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RESUMO

PERES, MARILIA CRISTINA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde,
fevereiro/2015. Nanoencapsulamento do 6leo essencial das folhas e frutos de Xylopia
aromatica Lamm. e sua atividade frente a oviposicdo de Bemisia tabaci (Genn.)
(Hemiptera - Aleroydidae) biotipo B. Orientador: Cristiane de Melo Cazal. Co-
orientador: Cassia Cristina Fernandes Alves.

A Bemisia tabaci, popularmente conhecida como mosca branca, é uma das pragas
agricolas de mais destaque na agricultura mundial devido a sua grande distribuicdo
geografica e também pela quantidade de problemas que ela provoca as lavouras.
Responsaveis pela transmissdo de diversos virus, tais como o Virus do Mosaico
Dourado do Feijoeiro, essa praga chega a provocar danos de até 100% na producéo
agricola. Além do mais, a mosca branca possui um pequeno ciclo de vida o que lhe
permite uma grande adaptabilidade aos principios ativos e o desenvolvimento de
resisténcias, sendo utilizado muito agrotdxico no seu controle. Para diminuir os efeitos
deletérios dos agrotoxicos, hd uma crescente busca por produtos naturais com atividade
inseticida. Adicionalmente os produtos naturais nanaencapsulados protegem o principio
ativo contra acbes de degradacdes ambientais, além de diminuir as doses aplicadas.
Neste contexto, esse trabalho visou o estudo da atividade inseticida apresentada pelos
6leos essenciais in natura e nanoencapsulados das folhas e frutos da Xylopia aromatica
frente & mosca branca em plantas de feijdo. Os 6leos essenciais foram obtidos por
hidrodestilacdo em Clevenger tendo um rendimento médio de 0,05% e 0,8% para folhas
e frutos respectivamente. As analises quimicas revelaram os compostos majoritarios
como sendo y-elemeno (38,7%), sabineno (21,46%), a-pineno (7,12%), B-pineno
(6,70%) e limoneno (2,88%) para os 6leos essenciais das folhas e o sabineno (69,7%)
para os frutos. O método de nanoprecipitacdo de polimero pré-formado para obtencdo
das nanoparticulas de PCL contendo os Oleos essenciais se mostrou eficiente,
apresentando uma eficiéncia de encapsulacdo com media de 95%, as andlises do
planejamento fatorial indicaram como melhor resposta as nanoesferas, sendo mais
viavel econdmica e ambientalmente. Os testes de liberagdo in vitro demonstraram que
com 72 horas de ensaio 75% e 81% do 6leo essencial das nanoesferas das folhas e
frutos, respectivamente de X. aromatica sofreu difusdo. Nos estudos de degradacéo
acelerada por UV, observa-se que as nanoesferas protegem consideravelmente o éleo
essencial da degradacédo. Os testes bioldgicos mostraram que o 6leo essencial in natura
e nanoencapsulado induzem a diminuigédo da oviposi¢do da Bemisia tabaci em feijoeiros



tanto no teste com escolha quanto no sem escolha, a medida que a concentragdo dos
tratamentos aumentou, tendo nas mais altas concentragdes até 98% de eficiéncia. Dessa
forma, os resultados sugerem que 0s 6leos essenciais in natura e nanoencapsulados das
folhas e frutos da X. aromatica podem ser uma alternativa no controle de Bemisia
tabaci, adicionalmente a utilizacdo da nanotecnologia garante uma dispersao em meio
aquoso, protegem contra degradacdo ambiental, além de prolongar o efeito do inseticida
por meio da liberacdo gradual, ademais, pode garantir a acdo em sitio ativo especifico
podendo assim diminuir o desenvolvimento de resisténcias.

PALAVRAS-CHAVE: moscas brancas, ©6leo essencial, produtos naturais,
nanotecnologia.



ABSTRACT

PERES, MARILIA CRISTINA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde,
fevereiro/2015. Nanoencapsulamento do 6leo essencial das folhas e frutos de Xylopia
aromatica Lamm. e sua atividade frente a oviposicdo de Bemisia tabaci (Genn.)
(Hemiptera - Aleroydidae) biotipo B. Orientador: Cristiane de Melo Cazal. Co-
orientador: Cassia Cristina Fernandes Alves.

Bemisia tabaci, popularly known as whitefly, is one of the most important agricultural
pests worldwide due to its wide geographic distribution and the numerous problems it
causes in crops. The whitefly is responsible for the transmission of several viruses, such
as the bean golden mosaic virus, and can cause damage of up to 100% of the crop in
agricultural production. Moreover, B. tabaci has a short life cycle, which allows it to
have great adaptability to insecticide active ingredients and to develop resistance; thus,
a high amount of insecticide is used to control this pest. To reduce the harmful effects of
pesticides, there is increasing interest in natural products with insecticidal properties.
Natural products that are nanoencapsulated protect the active ingredient against
environmental degradation in addition to reducing the doses used. In this context, the
current study aimed to evaluate the insecticidal activity of natural and nanoencapsulated
essential oils extracted from leaves and fruits of Xylopia aromatica against whitefly in
bean plants. The essential oils were extracted by hydrodistillation in a Clevenger
apparatus, with average yields of 0.05% and 0.8% for leaves and fruits, respectively.
According to the chemical analysis, the major compounds of the leaf essentials oils
were y-elemene (38.7%), sabinene (21.46%), a-pinene (7.12%), B-pinene (6.70%) and
limonene (2.88%), whereas the major compound of the fruit essential oils was sabinene
(69.7%). The nanoprecipitation of a preformed polymer to obtain PCL nanoparticles
containing essential oils proved to be effective, with a mean encapsulation efficiency of
95%. The factorial planning analysis indicated the nanospheres as the best option
because they were more economically and environmentally viable. The in vitro release
tests showed that after 72 h, 75% and 81% of the essential oils of X. aromatica leaves
and fruits, respectively, diffused. In studies of accelerated degradation caused by UV
light, it was observed that the nanospheres substantially protected the essential oil from
degradation. The bioassays showed that natural and nanoencapsulated essential oils
reduced B. tabaci oviposition in bean plants both in the free-choice and the no-choice
tests as the concentrations increased. The higher concentrations had up to 98% efficacy.
Thus, the results suggest that both natural and nanoencapsulated essential oils from X.



aromatica leaves and fruits can be used as an alternative for B. tabaci control.
Additionally, nanotechnology ensures dispersion in an aqueous medium, protects
against environmental degradation, prolongs the insecticidal effect through gradual
release and may guarantee insecticide activity at a specific active site, thus reducing the
development of resistance.

Keywords: whitefly, essential oil, natural products, nanotecnology



1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa um lugar de destaque no cenario mundial no que se refere a
producdo agricola, sendo, portanto o controle de pragas exoticas e nativas um desafio
que se tem agravado ao longo dos dltimos anos (ROEL, 2001). O aumento
indiscriminado do desmatamento e consequente desaparecimento dos predadores
naturais desta entomofauna, juntamente com a grande explosdo demografica da
populacdo humana fizeram surgir uma competicdo por territorio e alimento entre o
homem e o inseto (VIEGAS JR, 2003; MARANGONI et al. 2012).

Segundo IBGE (2014), no ano de 2014 foram plantados no Brasil 56,8 milhdes
de hectares, que proporcionou a safra em torno dos 192,3 milhdes de toneladas de gréos.
Devido a essa realidade, a grande produtividade agricola brasileira esta aliada ao uso de
defensivos agricolas para o controle de pragas (insetos e doencas) e a cada ano ha
aumento consideravel na quantidade de agrotoxicos lancados no ambiente. Segundo
SINDIVEG (2014), no ano de 2014 o valor gasto com agrotdxicos deve ser 6% maior
que 2013, podendo atingir mais de US$12 bilhdes.

A ampla utilizagéo destes produtos, o desconhecimento dos riscos associados ao
seu uso, consequente desrespeito as normas de seguranca e a facil aquisicdo no
mercado, aliados aos problemas sociais encontrados no meio rural, constituem
importantes causas que levam ao alto grau de contaminacdo da agua, solo, ar, fauna e
flora (OLIVEIRA-SILVA et al., 2000). A esses fatores se soma a falta de fiscalizacéo e
assisténcia técnica ao homem do campo, consolidando assim um quadro de impacto
ambiental decorrente do uso indiscriminado de agrotéxico (MOREIRA et al., 2002).

Mesmo sendo nocivo, tanto ao homem quanto ao meio ambiente, a utilizacéo
dos agrotdxicos ainda € uma pratica muito comum na agricultura. E o contato direto

com esses produtos desde sua fabricacdo e aplicacdo, até mesmo o consumo dos



alimentos oferece risco de intoxicacdo, que dependendo do principio ativo utilizado
pode ser até fatal (PRIMEL et al., 2005).

As grandes quantidades de agrotoxico aplicado para compensar as percas
naturais (tais como lixiviacdo, evaporacdo, degradacdo entre outras) aumentam ainda
mais a poluicdo ocasionada por estes produtos que possuem alto grau de toxicidade
(PRIMEL et al., 1995). Todos esses fatores pGem em risco a saude de produtores e
consumidores e ainda favorece a selecdo de linhagens de pragas e patdgenos mais
resistentes além de afetar a entomofauna benéfica, os inimigos naturais (que faria um
controle natural da praga) e dos polinizadores (BEZERRA, 2009).

Dentre as pragas que desenvolvem resisténcia pelo uso indiscriminado destes
defensivos, destaca-se a Bemisia tabaci que atualmente esta disseminada em todas as
regibes do Brasil e ocasiona percas na producdo agricola que vdo de 30 a 100%
(OLIVEIRA & FARIA, 2000). Uma das causas da grande area de proliferacdo da
Bemisia tabaci e alta infestag&o sdo as grandes lavouras, principalmente as de soja, uma
das hospedeiras referenciais do inseto, também contribuem para esse fato a ampliacdo
da época de semeadura e 0s cultivos sucessivos e escalonados com o uso de pivé central
(VIEIRA et al., 1998).

Essa praga também conhecida como mosca-branca, destaca-se por ser um inseto
cosmopolita, polifago que gera diversas desordens fitotdxicas ocasionadas pela sucgédo
da seiva e ainda transmite o Begomovirus inoculado a planta no momento da succéo
(ANDERSON, 1993). Estas desordens resultam em graves problemas para a agricultura
principalmente aquela de valor econdmico, como ocorre com a cultura de gréos,
destacando-se o feijao.

O feijdo é uma das principais fontes proteicas da dieta do brasileiro, e faz do
Brasil um dos maiores produtores e consumidores de feijdo (Phaseolus vulgaris L.)
(GUSMAN-MALDONADO et al., 1996; JANINI. et al., 2011). O feijdo é uma cultura
tradicional que estd tomando cada vez mais espaco no agronegdécio brasileiro, e, ja é
produzido em quase 100% do territério nacional. Em 2013, somente no Centro-Oeste
foram colhidas mais de 633 mil toneladas deste grdo, e Goias colheu 273,7 mil
toneladas (IBGE, 2014).

Existem varias pragas que afetam a cultura de grdos no Brasil, porém a grande
maioria destas pragas atacam os grdos armazenados. Neste contexto, a proliferacdo da

B. tabaci merece destaque visto que atacam as folhas das plantas. Além disso, 0



feijoeiro possui varias caracteristicas que facilita a sua infestacdo tais como: sucessivos
plantios, area plantada, irrigacdo, dentre outros (VIEIRA et al., 1998).

De acordo com Costa e Carvalho citado por Yokoyama (1998), a principal
desordem ocasionada pela mosca-branca no feijdo € o Virus do Mosaico Dourado que
ocasiona amarelecimento foliar brilhante e intenso ou dourado, iniciando nas primeiras
folhas trifoliadas (FARIA, 2000; YOKOYAMA & FARIA, 2008). Pode ocasionar ainda
rugosidade e enrolamento foliar, nanismo e superbrotamento e abortamento das flores, e
as vagens quando conseguem desenvolver se mostram deformadas com tamanho
reduzido e sementes subdesenvolvidas, afetando assim a qualidade e o valor comercial
(YOKOYAMA & FARIA, 2008).

O controle da B. tabaci, exige a aplicacdo de grandes quantidades de
agrotoxicos, porém pelo seu rapido ciclo de vida, o principio ativo dos agrotoxicos se
torna um agente de sele¢do natural ocasionando linhagens resistentes ao principio ativo.
Desta forma, o uso de pesticidas, embora seja a forma de combate mais comum,
(VILLAS-BOAS, 1997; VENDRAMIN et al., 2009; SOUZA-SILVA, 2012; BALDIN
et al.,, 2013; LIMA & LARA, 2004) torna-se um dos métodos menos eficientes no
controle da B. tabaci (BACCI et al., 2007).

Sendo assim, métodos alternativos de controle tém sido buscados (SOUZA &
VENDRAMIN, 2005) na tentativa de melhor controle da B. tabaci e também visando a
conservacdo ambiental e a qualidade de vida dos produtores. Uma alternativa atraente
seria 0 uso de substancias naturais no intuito de produzir alimentos utilizando menos
agrotoxicos. Dessa forma, o uso de substancias naturais tais como Gleo essencial e
extratos botanicos no controle de pragas, torna-se um grande aliado no combate a
mosca-branca (CHRISTOFOLLI, 2014).

Neste cenario vem se destacando os Gleos essenciais, compostos por terpenos
volateis como monoterpenos e sesquiterpenos (AHN et al.,1998). Esses 6leos essenciais
podem ser utilizados como método de controle eficaz, com reducdo de custos,
preservacdo do ambiente e dos alimentos, contra a contamina¢do quimica promovida
pelos agrotdxicos, tornando uma pratica adequada a agricultura sustentavel (KEITA et
al., 2001; ROEL, 2001; MARANGONI, 2012)

Oleos essenciais sdo substancias obtidas normalmente por hidrodestilagio de
diferentes partes de plantas e seus contribuintes sdo complexos e varidveis. Possuem
caracteristicas muito peculiares: odoriferas, lipofilica, liquida e volatil e por isso

também sdo chamados de 0leos volateis ou mesmo esséncias que se apresentam sempre



em diferentes concentragdes, ocorrendo normalmente um ou mais CcOmMpOstos
majoritarios seguidos por compostos menos abundantes (SIMOES & SPITZER, 2000).
As plantas que possuem alto teor de Oleo essencial sdo denominadas de plantas
aromaticas (MILHOMEN DE ABREU, 2006).

Dentre as plantas ditas aromaticas, destacam-se as da familia Annonaceae, que
possui aproximadamente 130 géneros (CHATROU et al., 2012). Dentre estes, 0 género
Xylopia possui a maior distribuicdo (DIAS, 1988), sendo 70 espécies na Africa, 40 na
Asia e Oceania e 50 nas Américas, das quais 32 ocorrem no Brasil (MAAS et al., 2013).

O género Xylopia que apresenta diversas atividades bioldgicas, tais como
antimicrobiana, citotdxica, acaricida, antibactericida, anti-inflamatéria, antifingica,
fumigante, antitumoral e hipolipidémica (FERRAZ et al., 2003; VIEIRA, 2010;
PONTES, 2007; WOGUEM et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014a). No Brasil, a
espécie mais comum € a X. aromatica, entretanto ndo ha estudos sobre o efeito de 6leos
essenciais desta planta sobre pragas agricolas.

Devido a alta volatilidade dos 6leos essenciais e da pouca quantidade produzida
pela planta ha dificuldade de sua viabilizacdo para aplicacdo em campo
(NASCIMENTO et al., 2007), porém esse problema pode ser atenuado empregando a
nanotecnologia, que favorece o sistema de controle de insetos promovendo a gradual
liberacdo e fotoprotecdo do principio ativo. Esse fato implica na consequente reducdo da
quantidade de inseticida aplicado, impedindo o reconhecimento do inseto e assim
diminuindo o efeito de seletividade, além de direcionar o efeito do principio ativo
reduzindo a volatilidade e perda por fatores externos (KUMAR et al., 2014).

Neste contexto, objetivou-se com este trabalho desenvolver nanoparticulas dos
o6leos essenciais de folhas e frutos de X. aromatica, bem como avaliar a atividade de
repeléncia destes 6leos essenciais in natura e nanoencapsulados frente a praga agricola
B. tabaci.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biodiversidade brasileira
O Brasil é considerado um dos paises de maior biodiversidade do planeta por
abrigar aproximadamente 10% da diversidade bioldgica mundial (MYERS et al.,2000).



