente aos 6leos essenciais.
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Figura 4.3 Placas de Petri contendo as abelhas, varroas e amostra impregnada em papel filtro.

O controle negativo utilizado para comparacdo com o 6leo essencial puro
foi 1 mL de etanol e para comparacdo com 0Oleo essencial encapsulado foi 2 mL da
suspensao contendo as nanoparticulas sem o 6leo essencial. O controle positivo foi
timol a 5 mg/mL. Apds o preparo dos ensaios, as placas contendo as abelhas,
varroas e as amostras impregnadas nos papéis filtro foram incubadas a 20-22 °C
com 60-70% de umidade relativa durante 48 h. A contagem das abelhas e varroas
mortas foram realizada a cada 24 h pelo periodo de 48 h. Os resultados foram

expressos em percentual de mortalidade de abelhas e varroas.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencao dos Oleos essenciais
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Para a realizacdo dos testes praguicidas e do preparo das nanoparticulas

foi necesséria uma quantidade consideravel de 6leo essencial, sendo o rendimento

um fator excludente para a selecdo do material vegetal utilizado nos ensaios. A

Tabela (5.1) apresenta resultados dos rendimentos de 6leo essencial obtido pelo

processo de extracao por arraste a vapor das diferentes folhas e hastes das plantas

utilizadas. O processo de extracdo dos 6leos essenciais dos materiais vegetais em

estudo foi realizado até que o volume de dleo essencial se mantivesse constante por

um periodo de 30 minutos. O rendimento foi calculado através da Equacéo 1.

Tabela 5-1: Rendimentos do processo de extra¢@o por arraste a vapor utilizado na obtencao de 6leo

essencial.

Material vegetal

Tempo de
extragao (min)

Umidade Rendimento

(%)

(%)

Baccharis psiadioides
Senecio juergensii
Lupinus magnistipulatus
Eupatorium hecatanthum
Mimosa lanata

Senecio conyzaefolius

365

334

60

150

165

120

5,02%
13,83%
14,07%
11,16%
42,00%

4,01%

3,27%
0,40%
0,09%
0,07%
0,07%

0,28%

As extracdes dos Oleos essenciais de Senecio juergensii, Senecio

conyzaefolius e Baccharis psiadioides foram as que apresentaram maior rendimento,

0,40%, 0,28% e 3,27%, respectivamente. Porém, devido a dificuldade de coleta de
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maiores quantidades de Senecio conyzaefolius (baixa disponibilidade da planta) os
estudos com esta planta ndo se tornaramviaveis. As plantas Senecio juergensii e
Baccharis psiadiodies foram entdo escolhidas para serem estudadas, ja que a
guantidade de Oleo essencial produzida por estas plantas atendeu a quantidade
minima para a realizagdo das andlises quimicas, dos ensaios praguicidas e da

producdo das nanoparticulas.

A extracdo por arraste a vapor do Oleo essencial de B. psiadiodies
apresentou alto rendimento, uma vez que a grande maioria das plantas apresentam
rendimentos que variam de 0,5 a 2,0%, dependendo do método de extragcdo
(Gomes, 2003). Este valor é maior do que o obtido em estudo realizado por
Negreiros et al. (2016) e Suyenaga et al. (2003), os quais obtiveram valores de
rendimentos de Oleo essencial de B. psiadioides de 1,5%, empregando o método de
extracao por hidrodestilagdo. Em relacdo as demais plantas utilizadas neste estudo,
Senecio juergensi, Lupinus magnisitpulatus, Eupatorium hecatanthum, Mimosa
lanata e Senecio conyzaefolius, ndo ha relatos sobre de rendimentos de Oleos

essenciais.

5.2. Analise dos 6leos essenciais

Nas Tabelas 5.2 e 5.3 sdo apresentados os compostos identificados dos
Oleos essenciais extraidos das folhas secas de Bacharis pisiadioides e Senecio
juergensii. Os compostos identificados mais abundantes presentes nos 6leos de B.
psiadioides foram o ar-Curcumeno (6,88%), seguido de [-Pineno (5,74%), R3-
Elemeno (4,95%) e Globulol (4,27%). Estes resultados podem ser comparados com
0s obtidos por Lazarotto (2014), Negreiros (2014) e Cheiran (2015), os quais
encontraram em seus estudos alguns destes compostos majoritarios, em diferentes
quantidades. Esta diferenca pode ser explicada através da época e do local de
colheita das folhas, que influenciam diretamente na composicdo quimica dos 6leos
essenciais.

O oleo essencial de S. juergensii apresentou a-humuleno como composto
majoritario. Através de andlise dos trabalhos presentes na literatura, ndo foram
encontrados relatos a respeito da caracterizacdo quimica do 6leo essencial de S.

juergnesii.
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Tabela 5-2 Analise cromatografica CG/EM do 6leo essencial de Baccharis psiadioides.

