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Figura 28: Média do perfil de liberacdo in vitro do 6leo essencial das folhas de Z.
riedelianum a partir da dispersdode nanocdpsulas seguida da sua difusdo através do
saco de didlise. A concentragdo tedrica para dispersio ¢é de 0,167

Figura 29: Média do perfil de liberagdo in vitro do 6leo essencial das folhas de Z.
riedelianum a partir da dispersdaode nanoesferas seguida da sua difusdo através do saco
de didlise. A  concentragdo tedrica para dispersio ¢é de 0,167
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RESUMO

CHRISTOFOLI, M. Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano —
Campus Rio Verde — GO, fevereiro de 2014. Efeito dos oleos essenciais de
Zanthoxylum rhoifolium e Zanthoxylum riedelianum nanoencapsulados em Bemisia
tabaci (Gennadius) Biétipo B. Orientador: Cristiane de Melo Cazal. Co-orientadores:
Cassia Cristina Fernades Alves e Marcio Fernandes Peixoto.

A Bemisia tabaci (Gennadius) bidtipo B (Hemiptera: Aleyrodidae) é uma praga agricola
encontrada em diversas regides do pais infestando plantas como tomate, brdcolis,
algodao, feijao e soja. O controle dessa praga nao € muito eficaz, uma vez que este
inseto se alimenta da seiva na face abaxial das folhas da planta hospedeira, liberando
um residuo ceroso que impede a penetracdo de produtos quimicos, além disso, tem um
rapido desenvolvimento de resisténcia, e ainda promove a manifestacio de fungos e
virus, o que exige aplicacdo de altas doses de inseticidas, causando prejuizos ao
ambiente. Os produtos naturais t€m se mostrado como uma das fontes promissoras para
o desenvolvimento de métodos alternativos para o controle de pragas minimizando
assim os problemas ambientais podendo ser mais seletivos e especificos. A presente
proposta buscou desenvolver nanoparticulas de PCL contendo os 6leos essenciais das
folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum, bem como avaliar o efeito desses 6leos in
natura e nanoencapsulados em B. tabaci biétipo B. A hidrodestilacao das folhas de Z.
rhoifolium e Z. riedelianum forneceu um 6leo essencial com rendimento médio de 0,03
e 0,02%, respectivamente: A andlise cromatografica (CG-MS) do 6leo essencial das
folhas de Z. rhoifolium apresentou como compostos majoritarios o f-elemeno (31,26%),
D-germacreno (18,16%), p-cariofileno (12,09%), &-elemeno (7,63%), p-cedreno
(6,69%), biciclogermacreno (4,57%) e E-cariofileno (3,63%). Enquanto que os
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compostos majoritirios no O6leo essencial de Z. riedelianum, foram vy-elemeno,
(24,81%), fitol (18,16%) biciclogermacreno (16,18%), Cis-nerolidol (8,26%) e D-
germacreno (6,52%). O método de nanoprecipitacao se mostrou eficiente no preparo das
nanoparticulas de PCL (poli-E-(caprolactona)) a base do dleo essencial das folhas de Z.
rhoifolium e Z. riedelianum, apresentando eficiéncia de encapsula¢do acima de 96%. No
entanto as nanoesferas se mostraram mais estiveis, pois ndo apresentaram precipitacao
de polimero, além de serem mais vidveis econdmica e ecologicamente. No estudo de
liberacdo in vitro, em 72 horas de ensaio, verificou-se a difusdo do 6leo essencial das
folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum nas nanoesferas e nanocapsulas acima de 80%.
Quanto a degradacdo acelerada pela luz as nanoparticulas dos 6leos essenciais das
folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum oferecem alta protecao contra a degradacao. Os
6leos essenciais de Z. rhoifolium e Z. riedelianum in natura, nas concentracdes de 1,0;
2,0 e 5,0%, reduziram a oviposi¢do de B. tabaci. Para as nanoesferas de PCL a base dos
Oleos das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum, nas concentracdes 2 € 5%, houve
redug@o na oviposicao de aproximadamente 95%. Os resultados sugerem que os 6leos
de Z. rhoifolium e Z. riedelianum tém potencial para serem usados no controle de B.
tabaci. Os resultados destacam ainda, os beneficios da utilizacdo das nanoesferas de
PCL com os 6leos essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum no controle de

B. tabaci.

PALAVRAS CHAVE: Mosca-branca, 0leo essencial, produtos naturais,
nanotecnologia.
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CHRISTOFOLI, M. Goias Federal Institute of Education, Science and Technology —Rio
Verde Campus — GO, February of 2014. Effect of nanoencapsulated essential oils
from Zanthoxylum rhoifolium and Zanthoxylum riedelianum in Bemisia tabaci
(Gennadius) Biotype B. Adviser: Cristiane de Melo Cazal. Coadvisers: Cassia Cristina
Fernades Alves and Mércio Fernandes Peixoto.

ABSTRACT

Bemisia tabaci (Gennadius) biotype B (Hemiptera: Aleyrodidae) is an agricultural pest
found in many regions of Brazil, infecting several plants such as tomato, broccoli,
cotton, beans and soybean. Unfortunately its control is not very effective because this
insect is a plant sap feeding localized on the abaxial surface of leaves from the host
plant, releasing a waxy residue which prevents chemical penetration. Accordingly; due
to the rapid development of resistance associated with fungy and virus development, the
control of this pest requires the application of high doses of insecticide, which causes
environmental damage. Natural products have been demonstrated to be one promising
sources for the development of alternative methods for pest control, thus minimizing
environmental problems in addition to being more selective and specific. In this context,
the present study sought to develop PCL (poly-E-(caprolactone)) nanoparticle
containing essential oils from leaves of Zanthoxylum rhoifolium and Z. riedelianum as
well as to evaluate the effect of these oils in natura and nanoencapsulated on B. fabaci
biotype B. Hydrodistillation of Z. rhoifolium and Z. riedelianum leaves yielded essential
oils with average yields of 0.03% and 0.02%, respectively. Notably, the plant species
used presented different chemical compositions. Thus, chromatography analysis (CG-
MS) of the essential oils from the Z. rhoifolium leaves indicated that the main

components were: B-elemene (31.26%), D-germacrene (18.16%), B-caryophyllene
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(12.09%), &-elemene (7.63%), B-cedrene (6.69%), bicyclogermacrene (4.57%), and E-
caryophyllene (3.63%). The main components of the essential oils from Z. riedelianum
were: v-elemene (24.81%), phytol (18.16%), bicyclogermacrene (16.18%), Cis-
nerolidol (8.26%), and D-germacrene (6.52%). The nanoprecipitation method proved to
be efficient in the preparation of PCL nanoparticles made of essential oils from Z
rhoifolium and Z. riedelianum leaves, exhibiting encapsulation efficiencies higher than
96%. However the nanospheres were even more stable because it showed no polymer
precipitation, in addition to being more economically and environmentally viable. In the
in vitro release test, with 72 h of testing, diffusion of more than 80% of the essential oils
from Z. rhoifolium and Z. riedelianum leaves was observed in the nanospheres and
nanocapsules. By studying light-accelerated degradation, it was demonstrated that
nanoparticles of the essential oils from Z. rhoifolium and Z. riedelianum leaves offer
high protection against degradation. /n natura essential oils from Z. rhoifolium and Z.
riedelianum were evaluated against B. tabaci biotype B, and the best results were
observed for concentrations of 1.0%, 2.0% and 5.0% with reductions in egg-laying of
approximatelly 90%. Further, a biological assay using PCL nanospheres made of
essential oils from Z. rhoifolium and Z. riedelianum leaves was performed at
concentrations of 2% and 5%, with an efficacy in egg-laying reduction of approximately
95% for both concentrations. Together, the results obtained indicate that essential oils
from Z. rhoifolium and Z. riedelianum have the potential to be used in the control of B.
tabaci. Additionally, the results presented emphasize the benefits of using PCL
nanospheres with essential oils from Z. rhoifolium and Z. riedelianum leaves in the

control B. tabaci.

Key words: essential oil, nanotechnology, natural products, Whitefly.



1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa lugar de destaque no mercado mundial do agronegécio, no
entanto, esse mercado estd associado ao uso de insumos para o controle de pragas e
doengas agricolas. Estima-se que o consumo de agrotéxicos em 2012 chegou a 823,2
milhdes de toneladas, dos quais 36% foram importados, o que coloca o Pais como o
maior mercado em termos de faturamento para empresas como a Basf, DuPont,
Monsanto e Syngenta (SINDAG, 2013a).

Segundo o Decreto Federal n° 4074, de 04 de janeiro de 2002, que regulamenta
a Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, agrotéxicos sdo produtos e agentes de processos
fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de
florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas € de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a
fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento. Sua utilizagdo faz aumentar a eficiéncia econdmica através
de ganhos de produtividade, pois eles sdo responsdveis por controlar pragas que
prejudicam muitas plantagdes. Contudo o manejo desses produtos quimicos requerem
muitos cuidados, pois seu uso prolongado pode ser prejudicial ao meio ambiente e a
saude da populacdo. A exposicdo a agrotoxicos pode ocasionar vérias doencas e
intoxicagdes, desde os agricultores que ficam expostos, quanto as pessoas que ingerem
ou que inalam; pois algumas substancias quimicas se acumulam no organismo e causam
doencas mais demoradas e até mais graves (ANVISA, 2011).

O controle de pragas agricolas utilizando agrotoxicos € uma pratica comum, porém
bastante nociva ao ambiente, primeiramente pela toxicidade desses defensivos, que podem
permanecer durante anos no ambiente; segundo pela grande quantidade de agrotéxicos
aplicados, sendo que a maior parte é perdida por evaporagdo, lixiviagdo, escoamento e
degradacao bioldgica, fazendo com que aumente a quantidade de agroquimicos
aplicados e consequentemente aumentem a poluicdo (PRIMEL et al., 2005).0 uso
indiscriminado de pesticidas pode causar graves consequéncias como a contaminagao
do solo, da 4gua, do ar, da fauna e da flora (MARTINEZ, 2002). Além disso, novos
problemas fitossanitarios resultantes do desequilibrio ecolégico tém aumentado a

utilizacdo de inseticidas e fungicidas na agricultura mundial e brasileira, aumentando o



custo da producdo, favorecendo a selecao de pragas e patdgenos, afetando a populacdo
de insetos benéficos (inimigos naturais e polinizadores), além de colocar em risco a
saude de produtores e consumidores (BEZERRA, 2009).

Em contrapartida, o controle das pragas agricolas é necessdrio, pois elas estdo entre
as principais responsaveis pelos prejuizos na producado agricola e pelo aumento do custo da
produgdo. Segundo dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa
Agricola as importagdes brasileiras de defensivos agricolas bateram recorde em 2012,
crescendo 11% em relacdo a 2011, com um volume importado 296,81 mil toneladas de
ingrediente ativo (SINDAG, 2013b). O crescimento das importacdes de defensivos
agricolas, bem como de inseticidas deve continuar em funcao do aumento da producgdo e
dos problemas recentes com pragas em vérias regidoes do Brasil.

A produgao de tomate (Solanum lycipersicum) em 2011, foi cerca de 3,75 bilhdes
de toneladas com darea plantada de 60.092 hectares (IBGE, 2011), com perspectivas de
producdo ainda maiores para os proximos anos. No entanto, o tomate € atacado por um
grande nimero de pragas e os danos causados por estes organismos siao de tal magnitude
que o tomateiro é uma das hortaligas lider no emprego de agrotéxico (BEZERRA, 2009).

A producgdo em larga escala aliado ao emprego de agrotoxicos, eleva os custos e
favorece a selecdo de pragas. Este cendrio tem proporcionado o crescimento de pragas
agricolas mais resistentes, como € o caso da Bemisia tabaci (Gennadius) bidtipo B
(Hemiptera: Aleyrodidae), conhecida popularmente como mosca-branca, encontrada em
diversas regides do pais, infestando uma variedade de plantas como feijdo, algodao,
brécolis, tomate, soja, além de plantas ornamentais (SCARPELLINI, 2010). Uma
considerdvel quantidade de agrotoxicos € utilizada no controle desta praga agricola,
porém nao tem apresentado bons resultados, por causa da localizacdo do inseto na face
abaxial das folhas da planta eao residuo ceroso formado pela praga, que impede a
penetracdo de produtos quimicos; promovendo a selecdo de insetos mais resistentes
(YANG et al., 2010).

Contudo, a utilizacdo de compostos botanicos, como extratos e 6leos essenciais
com acdo inseticida, torna-se uma opc¢ao para o controle da mosca-branca, de forma
menos nociva ao meio ambiente e a saide humana. Alguns pesquisadores tem se
dedicado na busca por compostos naturais com agao inseticida sobre B. tabaci (SOUZA
& VENDRAMIM, 2000; SOUZA, 2004; BALDIN et al., 2007), mas poucos estudos
vém sendo realizados sobre a acdo de 6leos essenciais no controle desta praga agricola,

demonstrando a importancia de maiores estudos nesta area.



Os oleos essenciais sdo compostos voldteis produzidos como metabdlitos
secundérios pelas plantas, sendo reponsdveis pelo odor caracteristico das plantas,
interacdo inseto-planta, entre outras funcdes. Entretanto, as caracteristicas dos Oleos
essenciais como volatilidade, insolubilidade em 4gua, facilidade de oxidacao, dificultam
os estudos sobre suas atividades bioldgicas e a viabilidade de aplicacdo destes
compostos no campo (NASCIMENTO et al, 2007; MORAIS, 2009).

Entretanto estes problemas podem ser minimizados com o uso da
nanotecnologia. Compostos naturais com a¢ao inseticida nanoencapsulados otimiza o
sistema de controle de pragas, por meio da liberacdo gradual do principio ativo, reducdo
da necessidade de altas doses, diminuicdo da toxicidade e dos efeitos indesejaveis aos
organismos nao alvos, protecdo contra degradacdo ambiental e perda por fatores
externos.

A nanotecnologia é uma técnica de desenvolvimento e utilizacdo de materiais
em escala nanométrica que envolve o encapsulamento com finas camadas poliméricas
aplicaveis em solidos, goticulas de liquido ou material gasoso formando particulas que
podem liberar seu contetido em velocidade e condigdes especificas (SPARKS 1981,
SOUZA et al., 2012; CAZO et al., 2012). As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas
carreadores que apresentam diametro inferior a lum, que promovem a liberacdo
controlada do principio ativo, oferecendo maior seguranca, seletividade,
biodegradabilidade, viabilidade econdmica e baixos impactos ambientais (SOUZA et
al., 2012).

As aplicacdes da nanotecnologia na agricultura incluem pesticidas encapsulados
em nanomateriais para a controlada libertacdo; fertilizantes, biofertilizantes e
micronutrientes; vacina animais e detec¢ao de patégenos de plantas; nanoparticulas para
conservacao do solo; na engenharia genética, entre outras dareas (KIM et al., 2006;
DUCAN, 2011). A formagdo dessa pelicula € responsavel por aumentar a seletividade
desses compostos encapsulados e a capacidade de biodegradabilidade e
biocompatibilidade (WU et al., 2012). Além disso, estes sistemas utilizam o6leos
essenciais envoltos por peliculas de particulas poliméricas denominadas de
nanoparticulas, que maximizam o seu efeito, a baixas concentracdes (SOPPIRMATH &
AMINABHAVI, 2002). Dessa forma, esse sistema de liberacdo controlada, por meio
das nanoparticulas, associado ao uso de compostos naturais como os 6leos essenciais,

vem a favorecer o controle de pragas agricolas.