Toda essa riqueza esta distribuida em diversos ecossistemas florestais, ndo florestais
aquaticos, costeiros e marinhos existentes no pais (MMA, 2002).

Deste modo, o Brasil se torna alvo de inimeras discussdes sobre a utilizacdo
econdmica destes bens naturais, uma vez que sua biodiversidade é tida por muitos como
fonte de riqueza (GOTTLIEB et al., 1998; SANTQOS, 2001). De acordo com Silva
(2008), o Brasil abriga mais de 13% das espécies viventes descritas pela ciéncia e
possui aproximadamente 40% das florestas tropicais em seu territdrio.

O Brasil possui caracteristicas territoriais muito mais marcantes frente aos paises
industrializados, pois atua na maior parte das vezes como celeiro para a busca por novas
substancias bioativas (PINTO et al., 2002). Ao todo, o Brasil detém 55 mil espécies
vegetais, que corresponde a 22% do total do planeta. Toda essa grande biodiversidade
faz com que o nimero de endemismo seja alto. Por esse fato se justifica a necessidade
de conhecer, conservar e promover 0 uso sustentivel desse imenso patrimdnio
(MAINERI, 2012).

Em levantamento realizado sobre a biodiversidade do planeta, Myers e
colaboradores (2000) levantaram 25 hots-pots que sdo lugares de alto endemismo e em
estado avancado de degradacdo. Estas areas vém sendo exploradas incorretamente
sendo necesséria a intensificacdo dos estudos antes que espécies desaparecam sem
serem catalogadas ou investigadas e principios ativos se percam antes mesmo de serem
descobertos (MMA, 2002). No Brasil, apenas o Cerrado e a Mata Atlantica fazem parte
deste quadro, sendo reconhecidos como areas de maior risco de extingdo, reforcando
ainda mais a grande necessidade de estudos nessas areas. Desta forma, estudos que
envolvem recursos naturais tém ganhado grande destaque na busca e identificacdo de
novas moléculas bioativas (VIEGAS JR. et al., 2006).

2.1.1. O Cerrado Brasileiro

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, compreende a faixa de terra do
litoral maranhense até o Centro-Oeste, ocupando grande parte do Distrito Federal e dos
estados de Goias e Tocantins, além de parcelas do Maranhdo, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia, Ronddnia, Ceara, Piaui e em forma de encraves nos
estados de Roraima, Amap4, Para e Parand. O Cerrado ¢ um mosaico de formacoes
vegetais que variam desde campos abertos até formacgdes de florestas com arvores
podendo chegar a 30 metros de altura (RIBEIRO & WALTER, 1998).



Ocupa aproximadamente 21% do territério brasileiro (cerca de 1,8 milhdo de
Km?), cortando o pafs diagonalmente (Figura 1). O Cerrado é um complexo
vegetacional que possui relacdes ecologicas e fisiondbmicas com outras savanas da
América Tropical e de continentes como Africa e Australia (AGUIAR & CAMARGO,
2002), seu clima possui duas estacdes bem definidas: uma seca e outra chuvosa.

Figura 1. Distribuigdo do Cerrado brasileiro (Fonte: Ministério de Meio Ambiente).

O Cerrado brasileiro esta entre os biomas de maior biodiversidade floristica com
aproximadamente 7000 espécies de plantas vasculares (SHEPHERD, 2000), porém esse
namero pode chegar a 10.000 com indice de 44% de endemismo (MYERS et al., 2000).
Toda essa riqueza pode ser explicada pela presenca de um mosaico natural e de
ecossistemas que compartilham a paisagem do Cerrado (SOUZA-AGUIAR et al.,
2004).

A flora do Cerrado € caracteristica e diferenciada dos demais biomas brasileiros,
embora muitas de suas fitofisionomias tenham espécies similares com outros biomas
(OLIVEIRA-FILHO & RATTER, 1995; AGUIAR & CAMARGO, 2002). Sua
vegetacdo apresenta fisionomias que englobam formacdes florestais, savénicas e
campestres. Toda essa diversidade se manifesta na grande quantidade de espécies
potencialmente econdmicas que vao de espécies alimenticias, medicinais, apicolas,
produtoras de Oleo, tanino, material para artesanato entre outras evidenciando sua
grande importancia no desenvolvimento regional (AGUIAR & CAMARGO, 2002).



2.2. Produtos naturais bioativos com agéo inseticida

Considerado uma das maiores biodiversidades do planeta e fonte de substancias
bioativas, o Brasil vem despertando o interesse para a area dos Produtos Naturais. Por
este fato, a pesquisa e a descoberta de novos compostos bioativos além de proporcionar
0 avanco da pesquisa multidisciplinar, contribui também com o desenvolvimento
tecnoldgico nacional, porém apenas uma pequena parte da flora brasileira é explorada
(BARREIRO & BOLZANI, 2009).

A prética de usar derivados botanicos na agricultura remonta de pelo menos dois
milénios atras, com os primeiros registros no Antigo Egito, China, Grécia e india
(TRACKER, 2002). Philogéne e colaboradores (2005) relatam o uso do 6leo de neem
como inseticidas naturais na protecao de cultivos em um manuscrito datado de 400 anos
atras escrito em sanscrito arcaico. Shaalan e colaboradores (2005) cita que Roark em
1947 ja descrevia cerca de 1200 espécies de plantas apresentando atividades inseticidas.
Desta forma se torna dificil datar exatamente o inicio da utilizacdo de plantas na defesa
da agricultura, e ao longo do tempo a integracdo entre a observacdo empirica e
pesquisas cientificas tem levado ao desenvolvimento de possiveis pesticidas naturais
(PHILOGENE et al., 2005; EL-WAKEIL, 2013).

Um dos requisitos para a selecdo de novos inseticidas botanicos € que estes
sejam eficazes e seletivos, e essas informacdes podem ser encontradas pelo estudo dos
mecanismos de defesa da planta (MARANGONI et al., 2012). Segundo estes autores, a
interacdo de insetos e outros microrganismos com as plantas resultam na producéo de
metabdlitos secundarios, ja que muitas vezes estes produtos sdo a resposta a ataques
patogénicos.

Um inseticida botanico pode possuir inimeras vantagens, comparando-se ao uso
dos tradicionais ou sintéticos, tais como seletividade contra inimigos naturais, baixa
toxicidade contra mamiferos, ser um bem renovavel, além de ser viavel
economicamente (VIEIRA et al., 2001). Dessa forma, é evidente que os produtos de
origem botanica sdo alternativas promissoras no controle bioldgico, sendo adequado a
agricultura sustentavel (KEITA et al., 2001; ROEL, 2001; MARANGONI et al. 2012).

Os produtos a base de plantas, apresentam grande diversidade de compostos
bioativos que agem sozinhos ou sinergicamente podendo apresentar atividades
atraentes, desalojantes ou repelentes, possibilitando que o produto final seja utilizado
em sistemas de manejo integrado de pragas (NAVARRO-SILVA et al., 2009). O

emprego de vegetais, na forma de extratos, pos ou 6leos essenciais, vem aumentando



crescentemente no Brasil principalmente em virtude de sua rica flora. Todo produto
natural que atua no controle de insetos ¢ chamado “Pesticida Verde” e sua utilizagio
tem sido amplamente solicitada em virtude de muitas vezes apresentar auséncia da
toxicidade para mamiferos, solos e agua (KEITA et al.,2001).

No entanto, poucas sdo as espécies de plantas utilizadas comercialmente como
inseticidas, destacando basicamente as que contém piretrinas, rotenoides e alcaloides
(VIEGAS JR. et al., 2003). Segundo este autor, economicamente 0 grupo mais
importante de inseticidas natural é o da piretrina, que é extraido das flores do
Chrisanthemum cinerariaefolium. A rotenona e os rotenoides sdo muito utilizados no
meio rural como anestésico temporério que auxiliava na captura de peixes e também no
combate a ectoparasitas, onde suas raizes e folhas eram colocadas dentro dos ninhos de
galinha a fim de se evitar piolho. E por fim, os alcaloides tém como principal
representante a nicotina e a nor-nicotina (VIEGAS JR., 2003; MARANGONI et al.,
2012).

Adicionalmente, segundo Koul e colaboradores (2008), os 6leos essenciais tém
sido amplamente utilizados em pesquisas para desenvolvimento do chamado de
“Pesticida Verde”. Ademais, apresentam inimeras vantagens sob o produto sintético,
tais como obtencdo de matéria-prima em recursos renovaveis, sdo rapidamente
degradados, ndo deixando residuos nos alimentos e nem no meio do ambiente
(SOARES et al., 2011).

2.2.1.0leos Essenciais

Os Oleos essenciais sdo misturas naturais de grande complexidade de
hidrocarbonetos (terpenos e sesquiterpenos) e compostos oxigenados (alcoois, éteres,
aldeidos, cetonas, lactonas e fenodis) (NERIO et al., 2010). Podem conter varios
componentes em diferentes concentracdes e normalmente as propriedades bioldgicas
apresentadas pelos 6leos essenciais sdo determinadas pela sinergia de seus componentes
e nem sempre sdo ditadas pelos compostos majoritarios (KOUL et al., 2008).

De acordo com Simdes e Spitzer (2000) os Gleos essenciais sdo substancias
volateis, lipofilicas, odoriferas e liquidas que possui aparéncia oleosa em temperatura
ambiente. Normalmente sua extracdo se faz por hidrodestilagdo, porém existem
variados métodos como, por exemplo, extragdo em micro-ondas, didxido de carbono
liguido dentre outras. O método de extracdo utilizado influencia quantitativa e

qualitativamente, sendo que entdo o método de extracdo deve ser definido de acordo



com a finalidade da avaliacdo (BAKKALI, et al. 2008). Outros fatores que afetam a
composi¢do quimica do 6leo essencial sdo o tipo do solo, disponibilidade hidrica,
sazonalidade, estacdo do ano, clima, idade da planta, fase do ciclo vegetativo
(ANGIONI et al., 2006; PAVARINI et al., 2012).

Comercialmente, os 6leos essenciais sdo usados na industria farmacéutica,
alimenticia, cosmética e como inseticidas (SHAALAN et al.,, 2005). Eles sdo
reponsaveis pelo odor caracteristico das plantas, autodefesa, atracdo e protecdo contra
perda de agua e aumento de temperatura foliar (CASTRO, 2004). Os 6leos essenciais
sdo amplamente estudados como potenciais agentes bioldgicos antimicrobianos,
representando, de certo modo, sua prépria funcdo nas plantas. Por causa da grande
diversidade quimica de seus componentes, outras importantes fungdes biologicas e
fisioldgicas sdo atribuidas a estas substancias (IBRAHIM et al., 2001), dentre as quais,
pode-se destacar a atividade inseticida, podendo ser utilizada no controle de pragas com
a aplicacdo in natura do 6leo essencial ou de seu principio ativo isolado.

Exemplificando a acdo inseticida de dleos essenciais, Tellez et al. (2002)
investigaram a acdo do 6leo essencial de Lepidium meyenii (Walp.) (Brassicaceae)
contra cupins (Coptotermes formosanus) (Insecta: Isoptera) e este demonstou ser
inibidor de alimentacdo para estes insetos. Em 2003, Carvalho e colaboradores
analisaram o Oleo essencial de brotos de Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) em
larvas de Aedes aegypti conseguindo 100% de mortandade das larvas com concentracéao
de 0,017% de timol, principio ativo encontrado na composi¢do quimica do 6leo desta
planta.

Soares e outros autores (2012) investigaram a acdo do 6leo essencial de Illicum
verum e de Pipper hispidinervum sobre o pulgdo em roseiras de jardim, sendo que 0s
dois 6leos essenciais apresentaram efeito toxico para os pulgdes, apresentando maior
efeito de contato nos foliolos das roseiras que em papel filtro. Lima e colaboradores
(2010) adicionando 6leo essencial de mentrasto (Ageratum conyzoides), em
concentracdo de 0,5%, a dieta de Spodoptera frugiperda proporcionou mortalidade em
70% dos insetos.

Os oleos essenciais das plantas Artemesia vulgaris, Melaleuca leucadendron,
Pelargonium roseum, Lavandula angustifolia, Mentha piperita e Juniperus virginiana
também sédo eficazes contra varios insetos e fungos (KORDALI et al., 2005). Estudos

comprovaram que 6leo essencial de espécies de Mentha sdo altamente eficazes contra
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Callosobruchus maculatus e Tribolium castanum, pragas comuns de grdos armazenados
(TRIPATHI et al., 2000).

Pontes e outros autores (2007) testaram a atividade dos Oleos essenciais da
Xylopia sericea da restinga de Pernambuco por acdo fumigante em acaros rajados
(Tetranychus urticae), os estudos indicaram que o 6leo essencial das folhas foi muito
mais ativo que o 6leo essencial dos frutos obtendo a concentracdo de 4,08 uL/L de ar e
de 20,6uL/L de ar respectivamente. Souza (2012) obteve valores acima de 80% de
mortalidade para imaturos de Aedes aegypti com o 0Oleo essencial de Xylopia leviagata
nas concentracdes de 275 e 500 ppm em condicdes de laboratorio.

A utilizagdo de 6leos essenciais e de seus constituintes no controle de insetos
tem aumentado significativamente nos paises industrializados, inclusive no Brasil que,

por ser um pais com uma flora rica e diversa, este tipo de estudo vem se desenvolvendo.

2.3. Da familia Annonaceae a espécie Xylopia aromatica

Atualmente muitas familias de angiospermas vém sendo estudadas visando a
extracdo de moléculas bioativas com potencial acdo inseticida e/ou repelentes. Dentre as
Angiospermas se destacam a familia Annonaceae que possui distribuicdo pantropical,
sendo a América Central e a do Sul, a Africa e Asia os principais centros de diversidade
deste grupo (KRINSKI et al., 2014).

A familia Annonaceae Juss. compreende uma larga familia da ordem
Magnoliales, possui cerca de 2.500 espécies e 135 géneros (CHATROU et al., 2012).
Somente no Brasil ocorrem 29 géneros e 386 espécies, sendo que no Cerrado ocorrem
10 géneros e 47 espécies e nenhuma destas é endémica e algumas plantas desta familia
sdo bastante comum e possuem ampla distribuicdo, como € o caso da Xylopia aromatica
(MAAS et al., 2013).

Esta familia é considerada de grande valor econémico pelos seus frutos serem
comestiveis (MOREIRA et al., 2013), alguns exemplares bem conhecidos sdo: a
graviola (Annona muricata), o araticum (Annona crassiflora) a fruta-pinha (Annona
reticulata), fruta-do-conde (Annona squamosa) e a ata (Annona coriacea). As arvores
sdo lenhosas, de porte arbdreo ou arbustivo, com grande importancia farmacologica,
sendo empregada em cosméticos, perfumaria, medicina natural e ainda apresenta grande
atividade inseticida, pois a maioria das plantas desse grupo possuem acetogeninas,
substancia que atua na mitocéndria dos insetos causando sua morte (ZAFRA-POLO et
al., 1996).
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Segundo Krinski e colaboradores (2014) sdo relatadas 42 espécies distribuidas
em 14 géneros de Annonaceae com potencial inseticida, neste cenério se destaca a
Annona muricata (graviola) e Annona squamosa (fruta-do-conde) que atualmente séo as
duas espécies mais exploradas com potencial inseticida. Segundo estes mesmos autores,
0 género Xylopia se destaca no controle do Aedes aegypti (Diptera) e a espécie Xylopia
aromatica também tem relatos de uso de seu extrato contra A. aegypti e Dipetalogaster
maxima (Hemiptera) (RODRIGUES et al., 2006; COELHO et al., 2009).

2.3.1.Género Xylopia

O género Xylopia, da tribo Xylopieae, constitui um dos mais numerosos géneros
das Annonaceae contendo entre 100 a 160 espécies, além de possuir a mais ampla
distribuicdo desta familia, sendo presente na Africa, Asia, Oceania e Américas (MAAS
etal., 2013).

Em reclassificagdo recente deste género, somente no Brasil sdo encontradas 35
espécies que sao distribuidas nas cinco regides do pais (MAAS et al., 2013). A espécie
mais comum do Brasil € a X. aromatica, ocorrendo do Amazonas ao Parana, em regifes
de Cerrado, nas matas ciliares, campinas e capoeiras (DIAS, 1988).