Compostos® IR IR teérico®  Area%°
a-Pineno 951 932 1,22
B-Pineno 997 974 5,74
Mirceno 1009 988 0,33
0 3-Careno 1028 1008 1,57
o-Cimeno 1043 1022 0,57
Limoneno 1047 1024 1,50
p-Cimeneno 1108 1089 0,16
Monoterpenos hidrocarbonetos 11,09
Linalol 1120 1095 0,06
exo-Fenchol 1134 1118 0,14
trans-Sabinol 1160 1137 0,81
Pinocarvona 1183 1160 0,21
Terpinen-4-ol 1198 1174 0,26
p-Metilacetofenona 1205 1179 0,25
p-Cimen-8-ol 1208 1179 0,45
a-Terpineol 1213 1186 0,54
Mirtenol 1219 1194 0,89
Car-3-en-2-ona 1275 1244 0,11
Indanol 1371 1338 0,18
Monoterpenos oxigenados 3,90
a-Cubebeno 1374 1345 0,15
a-Ylangeno 1396 1373 0,62
a-Copaeno 1401 1374 0,49
B-Elemeno 1421 1389 4,95
a- Gurjuneno 1438 1409 0,22
B-Gurjuneno 1451 1431 0,12
a-Humuleno 1482 1452 0,63
allo-Aromadendreno 1489 1458 0,23
y-Gurjuneno 1500 1475 0,32
y-Muuroleno 1506 1478 2,79
ar-Curcumeno 1514 1479 6,88
B-Selineno 1517 1489 0,82
Viridifloreno 1526 1496 1,50
a-Muuroleno 1531 1500 1,56
y-Cadineno 1546 1513 2,04
cis-Calameneno 1554 1528 1,87
a-Cadineno 1568 1537 0,43
B-Calacoreno 1594 1564 0,55
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 26,17
Palustrol 1601 1567 1,62
Globulol 1622 1590 4,27
Cubeban-11-ol 1630 1595 2,23
Ledol 1639 1602 1,69
Epoxido de humuleno I 1646 1608 1,53
Junenol 1655 1618 0,55
1-epi-Cubenol 1663 1627 0,57
B-Eudesmol 1686 1649 0,31
cis-Calamenen-10-ol 1692 1660 2,62
trans-Calamenen-10-ol 1695 1668 0,81
Curcufenol 1755 1717 0,14
Ciclocolorenona 1789 1759 0,33
Sesquiterpenos oxigenados 16,67
Compostos identificados 57,83

& = compostos identificados pela comparagio de seus espectros de massa e indices de retengdo com a biblioteca Adams
(2007); compostos com area = 0,1%; " RI = indice de retencéo calculado em relagio a uma série de alcanos; °Area = area

percentual de cada pico em relagéo a area total do cromatograma.
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Tabela 5-3 Analise cromatografica CG/EM do 6leo essencial de Senecio juergensii

Compostos® IR  IRteérico” Area%’
Acido tiglico 939 909 0,63
a-Pineno 951 932 0,22
B-Pineno 994 974 0,04
Mirceno 1009 988 0,07
a-Felandreno 1022 1002 0,09
p —Cimeno 1042 1020 0,40
Limoneno 1046 1024 0,21
y —Terpineno 1077 1054 0,03
p-Cimeneno 1108 1089 0,06
Monoterpenos hidrocarbonetos 1,75
Linalol 1120 1095 0,04
Terpinen-4-ol 1198 1174 0,06
a-Terpineol 1212 1186 0,04
Monoterpenos oxigenados 0,14
a-Cubebeno SH 1372 1345 0,19
a-Copaeno SH 1402 1374 2,88
- Bourboneno SH 1410 1387 0,15
B- Elemeno SH 1418 1389 1,59
a- Gurjuneno 1437 1409 0,11
- Copaeno SH 1456 1430 0,18
Aromadendreno SH 1467 1439 0,30
a-Humuleno SH 1488 1452 16,55
trans-Cadina-1(6),4-dieno 1502 1475 0,49
y-Muuroleno 1505 1478 1,59
y- Curcumeno 1507 1481 0,78
ar-Curcumeno 1510 1479 2,10
B-Selineno 1516 1489 0,52
a-Zingibereno 1524 1493 2,91
y-Cadineno SH 1546 1513 2,94
trans-Cadina-1,4-dieno 1564 1533 0,33
a-Cadineno 1569 1537 0,89
a-Calacoreno 1574 1544 0,49
Sesquiterpenos hidorcarbonetos 34,99
E-Nerodiol SO 1592 1561 0,43
Espatulenol SO 1611 1577 0,62
Oxido de cariofileno SO 1617 1582 1,82
5-epi-7-epi-a-Eudesmol 1636 1607 0,53
1,10-di-epi-Cubenol 1648 1618 0,36
1, epi —Cubenol SO 1662 1627 0,81
Selina-3,11-dien-6- a -ol 1667 1642 0,27
Torreiol SO 1680 1644 0,89
trans-Calamenen-10-ol 1702 1668 0,27
Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol SO 1715 1685 0,15
6R, 7R -Bisabolone 1776 1740 1,21
6S, 7R -Bisabolone 1786 1748 4,03
Sesquiterpenos oxigenados 7,36
Compostos identificados: 44,24

& = compostos identificados pela comparagéo de seus espectros de massa e indices de retengdo com a biblioteca Adams
(2007); compostos com area = 0,1%; " RI = indice de retencéo calculado em relagio a uma série de alcanos; °Area = area

percentual de cada pico em relacdo a area total do cromatograma.
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O baixo percentual de identificacdo dos compostos pode ser explicado
pela similiaridade dos espectros de massa, 0 que pode gerar co-eluicdes de picos,

impedindo uma identificacdo e quantificacdo correta (Silva et al 2018).

5.3. Encapsulacgéo dos 6leos essenciais

A encapsulacdo dos 6leos essenciais em nanoparticulas de alginato e
quitosana foi realizada pelo método de Lertsutthiwong et al. (2009) com
modificacdes que otimizaram a sintese das nanoparticulas. A adicdo de PVA a 3%
ao invés de 1% de Tween 80 diminuiu o indice de polidispersdo das nanoparticulas
de 0,846 + 0,03 a 0,488 + 0,04. A adicdo de uma maior quantidade de 6leo essencial
em relacdo ao método original também influenciou no resultado final, demonstrando
um aumento de estabilidade, com aumento nos valores de potencial zeta que foram
de -19,03 mV + 1,00 a -23,6 mV = 4,04. A partir dos resultados obtidos, realizou-se
entdo a encapsulacdo do 6leo essencial de S.juergensii. A formulacéo final obtida
consiste em uma solucdo aquosa com Oleo essencial encapsulados em

nanoparticulas de alginato/quitosana suspensas nesta solucéo.