Atualmente, sdo realizados varios estudos sobre as atividades bioldgicas de
compostos naturais como os 6leos essenciais de diversos géneros de plantas. Dentre
essas plantas estudadas, destaca-se o género Zanthoxylum, que de acordo com dados da
literatura, seus extratos e 6leos essenciais apresentam atividades inseticida, antifingica,
antibacteriana e fumigante (MENUT et al., 2000; FACUNDO et al., 2003; BAFI-
YEBOA et al., 2005; MOURA, 2006; CHOOCHOT et al., 2007; THEODORO, 2009;
PIETRO, 2011 ). Os dleos essenciais Z. rhoifolium, apresentam atividades bactericida,
fungicida, microbiana, antinociceptivas, antinflamatdrias, além de serem utilizados em
tratamentos cancerigenos € no combate a maldria; e Z. riedelianum, sdo utilizadas em
processos inflamatérios e reumaticos (PEREIRA, 2010; BOEHME et al., 2008; SILVA
et al., 2007a; MOURA et al., 2006). Apesar destes relatos, poucos sao os estudos sobre
o efeito dos Oleos essenciais de Z. rhoifolium e Z. riedelianum no controle de pragas
agricolas como B. tabaci.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de
nanoparticulas de PCL contendodleos essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z.
riedelianum, bem como avaliar a acdo desses 6leos in natura e nanoencapsulados em B.

Tabaci bidtipo B.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Oleos essenciais

Os o6leos essenciais sdao reponsdveis pelo odor caracteristico das plantas,
autodefesa, atra¢do e protecdo contra perda de dgua e aumento de temperatura foliar,
podendo ser encontrados em diferentes estruturas da planta de acordo com a familia,
tais como pélos glandulares, células parenquimaéticas diferenciadas, canais oleiferos, em
bolsas lisigenas e tricomas (CASTRO, 2004). Sdo moléculas lipofilicas, com baixo peso
molecular, constituidas de misturas de compostos organicos voldteis produzidos como
metabolitos secunddrios pelas plantas, constituidos de hidrocarbonetos (terpenos e
sesquiterpenos) e compostos oxigenados (dlcoois, éteres, aldeidos, cetonas, lactonas e
fendis) (NERIO et al., 2010). Estes compostos terpénicos (monoterpenos e
sesquiterpenos) podem apresentar atividades inseticida, antimicrobiana, fungicida,
antiviral, entre outras, podendo ser utilizados para o controle de pragas por meio da
aplicacdo direta do 6leo essencial ou do principio ativo isolado, ou servir como base

para descoberta de novos produtos sintéticos (CASTRO, 2004; PADUCH et al., 2007).



Para extracdo de Oleos essenciais usa-se como matéria-prima, partes vegetais
como flores, folhas, cascas e raizes, apresentando grande aplicacdo nas industrias de
perfumaria, cosmética, agricultura, alimentos e sdo coadjuvantes em medicamentos
(BIZZO et al., 2009). Os 6leos essenciais podem ser extraidos das partes vegetais por
diversos métodos como hidrodestilacdo, maceragdo, expressdo de pericarpo de frutos
citricos, enfleurage ou enfloragcdo, extracdo por solventes organicos, gases supercriticos
(CO,) e microondas (SANTOS et al., 2004; MORALIS, 2009).

Os compostos quimicos dos Oleos essenciais podem ser identificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), sendo que seus
constituintes sdo definidos comparando com dados da literatura do equipamento e do
Indice de Kovats (MACHADO & FERNANDES JUNIOR, 2011).

A caracterizagdo quimica torna possivel conhecer os componentes do Oleo
essencial, entretanto, ndo € possivel afirmar que o componente majoritirio é o que
realiza a atividade bioldgica, pois o efeito pode ser atribuido ao constituinte em menor
propor¢ao ou ao sinergismo entre os compostos. Além disso, a composicdo do 6leo
essencial e consequentemente sua atividade bioldgica, apesar de serem determinadas
por fatores genéticos, podem sofrer alteracdes significativas. Em relagdo as
particularidades do 6leo, algumas pesquisas a respeito de sua composicdo mostram que
mesmo variacdes genéticas intraespecificas da espécie vegetal podem alterar o teor do
principio ativo presente no 6leo (NASCIMENTO, 2007). Isso acontece, pois 0s
estimulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra, podem redirecionar a
rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes compostos, uma vez que 0s
metabolitos secunddrios representam uma interface quimica entre as plantas e o
ambiente (MORAIS, 2009).

Ademais, outros fatores podem afetar a composicdo dos 6leos essenciais, tais
como as interagdes planta/microrganismos, planta/insetos e planta/planta; idade e
estdidio de desenvolvimento da planta, fatores abidticos como luminosidade,
temperatura, pluviosidade, nutricdo, clima, solo, época e forma de plantio, adubagio,
uso de agrotdxicos, irrigacdo, tempo e condicdes ambientais, €época e hordrio de coleta,
técnicas de colheita e pds-colheita, proveniéncia do material da planta (fresco ou seco),
técnica de extracdo, fonte botdnica, tratos culturais e colheita e padrdes de variacio
geografica (latitudes e longitudes) (MORALIS, 2009; NASCIMENTO, 2007).

Os oleos essenciais de plantas pertencentes aos varios géneros tém sido

extensivamente testados para avaliar suas atividades biolégicas como um recurso



natural valioso, seja na forma in natura, como em sinergia com outros compostos
naturais ou sintéticos (NERIO et al., 2010). Exemplo disso sdo os crescentes estudos
sobre a atividade inseticida dos Oleos essenciais de plantas no controle de pragas
agricolas.

Perspectivas extensas existem para a aplicacio de Oleos essenciais em um
ambiente controlado, por exemplo, em estufas, para a producdo de hortalicas, plantas
ornamentais e produ¢do organica certificada, como também em cultivo a campo em
rotacdo com outros inseticidas, diminuindo as quantidades totais de produtos como
inseticidas sintéticos aplicados sobre uma estacao de crescimento (YANG et al., 2010).
Porém, essa tarefa tem sido dificultada pelas peculiaridades que os 6leos apresentam,
tais como, volatilidade e insolubilidade em 4gua, caracteristicas que interferem
significativamente nos resultados (NASCIMENTO, 2007).

Contudo, a nanotecnologia torna-se uma técnica importante para proteger o
principio ativo contra degradagdes, aumentar a solubilidade em agua e ainda otimizar a
atividade bioldgica desses compostos, por meio da liberacao controlada do principio

ativo, aumentando a eficiéncia e minimizando os danos ambientais.

2.2. Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma técnica de desenvolvimento e utilizacdo de materiais
em escala nanométrica que envolve o encapsulamento com finas camadas poliméricas
aplicaveis em solidos, goticulas de liquido ou material gasoso formando particulas
denominadas nanocdpsulas ou nanoesferas que podem liberar seu conteido em
velocidade e condicdes gradativas (SOUZA, 2012, CAZO et al., 2012, SPARKS, 1981).
As nanoparticulas quando comparadas com outros sistemas coloidais apresentam maior
estabilidade em fluidos bioldgicos € ao armazenamento devido as matérias-primas
empregadas na sua producao (DOMINGUES & GUTERRES, 2008).

As nanoparticulas poliméricas, nanocdpsulas e nanoesferas, sdao sistemas
carreadores que apresentam diametro inferior a 1pym. As nanocdpsulas sdo constituidas
por uma parede polimérica disposta ao redor de um ntcleo oleoso, podendo o principio
ativo estar dissolvido nesse niucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Ja as
nanoesferas ndo contém 6leo em sua composi¢do e sdo formadas por uma matriz
polimérica, em que o principio ativo se encontra homogeneamente disperso ou
solubilizado no interior da matriz (Figura 1) (ALLEMANN ez al., 1993; PUISIEUX et
al., 1994; SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003; SOUZA et al, 2012)
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Figura 1: Representacdo esquemdtica de nanocdpsulas e nanoesferas poliméricas: (a)
farmaco dissolvido no niucleo oleoso das nanocdpsulas; (b) farmaco adsorvido a parede
polimérica das nanocdpsulas; (c) farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas;
(d) farmaco adsorvido ou disperso na matriz polimérica das nanoesferas. (Adaptado de

SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003).

Existem vdrios métodos descritos na literatura para preparacdo das
nanoparticulas. A escolha do método € determinada pelas caracteristicas fisico-quimicas
de principio ativo (solubilidade e estabilidade molecular) e do polimero, entretanto,
independente do método de preparacdo, os produtos sdao obtidos como suspensdes
coloidais aquosas (SOARES, 2009; SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003).

As nanoparticulas podem ser preparadas a partir de polimeros biodegraddveis
naturais ou sintéticos, tais como Oxidos metalicos, ceramicos, silicatos, materiais
magnéticos, semicondutores quanticos, lipidios, polimeros, dendrimeros e emulsdes
(PUOCT et al., 2008; OSKAM, 2006). Os polimeros sintéticos mais utilizados em
sistemas nanoestruturados sdo poliésteres alifdticos, os homo e copolimeros de lactato e
glicolato (PLA, PGA, PLGA), poli-e-(caprolactona) (PCL) e os polihidroxialcanoatos
(PHA) (DURAN et al., 2006). O polimero poli-g-(caprolactona) (PCL) € um polimero
biodegraddvel com aplicacOes tecnolégicas e com caracteristicas de tenacidade,
flexibilidade e boa compatibilidade, amplamente usado em sistemas de libertacdo
controlada, capaz de formar micro e nanoparticulas (GRILLO et al., 2012; ROSA et al.,
2003).

A definicdo da técnica a ser utilizada € de suma importancia. As técnicas mais
utilizadas para preparacdo das nanoparticulas a partir de polimeros pré-formados sao: a
técnica de nanoprecipitacdo ou deslocamento do solvente (FRIEDRICH et al., 2008;
FESSI et al., 1989), emulsificagdo-evaporacdo do solvente (dupla emulsdo evaporagdo

do solvente) (COHEN-SELA et al., 2009; WATTS et al., 1990), emulsificacdo-difusao



do solvente (MOURA-HUERTAS et al., 2010) e o salting-out (SONG et al., 2008;
ALLEMANN et al., 1993).

A nanoprecipitacdo se baseia na precipitacdo e formacdo de vesiculas de
tamanho coloidal constituidas por uma fase oleosa revestida por uma camada polimérica
em um ambiente externo aquoso. A deposi¢cdo do polimero na interface entre a 4gua e o
solvente orginico, causada pela rdpida difusdo do solvente, resulta na formacdo
instantanea da suspensao coloidal (FESSI et al., 1989).

As principais caracterizacdes das nanoparticulas envolvem a determinacdo do
pH das suspengdes, potencial zeta das particulas, quantidade de substincias ativas
associadas as nanoestruturas (efici€éncia de encapsulacdo), didmetro das particulas das
suspensdes coloidais, avaliagdo morfologica, estudo de degradagdo, avaliacao da
estabilidade em funcdo do tempo de armazenamento e estudo de liberacdo. O conjunto
de informagdes obtidas pela caracterizacdo das nanoparticulas pode conduzir a
proposicao de modelos que descrevam a organizacdo das nanoparticulas em nivel
molecular, que serd dependente da composicdo qualitativa e quantitativa das
formulacdes (SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003). Entretanto, durante o periodo de
armazenamento pode ocorrer problemas na estabilidade das nanoparticulas, o que
constitui um obstdculo para aplicacdo industrial. No entanto, esses problemas podem ser
minimizados pela secagem das suspensdes por técnicas de liofilizagao, aspersao, ou
nebulizagdo, o que facilita a sua conservacdo (SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003).

Na tltima década a pesquisa em nanotecnologia disparou, existindo atualmente
inimeras empresas especializadas na fabricagdo de novas formas de produtos em escala
nanométrica, com aplicagdes previstas, que incluem indudstria de alimentos, da
agricultura, terapéutica médica e diagndsticos, producdo de energia, computacdo
molecular e materiais estruturais, entre outros (DUCAN, 2011).

A nanotecnologia € uma técnica que tem sido bastante empregada no ambito da
agricultura. Estes sistemas podem ser aplicados no dominio da agricultura, em que os
defensivos podem ser aprisionados na matriz polimérica, maximizando o seu efeito, a
baixas concentragcdes (SOPPIRMATH & AMINABHAVI, 2002). Os agrotéxicos
encapsulados tem sua atividade prolongada através da liberagdo gradativa do principio
ativo e reduz a necessidade de altas doses iniciais ou multiplas aplicagdes, com
diminui¢do significativa da toxicidade e de efeitos indesejdveis para organismos nao-
alvos, além de permitir a administragdo segura para o aplicador e reduzir os impactos

ambientais (KOOLI et al., 2002; SEAMAN, 1990). Nesse sentido a nanotecnologia



aplicada a agricultura se torna uma Gtima alternativa para o controle de pragas agricolas
de forma mais eficiente e segura, sem causar severos impactos ambientais.

As aplicacdes da nanotecnologia na agricultura incluem pesticidas encapsulados
em nanomateriais para a libertacdo controlada; fertilizantes, biofertilizantes e
micronutrientes; vacina animais e controle de patégenos de plantas; nanoparticulas para
conservacdo do solo; na engenharia genética, entre outras areas, em que a agricultura
pode beneficiar da nanotecnologia (KIM et al., 2006; DUCAN, 2011). Em um trabalho
realizado por Nguyen et al., (2012), utilizando quitosana para o encapsulamento, 0s
autores obtiveram excelentes resultados na fotoprotecdo da Deltametrina, um composto
com alto potencial inseticida. Li et al.,(2011) também conseguiram bons resultados
utilizando quitosana como carreadores, facilitando a dissipacdo do pesticida
imidacloroprid. Em outro trabalho Tan et al., (2012), demonstrram melhor efeito do
uniconazole no retardo do crescimento do arroz utilizando nanoparticulas de silica como
transportadores. Em outra abordagem, Bilbao-S ainz et al., (2012) incorporaram a
peliculas de parafina, o composto 2-heptanona, um agente bioativo que demonstrou
potencial como um pesticida, tendo como resultado a melhor libera¢do do bioativo.

O encapsulamento de compostos naturais como os 6leos essenciais também tem
melhorado seus potenciais biologicos. Os Oleos essenciais de Lippia sidoides
encapsulados, utilisando quitosana e nanogéis de cajueiro, foram testados in vitro e in
vivo em larvas de Aedes aegypti, e apresentaram maior mortalidade das larvas quando
comparado aos 6leos in natura (ABREU et al., 2012). Outros dois autores, Maji et al.,
(2007), e Banerjee et al., (2013), utilizaram carboidrato como polimero para encapsular
6leo essencial de Z. limonella e puderam prolongar a liberagao do 6leo, melhorando sua
eficiéncia como repelente.

Diante destas perspectivas, o uso de agrotoxicos encapsulados como forma de
prolongar sua atividade por meio da liberacdo controlada do principio ativo, reduzindo
assim o volume de defensivos aplicados, € importante ferramenta no controle de pragas

agricolas.