Plantas do género Xylopia sdo arvores que podem variar de 5 até 30 m de altura,
ou arbustos com 1,5 a 3 m de altura (MOREIRA et al., 2013).

Existem varios estudos quanto a composi¢do quimica de plantas deste género,
relatando a presenca de alcaloides, compostos volateis, flavonoides, terpenoides e
esterdis (PONTES et al, 2007; MOREIRA et al., 2013). Estudos também demonstram o
grande potencial medicinal deste género destacando as atividades antimicrobiana,
citotoxica, hipolipidémica (FERRAZ et al., 2013; VIEIRA, 2010; PONTES et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2014a).

Com a crescente busca por produtos naturais com atividade inseticida, espécies
do género Xylopia vém sendo estudadas quanto ao seu potencial acaricida, inseticida e
nematicida, avaliando assim a eficacia de plantas deste género no controle de pragas
agricolas (PONTES et al., 2007; KRINSKI et al., 2014). Porém segundo Ekundayo
(1989) as espécies de X. aethiopica, X. brasiliensis e X. frutescens sdo plantas mais
estudadas que a X. aromatica sob o ponto de vista quimico e biologico.
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2.3.2. Xylopia aromatica
A Xylopia aromatica é conhecida popularmente como pimenta-de-macaco,

pindaiba, pindaiba-do-campo e pindaiba-de-macaco (Figura 2) (DIAS, 1988). Possuem

como sinénimos, o0 nome de Uvaria aromatica Lam. e Xylopia grandiflora A. St. Hill.
(MAAS et al., 2013).
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Figura 2. Arvore de Xlopi aromatica. Fonte: Arquivopessoal. |

E uma espécie pioneira e ocorre geralmente em regides perturbadas, como beira
de estradas e clareiras, sendo comum em areas com alta luminosidade (MELO et al.,
2007).

E uma éarvore nativa do cerrado e de facil reconhecimento, com altura que varia
de 2 a 8 metros. Apresenta ramos e folhas pendentes e flores com pétalas brancas e
calice vermelho-pardo. As flores, quando abertas, lembram estrelas, com pedicelos
muito curtos e voltados para cima. Os frutos sdo comestiveis e se apresentam vermelhos
por ocasido da deiscéncia e amarronzados ou pretos quando secos (Figura 3). As
sementes sdo ovoides e quando maduras apresentam coloracdo escura. Em média, sao
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encontradas duas a oito sementes por carpidio. Os frutos podem ser coletados em todos
0s meses do ano (DIAS, 1988).

Os frutos da X. aromatica sdo usados na medicina popular pelas suas
propriedades carminativas, estimulantes e afrodisiacas (SUFFREDINI et al., 2007).
Alguns frutos de espécies de Xylopia, inclusive a X. aromatica, sdo usados
popularmente também como condimento, principalmente no tempero de carnes, e como

substituto da pimenta do reino (Piper nigrum L.) por apresentarem odor semelhante,

porém mais suave (MAIA et al., 2005).
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igu ra 3. Flores () e ft (B) de Xylopia aroatica. Fonte: Arquivo pessoa.

Estudos de caracterizacdo quimica ja identificaram a presenca de alcaloides,
esteroides, flavonoides, éleos essenciais, diterpenos e saponinas em frutos de Xylopia e,
por isso, pode-se dizer que plantas deste género representam uma fonte promissora de
substancias bioativas (ELHASSAN et al., 2009; SILVA & ROCHA, 1981).

Apesar da grande variedade de substancias bioativas descritas, os constituintes
quimicos predominantes e mais investigados nos frutos desta espécie sdo os 0Oleos
essenciais, responsaveis pelo aroma suave que apresentam (SILVA & ROCHA, 1981).

Do Oleo essencial das folhas de X. aromatica foram extraidos
biciclogermacreno, espatulenol, limoneno, o-felandreno, a-mirceno, p-menta-1(7),8-
dieno e p-cimeno, além de o e B-pineno (MAIA et al., 2005), que sdo compostos que
apresentam grande atividade biolégica, por exemplo o limoneno e o € [B-pineno
apresentam comprovadamente atividade inseticida (VIEGAS JR, 2003; MOREIRA et
al., 2013)
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Estudos que avaliaram quimicamente o 6leo essencial dos frutos de X. aromatica
originaria do Brasil identificaram a presenga de a-pineno, -pineno, mirceno, ocimeno,
limoneno, citronelol e carvona, sendo o limoneno, o citronelol, e o e B-pineno os
componentes majoritarios (SILVA & ROCHA, 1981; ANDRADE et al., 2004). Ja a
composi¢do quimica dos frutos de X. aromatica originaria da Colémbia foi diferente,
nestes foram identificados como compostos majoritarios o B-felandreno, seguido de
mirceno, a-pineno, a-felandreno e p-cimeno, respectivamente (STASHENKO et al.,
2004).

2.4. Bemisia tabaci

B. tabaci pertence a familia Aleyrodidae da ordem Hemiptera. Esta familia
possui cerca de 126 géneros e 1.500 espécies descritas. O género Bemisia possui
aproximadamente 37 espécies conhecidas (GERLING et al.,, 2002). A B. tabaci,
conhecida popularmente como mosca branca, foi descrita por Gennadius em 1889, na

Grécia em uma lavoura de fumo (Nicotiniana sp.) (COCK, 1996) (Figura 4).

8
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Figura 4. Ovos e adultos de Bemisia tabaci. Fonte: Arquivo pessoal.
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A caracterizacdo do bidtipo B como nova espécie B. argentifolli (Bellows &
Perring) foi feita conforme consta em Bellows et al. (1994) com base nos danos
caracteristicos nas plantas hospedeiras, e na morfologia do inseto, mas atualmente,
considera-se que B. argentifolli é o bi6tipo B da B. tabaci. (SOUZA, 2004).

A crescente importancia do complexo B. tabaci tem sido associada a introdugéo
e dispersdo do biodtipo B, que se distingue por apresentar maior fecundidade, maior
gama de hospedeiros, desenvolver mais resisténcia a produtos inseticidas, e além de
transmitir virus como o begomovirus, também se alimenta mais da seiva das plantas,
produzindo assim maior quantidade de “honeydew” (substancia agucarada que atrai
fungos para a planta), além de ser mais tolerante ao frio (BROWN et al., 1995; COSTA
& BROWN, 1990).

Sdo insetos sugadores de seiva, caracterizados por desenvolvimento
hemimetéabolo, passando pela fase de ovo, ninfa (1, Il, Ill, e 1V instar) e adulto. Esse
mesmo autor descreve que sua reproducdo é partenogenética haploide facultativa e
arrenotica, sendo que a fémea pode ovipositar ovos fertilizados com 0s espermas
armazenados em sua espermateca, que originardo fémeas ou machos diploides ou ainda
por ovos ndo fertilizados, que originardo machos haploides (LARA, 2008).

Os ovos sdo periformes, com cerca de 0,18 a 0,21 mm de comprimeto por 0,06 a
0,09 mm de largura. Assim que a fémea deposita seus ovos estes apresentam coloragédo
branca-amarelada e a medida de sua maturacdo vdo se tornando castanho-escuro até a
eclosdo que ocorre em média entre 5 a 7 dias ap0s a oviposicdo (OLIVEIRA & LIMA,
1997; SOUZA, 2004).

As ninfas de primeiro instar sdo moveis, medindo cerca de 0,24 a 0,27 mm de
comprimento e 0,12 a 0,18 mm de largura, com coloracdo branco-esverdeada, com
forma ventral plana e dorsalmente convexa). As ninfas de segundo instar é oval e
apresenta olhos brilhantes, e as de terceiro instar tem formato eliptico, olhos vermelhos
brilhantes, havendo pouca diferencdo morfoldgica entre esses dois instares. A Figura 3
demonstra ninfas no 3° instar. A ninfa de quarto instar pouco se alimenta e ja apresenta
nitida divisdo em cabega, torax e abdome, chegando a medir 0,85mm de comprimento
por 0,60 mm de largura; os adultos sdo amarelo-palido com asas brancas, medindo de 1
a 2 mm de comprimmento e 0.36 a 0,51 mm de largura, sendo as fémeas maiores que 0s
machos (SOUZA, 2004).

A duracéo do ciclo de vida da B. tabaci varia de acordo com a planta hospedeira
e a temperatura (VILLAS-BOAS et al., 1997). A temperatura tem influéncia direta
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sobre o periodo de incubagdo dos ovos e sobre o ciclo completo da B. tabaci. Até certo
limite, temperaturas mais elevadas e baixa umidade favorecem seu desenvolvimento e
dispersdo, em tempos de estiagem os ciclos de vida sdo menores e 0 numero de insetos
aumenta muito provocando surtos em muitas lavouras (LEITE et al., 2002). A época
das chuvas a populacdo é bastante reduzida, mostrando esta ser um dos fatores mais
adversos para o desenvolvimento da mosca branca (VILLAS-BOAS et al., 1997)

A selecdo dos locais de alimentagéo e depdsito de ovos pela fémea da B. tabaci
pode ocorrer por varios fatores, tais como a coloracdo da folha (predilecdo por folhas
mais verdes), morfologia da planta, idade das folhas e densidade de tricomas (ORIANI
et al., 2005; JESUS et al., 2011).
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Figura 5. Ninfas e extvias de Bemisia tabaci. A — 1- Ninfas de | instar; 2- Exdvia de Il
instar; 3- Ninfa de Ill instar e 4- Ninfa de IV instar. (Fonte: ucanr.edu/sites/cotton,
acessado em 03/11/2014). B — Ninfa de Ill instar (Fonte: tamagaro.net/whitefly/,
acessado em 03/11/2014).

Na agricultura mundial, a B. tabaci causa um impacto devastador acarretando
percas econdmicas que sdo da ordem de bilhdes de dolares (OLIVEIRA & FARIAS,
2000). No Brasil, desde 1995, esses prejuizos superam a cifra de U$ 5 bilhdes sendo os
prejuizos principalmente nas lavouras de soja, feijdo, tomate, algoddo, meldo e outras
hortalicas, e as percas podem variar entre 20 e 100% (LIMA et al., 2003).

Schuster e colaboradores (1996) classificaram os danos ocasionados pela mosca
branca como sendo diretos ou indiretos. Nos danos diretos, ao se alimentar, a B. tabaci
insere toxina que enfraquece as plantas e provoca o crescimento desuniforme, tornando-
as amarelas e enrugadas e ocasionando a queda das folhas podendo até causar a morte
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da planta hospedeira. Os danos indiretos, estdo relacionados a transmissao de virus e ao
desenvolvimento de fungos (fumagina) nas folhas devido por causa da excrecdo da
substancia agucarada “honeydew”. Esses fungos oportunistas escurecem a superficie
foliar dificultando a realizacdo da fotossintese (ZUCCHI et al., 1993, LOURENCAO &
NAGAI, 1994; SOUZA &VENDRAMIM, 2005).

Atualmente, sdo descritos mais de 100 begomovirus transmitidos pelo complexo
Bemisia tabaci a mais de 20 espécies de importancia econémica (MORALES, 2001).
Pode-se destacar a transmissdo de Bean golden mosaic virus (BGMV) também chamado
de Virus do Mosaico Dourado do Feijoeiro (VMDF) em feijoeiros, o Tomato yellow
vein streak virus (TYVSV) em tomateiros e também na batata que também é atacada
por Potato leaf roll virus (PLRV) (SOUZA-DIAS et al., 2005).

Grande quantidade de agrotoxicos € utilizada no controle dessa praga,
principalmente em culturas de feijao, soja e tomate, porém ndo muito eficaz, tendo em
vista que os ovos, ninfas e insetos adultos se localizam na face inferior das folhas e
apresentam rapido desenvolvimento de resisténcia (HOROWITZ & ISHAAYA, 1995).
Neste cenario, a busca por compostos naturais tem estimulado pesquisas sobre espécies

vegetais que atuem no controle de pragas, sem as rea¢des indesejaveis ao ambiente.

2.4.1.Controle da Bemisia tabaci

Atualmente um dos maiores problemas para o controle da praga B. tabaci no
ciclo produtivo é a ndo eliminacdo dos restos das lavouras infestadas apds a colheita,
permitindo a maturacdo das ninfas e ovos e consequente migracdo destes para a proxima
lavoura. Portanto essa praga necessita ser controlada dentro do ciclo produtivo com
acao de todos os produtores que compdem a cadeia agricola do pais (CZEPACK, 2010).

Uma dos métodos de controle dessa praga € o manejo integrado, porém muito
pouco ou quase nunca utilizado. Esse método envolve diversas etapas iniciando j& no
tratamento preventivo das sementes e/ou mudas antes mesmo de serem plantadas na
lavoura. Taticas como eliminacdo de restos de culturas e de plantas contaminadas, a
adocgdo de barreiras vivas (barreiras de arvores, as chamadas cercas vivas) contra o
vento que é o maior dispersante desta praga, impedindo o vento de entrar na plantacéo
contaminada, evita-se que a mosca branca “pegue carona” no vento indo para a proxima
lavoura; monitoramento visual da lavoura para evitar o alastramento em caso de

contaminagdo, sdo necessarias para um bom resultado em caso de manejo integrado no
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controle da B. tabaci. Nesse tipo de controle teria que haver a integracdo entre todos os
produtores em agdo conjunta (CZEPACK, 2010).

Ainda dentro do manejo integrado, ha o controle bioldgico. Através da utilizagédo
de inseticidas seletivos preserva-se 0s insetos predadores da mosca branca, ou até
mesmo da soltura de grandes quantidades desses predadores nas lavouras para combate
as formas jovens de B. tabaci (VILLAS-BOAS et al., 1997). Dentre os insetos
predadores da B. tabaci estdo sendo identificados como sendo das ordens Hemiptera,
Neuroptera, Coleoptera e Diptera, com destaque para os parasitoides Encarsia sp.,
Eretmocerus sp. e Amitus sp. que sdo facilmente encontrados (LACERDA &
CARVALHO, 2008).

O complexo B. tabaci apresenta grande capacidade reprodutiva, adaptabilidade
as condicbes adversas, alta capacidade de desenvolvimento de resisténcia aos
inseticidas, possui grande numero de plantas hospedeiras e ainda € vetor do
geminivirus, devido a acdo sinérgica de todas essas caracteristicas dessa praga, o
método mais utilizado para seu controle ainda é o quimico (LOURENGCAO, 2002). Para
tanto sdo utilizados O&leos, detergentes e inseticidas (NORMAN et al., 1996)
organofosforados, carbamatos, piretroides, neonicotinoides e reguladores de
crescimento. Ademais é de grande importancia a identificagdo do grau de infestacdo e
da fase do inseto para determinacdo do agente quimico a ser utilizado (JESUS, 2007).
Segundo Lima e Lara (2001) se a infestacdo é alta e ocorrem todas as fases do inseto
simultaneamente, sdo necessarias varias aplicacdes de inseticida. Horowitz e Ishaaya
(1995) relatam que apesar das vérias aplicagbes o controle com inseticidas
convencionais ndo é muito eficaz por causa da localizacdo das ninfas e ovos na parte
abaxial das folhas e do rapido desenvolvimento de resisténcia.

Apesar desse fato, existem na literatura varios inseticidas recomendados para o
controle da B. tabaci. Na categoria dos neonicotinoides incluem-se acetamiprid,
clotianidina, imidacloprid, thiacloprid e thiamethoxam (CZEPACK, 2010; HOROWITZ
E ISHAAYA, 1995; JESUS, 2007), como inibidor de quitina tem o buprofezim, como
um analogo do horménio juvenil o piryproxifen e como inibidores da biossitese de
lipidios o spirotetramat e espiromesifeno (CZEPACK, 2010), e todos esses autores
preconizam a alternancia destes produtos dentro de um programa de manejo de pragas
para dimininuicdo do efeito da selecdo natural que resulta no surgimento de individuos

resistentes.
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Segundo Basu (1995), a énfase do controle quimico da B. tabaci tem sido dada a
produtos que induzem mudangas comportamentais principalmente como a repeléncia ou
irritacéo.

Nesse contexto, torna-se evidente a dificuldade do controle da mosca branca
com inseticidas convencionais e a necessidade de se buscar produtos alternativos e que
apresentem um sinergismo de principios ativos dificultando assim o desenvolvimento

de resisténcias.