Na Tabela 5.4 sdo apresentados os resultados obtidos pela
caracterizacdo das nanoparticulas. As suspensdes de nanocdpsulas contendo 6leo
essencial de S. juergensii apresentaram maior tamanho de particula (705 = 16,26
nm), maior valor de potencial zeta (-24,36 + 1,98 nm), assim como um indice de
polidispersdo mais alto do que as particulas de B. psiadiodies. Este fato pode ser
explicado pela possivel formacdo de agregados, ou uma diferente distribuicdo da
camada externa de quitosana (Yoksan et al., 2010). As nanoparticulas contendo o
Oleo essencial de B. psiadioides apresentaram um tamanho um pouco menor (488 +
12,01 nm) do que as apresentadas por Lertsutthiwong et al. (2009), os quais
realizaram a encapsulacao de 6leo essencial de curcuma em polimeros de alginato e

quitosana, apresentando valores de diametro médio 522 + 15 nm.

Através dos valores de potencial zeta, pode-se observar que ambas as
formulacOes apresentaram boa estabilidade, apresentando valores de -23mV a -25
mV. Suspensdes com valores de potencial zeta proximos a +30mV e a -30 mV
apresentam boa estabilidade, pois a repulsdo entre as particulas previne a
agregacéo (Tagliari, 2012).
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Tabela 5-4 Resultados da caracterizacdo das nanoparticulas de 6leos essenciais de S. juergensii e

Baccharis psiadioides encapsuladas em alginato/quitosana

Didametro Médio Pdi Potencial Zeta
(nm) (mV)
Baccharis psiadioides 488,4 +12,01 0,488 + 0,04 -23,6 £4,04
Senecio juergensii 705 + 16,26 0,56 + 0,05 -24,36+1,98

5.3.1. Eficiéncia de encapsulacao

A determinacdo da eficiéncia de encapsulacéo foi realizada através do
meétodo de captura do radical DPPH. O DPPH caracteriza-se como um radical livre
estavel por virtude da localizacdo de um elétron livre sobre toda a molécula. Esta
localizacdo do elétron gera uma coloragédo violeta. Quando adicionado substrato
(antioxidante ou uma espécie radicalar) a solucdo de DPPH, h4 doacdo de um
atomo de hidrogénio, estabilizando a molécula de DPPH e gerando um decréscimo
na absorbancia, caracterizado pela mudanca da coloragao violeta para amarela. Nas
Figuras 5.1 e 5.2 sdo apresentadas as curvas de calibracdo que relacionam a
concentracdo dos Oleos essenciais de B. psiadioides e S. juergensii versus
absorbancia, respectivamente. Os indices de determinacdo (R?) calculados através

das curvas de calibragéo foram 0,9895 (B. psiadioides) e 0,9999 (S. juergensii).

A eficiéncia de encapsulacao foi calculada através da Equacéo 2. Ambas
as formulacdes apresentaram uma alta eficiéncia de encapsulacao: 89% + 4,7 para o
Oleo essencial de B. psiadioides e 86% * 1,15 para 6leo essencial de S. juergensii.

Através dos resultados obtidos, pode-se observar que a suspensao final
contendo nanoparticulas com 6leo essencial de S. juergnesii apresentou 86% (86
uL) do volume adicionado de 6leo encapsulado e 14% (14 uL) do volume de déleo
adicionado livre na suspensdo. A maior taxa de encapsulacdo do Oleo essencial de
B. psiadoides permitiu que 89% (89 pL) do O6leo essencial adicionado fossem

encapsulados, enquanto 11% (11 uL) permanecessem livres na suspenséao.
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Figura 5.1 Curva de calibracdo volume de 6leo essencial de B. psidadioides versus absorbéncia
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Figura 5.2 Curva de calibragéo do volume de 6leo essencial S. juergensii versus absorbancia.

5.3.2. Ensaios de Liberacéao

As curvas de calibracado dos 6leos essenciais em estudo foram relizadas
baseando-se na area do pico do composto majoritario de cada Oleo essencial versus
uma concentracdo conhecida do 6leo essencial total. A curva de calibracéo referente
ao Oleo essencial de S. juergensii foi realizada através do composto a-humuleno
(Figura 5.3) e a curva referente ao 6leo essencial de B. psiadioides foi realizada
através da area do composto B-pineno (Figura 5.4). Pode-se observar que em
ambos 0s casos a area dos picos dos compostos majoritarios aumenta de acordo
com o aumento da concentracdo de 6leo essencial.

O método de amostragem com seringa gas-tight do headspace dos viais
foi proposto neste estudo pela possibilidade de reproduzir o ambiente em que as
pragas estudadas foram expostas. A mortalidade e influéncia no desenvolvimento

das pragas ocorreram pelo contato destas com os compostos volateis dos 6leos



essenciais estudados e o método citado permite

seja, a analise da fase vapor.
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a analise destes componentes, ou
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Figura 5.3. Curva de calibragéo do headspace do composto a-humuleno, referente ao 6leo essencial

de S. juergensii.
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Figura 5.4.Curva de calibra¢@o do headspace do composto R-pineno, referente ao 6leo essencial de

B. psiadioides.

As analises dos compostos majoritarios coletados no headspace dos viais

em diferentes tempos demonstraram que o equilibrio ocorre nas primeiras 12 h de

ensaio. Este fato foi observado pelo valor constante de area dos picos nos ultimos

trés tempos de ensaio, ou seja, em 08, 10 e 12 h de ensaio a concentracdo dos

picos permaneceu similar. A partir dai, as réplicas foram realizadas em trés tempos,

sendo a primeira injecao realizada 02 h apds o preparo da amostra (tempo 1 —T1), a

segunda 06 h apos o preparo da amostra (tempo 2 — T2) e a terceira 12 horas apos

0 preparo da amostra (tempo 3 —-T3).
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Nas Tabelas 5.5 e 5.6 sdo apresentados a média e desvio padrdo em
relacdo as areas dos picos obtidos para o a-humuleno, composto majoritario do 6leo
essencial de S. juergensii e do [3-pineno, um dos compostos mais abundantes no
Oleo essencial de B. psiadiodies nos trés tempos analisados. Pode-se observar que,
para uma mesma concentragdao (5 mg/mL) os picos gerados de a-humuleno e R3-
pineno do OE livre apresentam maiores areas do que os picos gerados com OE
encapsulado, confirmando a liberacdo de maiores quantidades do composto em um
mesmo tempo. Os compostos foram liberados em menores quantidades quando
encapsulados, podendo explicar a mortalidade mais lenta das pragas estudadas
neste trabalho.