2.3. A familia Rutaceae e o género Zanthoxylum

A familia Rutaceae, distribuida por regides tropicais e temperadas como a
América, o sul da Africa e Austrélia, possui cerca de 150 géneros e 2000 espécies descritas
(SOUZA & LORENZI, 2005; PIRANI, 1999). No Brasil, existem 32 géneros e cerca de

150 espécies distribuidas em dreas de floresta serranas, caatinga, cerrado e sul do Brasil
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(SOUZA & LORENZI, 2005; MELO & ZICKEL, 2004; OLIVEIRA-FILHO et al., 2001;
BARROSO et al., 1986).

Esta familia compreende espécies arbdreas ou arbustivas com actileos no caule;
folhas alternas ou menos frequentemente opostas, compostas ou raramente simples, sem
espiculas, margem inteira ou serreadas, com pontuagdes translicidas; inflorescéncia
cimosa, raramente racemosa, as vezes reduzida a uma tnica flor; flores pouco vistosas
bissexuadas ou unissexuadas, geralmente actinomorfas, diclamideas; frutos do tipo drupa,
baga, foliculo ou cépsula (SOUZA & LORENZI, 2005).

Dentre os géneros desta familia, destaca-se o género Zanthoxylum que compreende
espécies lenhosas, arbustivas ou arbdreas que variam entre 6 a 18 metros de altura,
caracterizadas pela presenca de acileos no caule, puberulentos ou com indumento
simples, raramente estrelado, acinzentados a castanho-esverdeado (Figura 2 A); folhas
compostas imparipinadas a paripinadas, margem inteira ou serreada, com 4-16 pares de
foliolos, com ou sem actleos na face inferior; foliolos basais 0,9-4,0x0,6-2,4cm, apicais
3,2-8,0x1,3-3,2cm, opostos, peciolulados, membranidceos a carticeos, com tricomas
estrelados esparsos em ambas as faces, mais densos na base (Figuras 2 A e B) (SILVA,
2006; SILVA JUNIOR, 2005; MELO & ZICKEL, 2004). Flores de cor branco-
esverdeadas com até 0,3 cm de didmetro, perianto mono e diclamideo; frutos de até 3 mm
de diametro, globosos, glandulosos e vermelhos quando maduros, contendo apenas uma

semente por fruto (SILVA J UNIOR, 2005; LORENZI, 2002).

Z. riedelianum Engl (Figura 2 C), pertence ao género Zanthoxylum, e a familia
Rutaceae. Conhecida popularmente como maminha-de-porca, mamica-de-porca,
mamica-de-cadela, tembetari, tembetaiba, ¢ uma espécie arbérea que pode chegar a 18
m de altura e se caracteriza pela presenca de actleos no caule, com tronco espesso de 40

a 60 cm de diametro, sendo sua madeira utilizada comercialmente; as folhas sdo
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compostas, pinadas, com margem inteira, com 4 a 6 pares de foliolos esparsamente
pubescentes (LORENZI, 2002).

Zanthoxylum rhoifolium Lam (Rutaceae) (Figura 4B), conhecida popularmente
como mamica-de-porca, mamica-de-cadela, juvevé, jubebé, tembetari, betari amarelo,
laranjinha do ceard, maminha-de-porca, temberad de espinho (LORENZI, 2002;
MOREL, et al., 2002), caracteriza-se pela presenca de actileos grandes e espessos em
seu tronco, que lembram a forma de “maminha-de-porca”, dando origem a esses nomes
populares (SILVA JUNIOR, 2005). E uma espécie arbérea que cresce até 12 m de altura,
com tronco de 30 a 40 cm de didmetro, folhas compostas imparipenadas ou abruptamente
pinadas,com margem serreada, com 5 a 13 pares de foliolos opostos, as vezes aculeados na
face inferior, formando uma copa densa e pouco tolerantes a sombra, sendo mais
frequentemente encontrado em clareiras e bordas das florestas (LORENZI, 2002; SILVA,
2009). Flores sdo polipétalas, pequenas e esverdeadas, e seus frutos possuem baga
pequena, globosa, vermelhos quando maduros, com cerca de 5 mm de comprimento e 5
mm de largura, e com glandulas avermelhadas contendo 6leo essencial de cheiro forte;
assementes sao duras e pequenas, de cerca de 3 mm de comprimento ¢ 3 mm de
largura(CORREA, 1978; SILVA & PAOLI, 2000; SILVA JUNIOR, 2005). Do ponto de
vista econdmico, a madeira destas espécies sdo bastante utilizadas na confecc¢do de
cabos de ferramentas e em obras internas em construgdo civil, além de serem usadas em
areas de reflorestamento (LORENZI, 2002).

Contudo, vérios estudos t€m sido realizados no intuito de verificar a composicao
quimica desses Oleos essenciais. Os constituintes majoritdrios encontrados mais
frequentemente nos dleos essenciais de espécies do género Zanthoxylum descritos na
literatura sdo limoneno, germacreno D, a-pineno e B-cariofileno; compostos com alta
atividade biologica (CHOOCHOT et al., 2007, MOURA, 2006; FACUNDO et al.,
2003; MENUT et al., 2000). A presenga destes compostos também foi verificada por
Silva et al., (2007b), nos 6leos essenciais das folhas de espécies de Z. rhoifolium.

De acordo com Lima et al., (2007), o extrato das raizes de Z. riedelianum exibe
atividade antiinflamatéria, analgésica e antinociceptiva, sendo encontrado seis lignanas
(sesamina, metilpluviatolido, dimetilmatairesinol, piperitol-4'-O-, gama-gama
dimetilailil éter, e kaerofillin hinoquinina), € um triterpeno (lupeol) em sua composicao.
Do extrato das raizes dessa planta foram isolados benzofenantridinico, 6-acetonil-N-
metil-diidrodecarina, lupeol, 6-acetonildiidroqueleritrina e 6-acetonildiidroavicina

(FERNANDES, 2009). Nos 6leos essenciais de Z. riedelianum, foram identificados cis-
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nerolidol (71,0%) e espatulenol (65,2%) como compostos majoritarios (Guy, et al.,
2001).

Além disso, alguns estudos sobre a atividade biolégica de extrato e dleos
essenciais foram realizados sobre estas espécies. O extrato metandlico da raiz de
espécies do género Zanthoxylum apresentou atividade inseticida, antifingica,
antibactericida (THEODORO, 2009; BAFI-YEBOA et al., 2005). O 6leo essencial de
Z. limonella apresentoualtas taxas de mortalidade sobre larvas de Aedes aegypti
(PITASAWAT et al., 2007) e Maji et al., (2007) melhoraram ainda mais essas
propriedades repelentes com o microencapsulamento, enquanto Kamsuk et al., (2006)
melhoraram a eficicia de repeléncia 6leo essencial de Z. piperitum ao adicionar
vanilina. Os 6leos essenciais de plantas deste género também demonstraram atividade
inseticida e fumigante (CHOOCHOTE et al, 2007; TRONGTOKIT et al., 2005). O éleo
essencial de Z. rhoifolium € recomendado como atividade fumigante contra
F.Oxysporum e C. Acutatum (PIETRO et al., 2011). Além disso, podem apresentar
atividades antimicrobiana, bactericida, fungicida, antinociceptivas, antinflamatérias dos
6leos essenciais de Z. rhoifolium, além de serem utilizados em tratamentos cancerigenos
e no combate a malaria (PEREIRA, 2010; BOEHME et al., 2008; SILVA et al., 2007a;
MOURA et al., 2006; CORREA, 1978).

A pesquisa dos Oleos essenciais como agentes inseticidas, repelentes,
antifiingicos, bactericidas, entre outras atividades bioldgicas, vem revelando o potencial

destes compostos nesta area.

2.4. Bemisia tabaci

Bemisia tabaci é uma praga agricola de grande interesse de estudo, conhecida
como mosca-branca, e causadora de sérios danos em diferentes espécies de plantas
como algodoeiro, tomateiro, brécolis, e principalmente o feijao e a soja. A infestacao de
B. tabaci em tomates levou a situa¢des alarmantes em diversas regides do pais, como Vale
do Sao Francisco, Bahia, Paraiba e Pernambuco, induzindo sérias desordens fitotoxicas
(LIMA, 2003).

Este inseto pertence a ordem Hemiptera e familia Aleyrodidae, com cerca de 90
géneros e 1.100 espécies descritas, sendo que o género Bemisia possui cerca de 37
espécies conhecidas (BUZZI, 2010; GERLING, 2002). A ordem hemiptera ¢é
caracterizada pelas pecas bucais adaptadas para succdo dos alimentos, sendo que as

mandibulas e maxilas sdo transformadas em quatro estiletes alongados, alojados no
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rostro segmentado, formando um ldbio modificado (BUZZI, 2010). Além disso, outras
carcteristicas sdo usadas na identificacdo desta ordem como as antenas, O rostro, as
pernas e as asas. Essa ordem compreende uma grande diversidade de insetos, sendo
dividida em duas subordens: Heteroptera (percevejos), com cerca de 23 mil espécies
catalogadas, e Homoptera (cigarra, cercopideos, pulgdes,entre outros) com cerca de
42,5 mil espécies catalogadas. Os homopteras sdo divididos Auchenorrhyncha (cigarra e
cercopideos) e Sternorrhyncha (mosca-branca, psilideos, pulgdes e cochonilhas)
(TRIPLEHORN & JONNSON, 2011).

A familia Aleyrodidae, da subordem Sternorrhyncha, caracteriza-se por insetos
pequenos com 2 a 3 mm de comprimento, de metamorfose incompleta, passando pelas
fases de ovo, ninfa e adulto (Figura 3); possui dois pares de asas membranosas,
recobertas por uma substancia pulverulenta de cor branca; aparelho bucal do tipo

picador sugador (adultos e ninfas) (LACERDA & CARVALHO, 2008).

al b

Figura 3: B. tabaci adulto (A e B), ninfas e ovos (C)

Os ovos de B. tabaci sdo periformes, com cerca de 0,18 a 0,21mm de
comprimeto por 0,06 a 0,09mm de largura, de coloracdo branca ou amarelada (de
acordo com a fase de desenvolvimento); as ninfas de primeiro instar sdo mdveis,
medindo cerca de 0,24 a 0,27mm de comprimento e 0,12 a 0,18mm de largura, com
coloracdo branco-esverdeada, com forma ventral plana e dorsalmente convexa
(TRIPLEHORN & JONNSON, 2011; SOUZA, 2004). A ninfa de segundo instar € oval
e apresenta olhos brilhantes, e a de terceiro instar tem formato eliptico, olhos vermelhos
brilhantes, sésseis, havendo pouca diferenca morfolégica entre esses dois instares. A
ninfa de quarto instar pouco se alimenta para passar pelo estidgio de “pupa”, apresenta
nitida divisdo em cabeca, térax e abdome, chegando a medir 0,85mm de comprimento
por 0,60mm de largura; os adultos sdo amarelo-pdlido com asas brancas, sendo as

fémeas maiores que os machos (TRIPLEHORN & JONNSON, 2011; SOUZA, 2004).
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Os adultos sdo 4geis e comecam o acasalamento cerca de 12 a 48 horas apds a
emergéncia, sendo que a fémea pode colocar de 100 a 300 ovos durante sua vida
(LACERDA & CARVALHO, 2008).

A duracdo do ciclo da B. tabaci depende da temperatura e da planta hospedeira.
A temperatura de 25°C, a fase ovo dura em torno de 5 a 8 dias e a fase ninfal em torno
de 12 a 21 dias, e o periodo de ovo a adulto podendo durar de 16 a 25 dias (NAVA-
CAMBEROS et al., 2001; ALBERGARIA & CIVIDANES, 2002). No entanto os
limites térmicos inferiores de desenvolvimento de B. tabaci bidtipo B foram de 11,1°C,
6,8°C e 8,3°C, para as fases de ovo, de ninfa e do ciclo biolégico (ovo-adulto),
respectivamente (ALBERGARIA & CIVIDANES, 2002). O efeito da planta hospedeira
sobre o periodo de ovo a adulto também pode influenciar, podendo variar entre 24,03 e
20,55 dias para plantas de beringela e tomate, respectivamente (TSAI & WANG, 1996).

A espécie B. tabaci apresenta numerosos bidtipos, sendo estabelecidos sete
grupos ao redor do mundo de acordo com sua regido de ocorréncia (PERRING, 2001).
A caracterizagdo do bidtipo B como nova espécie Bemisia 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 biétipo B da B. tabaci. (SOUZA, 2004). Segundo
Lima et al., (2003) o bidtipo B de B. tabaci se encontra disperso em todo territorio
brasileiro, no entanto afirma que a raca B ainda se encontra em fase de adaptagcdo no
pais.

A espécie B. tabaci € um inseto que se alimenta através da succao de seiva, tanto
na fase de ninfa como na fase adulta, e enquanto se alimenta, insere toxina que
enfraquece as plantas e provoca o crescimento desuniforme, tornando-as amarelas e
enrugadas, além de excretar substancias acucaradas que promovem a manifestacao de
fungosdo género Capnodium, levando a formacdo da fumagina, que interfere na
fotossintese, causando perda de qualidade do produto final e ainda atuam na transmissao
de virus, como Geminivirus pertencentes ao género Begomoviruse do VMDF (virus do
mosaico dourado do feijoeiro) (SILVA et al., 2012; FONTES et al., 2012; SOUZA
&VENDRAMIM, 2001; LOURENCAO & NAGALI, 1994; ZUCCHI et al., 1993).

Em tomates, por exemplo, a B. tabaci bidtipo B causa crescimento irregular dos
frutos dando aspécto esponjoso e esbranquicados dos frutos, e quedas na producdo

(BEZERRA, 2009; BALDIN, 2005).
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Grande quantidade de inseticidas ¢é utilizada no controle dessa praga,
principalmente em culturas de feijao, soja e tomate, porém nao 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).
Os fatores de resisténcia envolvem a adaptacdo de B. tabacia a diferentes habitats, com
diferentes caracteristicas climdticas; a adaptacdo de bidtipos capazes de invadir novos
sistemas de cultivo infestando diferentes espécies de plantas; o desenvolvimento de uma
ampla gama de espécies cultivadas transmitindo grande nimero de virus de plantas; e
rapido desenvolvimento de resisténcia aos agentes de controle quimico (MA et al.,
2007). Erdogan et al., (2008) realizaram estudo sobre a resisténcia de B. fabaci de
diferentes bidtipos a diferentes inseticidas, e verificaram fatores de resisténcia a
bifentrina e fenpropatrina, inseticidadas comumente usado no controle de mosca branca.
Yuan et al., (2012), também encontraram resultados semelhantes, destacando a
resisténcia em duas estirpes de mosca branca para imidacloprid, nitenpiram, e
cipermetrina.