2.5. Nanotecnologia

Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem provocado revolugdo na ciéncia e na
tecnologia nos seus mais diversos setores pelo seu grande potencial de aplicacdo e ao
desenvolvimento tecnolégico por ela ocasionado (DURAN et al, 2006). Essa nova
ciéncia, tem carater multidisciplinar e esta sendo aplicada nas mais diversas areas da
pesquisa cientifica com gigantesco potencial de aplicagdo tecnolégico em varios setores
industriais (TOMA, 2005).

Nano é derivado da palavra grega que significa ando, e este termo deu origem a
unidade de medida, o nandmetro, e que deu nome a essa tecnologia e equivale a
bilionésima parte de 1 metro (1 nm = 1/1.000.000.000 m). Os produtos nanométricos
que possuem dimens6es medindo 100 nm sdo chamados na literatura cientifica mundial
de nanoparticulados e segundo o Food and Drug Administration - FDA, nanoparticulas
sdo as “particulas com dimensdes menores que lpm que exibem propriedades nao
reconhecidas em particulas maiores” (SCOTT & CHEN, 2012).

A nanotecnologia pode interferir em quase todos os tipos de materiais, sejam
eles naturais ou sintéticos, de modo a formar nanoblocos tais como: nanoparticulas,
nanocompositos, nanoesferas, nanotubos, nanofibras que além de apresentar novas
propriedades pela escala, apresentam maior desempenho nos produtos resultantes. Do
ponto de vista tecnoldgico, essas nanoestruturas podem ser trabalhadas quimicamente
pela modificacdo de suas superficies como a utilizacdo de polimeros, ampliando ainda
mais o campo de suas aplicagdes (DURAN et al., 2006).

A aplicagdo destas nanoestruturas na nanobiotecnologia torna possivel ndo so a
manipulacdo em escala atbmica do material genético, mas também a incorporacéo de
materiais sintéticos em estruturas bioldgicas, além de permitir a conjugacdo de

biomoléculas as nanoparticulas para aplicacdo na liberacdo de substancias (ABDI,
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2010). Essa ultima caracteristica é de grande importancia nas industrias farmacéutica e
agroquimica, pois permite o encapsulamento de principios ativos facilitando sua
administracdo. Adicionalmente, as nanoparticulas biodegradaveis liberam de forma
gradual o principio ativo a elas incorporado atraves de sua lenta degradacéo.

O termo nanoparticulas se refere a dois tipos de nanoestruturas: as nanocapsulas
(NC) e as nanoesferas (NS). Segundo Azevedo (2008), nanoesferas sdo aquelas em que
0 principio ativo estd disperso de modo homogéneo no interior da matriz polimérica,
ndo sendo possivel diferenciar um ndcleo. Ja as nanocapsulas constituem um sistema
semelhante a um reservatorio, e 0 principio ativo esta envolto por uma membrana
polimérica.

Uma grande quantidade de trabalhos que reportam sobre a liberacdo gradual
ressalta a utilizacdo de polimeros biodegradaveis (CAZAL, 2011; CHRISTOFOLI,
2014; AZEVEDO, 2008; BARBANTI et al., 2006; FRIEDRICH et al., 2008; SOUZA
et al., 2012; CAZO et al, 2012). Uma das principais classes de polimeros
biodegradaveis séo os poliésteres alifaticos sintéticos, dos quais fazem parte o poli-€-
caprolactona (PCL) (Figura 6). Na presenca de agua, sua degradacdo se inicia pela
hidrdlise das ligagBes ésteres originando oligdmeros ou mondmeros sollveis e ndo
toxicos, que posteriormente sofrem acdo de algum mecanismo biolégico ou por
clivagem hidrolitica (BARBANTI et al. 2006).

n

Figura 6. Estrutura quimica de poli-€-caprolactona (PCL). Fonte: Christofoli, 2014.

Existem na literatura diversos métodos de preparo das nanoparticulas, porém a
escolha deste método varia de acordo com o polimero utilizado e também com a
substancia que vai ser encapsulada. Independente deste método, o resultado é uma
solucdo coloidal contendo as nanoparticulas (SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003).

Vérias sdo as técnicas utilizadas para o preparo de nanoparticulas, sendo que
uma das técnicas mais simples e de mais baixo custo foi proposta por Fessi e

colaboradores em 1989 (CAZO et al., 2012). Este método se baseia na deposicéo
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polimérica interfacial seguida pelo deslocamento de solvente semipolar e miscivel em
agua, também é conhecida como nanoprecipitacdo. Esta técnica permite que a formacéo
das nanoparticulas seja instantanea e reproduzivel (FESSI et al., 1989).

A degradacdo das nanoparticulas depende em sua maioria da estrutura do
polimero, da radiacdo, peso molecular e tratamentos quimicos. Agentes biologicos
como bactérias, fungos e suas enzimas sdo importantes biodegradadores, pois estes
consomem a matriz polimérica (CHANDRA & RUSTGI, 1998).

A nanotecnologia beneficia o desenvolvimento de préaticas limpas, ndo toxicas e
ambientalmente aceitaveis dentro da Quimica Verde, pois na agricultura, uma de suas
principais finalidades é a de prolongar o tempo de acdo, reduzir a toxicidade, diminuir a
quantidade de agrotdxico utilizado sem diminuicdo da eficacia através da liberacdo
gradual (SOUZA, 1999). Através da diminuicdo da lixiviacdo e da protecdo do
ingrediente ativo contra percas por causa da fotodegradacéo, as nanoparticulas visam
amenizar os problemas apresentados pelas formulagdes convencionais, sendo menos
toxicos e mais eficazes por um tempo maior através do sistema de liberacdo gradual
(SOUZA, 1999).

Muitos estudos tém demonstrado a eficiéncia da nanoparticulas associada ao uso
de agrotdxicos. Nguyen e colaboradores (2012) observaram a fotoprotecdo da
deltametrina promovida pelo seu encapsulamento em quitosana. Souza e colaboradores
(2012) através do encapsulamento com PCL obtiveram sistemas mais seguros para
aplicacdo do herbicida atrazina.

O uso de produtos naturais como compostos bioativos principalmente contra
insetos pragas tem ganhado nova vertente de pesquisa, aliada ao sistema de liberacdo
gradual. Da-Costa e demais autores (2014) encapsularam o 6leo de neem obtendo maior
estabilidade térmica, fotoprotecdo além de melhorar seu desempenho bioldgico pela
entrega otimizada ao sitio ativo especifico. Paula e colaboradores (2010) encapsulando
0 6leo de Lippia sidoides com quitosana e goma de caju obtiveram um perfil de
liberacdo in vitro da substancia bioativa mais lenta, potencializando e prolongando o

efeito do 6leo essencial.

3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver nanoparticulas poliméricas (PCL)

contendo os Oleos essenciais das folhas e frutos de Xylopia aromatica e verificar o
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efeito de repeléncia destes 6leos essenciais in natura e nanoencapsulados em Bemisia

tabaci.

4. METODOLOGIA

4.1. Coleta do material vegetal

As folhas e frutos de Xylopia aromatica (Annonaceae) foram coletadas no
municipio de Ipora-GO. A area de coleta é caracterizada como area de borda entre mata
ciliar e de area tipica de brejo (16°21°19.31”°S, 51°1°0.12°’0O). O material coletado foi
acondicionado em sacos plasticos e levemente umidecido na tentativa de manter o
material mais fresco possivel at¢ o momento da extracdo no laboratério de Quimica
Organica do IF Goiano campus Ipora. A identificacdo foi realizada no laboratorio de
Ecologia Vegetal do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — IF

Goiano - campus Rio Verde e a excicata estd preservada no herbario com o nimero 472.

4.2. Obtencao do 6leo essencial

O material vegetal fresco foi triturado e para cada 100 gramas de massa vegetal
foram adicionados 300 mL de &gua deionizada e levados a hidrodestilagdo em aparelho
tipo clevenger. Apos o intervalo de tempo determinado pela otimizacéo da extracdo, foi
retirado o hidrolato e extraido a fase organica com dicloro-metano, que posteriormente
foi seca com sulfato anidro de sddio. Parte do solvente foi retirado em rota-evaporador,
por pressao reduzida e levado a capela para sua completa evaporacdo. Os frascos com o
6leo essencial foram identificados, datados e acondicionados no congelador a

temperatura de -5° C.

4.2.1. Otimizacao das condicdes de extracao de 6leo essencial

Na otimizacdo das condicfes de extracdo, foi observado o rendimento do éleo
essencial em funcdo do tempo em que o material botanico foi submetido a
hidrodestilagdo. Para tanto, realizou-se extragcdes de 100 gramas de massa vegetal nos
intervalos de 1, 2 e 4 horas de hidrodestilagdo conforme descrito no item 4.2. O
rendimento do 0leo essencial foi calculado tendo o teor de 6leo essencial extraido com 4
horas de hidrodestilagio como o 100%. Todo o procedimento foi realizado em

triplicata.
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4.3. Analise quimica do 6leo essencial

As analises para identificacdo dos compostos quimicos dos dleos essenciais
foram realizadas em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectébmetro de massas utilizando
o0 aparelho Shimadzu GC — 17A, equipado com coluna capilar DB - 5 (30 m x 0,25 mm)
filme = 0,25 pum, ionizado por impacto eletrénico (IE 70 e.V) e utilizando como gés de
arraste o hélio. A temperatura do forno foi de 60° a 280° C, com acréscimo de 3° C/min.
Foi injetado 1pL de solucdo de 6leo essencial diluido em acetona.

Para a identificacdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais, 0 tempo de
retencéo linear (IK) foi calculado pela relagéo entre o tempo de retengdo do composto
em andlise e o tempo de retencdo da serie homodloga de n-alcanos, também foi
observado o padrdo de fragmentacdo de cada espectro de massas. Ambos os dados

foram comparados com a biblioteca do equipamento (NISTO08) e literatura.

4.4. Quantificacao do dleo essencial

4.4.1. Validacdo do método analitico

A quantificacdo de 6leo essencial foi realizada por espectroscopia UV/VIS
(UVIVIS Spectrometer Lambda 35, PerkinElmer) (MAJI et al., 2007; PAULA et al.,
2011; ABREU et al., 2012; CRHISTOFOLLI, 2014).

Inicialmente foi realizada varredura em UV/VIS para os 6leos essenciais das
folhas e dos frutos in natura, diluido em hexano. Uma vez determinada a absorbancia,
231 nm e 232 nm para 0s Oleos essenciais de folhas e frutos de X. aromatica
respectivamente, foram pré-definidas seis concentracdes de cada um dos Oleos
essenciais. Para tal, foi preparada uma solucdo estogue diluindo 160 mg de dleo
essencial em 400 mL de hexano, fornecendo a solucdo estoque de concentracdo de 0,4
mg mL™.

A partir desta solucdo estoque (0,4 mg mL™), por diluicdo foram preparadas as
concentraces 0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 e 0,1 mg mL*para o 6leo essencial das folhas
e 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05 e 0,06 mg mLpara o 6leo essencial dos frutos de X.
aromatica . Todos os pontos da curva de calibracdo foram preparadas e analisadas em
triplicata.

ApoOs a determinacdo da curva de calibracdo (linearidade), foi realizada a
validagdo do método de quantificacdo do Oleo essencial. Os pardmetros analiticos

utilizados para validacdo foram a linearidade (curva de calibracdo), seletividade,
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sensibilidade, exatiddo, precisdo, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo
(LQ).

A exatiddo demonstra o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. E

expressa pela Equacgéo 01
A
E =§x 100 ,sendon =3 (01)

Em que, A representa a média da concentracdo e B a concentracdo nominal
(concentracdo admitida como verdadeira).
A precisdo é a capacidade do método em repetir 0 mesmo resultado, é

representada pela Equacéo 02.
DP
DPR (%) = < ¥ 100 ,sendon =3 (02)

E dado pela porcentagem do Desvio Padrdo Relativo (DPR), em que DP é o
desvio padrdo e C é representado pela média das absorbancias.

Para a determinacdo da exatiddo e precisdo do método analitico foram
preparados solugdes em trés diferentes concentragdes abrangendo toda a faixa linear de
trabalho. A primeira com concentracdo 120% do menor ponto da curva, a segunda com
concentracdo entre 40 e 60% do maior ponto da curva e 0 terceiro ponto com
concentracdo entre 90 e 100% do Ultimo ponto (ou o maior ponto) da curva. Seguindo
este parametro, foram definidas as concentracées de 0,012 mg mL™?, 0,05 mg mLe
0,09 mg mL™? e de 0,012 mg mL™, 0,024 mg mL™ e de 0,054 mg mL™ para os 6leos
essenciais das folhas e frutos de X. aromatica, respectivamente. Dessa forma os valores
selecionados ndo fazem parte dos pontos da curva, porém fazem parte da faixa linear
trabalhada e para a determinacdo da precisdo e exatiddo da curva, as analises destas trés
solucBes foram realizadas em dias alternados (inter-dia) e em trés horérios diferentes
(intra-dia). Todo o processo foi realizado em triplicata.

O Limite de Detecgdo (LD) representa a menor concentracdo presente na
amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, enquanto o

Limite de Quantificacdo (LQ) corresponde a menor concentracdo que pode ser
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determinada quantitativamente com aceitavel precisdo e exatiddo. A sensibilidade do
método foi avaliada pela definicdo de LD e LQ calculados a partir de pardmetros da

curva analitica (Equaces 03 e 04).

S
S
LQ=10x ¢ (04)

Em que s é o desvio padrdo da resposta e S é o coeficiente angular (Slope) da

curva de calibragéo.

4.5. Preparo das nanoparticulas

As nanoparticulas foram preparadas segundo o método de nanoprecipitacéo
(Fessi et al.,1989). Nanoparticulas se referem a nanocapsulas e a nanoesferas que
diferem entre si pela presenca ou auséncia do 6leo em sua composicdo. O 6leo quando
presente forma um nucleo oleoso onde o principio ativo fica disperso e é envolto por
uma fina membrana polimérica, sdo as nanocapsulas (NC). J& as nanoesferas (NS), ndo
possuem 6leo em sua composicdo e o principio ativo fica disposto em uma matriz

polimérica (Figura 7).

A Membrana
O z Polimérica B Matiis
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Figura 7. Esquema representando nanocépsulas (A) e nanoesferas (B). (Adaptado de
Schaffazick et al., 2003.)

O preparo das nanoparticulas constituiu em verter a mistura de uma fase
organica em outra fase aquosa. Primeiramente foi preparada a fase organica, contendo o

polimero PCL (poli-E-caprolactona), o principio ativo (0leo essencial), miristato de
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isodecila (nanocépsulas), tensoativo de baixo equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL,
Span60®) e o solvente organico (acetona) misturados sob agitagdo constante a
temperatura de 25° C. A fase aquosa foi composta pelo tensoativo de elevado equilibrio
hidrofilico-lipofilico polissorbato 80 (EHL, Tween® 80) e agua ultra pura. Apés a
dissolucdo dos constituintes, verteu-se a fase organica na fase aquosa. A solugéo
coloidal resultante foi mantida sob agitacdo constante por 10 min e em seguida, retirado
todo o solvente e reduzido ao volume final de 15 mL com auxilio do evaporador

rotativo (Figura 8).

| FASE ORGANICA |
— /
= .

T b

Polimero + Tensoativo + g
Oleo* + Solvente + Evaporagao do
| —

Principio ativo solvente e parte

FASE AQUOSA

Formacao das
nanoesferas ou
nanocapsulas*

[ Agua + Tensoativo ]

Figura 8. Esquema do método de nanoprecipitacdo na formacéo das nanoparticulas.

A fim de determinar a melhor formulacdo para preparacdo das nanoparticulas,
foi realizado um planejamento fatorial para determinar a influéncia de fatores sobre as
respostas de interesse (Souza et al., 2012). Segundo estes autores, para analisar o efeito
de qualquer fator sobre a resposta € necessario variar o nivel do fator, observando
sempre o resultado que ele impde a resposta. Nesse sentido, foi preparado um
planejamento fatorial 22 variando trés variaveis em dois niveis no intuito de se encontrar
as melhores concentragdes de polimero PCL, 6leo (Miristato de Isodecila) e principio
ativo (6leo essencial de folhas e frutos de X. aromatica). Os niveis escolhidos para cada
variavel podem ser observados nas Tabelas 1 e 2, onde todas as amostras foram

preparadas em triplicatas.
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Tabela 1. Fatores e niveis escolhidos para o planejamento fatorial 2% aplicado no
preparo das nanoparticulas poliméricas do 6leo essencial dos frutos de X. aromatica.