Tabela 5-5. Média de &rea e desvio padrao do composto a-humuleno do dleo essencial de S.
juergenesii livre e encapsulado em diferentes tempos.

a-humuleno
OE livre OE encapsulado
Tempo Area + DP* Tempo Area = DP*
T1 805.290 + 91252,1 T1 268.262 £ 51.536,7
T2 989.522 + 189262,0 T2 315.093 £ 75.619,4
T3 1.179.758 + 33301,19 T3 340.254 + 67.327,8

DP*= Desvio Padréo

Através da curva de calibragdo gerada do composto a-humuleno, pode-se
observar que a area correspondente a menor concentracao utilizada (0,75 mg/mL)
de Oleo essencial de S. juergensii € de 771.604. As areas obtidas nos trés tempos
do ensaio com OE encapsulado e nos dois primeiros tempos do ensaio com OE livre
estdo abaixo deste valor, ou seja, em concentracbes de OE menores que 0,75
mg/mL (Tabela 5.5). Somente o T3 do OE livre apresentou valores de é&rea
superiores a menor concentracdo de OE testado, podendo-se afirmar que, em
aproximadamente 0,8 mg/mL de OE de S. juergensii, ha liberagdo do composto a-

humuleno correspondente ao valor de area 1.179.758 + 33301,19.

Na Tabela 5.6 sdo apresentados resultados que demonstram que a
liberagcdo do composto 3-pineno nos ensaios com OE livre ocorreu de maneira mais
rapida do que nos ensaios com OE encapsulado. Os valores de areas do composto
3-pineno nos T1l do OE livre e T3 do OE encapsulado foram 10.941.462 +
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2.823.136,5 e 10.177.351 + 274.628,6; correspondente a liberacdo do composto em
concentractes de OE de B. psiadioides proximas a 1,5 mg/mL. Analisando a curva
de calibragdo do composto 3-pineno em relacdo ao OE de B. psiadioides (Figura
5.4), este apresentou area de 7.479.647 na menor concentracdo de OE testada,
indicando que houve menor liberagcdo do R-pineno nos T1, T2 e T3 do OE
encapsulado.

A maior concentracdo de R-pineno em comparacdo a de a-humuleno
presente nas curvas de calibracdo a partir da mesma concentracdo de OE pode ser
explicada pela maior volatidade do composto R-pineno. Seu indice de rentecao
tedrico é 974, enquanto que o indice de retencao tedrico do composto a-humuleno é
1452,

Tabela 5-6.Média de area e desvio padrao do composto 3- pineno do éleo essencial de B. psiadiodies

livre e encapsulado em diferentes tempos.

3- pineno
OE livre OE encapsulado
Tempo Area + DP Tempo Area = DP
T1 10.941.462 + 2.823.136,5 T1 6.476.902 + 1.558.455,5
T2 28.304.904 + 1.212.513,4 T2 7.197.572 + 694.919,1
T3 29.014.443 + 140.605,3 T3 10.177.351 + 274.628,6

DP*= Desvio Padrao

Os altos valores de desvio padrao obtidos nas analises realizadas indicam
baixa reprodutibilidade do método proposto. A andlise de um composto isolado em
meio a uma mistura é de dificil reprodutibilidade, pois a interacdo de moléculas
vizinhas influencia na concentracdo de um composto na interface gas-liquido ao

longo do tempo (Carneiro, 2012).

5.4. Bioensaios com Anticarsia gemmatalis
Através das Figuras 5.5 e 5.6 € possivel observar os graficos de
mortalidade das larvas de A. gemmatalis frente as diferentes concentracbes dos

Oleos essenciais livres de S. juergensii e B. psiadioides. A taxa de mortalidade das
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larvas expostas ao 6leo essencial de S. juergensii foi inferior a 50%, atingindo
apenas 30% de mortalidade na concentragdo do Oleo essencial de 0,75% e
apresentando diferencas estatisticas significativas somente entre a concentracéo do
Oleo essencial a 0,75% frente as outras concentracdes testadas. Devido a taxa de
mortalidade ser menor do que 50%, ndo foi possivel calcular a CLsy do 6leo

essencial de S. juergensii.
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Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey e X2 (p< 0,05).
Figura 5.5 Mortalidade das larvas de A. gemmatalis frente a diferentes concentra¢des do 6leo
essencial livre de S. juergensii.

O dleo essencial livre de B. psiadioides causou mortalidade que variou de
5% a 60%, sendo esta Ultima na maior concentracdo testada. Foram observadas
diferencas estatisticas significativas nas concentracdes mais elevadas em relacéo as
concentracbes menores (Figura 5.6). O percentual de lagartas mortas aumentou
com o0 aumento da concentracdo testada, demonstrando haver uma relagao
dose/dependente. A concentracdo letal mediana CLso foi de 0,92%. Valores
préximos de CLsy foram apresentados no estudo de Santos (2015), que obteve
valores de 1,67% e 2,83% em extratos etandlicos e de fracdes de diclorometano de
Solanum habrochaites Knapp & Spooner, que foram testados em ovos e lagartas de

terceiro instar de A. gemmatalis.

Em estudo previamente citado, Lucena (2015) obteve valores de CLsg
variando entre 2,34 mg/mL a 5,79 mg/mL de extratos etanolicos, hexanicos e de
acetato de etila de folhas de Piper aduncum e Piper hispidinervum frente a A.
gemmatalis. Os extratos também apresentaram valores maiores de mortalidade (de
90% a 100%) quando comparados aos dos Oleos de S. juergensii (30%) e B.

psiadioides (60%). A mortalidade frente aos extratos testados foi explicada pela
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presenca de fenilpropandides, monoterpenos e sesquiterpenos identificados nos

extratos das espécies do género Piper L.
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Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey e X2 (p< 0,05).
Figura 5.6. Mortalidade das larvas de A. gemmatalis frente a diferentes concentracdes do 6leo
essencial livre de B. psiadioides.