Tais problemas tém impulsionado as pesquisas sobre o manejo integrado de
pragas levando em consideracio todo o sistema produtivo. Taticas de manejo integrado
de pragas incluem melhoramento genético de plantas, melhoramento de préticas de
cultivo, utilizacdo de inimigos naturais como parasitoides dos géneros Eretmocerus €
Encarsia (Hymenoptera: Aphelinidae), além de Metaphicus sp (Hymenoptera:
Encyrtidae) e Amitus spp (Hymenoptera: Platygasteridae), melhoramento do controle
quimico, bem como a utilizagdo de compostos naturais, com ac¢do inseticida ou
repelente (HILJE & MORA, 2006; HILJE & MORALES, 2008). Os estudos com
extratos de plantas e 6leos essenciais que atuem no controle de pragas agricolas, sem as
reacOes indesejaveis ao ambiente, vém crescendo. Souza & Vendramim (2000) em seus
estudos sobre extratos de Trichilia pallida, Melia azedarach constataram efeito
inseticida sobre os ovos e ninfas de B. tabaci. Baldin et al., (2007), estudaram o extrato
de 14 espécies vegetais com atividades inseticidas em relacdo a B. tabaci biétipo B.
Também tem se destacado os estudos sobre as atividades bioldgicas dos leos essenciais
no controle de mosca-branca. Kumar (2008), avaliou a bioeficicia de dois 6leos
essenciais de nim (Azadirachta indica) (natural e comercial) no controle de B. rabaci. A
acdo repelente dos 6leos essencias das folhas de Thymus vulgaris, Pogostemon cablin e
Corymbia citriodora, em diferentes concentracdes, sobre adultos de mosca branca, bem

como a acgdo inseticida sobre ovos e ninfas desses insetos foram testadas, obtendo
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otimos resultados na reducdo da taxa de sobrevivéncia e do nimero de ovos (YANG et
al., 2010). Em outro trabalho, os vapores dos 6leos essenciais de Micromeria fruticosa
L., Nepeta racemosa L. e Origanum vulgare L. apresentaram altas taxas de mortalidade
sobre Tetranychus urticae e B. tabaci (PONTES, 2006).

Apesar desses estudos sobre as atividades bioldgicas dos Oleos essenciais no
controle de Mosca-branca, ainda ndo ha relatos sobre a acdo de dleos essenciais de Z.
rhoifolium e Z. riedelianum no controle desta praga agricola, demonstrando a

importancia de maiores estudos nesta area.

3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de nanoparticulas de PCL
contendo os 6leos essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum, bem como

avaliar o efeito desses dleos in natura e nanoencapsulados em B. tabaci biétipo B.

4. METODOLOGIA

4.1. Coleta do material vegetal

As folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum (Rutaceae) foram coletadas entre os
meses de marco de 2012 a fevereiro de 2013, em uma area de mata ciliar na zona
ruraldo municipio de Ipord, GO (coordenadas: Z. rhoifolium: latitude 16° 26’ 44.48°" S,
longitude 51° 7 58.72°° O; e Z. riedelianum: latitude 16° 26’ 44.29°" S, longitude 51°
8 0.61°” O). Apés a coleta, o material foi acondicionado em sacos pldsticos umedecidos
com dgua, para manter a hidratacdo das folhas durante o transporte até o local de
extracdo. As espécies foram identificadas pela Dr. Vania Sardinha dos Santos,

professora do Instituto Federal Goiano campus de Ipora, GO.

4.2. Obtencao do dleo essencial

O dleo essencial das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum foi obtido por
hidrodestilacdo. O material vegetal fresco constituido de folhas de Z. rhoifolium e Z.
riedelianum foi triturado, colocado em um balao de fundo redondo com capacidade para
3.000 mL sobre uma manta aquecedora e submetido a hidrodestilacao por trés horas, em
aparelho tipo Clevenger. O hidrolato foi extraido com diclorometano, em trés repeticoes

de 30 mL cada, e a fase organica foi separada com funil de separacdo. Em seguida, a
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solug@o foi seca com sulfato de sodio anidro e filtrada. O solvente foi removido por
pressdo reduzida por meio de um evaporador rotativo e o 6leo conservado em
congelador até a andlise. O rendimento percentual do éleo foi calculado relacionando a

massa de 6leo obtida e a massa de material vegetal fresco utilizado na extracao.

4.3. Analise quimica do 6leo essencial

As andlises dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais foram realizadas no
laboratério da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) em cromatdgrafo gasoso
Shimadzu GC QP 5000, equipado com uma coluna capilar de silica fundida OPTIMA®-
5-0,25 um (30 m x 0,25 mm) e detector por ioniza¢do por impacto eletronico (IE) (70
e.V). A temperatura inicial mantida a 100 °C por 6,0 min, em seguida programada até
250 °C a 10 °C/min e permaneceu nessa temperatura por mais 4,0 min. Temperatura do
injetor: 250 °C, temperatura do detector: 300 °C, pressao de injecdo: 90 KPa, razao de
Splitless: 30, faixa de detec¢do do espectrometro de massas: 43-550 m/z, start time (cut
time do solvente): 3,0 min e fluxo de 1,2 mL/min. A identificacdo dos componentes do
Oleo foi baseada no indice de retencdo linear (indice de Kovats (IK) calculado em
relacdo aos tempos de retencdo da série homdloga de n-alcanos (C-13 a C-21) e no
padrao de fragmentacdo observado nos espectros de massas, por comparagdo destes

com dados da literatura (ADAMS, 2007) e da espectroteca Nist 08.

4.4. Quantificacao do dleo essencial

4.4.1. Validacao do método analitico para quantificacado do é6leo essencial das

folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum por espectroscopia UV/VIS

O conteido do Oleo essencial nas nanoparticulas foi quantificado por
espectroscopia UV/VIS (MAIJI et al., 2007, PAULA et al., 2011, ABREU et al., 2012).
Apés a investigacdo da faixa linear de trabalho, o método foi validado avaliando a
seletividade, sensibilidade, exatidao, precisao, limite de quantificacio e de detecc¢ao.

A seletividade foi avaliada realizando a varredura doscomponentes presentes nas
nanoparticulas, PCL, Oleato de Isodecila, Spaln® 60 ¢ Tween® 80, a fim de detectar
possiveis interferentes.

A sensibilidade do método foi avaliada de acordo com Limite de Deteccao e
Quantificacdo. O Limite de Deteccdo (LD) pode ser definido como a menor

concentracdo da substadncia em uma amostra que pode ser detectada em determinadas
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condi¢des por um método especifico. O Limite de Quantificacdo (LQ) € a menor
concentracdo que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitdveis.

A exatiddo [exatidao = (média da concentra¢ao/concentra¢do nominal) x 100, n
= 3] € a correlagdo entre os resultados obtidos e os admitidos como verdadeiros
(concentragdo nominal) e a precisdo {Desvio padrdo relativo [DPR (%)] = (desvio

padrao/média) x 100; n = 3} € a capacidade do método em repetir 0 mesmo resultado.

4.4.2. Preparo das solucoes padroes para construcao da curva analitica

Os oleos essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum foram
quantificados por espectroscopia UV/VIS a 247,72 nm e 245, 93 nm, respectivamente.
A faixa linear de trabalho foi estabelecida entre 0,0125 e 0,2 mg/mL:A solu¢do padrao
foi preparada diluindo 40 mg de 6leo essencial em 100 mL de hexano, obtendo uma
concentracdo de 0,4 mg/ml. A partir desta solu¢do padrao foram preparados os seis
pontos da curva de calibracao (0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,15 e 0,2 mg/mL). Todos os
pontos da curva de calibragdo foram preparados em triplicatas e analisados por

espectroscopia UV/VIS, utilizando o método desenvolvido e validado.

4.4.3. Preparo das solucoes padriao para determinacio da exatidao e precisiao do

método analitico

Trés solucdes com diferentes concentracdes foram preparadas para determinacao
do método analitico nas concentragdes 0,015; 0,112 e 0,188 mg/mL e 0,017; 0,0130 e
0,183 mg/ml, para os dleos essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum,
respectivamente. Estes valores foram selecionados por possuirem concentra¢des dentro
da faixa linear utilizada, porém em concentracdes diferentes das utilizadas nas curvas de
calibragdo. Estas foram preparadas em triplicata e analisadas intra e inter-dia por trés
dias ndo consecutivos.

Para validacdo do método, o limite de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ)
foram calculados através dos pardmetros da curva de calibracdo por padronizagdo
externa.

O LD foi expresso como LD = 3,3* (s/a)

O LQ foi expresso como LQ = 10* (s/a)

Em que s é o desvio padrao do intercepto, e a é o coeficiente angular da curva de

calibragao.
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4.5. Preparo das nanoparticulas

As nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NS) foram preparadas baseadas na técnica
de deslocamento do solvente descrita por Fessi et al., (1989).

Inicialmente foi preparada a fase organica contendo o biopolimero PCL (poli-€-
(caprolactona)), o principio ativo (6leo essencial), oleato de isodecila (somente para
nanocdapsulas), Span® 60 (tensoativo de baixo EHL (equilibrio hidréfilo-lipéfilo)), e a
acetona. Em seguida esta fase foi vertida, sob agitacdo constante, sobre a fase aquosa
contendo Tween® 80 (tensoativo de elevado EHL), mantendo a agitacdo magnética
durante 10 minutos para estabilizacdo. Na seqii€éncia, o solvente organico e parte da
dgua foram eliminados via um evaporador rotativo a 40 °C ajustando para um volume

final 5 mL (Figura 4).

FASE ORGANICA SUSPENSAOQ

Polimero COLOIDAL
Tensoativo de baixo EHL
Solvente [ |
Composto ativo
Oleo

I

precipitagdo __\ Evaporagdo do solvente

e ; e excesso de dgua

2

e |
[}
Lo

P

{
|
d

="V 8.y
FASE AQUOSA _@

Tensoativo de elevado
EHL

Figura 4: Esquema de preparo de nanoparticulas pelo método de nanoprecipitacao.

Para obtenc@o das nanoparticulas a base de dleos essenciais das folhas de Z.
riedelianum, diferentes formula¢des foram preparadas a fim de obter maior eficiéncia de
encapsulacdo e maior estabilidade das nanoparticulas. Para tanto, foi realizado um

planjamento fatorial 2. As varidveis analisadas foram quantidade de PLC e oleato de
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isodecila. Estes componentes foram selecionados por exercerem maiores influéncias
sobre as caracteristicas das nanoparticulas. Os niveis escolhidos para cada varidvel pode

ser observado nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Fatores e niveis escolhidos para o planejamento fatorial 2%,

Niveis
Fatores 1 1
PCL (mg) 150 250
Oleato de isodecila (mg) 100 250

O planejamento fatorias 2* foi executado com um total de 4 experimentos. A

Tabela 2 descreve estes experimentos.

Tabela 2: Planejamento fatorial 2%

' i Fatores
Ensaios/Codigo PCL Oleato de
amostras i i
isodecila
1 (NC1) -1 -1
2 (NC2) 1 -
3 (NC3) -1 !
4 (NC4) 1 !

Nestes experimentos a concentragdo de 6leo essencial, Span® 60 e Tween® 80
foram mantidas constantes em 50 mg e o volume de dgua e acetona foram mantidos em
30 mL e 15 mL, respectivamente.

Com a finalidade de avaliar a influéncia do oleato de isodecila na eficiéncia de
encapsulacdo e propriedades das nanoparticulas, os experimentos foram repetidos na
auséncia de oleato de isodecila, assim foram preparadas as nanoesferas utilizando 150
mg (NS1) e 250 mg (NS2) de PCL. Em seguida, para avaliar a capacidade de carga da
nanoesfera NS1, outras duas formulagdes foram preparadas, utilizando 100 mg (NS3) e
250 mg (NS4) de 6leo essencial.

De posse dos melhores resultados das nanoparticulas para o 6leo essencial de Z.
riedelianum, foram preparadas as formulagdes descritas na Tabela 3 para o dleo

essencial das folhas de Z. rhoifolium.
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Tabela 3: Formulacdes de nanoesferas a base de dleo essencial das folhas de Z.

rhoifolium.
Componentes
- 4 . Tween
Formulacoes PCL Span 60 Oleo essencial Acetona 30 Agua
m m m ml ml
(mg) (mg) (mg) (ml) (mg) (ml)
NS5 150 50 50 15 50 30
NS6 150 50 100 15 50 30
NS7 150 50 250 15 50 30

4.6. Caracterizacao das Nanoparticulas

As nanoparticulas a base dos 6leos essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z.
riedelianum foram analisadas por espectroscopia UV/VIS a 247,72 nm e 245, 93 nm,

respectivamente.

4.6.1. Determinacao da eficiéncia de encapsulacio (EE %) do dleo essencial

A determinacdo do 6leo essencial encapsulado foi realizada utilizando a técnica
de filtragao-centrifugacdo. Em tubos com filtros de acetato de celulose e poros de 0,22
um (Spin-X, Corning®) foram adicionados 1mL das suspensdes das nanoparticulas
(Figura 5). Estas foram colocadas em uma centrifuga (Hettich — Mickro 220), por 1 hora
a 8000 rpm a 20°C. Na sequéncia foi removido 30 pL do ultrafiltrado e analisado por
espectroscopia UV/VIS.

w» E— Nanoparticulas
i,

Suspensio de

N :
Sanspan s Ultrafiltrado

Figura 5: Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo pela técnica de filtracdo-

centrifugacao.
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A eficiéncia de encapsulacio (EE%), em porcentagem, foi determinada pela
diferenga entre a quantidade total de dleo essencial adicionado as nanoparticulas e a

quantidade de 6leo essencial livre através do uso da seguinte equagao:

A
* 100

B
EEY% =

Em que A é a concentracio de 6leo essencial no ultrafiltrado (ug/mL) e B € a

concentracdo de d6leo essencial total na suspensao (pug/mkL).

4.6.2. Determinacao do pH

Os valores de pH das suspensoes coloidais foram determinados diretamente nas
suspensodes através do potenciometro (Qualxtron Mod. 8010), previamente calibrado
com solucgdes tampao pH 4,0 e pH 7,0. O pH foi medido logo apds o preparo de cada

amostra.

4.6.3. Determinacao do Potencial Zeta

O potencial zeta (PZ) foi determinado em quintuplicata no Zeta Potencial

Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation).

4.6.4. Determinacao do diametro das particulas

O diametro das particulas (DP) em suspensao foi determinado em Diametro BI-
FOQELS (Fiber Optic Quase Elastic Light Scattering) da Brookhaven Instruments
Corporation. As amostras foram diluidas em dgua destilada para uma concentragdo final

de 5% (v/v) e analisadas em quintuplicata.

4.6.5. Avaliacao morfolégica das suspensoes de nanoparticulas

As andlises foram realizadas no Laboratério Multiusudrio de Microscopia de
Alta Resolucdao (LabMic), da Universidade Federal de Goids (UFG). Para isso, as
amostras foram diluidas em dgua destilada a 5% (v/v). Em seguida, 30uL da suspensdo
coloidal foi evaporada diretamente em lamina de vidro utilizadas para a observacao das
amostras através microscopia eletronica de varredura. Apds, total evaporacdo do

solvente, as amostras foram metalizadas com ouro e submetidas a analise por



23

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) Jeol, JSM — 6610, equipado com EDS,
Thermo scientific NSS Spectral Imaging.

4.6.6. Estudo da degradacao acelerada pela luz UV

Os estudos de degradacdo acelerada pela luz UV do 6leo essencial in natura e
nanoencapsulados foram realizados em uma camara Ultravioleta (Figura 6) contendo
um conjunto de duas lampadas especiais que simulam a radiacdo no espectro do UV-A
e UV-C com comprimentos de onda 365 e 254 nm, respectivamente.