Niveis
Fatores
-1 +1
0. E. (mg) 50 250
PCL (mg) 50 150
MIRISTATO (mg) 0 500

Legenda: O.E.: 6leo essencial

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial 2° aplicado no preparo das nanoparticulas

poliméricas do 6leo essencial dos frutos de X. aromatica.

Formulacdes O.E. PCL MIRISTATO

NS.1 - - -
NS.2 + - -
NS.3 -
NS.4 +
NC.1 - - +
NC.2 + - A
NC.3 - + +
NC.4 + + +

+ +
1

Legenda: O.E.: 6leo essencial

As massas de Span60® e do polissorbato Tween80® foram mantidas constantes
em 100mg, o volume de &gua foi o dobro do volume do solvente orgénico acetona,
sendo 20 mL e 10 mL, respectivamente.

De acordo com as respostas obtidas das analises fisico-quimicas das
nanoparticulas formuladas segundo o planejamento fatorial para o 6leo essencial dos
frutos foram definidas as formas de trabalho para o dleo essencial das folhas de X.
aromatica, conforme apresentado na Tabela 3. As massas e volumes dos demais

componentes foram mantidos os mesmos.

Tabela 3. Formulagdo da nanoesfera do 6leo essencial das folhas de X. aromatica.

Formulacéo Componentes
0O.E(mg) PCL(mg) Miristato (mg)
NSfo 250 50 0

Legenda: NSfo: nanoesfera do dleo essencial das folhas de X. aromatica; O.E.: 6leo essencial
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4.6. Caracterizacdo das Nanoparticulas
As nanoparticulas de 6leo essencial de folhas e frutos de X. aromatica foram

analisadas por espectroscopia UV/VIS aA=231 e A=232nm respectivamente.

4.6.1. Determinacao da eficiéncia de encapsulacéo do 6leo essencial

Para determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo foi utilizada a técnica de
filtracdo-centrifugacdo. Foram adicionados 1mL de solucéo coloidal de nanoparticulas
em Tubos Spin-X (Corning®, tubos semelhante a um ependorf contendo um
compartimento revestido de acetato de celulose com poros de 0,22um) que foram
levados a centrifuga refrigerada por 1 hora a 20°C em 8.000 rpm.

Apds uma hora na centrifuga foi reirado o ultra-filtrado e extraido o o6leo
essencial por extracdo liquido-liqguido com 2 mL de hexano. O 6leo essencial em
hexano foi analisado no UV/VIS. A concentracdo de 6leo essencial presente no
ultrafiltrado foi calculada de acordo com a equacgdo da curva de calibracdo do método
desenvolvido (item 4.4).

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%), em porcentagem, foi determinada pela
diferenca entre a quantidade total de 6leo essencial utilizada no preparo da amostra
(concentracdo nominal) e a quantidade total de 6leo essencial presente no ultrafiltrado

através do uso da Equacéo 05:

B—4A
EE% = x 100 (05)

Em que A é a concentracéo total de 6leo essencial no ultrafiltrado (mg mL™) e B

é a concentracéo total na suspensdo (mg mL™).

4.6.2. Determinacéo do pH

Os valores de pH das suspens@es coloidais foram determinados diretamente nas
suspensbes através de pHmetro (Medidor de pH mPA 210, MS Tecnopon
Instrumentacdo), previamente calibrado com solugdes tampéo pH 4,0 e pH 7,0 logo

apos o preparo das solugdes.
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4.6.3. Determinacdo do Potencial Zeta das particulas

O potencial zeta (PZ) foi medido por aparelho Zeta Sizer Nano Z-S (Malvern) na
Central Analitica Multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Goias para observacdo da estabilidade das suspensdes. Para tal, as amostras foram
diluidas em &gua ultra pura na proporcdo de 1/10. As andlises foram realizadas em
triplicata.

4.6.4. Determinacdo do diametro das particulas

O didmetro das particulas em suspensao foi determinado em Zeta Sizer Nano Z-
S (Malvern) na Central Analitica Multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Goias. As amostras foram diluidas em agua ultra pura para a concentracao

final de 1/10 (v/v) e analisadas em triplicata.

4.6.5. Estudos de liberacéo gradual

O estudo do perfil de liberacdo das nanoparticulas foi realizado através da
técnica de dialise inversa conforme Magenheim & Benita (1991). Para tal, foram
adicionados 10 mL de suspensdo das nanoesferas (NS2 ou NSfo) em 100 mL de &gua
ultra pura levando a concentragdo teérica de 12,5 mg mL™. Nessa suspensdo, foi
adicionado dez sacos de dialise (membrana de celulose MM 12000D, Sigma-Adrich
Quimica, Sintra, Portugal) contendo 1,0 mL de solucdo aquosa Tween 80 a 0,5%. O
sistema foi mantido sob agitacdo magnética em temperatura constante de 20 °C. Todo o
procedimento foi realizado em triplicata.

Em intervalos de tempo previamente estabelecidos (0, 30 min, 1, 2, 3, 6, 9, 12,
24, 48 e 72h), os sacos de dialise foram retirados e o Oleo essencial liberado foi
separado por extracdo liquido-liquido utilizando 2 mL de hexano e a quantificacdo do

6leo essencial liberado foi realizada por espectroscopia UV/VIS.

4.6.7. Degradacdo acelerada pela luz UV

Os estudos de degradagdo acelerada pela luz UV das substancias encapsuladas
foram realizados em camara de envelhecimento acelerado por Ultravioleta construida
com conjunto de quatro lampadas especiais (Philipps 40 cm, 15 W, quartzo) que
simulam a radiacdo no espectro do UV-A e UV-B com comprimentos de onda entre
400-320 e 320-280 nm, respectivamente.
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Para tanto foram colocados na cdmera 1 mL/vial da suspensdo de nanoesferas
contendo 12,5 mg mL™? de 6leo essencial (NS2 ou NSfo) ou da solucdo de dleo
essencial in natura (12,5 mg mL™ em solugdo aquosa Tween 80 a 0,5%). Além destes,
foi adicionado 1 mL/vial do controle negativo contendo solucdo de oOleo essencial in
natura (12,5 mg mL™ em aquosa Tween 80 a 0,5%), cujo vial foi revestido com papel
aluminio para evitar a fotodegradac&o.

Em intervalos de tempos estabelecidos (0, 30 min, 1, 2, 3,4, 5,6, 7,9 e 12 h),
foram retirados do sistema uma aliquota (1 mL) de cada amostra e realizada a extracéo
liquido-liquido com hexano (2 mL). Em seguida foi feita a quantificagdo de 6leo ainda
presente por espectroscopia UV/VIS.

4.7. Ensaios Bioldgicos

4.7.1. Criagdo e Manutencédo de Bemisia tabaci

Os individuos de B. tabaci bittipo B utilizados nos bioensaios, foram oriundos
da Casa de Criacdo do laboratério de Entomologia do IF Goiano-campus Rio Verde,
onde os espécimes sdo provenientes de doacdo da Embrapa Arroz e Feijdo. A criagdo de
moscas-brancas foi realizada em casas de criacdo tipo gaiola teladas com tecido voil
(1,8m altura x 0,8m largura x 1,5m comprimento) e alimentadas com couve (Brassica
oleraceae), feijdo (Phaseolus vulgaris.) e soja (Glycine max). Quinzenalmente foram
introduzidas plantas novas em substituicdo as senescentes. Sempre que necessario, foi

introduzido esterco bovino e 4gua nos vasos.

4.7.2. Instalacao dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos em Casa de Vegetacdo, localizada na
fazenda — escola do IF Goiano campus Ipora. Os experimentos de teste de repeléncia
com e sem chance de escolha foram realizados nos meses de novembro e dezembro de
2014 e janeiro de 2015.

Iporé esta situado na regido denominada Centro-Oeste Goiano na microrregido
de Ipora, no Estado de Goias, localizado a 16° 28’ Latitude Sul e 31° 06” Longitude
Oeste (IPORA, 2001), e seu clima regional se caracteriza pela existéncia de periodo
seco marcado por 5 meses, e periodo chuvoso, entre 0os meses de outubro e marco (total
pluviométrico correspondente a 87% do total anual) com indices mensais superiores a

100 mm, destacando 0s meses de novembro a mar¢co com precipitacdo mensal



31

superiores a 200 mm, sendo que em janeiro as chuvas ultrapassam os 300 mm
(SEMARH, 2006).

Para realizacao dos ensaios bioldgicos dos 6leos essenciais das folhas e frutos de
X. aromatica, foram utilizados plantas de feijdo cultivar Ouro Vermelho (Phaseolus
vulgaris.), cuja sementes foram provenientes da Universidade Federal de Vigosa
cedidas gentilmente pelo Eng. Agronomo Esténio Moreira. As sementes foram
plantadas em vasos de 1,5 L, contendo como substrato uma parte de esterco bovino e
outra de terra vermelha devidamente corrigida conforme indicacdo de prévia analise.
Em cada vaso, foi plantada apenas uma semente. A irrigacéo era realizada diariamente
uma vez ao dia, as mudas foram utilizadas 40 dias ap6s o plantio. As mudas de feijdo
foram mantidas dentro de casa de vegetacdo até o0 momento do bioensaio.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados para o teste
de repeléncia com chance de escolha e inteiramente ao acaso para os testes de
repeléncia sem chance de escolha.

4.7.3 Teste de repeléncia dos 6leos essenciais contra B. tabaci em feijoeiro

4.7.3.1. Teste de repeléncia com chance de escolha

Para os testes com chance de escolha, foram definidas as concentragdes de 0,1;
0,25; 0,5; 1,0 e 2,0% de 0leo essencial (in natura e nanoencapsulado) das folhas e dos
frutos de X. aromatica. Para melhor dispersdo do 6leo essencial em é&gua, foi utilizado
Tween 80® a 0,5%. Foi utilizado como controle positivo o defensivo Piryproxifen a 1%
(Tiger®) e como controles negativos foram utilizados agua ultrapura e uma solugéo
aquosa de Tween 80® a 0,5%. Todos os tratamentos foram aplicados ao feijoeiro com
auxilio de um pincel de cerdas macias.

Foi considerada uma planta por tratamento sendo que foram escolhidas quatro
folhas como repeticdes. No total, para cada um dos 6leos essenciais, das folhas e dos
frutos de X. aromatica, foram utilizadas cinco plantas, uma para cada concentracédo e
outras trés plantas receberam os tratamentos controles.

As plantas foram devidamente identificadas e dispostas em um grande circulo ao
centro de uma gaiola (1,8m de altura x 0,8m de largura x 1,5m de comprimento) coberta
com tecido voil. As moscas brancas foram capturadas com auxilio de um sugador
entomoldgico e liberadas ao centro deste circulo, equidistantes das mudas de feijdo, 200

moscas por tratamento, totalizando 2.600 individuos de B. tabaci (Figura 9). Os
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feijoeiros foram mantidos expostos a oviposi¢cdo pelo periodo de 24h e apds esse
periodo as plantas foram isoladas do contato com a mosca branca. Posteriormente,
passadas mais 24h foi realizada a contagem dos ovos com auxilio de um microscopio

estereoscopico com aumento de 20x.

Figura 9. Gaiola de tecido voil onde foram conduzidos os testes.

4.7.3.2. Teste de repeléncia sem chance de escolha

No teste sem escolha foram utilizadas as mesmas concentracdes e controles que
no teste com escolha, bem como a forma de aplicacdo das solucdes no feijoeiro. Apds
receber os tratamentos das solucdes e dos controles, a planta que recebeu o tratamento
foi vestida com sacos de tecido voil 0,3 X 0,38m infestado com 200 individuos de B.
tabaci que foram previamente capturados com ajuda do sugador entomolégico. O saco
foi obstruido com barbante de algoddo prendendo-o ao vaso de plantio, para que as
moscas ndo fugissem durante o periodo da exposicdo (Figura 10). Apds 24 h de
exposicao aos individuos adultos para oviposicao os sacos de tecido voil foram retirados
e as plantas isoladas do contato com as moscas brancas e foi realizada a contagem

conforme item 4.7.3.1.
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Figura 10. Teste sem escolha com B. tabaci em plantas de hgééol

5 T

us vulgaris.

4.7.4. Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado constituido de oito
tratamentos com quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia,
realizada no programa computacional SASM-Agri, sendo a comparacdo entre médias

feita pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacdo do teor de 6leo essencial

Tendo como rendimento de 100% a extragéo realizada no tempo de 4 horas, 0s
demais tempos foram calculados por regra de trés. Desta forma, as folhas apresentaram
rendimento de 100% com 4 hora de extracdo e rendimento de 36,7% e 40% com 1 e 2
horas respectivamente, conforme demonstrado na Figura 11-A. J& na extracdo do 6leo
essencial dos frutos, foi observado rendimento de 97,89% com 1h de extracdo e 99,29%
com duas horas de extracdo (Figura 11-B). Esses resultados indicam que o tempo ideal
para a extracdo do 6leo essencial dos frutos é de 2 horas, ja que neste tempo foi possivel
extrair 99,29% do 6leo essencial, tendo assim economia de tempo de 2h/extracdo. Ja a
extracdo das folhas tem seu rendimento méaximo com 4 horas de extracdo, ja que nos

outros tempos avaliados a diferenca em rendimento foi mais de 50%.
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Segundo Ehlert e colaboradores (2006), pouco se sabe sobre a influéncia do
tempo na extracdo do Oleo essencial, sendo que ha extensa variabilidade nos tempos
utilizados, tendo registros de uma hora até oito horas de hidrodestilacdo, entretanto ha
grande uniformidade para o uso de quatro horas. Os dados demonstram que se deve
fazer avaliacdo prévia do tempo de extracdo antes de se iniciar um trabalho visando a

obtencdo de 6leo essencial a fim de se evitar o desperdicio e elevar 0s custos.

A- Folhas B - Frutos

100
80
100 -
60 98
96 -
40

Rendimento (%)

94

Rendimento (%)

92 4

90 "
0 : 0 1 2 3 4

0 1 2 3 4 Tempo (h)
Tempo(h)

Figura 11. Rendimento (%) de 6leo essencial em fungdo do tempo de hidrodestilagéo.
A- Rendimento do 6leo essencial das folhas de X. aromatica; B- Rendimento do 6leo
essencial dos frutos de X. aromatica.

O oleo essencial das folhas apresentou coloracdo levemente amarela e
rendimento de 0,05% (Tabela 4) com 4 h de extracdo. Ja os frutos, apresentaram 06leo
essencial incolor e rendimento médio de 0,87 % com 2 h de extracdo (Tabela 5).
Andrade e colaboradores (2004) analisando o teor de 6leo essencial das folhas e frutos
de X. aromatica no Estado do Pard, obtiveram teor de 0,2% e 0,8% respectivamente
com 4 horas de extracdo. Lago e colaboradores (2003) obtiveram o teor de 0,08% de
6leo essencial das folhas de X. aromatica.

Nota-se que ha variacdo no rendimento do 6leo essencial das folhas no decorrer
do ano e/ou regido de coleta. Essa variacdo pode ocorrer por varios fatores, dentre eles,
a sazonalidade, a idade da parte da planta que esta sendo utilizada, o ritmo circadiano
entre outros fatores que afetam ndo s6 a quantidade, mas também na qualidade deste
0leo essencial (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
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Tabela 4: Rendimento do o6leo essencial obtido por hidrodestilacdo das folhas de X.
aromatica com 4 h de extragéo

Més d~as Massa (g) folhas Massa (g) c_io 6leo Rendimento (%)
extracoes frescas essencial
Setembro (2013) 254,6 0,0776 0,03
Outubro (2013) 305,8 0,084 0,03
Janeiro (2014) 2375,70 1,47 0,06
Fevereiro (2014) 1518,4 0,921 0,06
Julho (2014) 256,3 0,1051 0,04
Agosto (2014) 451,9 0,2162 0,05
Setembro (2014) 518,4 0,2656 0,05
Outubro (2014) 762,5 0,4918 0,06
6443,6 3,6355 0,05

Tabela 5: Rendimento do dleo essencial obtido por hidrodestilacdo dos frutos de X.
aromatica com 2 h de extracao

Massa(g) fruto Massa (g) do 6leo

Més das extracdes Rendimento (%)

fresco essencial
Fevereiro (2014) 4598,33 25,078 0,55
Marco (2014) 1697,63 20,13 1,19
6295,96 45,208 0,87

Os frutos de Xylopia aromatica apresentaram alto teor de 6leo essencial, e foi
observado que a maturacdo dos frutos aumenta o rendimento, o que é comprovado pelo
alto rendimento do 6leo essencial no més de marco onde os frutos ja estavam bem
maduros. Este resultado corrobora com o afirmado por Gobbo-Neto e Lopes (2007), que

afirma que a idade da parte planta é um dos fatores de influéncia sobre o 6leo essencial.