O ¢6leo essencial de S. juergensii apresentou baixas taxas de mortalidade
tanto nos ensaios realizados com o 6leo essencial livre (25%), quanto nos ensaios
realizados com o 6leo essencial encapsulado (20%), na maior concentracao testada.
Ao analisar os resultados presentes nas Figuras 5.5 e 5.7, pode-se observar que a
mortalidade das larvas de A. gemmatalis foi mais baixa nos ensaios utilizando o 6leo
essencial encapsulado (20%), ndo apresentando diferencas estatisticas significativas
entre as concentracbes testadas. Os parametros bioldgicos analisados
demonstraram diferencas significativas no desenvolvimento da A. gemmatalis em
relacdo ao grupo controle e de acordo com o aumento de concentracdo do Oleo
essencial, influenciando nas variaveis largura pupal e peso das lagartas quando
expostas ao 6leo essencial livre e peso pupal, duracdo larval, comprimento pupal,
quando expostas ao 6leo essencial encapsulado (Tabelas 5.7 e 5.9).

O d6leo essencial encapsulado de B. psiadiodies (Figura 5.8) apresentou
resultados similares com os obtidos no paragrafo anterior, apresentando menor taxa
de mortalidade (40%) que o Oleo essencial livre (60%), e apresentou diferencas
significativas em quase todos os parametros biolégicos testados (Tabelas 5.8 e
5.10), exceto a largura pupal — Unico parametro com diferencas significativas quando

expostos a diferentes concentracdes do Oleo essencial livre.
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Em ambos os casos, o 6leo essencial encapsulado levou a uma menor
mortalidade das lagartas de A. gemmatalis, porém teve maior infuencia no
desenolvimento das lagartas. Em outras palavras, a liberacdo mais lenta do 6leo
essencial encapsulado influenciou no desenvolvimento das lagartas, ndo atingindo
altas taxas de mortalidade e o 6leo essencial livre atingiu taxa de mortalidade mais
elevada, porém influenciou apenas na variavel largura pupal. Este fato pode ser
explicado pela inexisténcia de uma barreira fisica no caso do 0Oleo essencial livre,
consequentemente nesta condicdo a concentracdo de componentes volateis é maior
em um menor periodo de tempo, causando mortalidade de maneira mais rapida do
que o 6leo essencial encapsulado, o qual possui uma taxa de liberacdo mais lenta,
alterando o desenvolvimento da larva e posteriormente, podendo causar sua morte.
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Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey e X? (p< 0,05).

Figura 5.7 Mortalidade das larvas de A. gemmatalis frente a diferentes concentracfes do 6leo

essencial encapsulado de S. juergensii
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Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey e X* (p< 0,05).

Figura 5.8 Mortalidade das larvas de A. gemmatalis frente a diferentes concentracdes do 6leo

essencial encapsulado de B. psiadiodies.
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Sabe-se que exposicao repetida de um mesmo agrotoxico em um curto
periodo de tempo pode levar a criagdo de mecanismos de resisténcia em pragas, 0s
quais induzem o agricultor a aumentar ainda mais a frequéncia de utilizacdo do
produto. Fatores como precisdo de dosagens e peridiocidade de uso sdo de extrema
importancia no planejamento das aplicagbes (Moura et al., 2013). A utilizagdo de
Oleo essenciail encapsulado acaba por ser uma alternativa para o manejo de pragas
pela menor chance de desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, pois a
aplicacdo podera ser realizada em maiores intervalos de tempo além da

possibilidade de controlar a taxa de liberacéo do éleo essencial.
5.5. Bioensaios com Riphicephalus (Boophilus) microplus

A mortalidade das larvas de carrapatos bovinos que foram tratados com
diferentes concentracdes de 6leos essenciais puros e encapsulados de S. juergensii
e B. psiadiodeis pode ser analisada através dos graficos presentes das Figuras 5.9 e
5.10, respectivamente. A Figura 5.11 mostra os resultados de mortalidade dos

controles positivo e negativos testados.

Ambos os 6leos essenciais apresentaram alta taxa de mortalidade frente
as larvas de carrapatos bovinos R. (B) microplus. O 6éleo essencial livre de B.
psiadioides apresentou taxas crescentes de mortalidade, de acordo com o aumento
da concentracao e, ao final das 48 h, atingiu praticamente 100% de mortalidade nas
concentracfes testadas. Na concentracdo mais alta, atingiu 100% de mortalidade
em 24 h de ensaio. A partir da andlise dos resultados apresentados na Figura 5.9
para os 6leos essenciais encapsulados se pode observar que a mortalidade dos
carrapatos bovinos foi retardada, atingindo 100% em 48 h, nas concentragdes 7,5

mg/mL e 10 mg/mL.

A partir dos resultados dos ensaios com o0 Oleo essencial livre de S.
juergensii é possivel observar a rapida acao praguicida a partir da concentracdo de 5
mg/mL, chegando a 100% de mortalidade nas primeiras 12 h de ensaio e
demonstrando mesma eficacia carrapaticida que o controle positivo (Figura 5.11).
Com a encapsulacédo do 6leo, pode-se perceber uma liberagdo mais lenta do 6leo
essencial de S. juergensii, visto que a mortalidade atingiu 50% somente a partir de
36 horas de ensaio. Este fato € um indicativo que a encapsulagéo atingiu um dos
objetivos que consiste em aumentar o tempo de disponibilizacdo do 6leo essencial,

isto é, aumentar o tempo de ag¢do do Oleo essencial frente aos carrapatos.



Tabela 5-7 Parametros biolégicos de A. gemmatalis alimentadas com dieta artificial contendo o OE livre de S. juergensii.