O sistema foi mantido em temperatura ambiente (25,0 + 2,0°C) e as amostras de
6leo essencial in natura e nanoencapsulados (1 mL por vial) foram colocadas na cAmara
e analisadas por espectroscopia UV/VIS em intervalos de tempo previamente
estabelecidos (0,0; 0,5; 1; 2; 3; 5 e 7 horas) para avaliar estabilidade dos Oleos

essenciais. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 6: Camara de Ultravioleta.

4.6.7. Estudos da liberacao in vitro

O estudo do perfil de liberacio dos Oleos essenciais das nanoparticulas foi
realizado através da técnica de didlise inversa (MAGENHEIM & BENITA, 1991).

Foi adicionado um volume 10 mL da suspensdo das nanoparticulas em 90 mL de
solucdo aquosa de 0,3% de Tween 80. Nessa suspensdo, foi adicionado varios sacos de
didlise (membrana de celulose MM 12000D, Sigma-Adrich Quimica, Sintra, Portugal)
contendo 1,0 mL da solucdo aquosa de 0,3% de Tween 80, conforme Cazal (2011). O

sistema foi mantido sob agitacdo magnética em banho termostatizado a temperatura
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ambiente (25,0 + 2,0°C). Em intervalos de tempo previamente estabelecidos (0,0; 0,5; 1;
2; 3; 6; 12; 24; 48 e 72 horas) procedeu-se a remog¢ao dos sacos de didlise do meio de
liberacdo e a quantificacdo do 6leo essencial liberado foi realizada por espectroscopia

UV/VIS. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.7. Ensaio Bioldgico

O ensaio bioldgico foi realizado no laboratério de entomologia do IF Goiano -
campus Rio Verde. As ninfas de B. tabaci biétipo B utilizadas nos experimentos foram
cedidaspela Embrapa Arroz e Feijdo, localizada em Santo Antonio de Goids, GO. Os
individuos de mosca-branca foram criados e mantidos em casa de criagao no laboratério
de entomologia do IF Goiano — campus Rio Verde. Para a manutenc¢do da criacdo foram
utilizadas plantas de tomate (Solanum lycopersicum), couve (Brassica oleracea
variedade acephala) e soja (Glycine Max L.). No ensaio, os 6leos essenciais (in natura e
nanoencapsulados) obtidos das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum foram avaliadas
em populagdes de B. tabaci.

Ao todo foram realizados trés ensaios com populagdes de B. tabaci utilizando a
mesma metodologia. O primeiro foi realizado entre outubro e novembro de 2012; o
segundo realizado em julho de 2013, ambos utilizando 6leos essenciais in natura das
duas plantas. O terceiro ensaio utilizando apenas nanoparticulas preparadas com os
6leos essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum foi realizado em dezembro

de 2013.

4.7.1. Plantio e transplante das mudas de tomate hospedeiras

As sementes de tomate do hibrido Heinz-9553 foram semeadas em duas
bandejas de isopor de 128 células cada, preenchidas com substrato comercial Germinar®
(Figura 7). As mudas foram mantidas em casa de vegetacdo do laboratério de cultura de
tecidos do IF Goiano campus Rio Verde. Em seguida foram transplantados para vasos
contendo cerca de 2 kg de solo preparados com terra, substrato comercial Germinar® e
adubo organico, 22 dias ap6s o plantio, e foram distribuidos aleatoriamente na casa de

vegetacao.
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Figura 7: Mudas de tomate em bandejas de polipropileno (A) e transplantadas (B) em

casa de vegetacdo do laboratério de cultura de tecidos do IF Goiano Campus Rio Verde.

4.7.2. Aplicacao do dleo essencial e infestacao com B. fabaci

A aplicacdo do dleo essencial (in natura e nanoencapsulados) nas folhas de
tomate foi realizada 30 dias apds o transplante das mudas, sendo em seguida,
submetidas a oviposicdo pelo periodo de 24 horas. Para melhor dispersdao dos éleos
essenciais, eles foram diluidos em solug¢do aquosa de Tween® 80 a 0,5% (YANG et al.,
2010).0s dleos essenciais in natura, nas diferentes concentragdes, foram aplicados nas
faces adaxial e abaxial das folhas, utilizando algoddo umedecidos com a solu¢do aquosa
de 6leos essenciais e Tween® 80 para melhor distribuicdo na superficie foliar.

Para infestagdo no teste sem escolha, os insetos foram liberados no interior de
sacos de tecido voil (0,3 m de largura por 0,38 m de comprimento) colocados na terceira
ou quarta folha de cada planta, apds a aplicagdo dos tratamentos, sendo submetidos a
oviposicdo por 24 horas (Figura 8 A). Também foi realizado o teste com escolha. Neste
caso, apds a aplicacdo dos 6leos essenciais, as mudas de tomate foram colocadas dentro
da casa de criacdo de B. fabaci e submetidas a oviposi¢do por um periodo de 24 horas

(Figura 8 B).
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A \ ]
Figura 8: Ensaio biolégico com B. tabaci: teste sem escolha (A); teste com escolha (B).

4.7.3. Concentracio e tempo letal

Para estimar a concentracao letal (CLsg), foram aplicados nas folhas das plantas
hospedeiras os seguintes tratamentos: controle dgua; controle Tween 80 a 0,5%, os
Oleos essenciais de Z. rhoifolium e Z. riedelianum in natura em diferentes concentracoes
(0,1; 0,25 0,5; 1; 2; 5%) (Yang et al., 2010, Pinheiro, 2009). Como controle positivo foi
utilizado o inseticida Piriproxifem (Tiger®)1%, amplamente utilizado no controle de B.
tabaci. No terceiro ensaio foram avaliadas a ac¢do das nanoesferas a base de dleo
essencial das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum a 5,0 e 2,0%; as nanoesferas
vazias (sem 6leo essencial) como controle negativo, além do controle dgua.

Ovos e ninfas foram contados durante aproximadamente 15 dias, em intervalos
de cerca de 3 dias a fim de verificar o tempo letal (TLsp) do dleo essencial in natura e
nanoencapsulado. A contagem dos ovos e das ninfas nos diferentes instares foi realizada

com o auxilio de um microscépio estereoscopico (aumento de 20x).

4.8. Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso constituidos de quinze
tratamentos com cinco repeti¢cdes (ensaios bioldgicos I e II) e seis tratamentos com
cinco repeticdes (ensaio bioldgico III) para cada um dos testes (com e sem livre
escolha). Os dados foram submetidos a andlise de variincia, realizada no programa
computacional Sisvar, sendo a comparagdo entre médias feita pelo teste de Tukey em

nivel de 5% de probabilidade.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teor e aspecto fisico do dleo essencial das folhas de Z. rhoifolium e Z.

riedelianum

A hidrodestilacdo das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum forneceram 6leos
amarelados claros, menos denso que a dgua, com rendimento médio 0,03% =+ 0,01 e
0,02% + 0,005, respectivamente. As tabelas 3 e 4 trazem o nimero de extracao, a massa

e o rendimento dos 6leos essenciais obtidos.

Tabela 4: Rendimento da hidrodestilacao das folhas de Z. rhoifolium.

Nuamero de Més das Massa (g) folha Massa (g) Rendimento

extracoes extracoes fresca do o6leo essencial (%)
1 Janeiro 800 0,20 0,03

2 Fevereiro 800 0,15 0,02

3 Fevereiro 800 0,10 0,01

4 Fevereiro 800 0,10 0,01

5 Fevereiro 800 0,10 0,01

6 Marco 300 0,10 0,03

7 Abril 250 0,13 0,04

8 Maio 300 0,15 0,05

9 Junho 250 0,13 0,05

10 Julho 200 0,10 0,05

11 Agosto 200 0,10 0,05

12 Outubro 300 0,20 0,06

13 Novembro 400 0,24 0,06

14 Dezembro 400 0,18 0,04
TOTAL 6,500 1,95 0,03

Os resultados obtidos apontam para uma variagcdo no rendimento dos o6leos
essenciais ao longo dos meses, no entanto esse rendimento pode ser influenciado por
uma série de fatores. Segundo Ferronato (2010), a sintese dos metabdlitos secundarios,
como os Oleos essenciais, pode ser afetada pelas condi¢cdes ambientais, pelo tempo de
vida, pelo desenvolvimento da planta e seus diferentes 6rgdos, sendo estes fatores de
consideravel importancia, podendo influenciar a qualidade e quantidade dos metabdlitos
produzidos. Além disso, o autor destaca que fatores como a €poca de colheita, o horario
e o modo de secagem do material vegetal podem ter influéncia sobre a composi¢do e o

teor do 6leo essencial.
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Tabela 5: Rendimento da hidrodestilacao das folhas de Z. riedelianum.

Nuamero de Meés das Massa (g) Massa (g) Rendimento
extracoes extracoes folha do dleo (%)
Fresca essencial

1 Janeiro 900 0,24 0,02

2 Fevereiro 900 0,25 0,02

3 Fevereiro 900 0,30 0,03

4 Fevereiro 900 0,30 0,03

5 Fevereiro 900 0,30 0,03

6 Marco 400 0,08 0,02

7 Abril 400 0,08 0,02

8 Maio 400 0,08 0,02

9 Junho 500 0,09 0,02

10 Julho 600 0,12 0,02

11 Agosto 800 0,16 0,02

12 Setembro 800 0,16 0,02

13 Outubro 700 0,20 0,02

14 Novembro 800 0,08 0,01

15 Dezembro 800 0,08 0,01
TOTAL 12,500 2,5 0,02

As interferéncias no conteudo total, e nas proporcdes relativas dos metabdlitos
secundérios podem ocorrer em diferentes niveis sazonais, intra e inter-planta, intra e
interespecifico e mesmo com a existéncia de um controle genético, os metabodlitos
secunddrios sofrem modificagdes através das atividades quimicas da planta e do

ambiente circundante (MORALIS, 2009; NASCIMENTO, 2007).

5.2. Andlises quimicas dos 6leos essenciais

5.2.1. Composicao quimica do dleo essencial das folhas de Z. rhoifolium

Os cromatogramas obtidos nas melhores condicdes estabelecidas para andlise do

6leo essencial das folhas de Z. rhoifolium estao apresentados nas Figuras 9 e 10.
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Figura 9: Cromatograma obtido no GC-EM para o 6leo essencial das folhas de Z.

rhoifolium. Condi¢oes: Gés de arraste: Hélio (He); temperatura inicial de 100° C; tempo
inicial de 6,0 min, a temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até 250° C,

permanecendo nesta temperatura por 4,0 min.
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Figura 10: Ampliacdo do cromatograma obtido no GC-EM para o dleo essencial das
folhas de Z. rhoifolium. Condi¢des: Gas de arraste: Hélio (He); temperatura inicial de
100° C; tempo inicial de 6,0 min, a temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até

250° C, permanecendo nesta temperatura por 4,0 min.

Foram identificados 32 compostos quimicos presentes no 6leo essencial das
folhas de Z. rhoifolium (Tabela 6). Os compostos encontrados em maiores porcentagens
foram B-Elemeno, D-germacreno, [-cariofileno, 0-elemeno, B-cedreno,

biciclogermacreno e E-cariofileno.
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Tabela 6: Constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Z. rhoifolium.

Pico TR (min) Composto Aéga_ﬁfg) IR exp.* IR lit.**
1 10,831 4,7, 7-trimetilbiciclo[4.1.0] 0.32 1329,283 i
heptan-3-ol
2 10,958 4 elemeno 7,63 1337,952 1335
3 11,316 Geranil Acetato 0,75 1362,389 1379
4 11,558 A-cubebeno 0,44 1378,908 1387
5 11,613 2,4—diis.opr(?penil— 1-metil- 2.08 1382,662 i
1-vinilciclohexano
6 11,723 B-elemeno 31,26  1390,171 1389
7 12,117 B-cariofileno 12,09 1419,639 1408
8 12,250 B-cedreno 6,69 1430,086 1419
9 12,429 Seicheleno 1,91 1444,148 1446
10 12,485 B-farnesenoE 0,42 1448,547 1454
11 12,536 E-cariofileno 3,63 1452,553 1464
12 12,657 Tau cadinol 0,82 1462,058 1475
1,1,7-trimetil-4- 1473,606
13 12,804 metilenedecahidro-1H- 0,56 -
ciclopropale]azuleno
14 12,875 D-germacreno 18,16  1479,183 1484
biciclo[5.3.0]decano, 2- 1484,839
15 12,947 metilene-5-(1-metilvinil)- 0,49 -
8-metil
16 13,008 Cedreno 0,36 1489,631 -
17 13,062 biciclogermacreno 4,57 1493,873 1500
18 13,169 o-farnesenoE 0,32 1502,524 1505
19 13,242 D-cadinol 0,25 1508,877 -
biciclo[4.1.0]-3-hepteno, 1516,971
20 13,335  2-isopropenil-5-isopropil- 0,95 -
7,7-dimetil
21 13,667 3-hexen-1-o0l benzoato 0,16 1545,866 -
22 13,704 nerolidol E 0,55 1549,086 1561
23 14,026 Viridiflorol 0,12 1577,111 1592
24 14,114 ) 1’2._15’16_ 0,25 1584,769 1600
diepoxihexadecano
75 14.246 2-isopropenil-5-metil-6- 0.13 1596,258 i
hepten-1-ol
26 14,317 2-nitro-2-hepten-1-ol 0,13 1602,649 -
27 14,430  cis-Z-a-bisabolenoepoxide 0,52 1613,340 -
28 14,595 Tau-muurolol 0,68 1628,950 1644
29 14,724 a-cadinol 2,09 1641,154 1652
30 16,688 Hexadecanal 0,24 1837,045 -
31 19,013 Fitol 1,26 1999,656 1942
32 19,222 2,4-dimetil-1-heptanol 0,17 2024911 -

Em outros trabalhos também foram verificadas a presenca de D-germacreno

(9,3%), biciclogermacreno (3,1%), entre outros compostos presentes nos Oleos
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essenciais dos frutos de Z. rhoifolium (PIETRO et al., 2011). Além destes, os autores
identificaram y-elemeno (0,2%), D-germacreno (6,0%) e biciclogermacreno (5,8%) nos
6leos essenciais dos frutos de Z. fagara e D-germacreno (2,3%) e biciclogermacreno
(1,5%) para os Oleos essenciais dos frutos de Z. monophyllum. Outros autores como
Silva et al., (2007b) analisaram a composi¢do quimica dos 6leos essenciais das folhas
de Z. rhoifolium e identificaram a presenca de biciclogermacreno (33,6%) e D-
germacreno (11,9%) como compostos majoritarios. Estes compostos também foram
identificados nos 6leos essenciais dos frutos de Z. rhesta (ROUT et al., 2007) e nos
6leos das folhas de Z. syncarpum (VIEIRA et al., 2009). Entretanto, as porcentagens
dos componentes diferem dos resultados encontrados no presente trabalho, uma vez que
o material vegetal foi coletado em regides diferentes, com diferentes condicdes
climéticas, de sazonalidade, e propriedades do solo, sendo estes fatores determinantes

no rendimento e composi¢do dos 6leos essenciais.