5.2. Andlises quimicas dos 6leos essenciais

5.2.1. Composic¢do quimica dos 6leos essenciais

Um dos métodos utilizados para identificar um componente de um oOleo
essencial, é a analise cromatografica gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-
EM), pela determinacdo do seu indice de Kovats (IK) pelo calculo do indice de retengéo
linear pela equacdo de Van Den Doll e Kratz (Equagéo.06). Este indice é determinado

através da injecdo de uma mistura de n-alcanos conhecido. Neste trabalho, a



36

composi¢do quimica do Oleo essencial das folhas e frutos da X. aromatica foi
determinada pelo céalculo do IK de cada componente e pela comparagdo de seus
espectros de massas com 0s existentes na literatura (ADAMS, 2007; GOODNER, 2008;
ARAUJO, et al., 2003).

IR =100i x =22 4 100N (06)

Rhp —TRha

Sendo que TRa corresponde ao tempo de retencdo do composto problema, TRha
é o tempo de retencdo do hidrocarboneto anterior, TRhp corresponde ao tempo de
retencdo do hidrocarboneto posterior e N & o nimero de carbonos do hidrocarboneto
posterior.

A Figura 12 traz o cromatograma obtido da analise em CG-EM do 6leo essencial
das folhas de X. aromatica. Pela analise deste, foi detectada a presenca de 42 compostos
dos quais foram identificados apenas 85,7%. Os compostos identificados estdo
dispostos na Tabela 6, sendo que os mais evidentes, os chamados majoritarios sdo: y-
elemeno (38,63%), sabineno (21,39%), a-pineno (7,05%), B-pineno (6,63%) e limoneno
(2,81%).

Em uma analise fitoquimica realizada no 6leo essencial das folhas de X.
aromatica da regido Amazonica foram encontrados 27 compostos e 0s majoritarios
foram o biciclogermacreno (36%), o espatulenol (20%) e limoneno (5%), 0s compostos
y-elemeno, sabineno, a-pineno, B-pineno, também estavam presentes, porém em
concentracfes menores (ANDRADE, et al., 2004). J& Lago e colaboradores (2003)
encontraram  como  majoritarios, a-pineno  (26,1%), limoneno  (22,3%),
biciclogermacreno (20,4%) e B-pineno (19,0%) num total de 12 compostos em anélise

do 6leo essencial das folhas da X. aromatica da Mata Atlantica.
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Figura 12. Cromatograma obtido em CG-EM para 06leo essencial das folhas de Xylopia
aromatica. CondicOes: Gas de arraste Hélio (He); temperatura inicial de 60° C, a
temperatura da coluna aumentou de 3° C/min até 280°.
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Figura 13. Ampliagdo da primeira parte do cromatograma obtido em CG-EM para 6leo
essencial das folhas de Xylopia aromatica com indicacdo dos picos referentes aos
compostos majoritarios. Condicdes: Gas de arraste Hélio (He); temperatura inicial de
60° C, a temperatura da coluna aumentou de 3° C/min até 280°.
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Figura 14. Ampliacdo da segunda parte do cromatograma obtido em CG-EM para 6leo
essencial das folhas de Xylopia aromatica com indicagdo dos picos referentes aos
compostos majoritarios. Condicles: Gas de arraste Hélio (He); temperatura inicial de
60° C, a temperatura da coluna aumentou de 3° C/min até 280°.
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Esse fato se deve a grande influéncia exdgena na produgdo de metabdlitos

secundarios, o fato de cada planta ser de uma regido do pais com condic¢des climaticas,

solos, disponibilidade hidrica e incidéncia de luz diferentes, faz com que o teor e a

composicao quimica dos 6leos essenciais sejam diferentes embora sejam da espécie.

Tabela 6. Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de X. aromatica.

PICO TR (min) COMPOSTO AREA (%) IK
1 7.821 a-pineno 7.05 934
2 8.918 S- tujeno 0.95 946
3 9.047 S-pineno 6.63 955
4 9.363 S-mirceno 1.24 978
5 9.737 pseudolimoneno 0.13 1003
6 9.804 a-felandreno 0.95 1006
7 10.269 p-cimeno 0.14 1025
8 10.395 limoneno 2.81 1030
9 10.433 sabineno 21.39 1031
10 10.550 p-trans-ocimeno 0.13 1036
11 11.107 y-terpineno 0.25 1059
12 13.891 4-terpineol 0.69 1183
13 14.200 a-terpineol 0.24 1197
14 16.892 elixeno 0.51 1337
15 16.936 J-elemeno 0.20 1339
16 17.101 citronelol 0.19 1348
17 17.163 a-cubebeno 0.20 1352
18 17.614 acetato de nerilo 0.87 1376
19 17.716 a -Copaeno 1.70 1382
20 17.933 p-elemeno 0.24 1394
21 18.257 a-gurjuneno 1.21 1413
22 18.527 isocariofileno 0.20 1428
23 18.852 alloaromadendreno 2.24 1448
24 19.017 a-guaieno 0.61 1457
25 19.225 aromadendreno 0.55 1470
26 19.436 a-neoclevono 0.46 1482
27 19.569 germacreno-D 1.52 1490
28 19.726 viridifloreno 1.30 1499
29 19.815 y-elemeno 38.63 1505
30 20.132 d-cadineno 0.42 1525
31 21.142 espatulenol 1.54 1587
32 21.293 viridiflorol 0.84 1597
33 21.408 guaiol 0.12 1704
34 21.432 cubenol 0.66 1705
35 21.616 elemol 0.19 1717
36 22.701 Andrographolide 0.54 1785

'TR- tempo de retencéo;
?IK — indice de Kovats calculado pela equag&o Van Den Doll e Kratz.
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A Figura 15 traz o cromatograma do 6leo essencial dos frutos de X. aromatica,
obtido em CG-EM equipado com coluna capilar DB-5. Atraves da anélise dos espectros

dos picos chegou-se ao total de oito compostos quimicos (Tabela 7).
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Figura 15. Cromatograma obtido em CG-EM para 6leo essencial dos frutos de Xylopia
aromatica. Condicdes: Gas de arraste Hélio (He); temperatura inicial de 60° C, a
temperatura da coluna aumentou de 3° C/min até 280°.

As anélises indicaram como composto majoritario o sabineno (69,72%), seguido
por limoneno (7,09%), 1R-a-pineno (6,85%), a-tujeno (5,12%), S-mirceno (3,69%), a-
pineno (3,39%), a-felandreno (2,91%) e por ultimo cis-f-ocimeno (0,22%).

Tabela 7. Composicao quimica do 6leo essencial dos frutos de X. aromatica.

PICO TR (min) COMPONENTES AREA (%) IK
1 6,573 1R-a-Pineno 6,85 -
2 7,727 a -tujeno 5,12 930
3 7,876 a-pineno 3,39 935
4 8,19 S-mirceno 3,69 947
5 8,601 cis-f-ocimeno 0,22 962
6 8,675 a-felandreno 2,91 964
7 9,308 limoneno 7,09 987
8 9,348 sabineno 69,72 989

'TR- tempo de retencéo;
?IK — indice de Kovats calculado pela equag&o Van Den Doll e Kratz.

Diferentemente foram encontrados 33 compostos no 6leo essencial dos frutos da
X. aromatica da regido da Amazonia, sendo que os compostos limoneno (36,4%), a-
pineno (19,2%) e p-pineno (13,3%) compreendem mais de 68% do total dos

componentes quimicos do 6leo essencial dos frutos (ANDRADE et al., 2004).
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5.3. Quantificagéo do dleo essencial das folhas e frutos de X. aromatica

Atualmente, cada vez mais & necessario mostrar qualidade nas medigdes
quimicas e isso se da através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade.
Dados analiticos ndo confiaveis podem resultar em sérios problemas induzidos por
andlises errdneas, gerando prejuizos irreparaveis, tanto para a ciéncia quanto financeiro
(RIBANI et al., 2004). Segundo a ANVISA (2013) a validacdo deve garantir, através de
estudos experimentais, que o méetodo atenda as exigéncias das aplicagcdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados.

Os dleos essenciais foram quantificados por espectroscopia UV/VIS de acordo
com a absorbancia encontrada na varredura previamente realizada. A varredura dos
0leos essenciais indicou o comprimento de onda de maxima absorbancia obtida, sendo
A=231nm ¢ A=232nm para o Oleo essencial das folhas e frutos, respetivamente. As

Figuras 16 A e B trazem os espectros de varreduras dos 6leos essenciais.

A B
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Absorb. 3,3217
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Figura 16. Espectros de varredura por espectroscopia UV/VIS dos 6leos essenciais A-
das folhas de X. aromatica; B- dos frutos de X. aromatica.

5.3.1. Validacdo do método analitico desenvolvido para a quantificacdo do o6leo
essencial das folhas de X. aromatica.

As curvas de calibracdo foram obtidas em funcdo das absorbancias maxima
(Amax= 231nm) das bandas cromatograficas, relativas as concentragdes 0,01, 0,02, 0,04,
0,06, 0,08 e 1,0 mg mL™.

A curva de calibragéo do 6leo essencial das folhas de X. aromatica foi obtida por
regressdo linear, e a equacgdo da reta foi y= 16,681x + 0,02, em que y é absorbancia
maxima obtida e x é a concentragdo do dleo essencial das folhas de X. aromatica em mg

mL™ e o coeficiente de correlagdo linear (R?) foi 0,9968 (Figura 17).
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Figura 17. Curva de calibracdo do 6leo essencial das folhas de X. aromatica.

A Tabela 8 demonstra os valores médios das absorbancias, desvio padréo

precisdo e exatiddo das amostras da curva de calibracéo.

Tabela 8. Média das absorbancias, precisdo e exatidao obtidas na construcéo da curva
de calibracéo por padronizacao externa.

Conc. Nominal

(mg mL"Y) Meédia Abs.  Desvio Padréao Preciséo (%) Exatidao
0,01 0,17 0,04 23,39 90,47
0,02 0,36 0,05 12,83 101,03
0,04 0,70 0,03 4,95 99,01
0,06 1,02 0,04 4,29 97,57
0,08 1,41 0,05 3,48 99,08
0,1 1,64 0,06 3,90 93,17

Para determinacao da precisao, foi calculado o desvio padréo relativo, DPR (%)
que € a porcentagem do quociente do desvio padrdo pela média, sendo n=9. A precisdo
¢ a capacidade que um método tem e repetir os mesmos resultados e € dada pela
porcentagem do quociente da média da concentracdo pela concentragdo nominal, com
n=9. As Tabelas 9 e 10 demonstram os valores de precisdo e exatiddo da validacdo do
método analitico.
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Tabela 9. Resultados de precisdo obtidos pelo método desenvolvido.

Conc. Nominal Intra-dial Intra-dia2 Intra-dia3 Inter-dia

(mg mL™Y) (n=3) (n=3) (n=3) n=9 DP
0,012 0,2 0,1 0,1 0,13 0,06
0,05 0 0 0 0 0
0,09 0 0 0 0 0
Tabela 10. Resultados de exatiddo obtidos pelo método desenvolvido.
Conc. Nominal Intra-dial Intra-dia2 Intra-dia3 Inter-dia DP
(mg mL™) (n=3) (n=3) (n=3) n=9
0,012 100,52 100,64 100,58 100,6 0,1
0,05 100,31 100,69 100,20 100,40 0,3
0,09 101,20 101,04 101,14 101,1 0,1

Sendo o valor do desvio padrdo do intercepto de 0,016 e o desvio padrdo do
coeficiente angular de 0,324, pode-se calcular os LQ e LD da curva de calibragdo do
6leo essencial das folhas de X. aromatica, 0,0091 mg mL™ e 0,0030 mg mL™
respectivamente. Neste caso, 0 LQ (0,0030 mg mL™) teve valor menor que o primeiro
ponto a curva que foi de 0,01 mg mL™, provando que o método é exato e preciso em
toda a sua faixa de trabalho.

5.3.2. Validacdo do método analitico desenvolvido para a quantificacdo do dleo
essencial dos frutos de X. aromatica.

A curva de calibracdo foi obtida em funcéo das absorbéncias relativas as seis
concentracdes (0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05 e 0,06 mg mL™). A média das absorbancias
foi analisada com regressao linear e plotadas em grafico do Excel, gerando a curva
analitica com equacdo de y= 52,414x + 0,029 e o coeficiente de correlagdo linear (R?)
foi igual a 1. A Figura 18 ilustra estes resultados.
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Figura 18. Curva de calibracdo do 6leo essencial dos frutos de X. aromatica.

A Tabela 11 traz a média das absorbancias, desvio padrdo, precisdo e exatiddo

da curva de calibracdo obtidos por padronizacdo externa.

Tabela 11. Media das absorbancias, precisdo e exatiddo obtidas na construcéo da curva

de calibracéo por padronizacao externa.

Conc. Nominal

(mg mL™) Média Abs. Desvio Padréo Exatidéo Precisdo (%)
0,01 0,50 0,00 99,96 0,35
0,02 1,01 0,00 99,37 0,21
0,03 1,55 0,00 100,63 0,26
0,04 2,07 0,00 100,23 0,11
0,05 2,59 0,00 99,80 0,12
0,06 3,12 0,00 99,97 0,13

As Tabelas 12 e 13 trazem a exatiddo e a precisdo (%), respetivamente do

método validado.

Tabela 12. Resultados de precisdo obtidos pelo método desenvolvido.

Conc. Nominal Intra-dial Intra-dia2 Intra-dia3 Inter-dia DP
(mg mL™) (n=3) (n=3) (n=3) n=9
0,012 0 0 0 0 0
0,024 0 0 0 0 0

0,054 0,20 0,20 0,00 0,13 0,12
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O desvio padrdo do coeficiente angular foi e 0,220 e o desvio padrdo do
intercepto foi de 0,007 estes dados permitiram o calculo do LQ e LD. Os valores para
LQ foram de 0,0005 mg mL™ e LQ foram de 0,0014 mg mL™, indicando que todo o
método avaliado foi linear, exato e preciso, pois 0 LQ esta abaixo que o primeiro ponto

da curva de calibracéo do 6leo essencial dos frutos de X. aromatica 0,01 mg mL™.

Tabela 13. Resultados de exatiddo obtidos pelo método desenvolvido.

Conc. Nominal Intra-dial Intra-dia2 Intra-dia3 Inter-dia

(mg mL™Y) (n=3) (n=3) (n=3) n=9 bP
0,012 101,60 10160 _ 101,60 _ 101,60 0,00
0,024 10089 10089 100,89  100.89 0,00
0,054 102,67 10255 10279 102,67 0.12

5.4. Caracterizacdo das Nanoparticulas

5.4.1. Analise fisico-quimica das nanoparticulas

A tecnologia de nanoparticulas tem grande importancia no que tange a liberacdo
gradual do principio ativo. A taxa na qual o ingrediente ativo € liberado a partir de
formulagcBes convencionais esta intimamente relacionada com altas quantidades, pois
para atingir o esforgo necessario se utiliza altas concentragdes, que muitas das vezes
acarretam em efeitos toxicos (SOUZA et al., 2012). Neste sentido, ha a crescente
necessidade de criacdo de novos meios de liberacdo desses principios ativos. Como
grande exemplo se tem o agrotdxico, pois a cada ano, para atender a grande demanda de
producdo de alimentos aumenta-se 0 uso destes produtos a fim de alcancar as metas de
produtividade. A grande necessidade de encontrar métodos de utilizacdo de pesticidas
menos agressivos ao meio ambiente traz a tona a associacdo entre o0 uso de uma
liberacdo gradual destes agrotdxicos com a nanotecnologia (KHOT et al.,, 2014,
KUMAR et al., 2014)

Em um sistema de liberagdo gradual, o principio ativo é liberado
independentemente dos fatores externos e com uma cinética bem estabelecida
oferecendo assim, maior eficdcia com prolongamento do seu tempo de vida, diminui¢do
da toxicidade, administracdo segura com menor quantidade utilizada e menor nimero
de doses, diminui os riscos de intemperismos (lixiviacdo e escoamento), ndo age sobre

organismos ndo alvos, reduzindo assim a quantidade de pesticidas langadas no meio
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ambiente e consequentemente reduzindo os impactos ambientais e promovendo maior
qualidade aos alimentos (FERNANDEZ-PEREZ et al., 1999).