Variaveis

Controle

0,1%

0,25%

0,5%%

0,75%

1%

19

18

17

17

14

15

Peso pupal (mg)
(mg £ EP) *

0,252 + 0,006a

0,234 + 0,008a

0,242 + 0,005a

0,254 + 0,010a

0,260 + 0,009a

0,252 £ 0,007a

Largura pupal (mm)
(mm + EP) *

4,539 * 0,085a

4,349 £ 0,072 a,b

4,214 + 0,049b

4,113 + 0,066b

4,195 + 0,070b

4,188 + 0,083b

Comp. pupal (mm)
(mm £ EP)

16,690 + 0,157a

16,161 + 0,289a

16,061 + 0,188a

16,331 + 0,284a

16,467 + 0,284a

16,300 * 0,242a

Peso lagartas (mg)
(mg +EP) *

0,145 £ 0,011a

0,099 + 0,006b

0,083 + 0,007b,c

0,068 + 0,017b,c

0,044 +0,004c

0,060 = 0,007b,c

Duragéao pupal
(Dias + EP) *

15,000 * -0,270a

13,500 £ 0,477a

13,290 + 0,304a

14,000 £ 0,745 a

13,220 + 0,364 a

13,750 £ 0,773a

Duracéao larval
(Dias * EP) *

12,150 + 0,730a

13,150 + 1,062a

12,650 * 1,284a

14,450 + 1,417a

11,550 + 1,758a

11,150 + 1,522a

*Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

* Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de X2 (p< 0,05).
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Tabela 5-8 Parametros bioldgicos de A. gemmatalis alimentadas com dieta artificial contendo OE livre de B. psiadioides

Variaveis

Controle

0,1%

0,25%

0,5%

0,75%

1%

20

19

18

18

16

13

Peso pupal (mg)
(mg £ EP) *

0,254+ 0,009a

0,205+ 0,008b

0,194+ 0,011b,c

0,174+ 0,005b,c,d

0,167+ 0,007d,e

0,146+0,009¢e

Largura pupal (mm)
(mm + EP) *

4,915+0,155a

4,887+0,106a

4,446+0,147a,b

3,876+0,383a,b

4,364+0,097a,b

4,129+0,141a,b

Comp. pupal (mm)
(mm + EP) *

17,067+0,246a

16,665+0,23a,b

16,369+0,259a,b,c

16,318+0,161a,b,c

16,047+0,183b,c

15,610+0,233c

Peso lagartas (mg)
(mg £ EP) *

0,191+0,012a

0,170+0,008a,b

0,131+0,012b,c

0,097+0,008c,d

0,074+0,009d,e

0,053+0,010e

Duragéao pupal
(Dias = EP)*

24,100+0,416a

25,588+0,364a,b

25,800+0,428a,b

26,500+0,310b,c

27,091+0,495b,c

27,000+0,436b,c

Duracéao larval
(Dias + EP) *

12,050+0,223a

13,368+0,256a,b

14,000+0,420b,c

14,556+0,305b,c

15,063+0,295c,d,e

15,500+0,289d,e

*Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

* Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, nao diferem entre si pelo teste de X2 (p< 0,05).



Tabela 5-9 Parametros bioldgicos de A. gemmatalis alimentadas com dieta artificial contendo nanoparticulas encapsuladas com OE de S. juergensii

Variaveis Controle 0,1% 0,25% 0,5% 0,75% 1%

N 20 20 19 17 17 15
Peso pupal (mg) 0,250+0,006a 0,213+0,005b 0,202+0,008b 0,205+0,005b 0,205+0,007b 0,204+0,007b
(mg + EP) *

Largura pupal (mm) 5,153+0,093a 5,360+0,100a 5,052+0,175a 5,120+0,116a 4,982+0,158a 4,918+0,134a
(mm £ EP) *

Comprimento pupal

(Dias + EP) 16,640+0,189a 16,3460,207a,b 16,107+0,313a,b 16,269+0,222a,b 16,098+0,236a,b 15,13620,248b
Peso lagartas (mg)

(mg * EP) * 0,214+0,004a 0,207+0,005a 0,168+ 0,017a 0,191+0,011a 0,194+0,011a 0,185+ 0,015a
Duragéo larval 10,050£0,211a  10,579+0,221a,b 11,059+0,264a,b 11,6840,276a,b 11,474+0,337a,b 10,632+0,746b

(Dias + EP) *

*Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

* Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, nao diferem entre si pelo teste de X2 (p< 0,05).
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Tabela 5-8 Parametros biologicos de A. gemmatalis alimentadas com dieta artificial contendo nanoparticulas encapsuladas com OE de B.psiadioides

Variaveis Controle 0,1% 0,25% 0,5%% 0,75% 1%

N 19 17 17 16 11 8
Peso pupal (mg) 0,274+0,008a 0,267+0,006a 0,260+0,012a,b 0,269+0,007a 0,220+0,016b 0,24320,013a,b
(mg £ EP) *

Largura pupal (mm) 4,903+0,055a 4,949+0,071a 4,688+0,080a 4,761+0,064a 4,237+0,210b 4,140+0,164b
(mm + EP) *

Comp. pupal (mm) 17,1520,167ab  17,204%0,222a,b 17,278+0,231b 17,1580,236a,b 16,025+0,372¢ 16,1630,346b,c
(mm £ EP) *

Fg;ﬁ'g%‘;“fas (ma) 0,273+ 0,007a 0,266 + 0,006 a 0,260+ 0,011 a,b 0,269+ 0,006 a 0,242 +0,016a,b 0,220+ 0,013b
Duragéo pupal 0,159+0,013a 0,1490,011b 0,1170,012a 0,082+0,09a 0,0370,09a,b 0,026+0,07a
(Dias * EP)*

Duracéo larval

(Dias + EP) * 12,56+0,246a 11,76+0,219a,b 11,47+0,501a 12+0,474a,b 12,73+0,557a,b 14,630,885

*Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, no diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

* Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, nao diferem entre si pelo teste de X2 (p< 0,05).
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Figura 5.9 Mortalidade (%) dos carrapatos bovinos com 6leo essencial de B. psiadiodies puro (A) e
encapsulado (B) em 48 h de ensaio.