5.2.2. Composicao quimica do 6leo essencial das folhas de Z. riedelianum

As Figuras 11 e 12 apresentam os cromatogramas obtidos nas melhores

condic¢des estabelecidas para andlise do dleo essencial das folhas de Z. riedelianum.
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Figura 11: Cromatograma obtido no GC-EM para o 6leo essencial das folhas de Z.
riedelianum. Condigdes: Gas de arraste: Hélio (He); temperatura inicial de 100° C;
tempo inicial de 6,0 min, a temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até 250° C,

permanecendo nesta temperatura por 4,0 min.
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Figura 12: Ampliacdo do cromatograma obtido no GC-EM para o dleo essencial das
folhas de Z. riedelianum. Condicoes: Gas de arraste: Hélio (He); temperatura inicial de
100° C; tempo inicial de 6,0 min, a temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até

250° C, permanecendo nesta temperatura por 4,0 min.

Foram observados 28 constituintes quimicos presentes no 6leo essencial das
folhas de Z. riedelianum (Tabela 7). No 6leo essencial das folhas de Z. riedelianum,
observou-se como compostos majoritdrios y-elemeno, fitol, biciclogermacreno, cis-
nerolidol e D-germacreno. J4 Guy et al., (2001) identificaram a presenca de espatulenol
(65,2%), aromadendreno (4,7%), cariofileno oxide (3,7%) e cis-nerolidol (1,9%) como
compostos majoritdrios. No entanto, os compostos majoritarios aqui encontrados,
também foram identificados em espécies do mesmo género Zanthoxylum por Rout et
al., (2007).

Os 6leos essenciais sao produzidos como metabdlitos secunddrios pelas plantas,
constituidos de terpenos e sesquiterpenos, € podem apresentar atividades inseticida,
antimicrobiana, fungicida, antiviral, entre outras (NERIO et al., 2010; CASTRO, 2004;
PADUCH et al., 2007). Pietro et al., (2011) verificaram a presencga de y-elemene 6leo
essencial dos frutos de Z. fagara e a presenca de biciclogermacreno e D-germacreno
6leo essencial dos frutos de Z. fagara, Z. monophyllum e Z. rhoifolium obtendo bons
resultados quanto a atividade inseticida (fumigante) contra Sitophilus oryzae e atividade

antifingica contra Fusarium oxysporum f. sp lycopersici e Colletotrichum acutatum.
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Tabela 7: Constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Z. riedelianum.

Pico (1?151) Composto Aé‘gh&yg) IR exp.* IR lit.**
1 10,837 e e 1,90  1329,693 ;
hepitatrieno
2 10,968 y—elemene 24,81 1338,635 1432
3 11,708 ZAdiisopropenil-l-metil-1- g o5, 545 i
vinilciclohexano

4 12,121 Aromadendreno 2,49 1419,953 1439
5 12,260 y-muuroleno 2,12 1430,872 1478
6 12,441 1,11-hexadecadiino 0,35 1445,090 -

7 12,542 Isotujol 0,58 1453,024 -

8 12,661 1-cloroundecano 0,39 1462,372 -

9 12,877 D-germacreno 6,52 1479,340 1484

biciclo[5.3.0]decano, 2-
10 12,955 metileno-5-(1-metilvinil)-8- 1,08 1485,467 -
metil-

11 13,069 Biciclogermacreno 16,18 1494.,423 1500
12 13,342 d—cadineno 1,40 1517,581 1522
13 13,709 cis-nerolidol 8,26 1549,521 1531
14 13,913 Espatulenol 1,58 1567,276 1577
15 14,033 cariofileno oxide 0,55 1577,720 -
16 14,118 Viridiflorol 0,65 1585,117 1592
17 14,211 Eudesmol 0,20 1593,211 1619
18 14,250 Isopulegol 0,15 1596,606 -
19 14,436 a-bisaboleno epoxide 0,41 1613,907 -
20 14,599 a-muurolol 0,51 1629,328 1644
21 14,727 o—cadinol 1,64 1641,438 1652
22 15,090 Fitol 18,16 1675,781 1942
23 15,786  1-hexanol, 2-(hidroximetil)- 0,78 1744,177 -
24 16,692 1, 11-undecanodiol 0,71 1837,473 -
25 17,078 Palmitaldeido 0,28 1878,801 -
26 18,475 o-acido Linolénico 0,25 1968,789 -
27 19,018 NI 4,10 1999,943 -
28 19,223 5,6-dimetildecano 0,27 2025,034 -

* = {ndice de reten¢do calculado usando a equacdo de Van den Dool e Kratz.
** = Indice de retencdo da literatura (ADAMS, 2007), baseada na equagdo de Van den Dool e Kratz.
NI = N4o identificados

Os compostos naturais como 0s 6leos essenciais sdo reponsdveis, entre outras
acOes, pelainteracdo inseto-planta, tais como atracdo e repeléncia, por exemplo
(CASTRO, 2004). Um estudo realizado sobre o mutualismo entre plantas e insetos, por
meio da influéncia na sintese de terpenos pela infestacio de B. tabaci e, demonstrou que
as plantas aumentam a sintese de compostos terpénicos como o-pineno, limoneno,

canfora, a-cedreno e -cedreno, ao serem infestadas por esta praga agricola (LUAN et
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al., 2013). Além disso, os autores realizaram ensaio para avaliar a acdo destes
compostos terpénicos sobre o desempenho de B. fabaci, e verificaram que os compostos
a-cedreno e PB—cedreno reduzem a postura de ovos e a sobrevivéncia das fémeas de
Mosca-branca. Segundo os autores, ao reprimir a expressao dos genes que codificam a
sintese desses compostos os efeitos da infestagdo por B. tabaci eram ainda mais severos,
comprovando assim a eficiéncia destes compostos no controle de B. tabaci (LUAN et
al., 2013). O composto B—cedreno foi encontrado na espécie Z. rhoifolium, porém nao
foi encontrado na espécie Z. riedelianum, no entanto ambas apresentaram perfil

semelhante no estudo sobre o controle de B. fabaci realizado no presente trabalho.

5.3. Quantificacoes dos dleos essenciais

Os oOleos essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum foram
quantificados por espectroscopia UV-VIS a 247,72 nm e 245,93 nm, respectivamente,
de acordo com a maior absorbancia observada para este comprimento de onda, as

Figura 13 e 14 mostra o espectro de varredura para ambos os oléos essenciais.
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Figura 13: Espectro de varredura por espectroscopia UV-VIS do 6leo essencial de Z.

rhoifolium (Amax=247,72 nm) em hexano.
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Figura 14: Espectro de varredura por espectroscopia UV-VIS do 6leo essencial de Z.

riedelianum (Amax=245,93 nm) em hexano.

5.3.1. Validacao do método analitico para quantificacio do éleo essencial das

folhas de Z. rhoifolium por espectroscopia UV-VIS.

A validacdo de um método € necessdria para demonstrar se o0 método utilizado
na quantificacdo € eficaz, reprodutivo e especifico (RIBANI, et al., 2004). Os
parametros necessdrios para medir a aceitabilidade do desempenho de um método
analitico de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA, 2003),
podem variar de acordo com a categoria, conforme a finalidade. O presente trabalho se
enquadra na categoria I, cuja finalidade € a realizacdo de testes quantitativos para
determinacdo do principio ativo. Neste caso, é necessdrio avaliar a especificidade,
linearidade, precisdo, repetibilidade e exatidao.

A curva de calibragdo foi obtida através da regressdo linear, utilizando as
concentracoes 0,2; 0,15; 0,1; 0,5; 0,025 e 0,0125mg/mL (Figura 15). A equagao da reta
do ¢6leo essencial das folhas de Z. rhoifolium foi y = 6,2545x -0,0053, em que y € a
absorcdo da banda e x € a concentragdodo 6leo essencial na solu¢cdo em mg/mL foi

linear (n= 3) na faixa de trabalho e o coeficiente de correlacdo linear (rz) foi de 0,9999.
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Figura 15: Curva de calibracdo do 6leo essencial de Z. rhoifolium (Amax=247,72 nm)

em hexano.

A exatidao (%) e precisdao (DPR %) obtidas para cada concentracdo usada na

curva de calibracdo do 6leo essencial das folhas de Z. rhoifolium se encontra descrita na

Tabela 8.

Tabela 8: Precisdo e exatiddo obtidas na constru¢do da curva de calibracdo por

padronizacao externa.

Concentraciao Média das Desvio Padrio DPR (%) Exatidao (%)
Nominal (mg/mL) Abs (n=3) (Precisao)
0,0125 0,07 0,00 0,0 98,9
0,025 0,15 0,00 0,0 100,2
0,05 0,31 0,01 1,9 99,7
0,1 0,62 0,01 1,9 98,4
0,15 0,94 0,02 1,6 99,8
0,2 1,24 0,01 0,8 98,9

Os dados da precisdo e exatiddo intra e inter-dia dos 6leos de Z. rhoifolium estao

apresentados nas Tabelas 9 e 10.
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Tabela 9: Precisdao [DPR (%)] de amostras do 6leo essencial de Z. rhoifolium usadas na

validacdo do método analitico.

Concentracao Intra-dia 1 Intra-dia 2 Intra-dia 3 Inter-dia
(mg/mL) n=3) n=3) n=3) n=9)
0,0150 0,0 0,0 0,0 0,0
0,1120 0,8 0,8 0,8 0,8
0,1880 0,5 0,5 0,5 0,5

Tabela 10: Exatidao (%) de amostras do 6leo essencial de Z. rhoifolium usadas na

validacdo do método analitico.

Concentracao Intra-dia 1 Intra-dia 2 Intra-dia 3 Inter-dia
(mg/mL) (n=3) (n=3) (n=3) (n=9)
0,0150 101,27 101,27 101,27 101,3
0,1120 103,98 101,60 102,55 102,7
0,1880 102,77 101,07 102,77 102,2

O LD de Z. rhoifolium calculado de acordo com o desvio padrdo do intercepto
(0,002) e com o coeficiente angular (0,022) da curva de calibracdo (0,0125; 0,025; 0,05;
0,1; 0,15 ¢ 0,2 mg.ml™"), foi de 0,0018 mg.mLI", e o LQ foi de 0,0029 mg.mL".

5.3.2. Validacao do método analitico para quantificacio do dleo essencial das

folhas de Z. riedelianum por espectroscopia UV-VIS.

Para quantificacdo, a curva de calibracdo foi obtida em fung¢io das absorbancias
relativas as concentracgdes 0,2; 0,1; 0,5; 0,025 e 0,0125 mg.mL'l. As curvas analiticas
para a o Oleo essencial de Z. riedelianum foram obtida através da regressdo linear,
apresentada na Figura 15. A equacdo da reta do dleo essencial das folhas de Z.
riedelianum foi y = 8,2613x -0,0463, e y € a absor¢ao da banda e x é a concentracio do
6leo essencial na solugio em mg.ml' foi linear (n= 3) na faixa de trabalho e o

coeficiente de correlagdo linear (+%) foi de 0,9999.
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Figura 16: Curva de calibracdo do 6leo essencial de Z. riedelianum (Amax=245,93 nm)
em hexano.

A exatiddo e precisdo obtidas para cada concentracdo usada na curva de
calibracdo do 6leo essencial das folhas de Z. riedelianum encontra-se descrita nas

Tabela 11.

Tabela 11: Precisdo e exatiddo obtidas na construcdo da curva de calibracdo por

padronizacdo externa.

Concentraciao Média das  Desvio Padrao DPR (%) Exatidao (%)

Nominal (mg/mL) Abs (n=3) (Precisao)
0,0125 0,06 0,00 0,0 102,9
0,025 0,16 0,01 3,6 101,5
0,05 0,37 0,02 4,1 100,0
0,1 0,77 0,01 1,5 98,0
0,2 1,61 0,00 0,1 100,2

Os dados da precisdo e exatiddo intra e inter-dia dos 6leos de Z. riedelianum

estdo apresentados na Tabela 12 e 13.

Tabela 12: Precisdo [DPR (%)] de amostras do 6leo essencial de Z. riedelianum usadas

na validacao do método analitico.

Concentracao Intra-dia 1 Intra-dia 2 Intra-dia 3 Inter-dia
(mg/mL) m=3 n=3) n=3) n=9
0,017 0,0 0,0 0,0 0,0
0,130 1,5 0,6 1,9 1,3

0,183 1,2 1,4 0,4 1,0
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Tabela 13: Exatiddao (%) de amostras do 6leo essencial de Z. riedelianum usadas na

validacdo do método analitico.

Concentracao Intra-dia 1 Intra-dia 2 Intra-dia 3 Inter-dia
(mg/mL) (n=3) (n=3) (n=3) n=9)
0,017 101,52 101,52 101,52 101,5
0,130 99,85 99,85 101,10 100,3
0,183 101,69 102,13 105,89 103,2

O LD do 6leo essencial de Z. riedelianum calculado de acordo com o desvio
padrao do intercepto (0,005) e com o coeficiente angular (0,044) da curva de calibracio
(0,0125; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2 mg.mL’l), foi de 0,0018 mg.ml'1 e o LQ foi de 0,0054
mg.ml”’. O LQ calculado foi menor que o primeiro ponto da curva de calibragio,
provando que o método foi linear, exato e preciso em toda faixa de trabalho para o 6leo

essencial das folhas de Z. riedelianum.

5.4. Nanoparticulas dos éleos essenciais de Z. rhoifolium e Z. riedelianum

As suspensdes de nanoparticulas contendo os 6leos essenciais das folhas de Z.
rhoifolium e Z. riedelianum foram preparadas através do método de nanoprecipitacdo
(FESSI et al., 1989), utilizando o polimero poli-E-(caprolactona) (PCL), cuja estrutura é

mostrada na Figura 17.

n

Figura 17: Estrutura do polimero poli-E-(caprolactona) (PCL).

As propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade e auséncia de
toxicidade desse polimero favoreceram sua escolha. Ao sofrer degradagdo, o polimero
sofre mudanca deletéria em suas propriedades, em virtude da alteragdo na sua estrutura
quimica, através do relaxamento da cadeia polimérica, da quebra da unidade
monomérica localizada na extremidade da cadeia (erosdo) ou ainda através da cisdo
aleatéria de uma ligagdo em alguma posi¢do ao longo da cadeia polimérica

(degradacgdo). Dessa forma, um polimero biodegradavel tem a degrada¢ao medida, total
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ou parcialmente, por um sistema biolégico (RE & RODRIGUES, 2006; NOBES &
MARCHESSAULT, 1999).

Nos sistemas nanométrico, os tensoativos tém a finalidade de proporcionar
estabilidade aos sistemas nanoparticulados. Dessa forma, a sedimentagao das particulas
e a difus@o da substincia ativa encapsulada podem ser evitadas pelo uso de um
tensoativo de elevado EHL (equilibrio hidrofilico-lipofilico); por sua vez, um tensoativo
de baixo EHL, favorece a obtencdo de populagdo de tamanho pequeno e homogéneo
(GUTERRES et al., 1995).

No presente trabalho foram preparadas diferentes formulacdes de nanocépsulas
(NC1, NC2, NC3, NC4 e NC)5) e nanoesferas (NS1, NS2, NS3, NS4, NS5, NS6, NS7 e
NS8) objetivando obter maior eficiéncia de encapsulacdo combinada com maior
estabilidade do sistema. Nas formulagdes preparadas ndo se observou sobra de dleo
essencial e uma aparentemente estdvel foi obtida, entretanto, as nanoesferas

apresentaram um sistema mais homogéneo que as nanocdpsulas.