Segundo Kah e colaboradores (2014), os polimeros utilizados nas formulacdes
das nanoparticulas tem grande influéncia sobre a forma de liberacdo do principio ativo,
e muitos tém grande destaque no meio cientifico pela sua aplicabilidade na saude e
atualmente na agricultura, pois séo biodegradaveis, ndo toxicos e biocompativeis com a
natureza. Deste modo, a nanotecnologia oferece a perspectiva de grandes avancos,
principalmente no campo da agricultura, que permitem melhorar a qualidade de vida e
ajudar a preservar o0 meio ambiente. Fato este que pode ser ainda mais melhorado
quando se utiliza produtos naturais com ac¢do inseticida aliado a liberacdo gradual das
nanoparticulas.

Neste sentido foram preparadas oito formulacdes de nanoparticulas de oleo
essencial dos frutos de X. aromatica, de acordo com os niveis maximo e minimo dos
fatores conforme o planejamento fatorial. Todas as formulacbes foram preparadas em
triplicata. Os fatores variados em dois niveis (superior e inferior) foram o principio
ativo (6leo essencial dos frutos de X. aromatica), PCL e éleo (miristato de isodecila que
variou entre 0 mg e 250 mg, formando assim nanocépsulas — NC - e nanoesferas - NS).

Os efeitos dos fatores foram avaliados sobre cinco respostas: pH, potencial zeta
(PZ), diametro de particulas (DP), indice de polidispercdo (PDI) e eficiéncia de
encapsulacdo (EE%). Todos os parametros foram avaliados logo apds o preparo das

formulacdes, e sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Resultados de pH, DP, PZ, PDI e EE(%) para as formulacGes de
nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NS) (+ Desvio Padrdo) do 6leo essencial dos frutos

de X. aromatica.

Al B> C? pH DP*(nm) PZ°(mV) PDI® EE'%
NS1 - - - 579+01 101,62 +4,3 -22,15+1,1 020+0,1 97+11
NS2 + - - 512+03 12457+17,8 -2251+88 0,27+0,1 99+0,0
NS3 - + 551+0,1 116,61+16,7 -2564+37 021+01 99+0,0
NS4 + + - 526402 159,32+253 -2516+88 0,30+0,1 99+0,0
NC5 - - + 572406 741,19+441 -2340+47 084+01 97+10
NC6 + + 5093+04  1059,8+307 -28,00+55 080+01 96+1,7
NC7 - + + 601+04 51409+646 -2669+30 078+01 98+10
NC8 + + + 560+03 939,85+60,3 -2349+29 081+0,1 99+0,0
2

IA: 6leo essencial;

B: PCL; *C: miristato de isodecila; "DP: Diametro de particula; °PZ:
Potencial zeta; °PDI: indice de polidispersio; 'EE: Eficiéncia de Encapsulagéo.
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Para cada parametro analisado, foi elaborado um Grafico de Pareto
demonstrando a influéncia que cada fator exerceu sobre as respostas obtidas no
planejamento fatorial.

Através dos valores de pH obtidos em analises de nanoparticulas, pode-se
acompanhar a estabilidade das suspensdes coloidais, pois a medida que h& degradacédo
do polimero, h& decréscimo nos valores do pH da solugdo. As 24 solucbes de
nanoparticulas preparadas segundo o planejamento fatorial obtiveram como resposta pH
entre 5,0 e 6,01. Resultados de pH semelhante foram encontrados em nanoparticulas
poliméricas de PCL contendo 6leo essencial de duas arvores do género Zanthoxilum
(CHRISTOFOLI, 2014). Cazal (2011) em nanoparticulas poliméricas de PCL contendo
rauanina e xantiletina também encontraram valores de pH préximos a estes.

Conforme demonstra a Figura 19, o pH das suspensGes de nanoparticulas
contendo Gleo essencial dos frutos de X. aromatica é influenciado de forma negativa
pela variagdo nos teores de PCL (polimero) e de 6leo essencial, j& o miristato de
isodecila presente apenas nas nanocapsulas apresenta influéncia positiva, porém
nenhuma destas varia¢cdes sdo significativas estatisticamente.

Outro parametro analisado foi o didmetro de particula. Nota-se uma diferenca
entre os valores de didmetro de particulas das nanoesferas (NS) em torno de 160 nm,
enguanto nas nanocapsulas (NC) obtiveram valores médios entre 500 e 1100 nm. Essa
alta diferenca de tamanho se deve a presenca do fator 6leo (miristato de isodecila),

presente nas NC e ausente nas NS.

PCL x MRT I
OE.xMRT -
M Influéncia positiva
S I M Influéncia negativa
MIRISTATO -
PCL I
0,00 0,40 0,80 1,20 1,60 2,00 2,40

Influéncia do pH

Figura 19. Efeito dos fatores sobre o pH das nanoparticulas de 6leo essencial dos frutos
de X. aromatica.
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Pode-se notar que os valores mais altos de didmetro foram referentes as
formulacBes de nanocépsulas carregadas com o nivel maximo (250 mg) de oleo
essencial de frutos de X. aromatica. Em nanoparticulas poliméricas de PCL contendo o
herbicida atrazina, Souza e colaboradores (2012) encontraram valores entre 250 a 350
nm. Abreu e colaboradores (2012) encapsulando 6leo essencial de Lippia sidoides com
nanogel de goma de caju e quitosana obtiveram valores entre 335 a 560 nm. Resultados
semelhantes foram encontrados por Christofoli (2014), em que as nanocapsulas
poliméricas de PCL carregadas de 6leo essencial ficaram na ordem de 550 nm.

As andlises das respostas obtidas pelo planejamento fatorial demonstram que o
didmetro de particula ndo sofre interferéncia estatisticamente significativa, conforme
demonstra a Figura 20. Entretanto é possivel notar maior influéncia positiva do fator
miristato de isodecila sobre a resposta diametro de particula, ou seja, aumentando a

quantidade de miristato de isodecila, aumenta também o didmetro das particulas.

PCL x MRT

O.E.x MRT
@ Influéncia positiva

M Influéncia negativa
O.E.xPCL

MIRISTATO

PCL

O.E.

l" ¥

0,

(=3

0 0,30 0,60 0,90 1,20 1,50 1.80 2,10 240
Influéncia do Diametro de Particula

Figura 20. Efeito dos fatores sobre o didametro de particulas das nanoparticulas de 6leo
essencial dos frutos de X. aromatica.

Quase todos os materiais em contato com um liquido adquirem carga elétrica em
sua superficie, e esta desaparece pela adsorcdo diferencial de ions da solugdo, formando
assim, uma dupla camada elétrica na interface da particula com o liquido. Essa dupla
camada se divide em uma regiéo interna fortemente ligada a superficie da particula e

uma externa em que a distribuicdo de ions é determinada pelo equilibrio entre
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eletrostatica e movimento térmico. Em campo elétrico, cada particula e os ions
fortemente ligados se movem como unidade, e o potencial medido entre essa unidade e
0 meio circundante é denominado potencial zeta. Este valor esta intimamente ligado a
estabilidade da solucdo e com a morfologia das particulas (TAVARES, 2011).

Os valores de potencial zeta encontrados para as nanoparticulas ficaram na
ordem dos -20 mV, e pode-se notar que tanto nos niveis maximo quanto no minimo do
planejamento fatorial os valores de PZ ndo variaram significativamente. O grafico de
Pareto demonstra que todos os fatores variados tiveram influéncia positiva sobre o
potencial zeta das NP de dleo essencial dos frutos de X. aromatica (Figura 21), porém

nenhum apresentou significancia estatistica.

PCL x MRT h

O.E.x MRT -

OE.xPCL . M Influéncia positiva

MIRISTATO .
PCL I

OE-:

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24
Influéncia do Potencial Zeta

Figura 21. Efeito dos fatores sobre Potencial Zeta das nanoparticulas de 6leo essencial
dos frutos de X. aromatica.

Valores mais altos em médulos de potencial zeta foram encontrados por Abreu e
colaboradores (2012), ao analisar NP de goma de caju com quitosana encontraram
valores na ordem de -30 mV. A encapsulacdo de 0leo essencial com alginato e goma de
caju realizada por Oliveira e colaboradores (2014b) demonstram potencial zeta em torno
de -35 mV.

Outro parametro analisado para a obtencdo de respostas com relacdo ao
planejamento fatorial foi o indice de polidispersdo (PDI) (Figura 22). A composi¢do

quali e quantitativa das nanoparticulas poliméricas e também o método utilizado para
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sua preparacdo esta relacionado com os valores de diametro médio e de polidisperséo
das nanoparticulas das suspensdes coloidais e de modo geral, mesmo utilizando
diferentes métodos para preparacdo destas nanoparticulas, estas apresentam distribuicdo
unimodal com baixo indice de polidispersdo (GOVENDER et al., 1999).Observando os
dados expostos na Tabela 14 verificou-se que os valores de PDI para as NS foram
menores que para as NC, de 0,2 a 0,3 e de 0,7 a 0,8 respectivamente.

Utilizando goma de angico e quitosana como agentes encapsulantes para 6leo
essencial de Lippia sidoides, Paula e colaboradores (2010) encontraram valores de PDI
que variaram de 0,330 a 1,0. Esse mesmo grupo, em outro trabalho, encontraram
valores que variavam de 0,365 a 0,554 para PDI de nanoparticulas de quitosana com
goma de caju (ABREU et al., 2012).

PCL x MRT h

O.E.x MRT -

OE.xPCL I @ Influéncia positiva

M Influéncia negativa

PCL I

OE. F

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24

Influéncia do Indice de polidispersio

Figura 22. Efeito dos fatores sobre o indice de polidispersao das nanoparticulas de 6leo
essencial dos frutos de X. aromatica.

Por ultimo, foi analisada a eficiéncia de encapsulacdo do 6leo essencial dos
frutos de X. aromatica. Foram obtidas altas taxas de encapsulacdo tanto para as NS
quanto para as NC, variando de 96 a 99%, nédo tendo diferencga significativa entre NC e
NS, entretanto nenhum fator analisado possui influéncia estatisticamente significante
(Figura 23).
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Souza e colaboradores (2012) trabalhando com NP de PCL carregadas de
atrazina, obtiveram eficiéncia de encapsulacdo variando de 89% a 94%. Christofoli

(2014) obteve taxa de 98% tanto para as NC quanto para as NS.

PCLx MRT

B Influéncia positiva
O.E. x MRT

B Influéncia negativa
O.E.x PCL

MIRISTATO

PCL

O.E.

0,00 0,30 0,60 0,90 1,20 1,50 1,80 2,10 2,40
Influéncia da Eficiéncia de Encapsulacdo

Figura 23. Efeito dos fatores sobre a eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas de
o6leo essencial dos frutos de X. aromatica.

De acordo com os resultados obtidos das analises das NP de 6leo essencial dos
frutos de X. aromatica, foi definida a utilizacdo da formulacdo que apresentou as
melhores respostas frente a variacdo do planejamento fatorial. Os dados indicam que a
presenca do Oleo (miristato de isodecila) ndo interfere no padrdo de respostas das
caracteristicas fisico-quimicas, portanto ndo ha diferenca estatistica entre NS e NC. A
variacdo de PCL também ndo demonstrou significancia estatistica. Estas duas respostas
levam a formulacdo mais econémica, pois, pode-se utilizar a menor quantidade de PCL
e ndo é necessaria a utilizacdo do Oleo, e ambientalmente correta. Diante destes
resultados, uma formulagio de nanoesfera, a NS2, foi considerada a formulagcdo mais
econdmica, pois pode-se utilizar a menor quantidade de PCL e ndo € necesséria a
utilizacdo do o6leo (miristato de isodecila), ou seja, apresenta as caracteristicas fisico-
quimicas apropriadas e € ambientalmente correta.

Dessa forma, para o 0leo essencial das folhas de X. aromatica foi preparada a
formulacdo de nanoesferas (NSfo) semelhante a NS2 e os resultados estdo dispostos na
Tabela 15, e estdo dentro do esperado para a formulagdo de acordo com os resultados

obtidos nessa mesma formulacao para o 6leo essencial dos frutos.
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Tabela 15. Resultados de pH, DP, PZ, PDI e EE(%) para a formulagdo nanoesfera (NS)

(x Desvio Padréo) do 6leo essencial das folhas de X. aromatica.

Al B2 C pH DP*(nm) PZ°(mV) PDI® EE'%
NSfo.l + - - 5,71 119,3 -13,5 0,137 83
NSfo.2 + - - 5,69 117,7 -18,4 0,118 89
NSfo.3 + - - 4,98 123,1 -21,2 0,121 87
Média 546+04  120+277 -17,7+39 0,13+0,01 86+ 3,06

“A: ¢leo essencial; “B: PCL; °C: miristato de isodecila; “DP: Diametro de particula; “PZ:
Potencial zeta; °PDI: indice de polidispersao; 'EE: Eficiéncia de Encapsulagéo.

5.4.2. Liberacao gradual in vitro

A liberag&o do principio ativo de nanoparticulas poliméricas se da por diferentes
métodos, tais como a dessor¢do do principio ativo na superficie das nanoparticulas; a
difusdo do principio ativo através da matriz das nanoesferas; a difusdo através da
membrana polimérica das nanocapsulas, da erosdo fisico-quimica ou por acao
microbiana da matriz polimérica, ou mesmo da juncdo de dois ou mais processos
(SOPPIMATH et al., 2001).

Os perfis de liberagdo tidos como resposta permitem determinar a associacao do
principio ativo (CAZAL, 2011). As Figuras 24 e 25 demonstram os perfis de liberacdo
in vitro das nanoesferas contendo 6leo essencial das folhas e frutos de X. aromatica,
respectivamente. Pode-se observar que nas primeiras horas ha intensa liberacdo do
principio ativo, apds esta rapida liberacdo o sistema se manteve nas demais horas
analisadas com liberacdo lenta, essa caracteristica foi observada para os dois 06leos
essenciais analisados. E possivel observar que a liberacdo do 6leo essencial das folhas
de X. aromatica apds duas horas de experimento foi de 50%, e a partir dai, verificou-se
uma diminuicdo da velocidade de difusdo, sendo que com 72 horas observou a difusao
de apenas 75% deste 0leo essencial.

Para o 6leo essencial dos frutos, 50% de difusdo do 6leo essencial ocorreu com
aproximadamente 6 horas de ensaio e ao final de 72 horas foi observada a difusdo de
81% do 6leo essencial. Schaffazick e outros autores (2003) analisando a cinética de
liberacdo de farmacos a partir de nanoesferas concluiram que esta se d& na forma
exponencial (primeira ordem), isso ocorre provavelmente pela difusdo do farmaco da
matriz polimérica para o meio e/ou a ruptura desta matriz liberando o farmaco
(SOPPIMATH et al, 2001)
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Figura 24. Liberacdo gradual in vitro do 6leo essencial das folhas de X. aromatica
presente nas nanoesferas (NSfo).
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Figura 25. Liberacdo gradual in vitro do 6leo essencial dos frutos de X. aromatica
presente nas nanoesferas (NS2).
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Resultados semelhantes foram encontrados por Paula e colaboradores (2011)
utilizando nanoparticulas preparadas com quitosana e goma de caju obtiveram 67% de
difusdo do 6leo essencial de Lippia sidoides em 24 horas de ensaio. Em 2011, Abreu e
colaboradores observaram 74% de liberacdo do 6leo essencial em 24 horas utilizando
nanogel de quitosana e goma de caju. Christofoli (2014) analisando nanoesferas de PCL
com oOleo essencial de Zanthoxylum rhoifolium e Z. riedelianum obtiveram

aproximadamente 81% e 80%, respectivamente, de difusdo em 72 horas de ensaio.