‘Os resultados obtidos fazem sentido quando comparados a eficiéncia de
encapsulacdo: para ambos 0s Oleos essenciais a maior parte de 6leo foi
encapsulada, sendo liberada mais lentamente. O Oleo essencial que nao foi
encapsulado permaneceu livre na suspensdo e, por nao possuir as barreias
poliméricas, volatilizou mais rapido. Isto pode explicar a maior mortalidade inicial

presente nos testes com Oleos puros: acdo mais rapida e por menor tempo.
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Figura 5.10 Mortalidade (%) dos carrapatos bovinos com 6leo essencial de S. juergensii puro (A) e

encapsulado (B) em 48 h de ensaio.
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Figura 5.11 Mortalidade dos controles utilizados nos ensaios. C+ = Controle positivo, C-OE= Controle

negativo para comparagédo ao 6leo essencial e C-Nano = para comparagéo do 6leo encapsulado.

Os resultados demonstraram boa atividade carrapaticida quando

comparados ao estudo realizado por Gazim et al. (2011), que analisaram o efeito do

Oleo essencial de Tetradenia riparia frente a larvas de R. (B) microplus através do

TPL e observaram mortalidade de 99,9% na concentracdo de Oleo essencial de
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11,38 g/mL. Os Oleos essenciais de S. juergensii e B. psiadiodies também
demonstraram melhor acdo carrapaticida em relacdo aos ensaios de Lage et al.
(2015), que observaram 100% de mortalidade de R. (B) microplus na concentracao
de 20 mg/mL de Oleo essencial de Baccharis dracuncunlifolia DC através do TPL
(teste de pacote em larvas); enquanto que 0s 06leos essenciais testados neste
estudo necessitaram concentragdes proximas a 7,5 mg/mL. O estudo de Ferreira et
al. (2017) apresentou resultados similares aos obtidos neste trabalho: através do
TPL os autores observaram mortalidade de 100% de larvas de R. (B) microplus
gquando expostas a concentracdo de 5 mg/mL de Oleo essencial de Syzygium
aromaticum. Destaca-se que nao foram encontrados na literatura disponivel estudos
a respeito da atividade dos 6leos essenciais de S. juergensii e B. psiadiodies frente
ao carrapato bovino R. (B) microplus

5.6. Bioensaios com Varroa destructor

Os ensaios de toxicidade dos 6leos essenciais de B. psiadioides e S.
juergensii foram realizados frente as varroas, mas também frente as abelhas, pois a
substancia deve ser toxica apenas as varroas, ndo afetando as abelhas. Nas Figuras
5.12 e 5.13 sdo apresentados os resultados de mortalidade de abelhas e varroas
devido a acao toxica dos Oleos essenciais livres e encapsulados de S. juergensii e B.

piadiodies, respectivamente.
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Mortalidade das varroas
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Figura 5.12 Mortalidade em abelhas (A) e varroas (B) frente ao 6leo essencial puro (OE),
encapsulado (NP) e ao controles positivo (C+), controle negativo para os ensaios com 6leo livre (C-
OE) e controle negativo para os ensaios com 6leo encapsulado (C-NP) de S. juergensii.

A partir de analises dos resultados de mortalidade apresentados na
Figura 5.12 o 6leo essencial de S. juergensii se mostrou téxico frente a varroas nas
concentragdes utilizadas, apresentando uma baixa taxa de mortalidade de abelhas.
A taxa de mortalidade das varroas que foram tratadas com o 6leo essencial livre ao
final das 48 h foi de 75% na concentracao de 1% e 89% na concentracao de 2%. Na
concentracdo de Oleo essencial mais baixa, 0,5 %, a mortalidade foi de 66,6%. Estes
valores podem ser comparados aos obtidos no estudo realizado por Imdorf et al.
(1999) que obtiveram valores de mortalidade de 70% e 75% para os Oleos
essenciais de Citrus spp e de Tanacetum vulgare e de 80% e 85% para os 6leos
essenciais de Foeniculum vulgare e Melissa officinalis, através da evaporacédo de 0,5
mL dos 6leos essenciais sobre uma espécie de varroa denominada varroa jacobsoni.
Pode-se observar que quando o Gleo essencial foi encapsulado a mortalidade ocorre
de maneira mais lenta, atingindo maior taxa mortalidade em 48 h (78%) na
concentracdo 0,5% e 82% na concentracdo de 1%. Estes dados demonstram forte
indicio de que os 6leos essenciais encapsulados apresentam uma taxa de liberacéo
mais lenta em relacé@o ao Oleo essencial livre. O aumento da mortalidade em relacédo
ao tempo pode ser explicado pelo maior tempo de acéo do 6leo essencial sobre as
varroas. Devido a sua volatilidade,o 6leo essencial livre permanece pouco tempo em
contato com a praga. Quando encapsulado, os polimeros agem como uma barreira
que possibilita uma liberacdo mais lenta do 6leo essencial, fazendo-o permanecer

por mais tempo em contato com o inseto, promovendo uma agao mais prolongada.
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O dleo essencial livre de B. psiadioides apresentou maior acao frente as
varroas do que o Oleo essencial livre de S. juergensii, necessitando uma menor
concentracdo (0,25%) para matar cerca de 60% das varroas. Apesar da melhor
acdo, o 6leo essencial de B. psiadiodies apresentou maior toxicidade as abelhas em
concentracbes a partir de 0,5%, o que ndo ocorreu com 0 Oleo essencial de S.
juergensii. Resultados muito parecidos foram encontrados no estudo realizado por
Ruffinengo et al. (2007), onde foi avaliada a atividade dos 6leos essenciais de
Tagetes minuta L. e Heterotheca latifolia Buchley e do composto eucaliptol frente a
colonias de abelhas infestadas com varroas. O Oleo essencial de Heterotheca
latifolia Buchley e o composto eucaliptol foram os que apresentaram melhor eficécia,
alcancando valores que variaram entre 63% a 84% de mortalidade em varroas. O
eucaliptol, apesar da boa acédo varroacida, apresentou alta toxicidade frente as
abelhas, com mortalidade de 70%.
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Figura 5.13 Mortalidade em abelhas (A) e varroas (B) frente ao 6leo essencial puro (OE),
encapsulado (NP) e ao controles positivo (C+), controle negativo para os ensaios com 6leo livre (C-