5.5. Caracterizacao das nanoparticulas

Com a varredura dos componentes das nanoparticulas, conforme apresentado
nas Figuras 18 e 19, foi observado que os componentes das nanoparticulas ndo exercem
qualquer influéncia nas andlises quantitativas das mesmas, uma vez que nao

apresentaram nenhum pico de absorcdo na faixa de comprimento de onda trabalhado.
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Figura 18: Espectro de varredura do 6leo essencial de Z. rhoifolium (Amax=247,72 nm) e
dos componentes das nanoparticulas (PCL, Span 60, Oleato de isodecila e Tween 80)

em hexano.
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Figura 19: Espectro de varredura do 6leo essencial de Z. riedelianum (Aynax=245,93 nm)
e dos componentes das nanoparticulas (PCL, Span 60, Oleato de isodecila e Tween 80)

em hexano.

5.5.1. Resultados do pH, Diiametro de Particulas (DP), Potencial Zeta (PZ), e
eficiéncia de encapsulacao (EE %)

Todas as formulagOes preparadas foram caracterizadas observando parametros
como pH, diametro de particulas, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacdo. A Tabela
14 apresenta os resultados de pH, didmetro de particulas (DP), potencial zeta (PZ) e

eficiéncia de encapsulacao (EE%) para as diferentes formulacdes de nanoparticulas.

Tabela 14: Resultados do pH, diametro de particulas (DP), potencial zeta (PZ) e
eficiéncia de encapsulacdao (EE%) para as diferentes formulagdes de nanoparticulas (+

Desvio Padrio).

Amostras pH DP (nm) PZ (mv) EE %
NC1 6,04 + 1,62 539,3+24,5 -24,99 + 0,87 98,7 +0,85
NC2 5,86 £1,48 551,6 £ 18,5 -25,66 = 2,13 98,7 + 0,05
NC3 6,67 £0,22 555,0 £10,8 -25,86 + 1,24 98,7 +0.01
NC4 5,83 £1,63 573,6 £25,7 -26,99 + 1,08 98,6 +£0,80

Nas Figuras 20, 21 e 22 observa-se que nenhum dos fatores avaliados (PCL e
oleato de isodecila) foram estatisticamente significativos sobre o pH, didmetro de

particulas (DP) e potencial zeta (PZ).
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O pH € um parametro importante na caracterizagdo das nanoparticulas, pois este
estd relacionado com a degradaciao do polimero e/ou de algum componente da amostra.
As formulagdes preparadas no planejamento fatorial, apresentaram uma variagdo do pH
préoximo de 6, no entanto, de acordo com o gréafico de Pareto, os fatores avaliados nao

foram significativos estatisticamente (Figura 20).

B Influéncia positiva
PCL
M Influéncia negativa
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Influéncia do pH

Figura 20: Efeito de fatores sobre o pH das nanoparticulas de PCL contendo 6leo

essencial de Z. riedelianum.

Outro parametro importante a ser avaliado € o didmetro de particulas. As
formulacdes de nanocdpsulas apresentaram didmetro médio em torno de 550 nm, sem

diferencas significativas entre os fatores avaliados.

B Influéncia positiva
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Influéncia da didmetro de particula (DP)

Figura 21: Efeito de fatores sobre o didmetro de particulas (DP) das nanoparticulas de

PCL contendo 6leo essencial de Z. riedelianum.
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Resultados semelhantes foram reportados por Abreu er al., (2012), em um
estudo realizado com nanogéis de quitosana e goma de caju a base dos dleos essenciais
de L. sidoides, no qual os autores verificaram um didmetro de particulas médio entre
335 e 899 nm. O mesmo grupo de pesquisadores obteve um didmetro de particulas entre
223 e 399 nm, nas nanoparticulas de alginato e goma de caju com 6leo essencial de L.
sidoides (Oliveira et al., 2014). Em outro trabalho, Hosseini et al., (2013), sintetizaram
nanoparticulas de quitosana com Oleo essencial de orégano com diadmetro entre 291 e
402 nm.

Por fim, o potencial zeta traz informacOes acerca das mudangas que podem
ocorrer na interface entre as nanoparticulas e o meio dispersante, refletindo no potencial
de superficie das mesmas. Este parametro pode ser utilizado para avaliar a estabilidade
das nanoparticulas em suspensdo, de modo que, quanto maior o potencial zeta, maior a
estabilidade das particulas, pois estas carregadas repelem entre si, superando a tendéncia
de agregacao (CAZAL, 2011). No presente trabalho, o potencial zeta apresentou, em
modulo, valores proximos de 20 mV em todas as formulagdes. De acordo com os
resultados encontrados, o fator PCL ndo apresentou influéncia sobre o potencial zeta,
uma vez que as formulagdes com maiores quantidades de PCL apresentaram valores
similares de potencial zeta ao das formulagdes com menores quantidades de PCL,

indicando uma boa estabilidade para todas as formulacdes.

PCL

PCLx Oleato

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Influéncia do Potencial Zeta (PZ)

Figura 22: Efeito de fatores sobre o potencial zeta (PZ) das nanoparticulas de PCL

contendo Oleo essencial de Z. riedelianum.
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Paula et al., (2010), obtiveram resultados semelhantes com valores menores que
20 para o potencial zeta das nanoparticulas de quitosana e goma de angico com 6leo
essencial de L. sidoides, e Abreu et al., (2012), observaram valores acima de 35 para o
potencial zeta dos nanogéis de quitosana e goma de caju com O6leo essencial de L.
sidoides, e Oliveira et al., (2014) observaram nas nanoparticulas de alginato e goma de
caju com 6leo essencial de L. sidoides, um potencial zeta acima de 30.

Pela andlise do grafico de Pareto, representado pela Figura 23, bem como os
dados da Tabela 15, nota-se que apenas um fator apresentou infuéncia estatisticamente
significativa sobre a eficiéncia de encapsulacio, ou seja, somente a interacdo PCL x
Oleato apresentou efeito inferior a 0,05 indicando que este efeito € significativamente
diferente de zero, com nivel de confianca de 95,0%. O gréfico de Pareto (Figura 13),
evidéncia a influéncia negativa da interacdo PCL x Oleato sobre a eficiéncia de
encapsulacdo, ou seja, aumentar PCL e Oleato de isodecila a0 mesmo tempo, diminui a

eficiéncia de encapsulacao.

B Influéncia positiva
PCLx QOleato .
B Influéncia negativa

Oleato

PCL

0 0,5 1 1.5 2 2,5 3

Influéncia da eficiéncia de encapsulario (EE%)

Figura 23: Efeito de fatores sobre a eficiéncia de encapsulacio (EE%) das

nanoparticulas de PCL contendo 6leo essencial de Z. riedelianum.
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Tabela 15: Estimativa dos efeitos e valores de p para variagdo de eficiéncia de

encapsulacdo (EE%) das nanoparticulas de PCL contendo O6leo essencial de Z.

riedelianum.

Efeito Desvio Padrao P
PCL 0,02 0,03 0,6202
Oleato 0,05 0,03 0,1682
PCL x Oleato -0,08 0,03 0,0401%*

* resultados obtidos com 95, 0 % de confianga.

Pelos resultados de caracterizacdo das formulagdes de nanoesferas NS1 e NS2,
ndo houve diferengas significativas com relagdo a variagdo do PCL. Quanto a
capacidade de encapsulagao do 6leo essencial de Z. riedelianum utilizando 150 mg de
PCL, as formulacdes NS3 e NS4, ndao apresentaram diferencas significativas com
relacdo a variacdo da carga do 6leo essencial. As nanoesferas de PCL contendo 6leo
essencial de Z. riedelianum apresentaram pH entre 4 e 7, com didmetro de particulas em
torno de 450 nm, potencial zeta proximo de -20 mV e eficiéncia de encapsulacdo de
cerca de 98%. A Tabela 16 apresenta os resultados de pH, diametro de particulas (DP) e

potencial zeta (PZ), eficiéncia de encapsulagdo (EE%) para as diferentes formulacdes de

nanoesferas de PCL preparadas com o 6leo essencial das folhas de Z. riedelianum.

Tabela 16: Resultados do pH, diametro de particulas (DP), potencial zeta (PZ) e
eficiéncia de encapsulacdo (EE%), para as diferentes formulagdes de nanoesferas de

PCL preparadas com o 6leo essencial das folhas de Z. riedelianum (+ Desvio Padrdo).

Amostras Ph DP (nm) PZ (mv) EE %
NS1 7,16 £0,23 472,3+09,4 -24,52 + 3,88 98,1 £0,22
NS2 3,94+ 0,24 440,0 + 06,6 -25,51 £ 1,15 98,9 £0,83
NS3 5,03+£0,04 471,6 £ 0,58 -27,27 £ 0,06 98,3 +0,10
NS4 5,01 £0, 01 446,2 + 0,23 -26,79 + 0,06 97,9 +£0,21

A caracterizagdo das nanoesferas de PCL contendo o 6leo essencial das folhas
de Z. rhoifolium apresentaram perfil semelhante as nanoparticulas com o 6leo de Z.
riedelianum, sem diferencas significativas quanto aos parametros analisados, como pH
proximo de 5, didmetro de particulas em torno de 450 nm, potencial zeta de cerca de -20

mV e eficiéncia de encapsulacio acima de 96% (Tabela 17).
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Tabela 17: Resultados do pH, diametro de particulas (DP), potencial zeta (PZ) e
eficiéncia de encapsulacdo (EE%), para as diferentes formulagdes de nanoesferas de

PCL preparadas com o 6leo essencial das folhas de Z. rhoifolium (£ Desvio Padrao).

Amostras pH DP (nm) PZ (mv) EE %
NS5 4,53 +0,31 464,6 +0,58 -26,54 + 0,06 98,9 + 0,08
NS6 5,04 + 0,05 457,6 + 0,58 -26,12 £ 0,10 97,8 +0,06
NS7 5,05 +£0,07 460,4 + 0,35 -28,40 + 0,09 96,7 +0,10

Resultados similares foram verificados por Paula et al., (2010), que verificaram
eficiéncia de encapsulacao de até 77,8% para as nanoparticulas de quitosana e goma do
angico a base do 6leo de L. sidoides. Abreu et al., (2012), também verificaram uma
eficiéncia de encapsulacao entre 60 e 70% para os nanogéis de quitosana e goma de caju
com Oleo essencial de Lippia sidoides. Oliveira et al., (2014), em um estudo realizado
com nanoparticulas de goma de alginato e de caju para o encapsulamento do dleo
essencial de L. sidoides obtiveram uma efici€ncia de encapsulagdo de 55%. Maji et al.,
(2007), em estudo sobre a microencapsulacdo, em gelatina de glutaraldeido reticulado,
do ¢6leo essencial de Z. limonella, para aplicacdo como repelente, observaram eficiéncia
de 98,2% para o 6leo essencial de Z. limonella demonstrando que o dleo essencial deste
género apresenta uma boa afinidade com a matriz polimérica.

Diante destes resultados, optou-se por fazer os ensaios bioldgicos utilizando
nanoesferas, uma vez que elas apresentaram efici€éncia de encapsulacdo semelhante as
nanocdpsulas e dispensam o uso de oleato de isodecila, sendo a formula¢ao mais vidvel
econOmica e ambientalmente. Além disso, as nanoesferas se mostraram mais estaveis

que as nanocdpsulas.

5.5.2. Morfologia das nanoparticulas

A avaliacdo morfologica das nanoparticulas foi realizada com o objetivo de
verificar a homogeneidade das suspensdes coloidais e a morfologia das nanoparticulas
obtidas. Na Figura 24 € possivel evidenciar a presenca de nanoparticulas esféricas, sem
diferenga superficial e morfoldgica entre as nanoeferas vazias (A e B) e nanoesferas dos
Oleos essenciais das folhas de Z. riedelianum (C e D), nanocdpsulas de Z. riedelianum
(E) e nanoesferas de Z. rhoifolium (F).

As formulagdes desenvolvidas com nanocdpsulas e nanoesferas dos o6leos

essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum apresentaram didmetro médio de
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500 e 400 nm, respectivamente, o que pdde ser confirmado através da microscopia

eletronica de varredura (MEV). Quanto a morfologia das nanocédpsulas e nanoesferas foi

observado uma forma esférica, com superficie lisa e pouca rugosidade.

.x3.300 5um SEI  1.5kV x16.000 1um

&

x1,300 10um

x10,000 1pm

SEI  1.5kV x10,000 1um — 2, x10,000 1um

Figura 24: Fotomicroscopia obtidas por MEV das suspensdes de: nanoesferas vazias (A

e B), nanoesferas com 6leo essencial de Z. riedelianum (C e D), nanocapsulas de Z.

riedelianum (E) e nanoesferas de Z. rhoifolium (F).

Resultados semelhantes foram reportados por Cazo et al., (2012), que também

confirmaram o didmetro de particulas de PCL contendo hidrocortisona por meio do
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MEV, verificando a presenca de nanoparticulas esféricas com superficie regular e
homogénea. Wu et al., (2012), utilizaram o MEV para confirmar os resultados do
diametro das nanoparticulas dos 6leos essenciais timol e carvacrol. As nanoparticulas de
quitosana e goma de caju a base do 6leo essencial de L. sidoides foram analisadas em
MEV por Paula et al., (2011), e verificaram uma morfologia esférica e porosa de suas
nanoparticulas. O mesmo grupo de pesquisadores, reportado por Oliveira et al., (2014)
observaram nas nanoparticulas de alginato e goma de caju com 6leo essencial de L.
sidoides, além do diametro, uma forma esférica, com superficie lisa e pouca rugosidade.
Muller et al., (2011), buscaram avaliar a morfologia interna e externa, o tamanho e a
porosidade das microparticulas do 6leo essencial de laranja. Estudos sobre a morfologia
e tamanho das nanoparticulas do dleo essencial de espécies do género Zanthoxylum
também foram avaliadas pelo MEV. Maji et al., (2007), verificaram a forma¢ao de um
filme continuo de gelatina com microparticulas esféricas do O6leo essencial de Z.
limonella, e Banerjee et al., (2013), também verificaram a superficie externa e a
morfologia esférica das microparticulas do 6leo essencial de Z. limonella, confirmando

os resultados encontrados sobre o didmetro de particulas.

5.5.3. Estudo da degradacao acelerada pela luz UV

Um grande problema que dificulta a viabilidade da aplicacdo de inseticidas
botanicos em campo € a fotodegradacdo. Os 6leos essenciais na presenca de luz, calor e
umidade sdo muito instaveis, sofrendo inimeras reacdes de degradacgao, dificultando a
sua conservagio, bem como, a viabilidade de aplicacdo em campo (SIMOES, 2004).
Essas reacoes de degradacdo podem alterar sua composi¢do quimica, podendo interferir
em sua atividade biolégica, como inseticida, repelente e/ou deterrente. Dessa forma, um
sistema de protecdo contra degradacdo como as nanoparticulas é de fundamental
importancia para aplicagcao desses ativos no campo.