5.4.3. Degradacéao acelerada por UV

Uma das grandes desvantagens do uso de produtos naturais é a sua alta
degradacdo. Para melhorar seu uso se faz necessario o encapsulamento em nanocépsulas
ou nanoesferas para lhe fornecer maior protecdo contra a fotodegradacdo (KAH &
HOFFMAN, 2014). A degradacgdo pode alterar quimicamente o 6leo essencial podendo
modificar sua propriedade bioldgica.

A Figura 26 mostra o perfil de degradacdo do dleo essencial in natura e
nanoencapsulado das folhas de X. aromatica (NSfo). E possivel observar que as
amostras de Oleo essencial in natura mantidas protegidas da radiacdo (controle) ndo
houve degradagdo. J& o Oleo essencial das folhas de X. aromatica degradou
aproximadamente 96% em 12 horas de exposicdo a irradiacdo ultravioleta, enquanto
que o 6leo essencial contido em nanoesferas degradaram cerca de 57% no mesmo
tempo, demonstrando que as nanoesferas protegem o 6leo essencial da fotodegradacéo.

O oleo essencial in natura dos frutos teve 91% de degradacao com 12 horas de

experimento, enquanto o 6leo essencial nanoencapsulado degradou 66% (Figura 27).



54

100,00 -
90,00 -
80,00 - =
70,00 - z
60,00 -

50,00 - m Controle OE FL
OE FL livre
m NSfo

40,00

% de degradacéo

30,00
20,00

10,00

0,00
0 0656 1 2 3 4 5 6 7 9 12

Tempo (h)

Figura 26. Degradacdo do dleo essencial in natura (OE FL) e nanoesferas (NSfo)
contendo 6leo essencial das folhas de X. aromatica pela luz.
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Figura 27. Degradacdo do 6leo essencial in natura (OE FT) e nanoesferas (NS2)
contendo 6leo essencial dos frutos de X. aromatica pela luz.
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Lobo e colaboradores (2014) tiveram resultados semelhantes analisando o 6leo
essencial de Thymus vulgaris quanto a degradacéo pela luz UV analisando as mudancas
das bandas de absorcdo do 6leo essencial. Cipriano e Lobo (2013) analisando a
degradacéo da luz no 6leo essencial de Artemisia dracunculus também obtiveram rapida
degradacdo do Gleo essencial pela acdo da irradiagdo. Esses resultados corroboram com
0 encontrado no presente estudo, para a degradacdo do Oleo essencial in natura,

indicando a acédo fotoprotetora das nanoesferas ao 6leo essencial nanoencapsulado.

5.5. Ensaios Biologicos

A contagem dos ovos foi realizada apds 24 h da retirada de contato da planta
com a mosca branca. A Figura 28 demonstra o nimero de ovos de B. tabaci em plantas
de feijado Ourinho Vermelho (Phaseolus vulgaris) em relacdo as diferentes
concentracOes do 6leo essencial das folhas de X. aromatica e controles nos testes com
chance de escolha e sem chance de escolha.

Os resultados do presente estudo demonstraram eficiente reducdo na oviposicao
de B. tabaci em folhas de feijoeiro tratadas com os 6leos essenciais das folhas e frutos

da X. aromatica.

Controle agua
Agua e tween

Piriproxifem 1%

g

é 0,10%

g 0,25% m Sem Escolha

= Com Escolha
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1%

2%

0 100 200 300 400
Ndmero de Ovos

Figura 28. Quantidade de ovos de B. tabaci em relagdo aos tratamentos impostos aos
feijoeiros com diferentes concentracdes do 6leo essencial in natura das folhas de X.
aromatica nos testes com e sem chance de escolha.
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Os dois testes com o o6leo essencial das folhas apresentaram resultado
semelhante indicando diminuigdo na postura de ovos de B. tabaci a medida que
aumentou a concentracdo do 6leo essencial aplicado, com relacdo aos controles. No
teste sem chance de escolha, a concentracdo 0,1% de 6leo essencial demonstrou
diminuicdo da quantidade de ovos em relagdo aos controles, totalizando 28% de
eficiéncia. A concentragdo 2% obteve eficiéncia acima de 98% para o este sem escolha
(Tabela 16).

O 6leo essencial dos frutos de X. aromatica também apresentou uma diminuigéo
da postura dos ovos em relagéo aos controles a medida que aumenta a concentragédo do
6leo essencial (Figura 29). Conforme apresentado na Tabela 16, para o teste sem
escolha a concentracao de 0,1% apresentou eficiéncia de 38%, enquanto a concentracdo
de 2% aumentou para 96% essa eficiéncia. No teste com chance de escolha, a eficiéncia

da concentracdo 2% foi de 94%.
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Figura 29. Quantidade de ovos de B. tabaci em relacdo aos tratamentos impostos aos
feijoeiros com diferentes concentracdes do dleo essencial in natura dos frutos de X.
aromatica nos testes com e sem chance de escolha.

As fémeas de B. tabaci depositaram significativamente menos ovos nas plantas
tratadas com 6leo essencial se comparadas aos controles, tanto no teste com escolha
quanto no teste sem escolha. Embora, a quantidade de ovos presente nos controles tenha
sido maior que a quantidade de ovos presente nas plantas tratadas com as diferentes

concentracdes dos 0leos essenciais, 0 nUmero de ovos presentes nos controles também
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pode ter sido afetado pelos componentes volateis dos 6leos essenciais, que podem
funcionar como impedimento para a oviposicdo (YANG et al., 2010; PASCOAL-
VILLALOBOS & BALLESTRA-ACOSTA, 2003).

Tabela 16. Média do numero de ovos de B. tabaci e eficiéncia de controle (E%) em
razdo da aplicacdo de diferentes concentracbes dos 6leos essenciais in natura das folhas

e dos frutos de X. aromatica.

NUMERO DE OVOS

SEM ESCOLHA COM ESCOLHA
TRATAMENTO MEDIA E% MEDIA E%
Controle agua 300,25 a - 224,75 a -
Controle agua e tween 288,25 ab - 219 a -
Piriproxifem 1% 279,25 ab - 205,25 a -
FOLHA 0,1% 2145 bc 28,6 154,25 b 31,4
FOLHA 0,25% 171,25 cd 43,0 100 c 55,5
FOLHA 0,5% 1245  de 58,5 82,25 ¢ 63,4
FOLHA 1% 68 ef 774 26,25 d 88,3
FOLHA 2% 4,75 f 98,4 925 d 95,9
FRUTO 0,1% 186,25 b 38,0 200,75 ab 10,7
FRUTO 0,25% 141,25 bc 53,0 1765 b 21,5
FRUTO 0,5% 124,75 bc 58,5 85 c 62,2
FRUTO 1% 75,75 cd 74,8 60 c 73,3
FRUTO 2% 11,25 d 96,3 125 d 94,4

“E%- Eficiéncia de controle

A diminuicdo da quantidade de ovos pode ser ocasionada pelo efeito de
repeléncia ou por algum distdrbio no inseto (MARQUES et al., 2014). Segundo
Martinez (2002), os insetos possuem quimiorreceptores nos tarsos, podendo assim
detectar a presenca do 6leo essencial na planta tratada. Esse fato pode provocar
inquietabilidade nas moscas brancas, que ao detectarem a presenca de uma substancia
estranha ndo param em um ponto fixo para ovipositar e se alimentar (YANG et al.,
2010), sugerindo um efeito de repeléncia. Estudos realizados por Kumar e
colaboradores (2005) indicaram que a baixa oviposicado das plantas tratadas com 0Oleos
essenciais € devido a agitacdo das moscas brancas, e sugere que essa mudanca constante
de local é porque os compostos do 6leo essencial formam uma barreira protetora nas
folhas dificultando a succdo da seiva no floema.

Cubillo e colaboradores (1999) demonstraram que 0s produtos a base neem néo

repeliram e nem mataram as moscas brancas, mas reduziram significativamente a
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quantidade de ovos, sugerindo que os produtos do neem impedem por algum motivo as
moscas brancas fémeas de ovipositar. Em 2014, Ahmad e colaboradores relatam que a
aplicacdo do neem resulta em significativa reducdo de fecundidade para os insetos,
corroborando com os resultados de Cubillo e colaboradores em estudo realizado em
1999. Yang e colaboradores (2010) também sugerem que o0s 6leos essenciais causam
diminuicdo na capacidade reprodutiva das fémeas. Um estudo realizado com O0leo
essencial da Artemisia anua demonstrou que este diminui o desenvolvimento ovariano
de fémeas de insetos, sugerindo a acdo direta do 6leo essencial na producdo de ovos
(RAO et al., 1999).

O ensaio biologico com as nanoesferas contendo 06leo essencial das folhas e
frutos de X. aromatica apresentou significativa reducédo da oviposicao da B. tabaci em
folhas do feijdo Ourinho Vermelho (Phaseolus vulgaris), semelhante a acdo do 6leo
essencial in natura. De acordo com as Figuras 30 e 31, entre os controles, ndo houve
diferenca significativa entre o controle 4gua e o controle nano vazia, demonstrando
assim que os produtos utilizados na nanoencapsulacdo ndo interferem na oviposicéo da
B. tabaci.A Figura 30 demonstra o numero de ovos de B. tabaci em plantas de feijao
Ourinho Vermelho (Phaseolus vulgaris) em relacdo as diferentes concentracGes da
solucdo de nanoesferas contendo o 6leo essencial das folhas de X. aromatica e controles

nos testes com chance de escolha e sem chance de escolha.
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Figura 30. Quantidade de ovos de B. tabaci em relagdo aos tratamentos impostos aos
feijoeiros com diferentes concentracbes da solugdo de nanoesferas contendo Oleo
essencial das folhas de X. aromatica nos testes com e sem chance de escolha.
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Semelhante a resposta obtida com as nanoesferas contendo o 6leo essencial das
folhas, as nanoesferas contendo o dleo essencial dos frutos de X. aromatica apresentou
decréscimo na quantidade de ovos de B. tabaci a medida que se aumentou a

concentracdo utilizada (Figura 31).
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Figura 31. Quantidade de ovos de B. tabaci em relacdo aos tratamentos impostos aos
feijoeiros com diferentes concentracbes da solucdo de nanoesferas contendo Oleo
essencial dos frutos de X. aromatica nos testes com e sem chance de escolha.

Através da Tabela 17, pode-se observar que para a concentracdo de 0,1% de
nanoesferas contendo 6leo essencial das folhas, foi obtido 21% de eficiéncia de
controle. Na concentracdo de 2% para as nanoesferas contendo 6leo essencial das folhas
de X. aromatica a eficiéncia de controle foi de 91%

Para as nanoesferas com 6leo essencial dos frutos, a eficiéncia de controle para a
concentracdo de 0,1% foi de 27% no teste sem escolha, enquanto na concentracdo de

2% a eficiéncia foi de 88% para os dois testes realizados.
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Tabela 17. Média do numero de ovos de B. tabaci e eficiéncia de controle (E%) em
razdo da aplicacdo de diferentes concentragdes de nanoesferas os 6leos essenciais das
folhas (NSfo) e dos frutos (NS2) de X. aromatica.

NUMERO DE OVOS

SEM ESCOLHA COM ESCOLHA
TRATAMENTO MEDIA E% MEDIA "E%
Controle agua 132,25 a - 1285 a -
Controle nano vazia 125,5 a - 1235 a -
Piriproxifem 1% 123,75 a - 122 a -
NSfo 0,1% 100 b 24 101,25 b 21
NSfo 0,25% 70,75 c 47 62,5 c 51
NSfo 0,5% 45,5 d 66 53,25 ¢ 59
NSfo 1% 29,75 de 78 32 d 75
NSfo 2% 11,25 e 91 1525 e 88
NS2 0,1% 96,25 b 27 1045 b 19
NS2 0,25% 76,75 c 42 62 c 52
NS2 0,5% 49,25 d 63 5225 ¢ 59
NS2 1% 31,5 e 76 31,75 d 75
NS2 2% 15,25 e 88 15,5 d 88

"E%- Eficiéncia de controle

Os resultados dos ensaios com 6leo essencial in natura e nanoesferas contendo
o0leo essencial de folhas e frutos de X. aromatica foram semelhantes, ambos diminuiram
significativamente a quantidade de ovos de B. tabaci a medida que se aumentou a
concentracdo. No entanto, mesmo que 0 nanoencapsulamento ndo tenha potencializado
o efeito do o6leo essencial, 0 uso das nanoparticulas pode ser justificado pela liberacdo
gradual, da foto protecdo, da solubilidade em agua sem a necessidade de adicdo de
solventes, além de diminuir consideravelmente o contato do homem com o principio
ativo (GRUPO ETC, 2005).

Foi observado que nos testes com o 6leo essencial in natura das folhas de X.
aromatica, na concentracdo de 2% ocorre uma precoce secagem das folhas, ou seja,
essa concentracdo de dleo foi fitotdxica. No entanto, observou-se que esse 6leo
essencial nanoencapsulado a 2% ndo produziu a secagem precoce das folhas de P.
vulgaris, provavelmente isso ocorreu pela liberagdo gradual do 6leo essencial (Figura

31). Evidenciando assim outra vantagem da liberagé&o controlada.
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Figura 32. A — Secagem precoce ocasionada pelo 6leo essencial in natura das folhas de
X. aromatica na concentracdo de 2% apds 48h apos a aplicacdo. B — Planta de feijao
tratada com nanoesferas de PCL contendo 6leo essencial das folhas de X. aromatica na
concentracdo 2% apos 48h apos a aplicacao.

Oleos essenciais s30 em sua maioria compostos por terpenos volateis como
monoterpenos e sesquiterpenos (AHN et al.,1998), estes compostos ja possuem
importancia ecoldgica como defensivos de plantas. Compostos como a-pineno, -
pineno e limoneno que ocorrem nos 6leos essenciais da X. aromatica, apresentam efeito
inseticida comprovado (VIEGAS JR, 2003). Assim sendo, os 6leos essenciais sdo uma
mistura natural de varios compostos bioativos, fato este que pode dificultar o
desenvolvimento de resisténcia pela B. tabaci. Inseticidas comerciais sdo fabricados
com apenas um principio ativo facilitando o surgimento de linhagens resistentes
(YANG et al., 2010; ISMAN, 2006).

Atualmente, grande parte da classe cientifica tem se dedicado para descobrir um
modo de mitigar a toxicidade dos pesticidas, nesse campo vem sendo difundida a ideia
da liberacdo gradual & base de nanoformulagdes poliméricas. Aliada a técnica de
liberacdo gradual, atendendo aos principios da Quimica Verde, a utilizacdo de
compostos naturais bioativos que possuem atividade inseticida se torna mais eficaz,
uma vez que o encapsulamento protege esse principio ativo da degradacdo prematura
(KAH & HOFFMAN, 2014) e diminui o desenvolvimento a resisténcia. No caso do
6leo essencial das folhas de X. aromatica, o nanoencapsulamento deste dleo essencial
evitou a possivel atividade fitotoxica apresentada na concentracdo de 2% com o 6leo
essencial in natura, onde provavelmente a liberacdo gradual tenha evitado a

fitotoxicidez e consequente secagem precoce das folhas de P. vulgaris.
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6. CONCLUSAO

O método de nanoprecipitacdo se mostrou eficiente para a encapsulacdo dos
Oleos essenciais das folhas e frutos de X. aromatica, ndo apresentando diferenca
significativa entre nanocépsulas e nanoesferas, entretanto a formulacdo de nanoesferas
se apresentam econdmica e ambientalmente mais viavel.

Os ensaios biologicos demonstraram que os 0Oleos essenciais das folhas e dos
frutos da X. aromatica inibem ou reduzem a oviposicdo de B. tabaci em feijao Ourinho
Vermelho (P. vulgaris), bem como as nanoesferas de PCL contendo estes 6leos. Em
todos os ensaios a eficiéncia foi de acima de 88%. Entretanto os 0leos essenciais
nanoencapsulados sdo mais vantajosos, uma vez que o estudo de degradacdo pela luz
demonstrou o efeito fotoprotetor, sugerindo assim maior estabilidade do principio ativo.
Outra vantagem é que a maioria dos pesticidas bem como o éleo essencial in natura nao
é solavel em agua, e as nanoesferas sdo dispersas em meio aquoso, aumentando sua
solubilidade, além de prolongar o efeito residual através da liberacdo gradual. As
nanoesferas também evitaram a possivel atividade fitotoxica apresentada pelo dleo
essencial in natura das folhas de X. aromatica na concentragdo de 2%, provavelmente

pela liberacdo gradual.
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