OE) e controle negativo para os ensaios com 6leo encapsulado (C-NP) de B. psiadiodies.
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O ensaio com o 6leo essencial encapsulado de S. juergensii frente as
varroas apresentou resultados similares aos obtidos com o 6leo encapsulado de B.
psiadiodies: a mortalidade em relacdo ao 6leo puro foi um pouco mais elevada e
ocorreu de forma mais lenta. Na concentracdo de 0,25%, houve uma queda na
mortalidade nas primeiras 24 h de ensaio (de 28% a 19,3%) e um aumento da
mortalidade ao final das 48 h (61,33% a 67%), bem como na concentracéo de 0,5%,
a qual foi de 34,6% a 27,6% nas primeira 24 h e de 77,3% a 85% no fim das 48 h. A

mortalidade na concentracéo de 1% foi 92%.

N&o foi possivel realizar os ensaios com nanoparticulas com o 6leo
encapsulado de S. juergensii na concentracdo 2% e com o 0leo encapsulado de B.
psiadiodies na concentracdo 1% devido ao numero insuficiente de individuos,

abelhas e varroas, para a realizacdo dos experimentos.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que os
extratos volateis das plantas estudadas, S. juergensii e B. psiadiodies, apresentam
potencial como praguicidas frente a R. (B) microplus, A. gemmatalis e Varroa

destructor.

Com rendimento de 0,4% na extracdo por arraste a vapor, 0 Oleo
essencial de S. juergensii apresentou resultados promissores frente as pragas
estudadas, principalmente em relacdo a atividade varroacida e carrapaticida. Em
varroas, o Oleo essencial livre apresentou 89% de mortalidade em 48 horas de
ensaio na concentracdo de 2%, além de possuir baixa toxicidade em abelhas,
aspecto importante para a utilizagdo como varroacida. Quando testados frente ao R.
(B) microplus, os 6leos essenciais livre e encapsulado promoveram altos indices de
mortalidade, alcangcando 100% em 48 h de ensaio e em concentragdes de 5 mg/mL.
As lagartas de A. gemmatalis apresentaram taxas de mortalidade de 30% quando
expostas ao Oleo essencial livre de S. juergensii e o pdde-se observar que
desenvolvimento destas foi influenciado através de variacdes nos parametros largura

pupal, e peso das lagartas.

O alto rendimento (3,27%) apresentado nas extracdes do Oleo essencial
de B. psidaioides e a boa acao frente a R. (B) microplus e a A. gemmatalis tornam
este 6leo uma alternativa para o controle destas pragas. As taxas de mortalidade
das lagartas de A. gemmatalis foram de 60% na concentracdo de 1%, afetando de
maneira significativa o desenvolvimento das lagartas em todos os parametros
estudados, exceto na largura das pupas. Assim como os resultados obtidos para o
Oleo essencial livre de S. juergensii, 0os carrapatos bovinos apresentaram 100% de
mortalidade em 48 h de ensaio, porém na concentracédo de 7,5 mg/mL. Apesar da
boa acao varroacida (94%), o 6leo essencial de B. psiadiodies apresentou toxicidade

frente as abelhas.
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Quando encapsulados, os 6leos essencias apresentaram menor taxa de
mortalidade frente as pragas, o que é justificado pela liberagdo mais lenta dos
compostos volateis através do perfil de liberacdo. Baseando-se nos compostos
majoritarios de cada 6leo, foi observado que os 6leos essenciais encapsulados das
plantas S. juergensii e B. psiadiodies libera uma maior quantidade do composto
majoritario em 12 h de ensaio, partindo de uma mesma concentracao (5mg/mL) do
gue os oOleos essenciais livres, indicando a que o 6leo essencial encapsulado foi
liberado em maior periodo de tempo que o 6leo essencial livre. A eficiéncia de
encapsulacdo dos Oleos essenciais foi de 89% para o Oleo essencial de B.
psiadiodies e 86% para o Oleo essencial de S. juergensii, assim como a suspensao
aguosa contendo as nanoparticulas demonstrou estabilidade. Tais resultados
consistem em um indicativo para a utilizacdo destes 6leos essenciais encapsulados

de maneira extensiva frente as pragas estudadas.

Apesar de causar diminuicdo das taxas de mortalidade frente as pragas
R. (B) microplus, A. gemmatalis e Varroa destructor, a encapsulagdo dos Oleos
essenciais promoveu a protecado destes da rapida degradacédo promovida por fatores
ambientais externos. Os diferentes mecanismos de acdo dos O6leos essenciais
diminuem a possibilidade de desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por
parte das pragas e a encapsulacdo destes Oleos permite uma liberagdo mais
prolongada dos compostos volateis, permitindo a aplicacdo destes com menor
frequéncia no manejo de pragas. As taxas de mortalidade das pragas em estudo
podem ser modificadas através de ajustes na concentracdo dos 6leos no momento

da encapsulacéo.
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7. PROPOSTA DE TRABALHOS FUTUROS

>

Andlise estatistica das atividades carrapaticidas e varroacidas, com

objetivo de confirmar correlacdo das variaveis estudadas;

Avaliacdo do potencial alelopatico do 6leo essencial de B. psiadiodies

frente ao crescimento e desenvolvimento da soja (Glycine max);

Caracterizacdo morfolégica e estrutural das nanoparticulas de
alginato/quitosana através de microscopia eletrbnica de varredura com

emissao de campo (MEV-FEG);

Andlise do tempo de degradacdo dos polimeros alginato/quitosana na

suspensao de nanoparticulas;

Realizacdo de ensaios de toxicidade exigidos para o uso de produtos
naturais em combates de pragas.
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