Neste trabalho foi avaliada a protecao das nanoesferas e nanocapsulas de PCL na
estabilidade dos Oleos essenciais frente a fotodegradacdo. As Figuras 25 e 26
apresentam o perfil de degradacao dos 6leos essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z.
riedelianum, respectivamente, in natura e nanoencapsulados. Analisando as figuras 25 e
26, observa-se que os Oleos essenciais de ambas as plantas apresentam perfil de
degradacdao semelhante, tanto in natura quanto nanoencapsulados, sendo a degradacdo

in natura muito mais acelerada.
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De acordo com o observado na Figura 25, em 7 horas de exposi¢do a luz, o 6leo
essencial das folhas de Z. rhoifolium in natura sofreu uma degradacdo de 94,33%,
enquanto as nanoesferas degradaram 44,76% neste mesmo intervalo de tempo. O
controle foi mantido no mesmo ambiente e ao abrigo da luz, apresentando uma

degradacao 4,04% em 7 horas.
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Figura 25: Média da degradacgdo da luz (+ desvio padriao) do 6leo essencial das folhas
de Z. rhoifolium in natura (OE ZRO) e das nanoesferas (NS4) a base desses 6leos, além

do controle (OE ZRO).
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Figura 26: Média da degradacgdo da luz (+ desvio padriao) do 6leo essencial das folhas
de Z. riedelianum in natura (OE ZRI) e das nanocépsulas (NC5) e nanoesferas (NS3) a

base desses Oleos, além do controle (OE ZRI).
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Para os 6leos essenciais das folhas de Z. riedelianum, em 7 horas de exposi¢do a
luz, o Odleo essencial in natura ja havia degradado 93,83%, enquanto que as
nanocdpsulas e nanoesferas a base destes 6leos essenciais degradaram 44,89 e 41,27%,
respectivamente (Figura 26). Neste caso, o controle apresentou uma degradacao 3,39%
no mesmo intervalo de tempo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Simsen et al., (2011a), ao avaliar
a fotodegradacdao do O6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.), verificaram a
influéncia da luz na degradacao, por meio de mudancas nas bandas de absorcao do 6leo.
O mesmo grupo de pesquisadores avaliou o efeito da luz por 60 minutos sobre a
fotodegradacdo do o6leo essencial de sdlvia (Salvia officinalis L.) constatando uma
diminui¢do da absorvancia na banda de 200 nm e a formagdo de nova banda de
absor¢do (SIMSEN et al., 2011b). Todos estes resultados corroboram com o0s
encontrados no presente trabalho, no qual a encapsulacdo dos 6leos essenciais das
folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum, ofereceu uma fotoprotecao do dleo essencial,
evidenciado com a redug¢do da absorbancia no comprimento de onda dos Oleos
essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum, evitando processos oxidativos e

de decomposig¢ao.

5.5.4. Estudo da liberacao in vitro

O estudo da liberag@o controlada permite determinar o mecanismo de liberacao
do principio ativo (farmaco, inseticida ou repelente). Fatores como a dessor¢do do
principio ativo na superficie das particulas; difusd@o do principio ativo através da matriz
das nanoesferas; difusdo através da parede polimérica das nanocdpsulas; e a erosdao
fisico-quimica da matriz polimérica; estdo diretamente relacionados com a liberacdo do
principio ativo (SOPPIMAT et al., 2001).

O perfil de liberacao das nanoparticulas a bases dos 6leos essenciais das folhas
de Z. rhoifolium e de Z. riedelianum estdo representadas nas Figuras 27, 28 e 29,
respectivamente. Os trés sistemas apresentaram liberacdo inicial ripida seguida da
liberacdo lenta a partir de 12 horas. A liberacdo bifésica, ou seja, liberacdo inicial
rapida, seguida por liberagcdo lenta, conforme observada no presente estudo pode estar
relacionada com a quantidade de principio ativo adsorvido a superficie das
nanoparticulas (CAZAL, 2011). Ao fim de 72 horas de ensaio, verificou-se a difusdo do

Oleo essencial das folhas de Z. rhoifolium nas nanoesferas de 81,9% (Figura 27);
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enquanto a difusdo dos 6leos de Z. riedelianum nas nanocapsulas foi de 79,51% (Figura

28) e de 80,6% nas nanoesferas (Figura 29).
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Figura 27: Média do perfil de liberagdo in vitro do 6leo essencial das folhas de Z.
rhoifolium a partir da dispersdo de nanoesferas seguida da sua difusdo através do saco

de didlise. A concentracdo tedrica para dispersao € de 0,167 mg/mL.
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Figura 28: Média do perfil de liberagdo in vitro do 6leo essencial das folhas de Z.
riedelianum a partir da dispersdode nanocdpsulas seguida da sua difusdo através do saco

de didlise. A concentracao tedrica para dispersao € de 0,167 mg/mL.
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Figura 29: Média do perfil de liberacdo in vitro do 6leo essencial das folhas de Z.
riedelianum a partir da dispersdo de nanoesferas seguida da sua difusdo através do saco

de didlise. A concentracdo tedrica para dispersao € de 0,167 mg/mL.

Resultados semelhantes foram encontrados na literatura para liberacdo de 6leos
essenciais encapsulados. O perfil de liberagao in vitro de nanoparticulas preparadas com
quitosana e goma de caju com 6leo essencial de Lippia sidoides foi verificado por Paula
et al., (2011) chegando a 67% em 24 horas de experimento. O mesmo grupo de
pesquisadores verificou a difusdo de 57% dos Oleos essenciais de L. sidoides
encapsuladas com quitosana e goma de angico (PAULA et al., 2010). Abreu et al.,
(2011), observaram liberacdo de até 74% apds 24 horas, nas formulagdes de nanogéis de
quitosana e goma de caju do 6leo essencial de L. sidoides. Em outro trabalho, Oliveira
et al., (2014), verificaram, a partir de 30 horas de avaliacdo, uma liberacdo entre 45 e
95%, para as diferentes formula¢des de nanoparticulas de goma de alginato e caju com
6leo essencial de L. sidoides.

Segundo Maji et al., (2007), o perfil de liberacdo pode estar relacionado com a
espessura da parede das cdpsulas e a quantidade de 6leo essencial em seu interior. Ao
realizar a caracterizacdo das microcdpsulas de gelatina reticuladade glutaraldeido
contendo 6leo essencial de Z. limonella, verificaram que o aumento da concentra¢ido do
6leo essencial, proporcionava maior taxa de liberacdo (acima de 90%) em 72 horas,
enquanto o aumento da espessura da parede reduzia a taxa de liberacdo para menos de

70%, no mesmo intervalo de tempo. Entretanto, no presente estudo, todas as
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formulacdes avaliadas apresentaram a mesma propor¢do de polimero e a mesma
concentracdo dos Oleos essenciais, ndo apresentando variacdes entre o perfil de

liberagao.

5.6. Ensaios biolégicos
5.6.1. Ensaio bioldgico I

Todos os tratamentos apresentaram uma ligeira redu¢do do nimero de ovos e
ninfas com o passar dos dias. No teste com escolha, os melhores resultados obtidos
foram nas concentracdes de 5 e 2% dos 6leos essenciais das folhas de Z. rhoifolium e de
Z. riedelianum, que apresentaram a reducdo significativa de ovos e ninfas em relacao
aos controles, podendo inferir que os dleos essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z.
riedelianum nestas concentracdes inibiram e/ou minimizaram a postura de ovos. O
controle Tween 80, utilizado para dispersdo do Oleo essencial em 4gua, pela sua
caracteristica lipossolivel, ndo apresentou diferenca significativa em relacao ao controle
agua. A Tabela 18 apresenta as médias das contagens de ovos e ninfas e a eficiéncia dos
tratamentos do 2° ao12° daa.

A eficiéncia na reducdo da postura de ovos nas concentracdes S e 2% foi de 96,5
e 83,9% para os Oleos de Z. rhoifolium; e 93,3 e 78,0% para os Oleos de Z
riedelianumno 2° daa. Em 8 daa houve a redug¢do no nimero de ovos por causa da
mudanca para fase ninfa em todos os tratamentos, exceto para o tratamento
Piriproxifem, que atua sobre as fémeas adultas, impedindo a postura de ovos vidveis. O
controle Piriproxifem foi utilizado, por ser bastante comum no controle de B. tabaci.
Trata-se de um inseticida fisioldgico juvenoide, regulador de crescimento de insetos,
andlogo ao hormoénio juvenil, atuando principalmente sobre os ovos e ninfas
provocando distirbios no equilibrio hormonal, impedindo que os insetos das formas
jovens tornem-se adultos (ADAPAR, 2013).

Também foi verificada eficiéncia sobre as ninfas de 99,2; 87,2 e 66,7% para Z.
rhoifolium e 97,5; 91,9 e 76,5% para Z. riedelianum, nas concentragdes de 5, 2 e 1%,
respectivamente, em 8 daa. No 12° daa a eficiéncia sobre as ninfas foi de 100,0; 72,5 e
44,3% para Z. rhoifolium e 92,9; 85,9 e 78,8% para Z. riedelianum, nas respectivas
concentracdes (Tabela 18). No entanto, o nuimero reduzido de ninfas nestas

concentracoes se deve ao pequeno numero de ovos encontrado no inicio das avaliagdes.
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Tabela 18: Ensaio bioldgico I: Numero médio de ovos (O) e ninfas (N) de B. tabaci e
eficiéncia (E%) de controle em razdo da aplicagdo do 6leo essencial das folhas de Z.

rhoifolium e Z. riedelianum em tomateiros, no teste com escolha.

Tratamentos Dias ap6s a aplicagio (daa)
Nomes Dose 2daa 8daa 12daa

% 0" (E%)” N (E%)° N"° (E%)
Controle Agua - 248.6a - 161,8a - 56,8abc -
Controle Tween80 - 245.2a - 157,8a - 57,6abc -
Controle 1% 23542 - If . 24fe ;
Piriproxifem
Z. rhoifolium 5%  8,6e 96,5 1,2f 99,2 Og 100,0
Z. rhoifolium 2%  40de 83,9 20,6def 87,2 15,6cdefg 72,5
Z. rhoifolium 1%  109,6abcd 55,9 53,8bcd 66,7 31,6bcdef 44,3
Z. rhoifolium 0,5% 171,6abc 31,0 92abc 43,1 38,8abcd 31,6
Z. rhoifolium 0,2% 212,6ab 14,5 107,6ab 43,7 51,4abcd 29,5
Z. rhoifolium 0,1% 239,6a 3,6 149,6a 7,5 974ab -
Z. riedelianum 5%  16,6e 93,3 4.2f 97,5 4defg 92,9
Z. riedelianum 2%  54,6cde 78,0 16,8ef 91,9 14cdefg 85,9
Z. riedelianum 1%  77,6bcde 68,8 40cde 76,5 11,2defg 78,8
Z. riedelianum 0,5% 114abcd 54,1 53,6bcde 65,3 34,8bcde 47,1
Z. riedelianum 0,2% 187ab 24,8 111,2ab 36,9 74,2ab -
Z. riedelianum 0,1% 247,6a 04 147,8a 11,0 92,8a -
CV(%)* (21,01) (20,1) (35,9)

'Quantidade média de ovos e ninfas por folha.

%Eficiéncia de controle (Abbott, 1925).

3Médias nas colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (P<0,05) (teste de Tukey).
4 Dados transformados: raiz de (x+1).

Resultados semelhantes foram verificados no teste sem escolha. Neste teste
também foi verificada a reducdo significativa do nimero de ovos em todos os
tratamentos, com melhores resultados para as concentracdes de 5 e 2% (Tabela 19).

Em 2 daa, houve a reducdo na postura de ovos de 91,0 e 82,4%, para os 6leos de
Z. rhoifolium; e 95,3 e 92,0% para os 6leos de Z. riedelianum, nas concentragdes de 5 e
2%, respectivamente. Ainda no teste sem escolha, em 8 daa verificou-se eficiéncia
sobre as ninfas de 94.8; 90,1 e 88,5% para os Oleos essenciais das folhas de Z.
rhoifolium e 98,4; 92,7 e 81,2% para os 6leos de Z. riedelianum, nas concentragdes de
5;2 e 1%. No 12° daa, a eficiéncia foi de 94,1; 85,2 e 83,7% para Z. rhoifolium e 100,0;

100,0 e 77,0% para Z. riedelianum, nestas mesmas concentragoes.
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Tabela 19: Ensaio bioldgico I: Nimero médio de ovos (O) e ninfas (N) de B. tabacie
eficiéncia (E%) de controle em razdo da aplicagdo do 6leo essencial das folhas de Z.

rhoifolium e Z. riedelianum em tomateiros, no teste sem escolha.

Tratamentos Dias ap6s a aplicagdo (daa)
N D 7 2daa 8daa 12daa

omes ose 7o o (E%Y. N-° (E%)’ N'° (E%)
Controle Agua - 60,4a - 38,4a - 27a -
Controle Tween 80 - 58,2a - 40,4a - 27,2ab -
SIS 1% 49.6ab -  1d S i
Piriproxifem
Z. rhoifolium 5% 5,4de 91,0 2d 94,8 1,6de 94,1
Z. rhoifolium 2%  10,6cde 82,4 3,8d 90,1 4cde 85,2
Z. rhoifolium 1% 18,6abcde 69,2 4,4cd 88,5 4,4cde 83,7
Z. rhoifolium 0,5% 34,4abc 43,0 22,2ab 42,2 10,4abcd 61,5
Z. rhoifolium 0,2% 41,2abc 31,8 20,4ab 46,9 10,8abcd 60,0
Z. rhoifolium 0,1% 52a 13,9 36a 6,3 1l,4abc 57,8
Z. riedelianum 5% 2,8e 95,3 0,6d 98,4 Oe 100,0
Z. riedelianum 2%  4,8¢ 92,0 2.8d 92,7 Oe 100,0
Z. riedelianum 1%  16bcde 73,5 7,2bcd 81,2 6,2bcde 77,0
Z. riedelianum 0,5% 29,4abcd 51,3 18,6abc 51,5 11,6abc 57,0
Z. riedelianum 0,2% 36,8abc 39,0 22,8ab 40,6 12,8abc 52,5
Z. riedelianum 0,1% 53,4a 11,5 36,8a 4,1 14,8abc 45,1
CV(%)* (28,18) (26,6) 41,7)

'Quantidade média de ovos e ninfas por folha.

’Eficiéncia de controle (Abbott, 1925).

*Médias nas colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (P<0,05) (teste de Tukey).
* Dados transformados: raiz de (x+1).

5.6.2. Ensaio Biolégico IT

No ensaio com escolha, todos os tratamentos, nas diferentes concentragdes de
6leo essencial (5; 2; 1; 0,5; 0,2; 0,1%) de ambas as plantas, apresentaram redugdo
significativa do numero de ovos quando comparados aos controles dgua, tween 80 e
Piriproxifem, confirmando os resultados encontrados anteriormente. O controle Tween
80 ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle dgua. A Tabela 20
apresenta as médias das contagens de ovos e ninfas e a eficiéncia dos tratamentos do 3°
ao 16° daa.

No teste com escolha, todas as concentracdes dos dleos essenciais das folhas de
Z. rhoifolium e Z. riedelianum apresentaram bons resultados na redu¢do da postura de
ovos e no desenvolvimento de ninfas de B. tabaci com uma eficiéncia em torno de 50%,

conforme verificado na Tabela 20.
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Tabela 20: Ensaio biolégico II: Nimero médio de ovos (O) e ninfas (N) de B. tabaci e
eficiéncia (E%) de controle em razdo da aplicagdo do 6leo essencial das folhas de Z.

rhoifolium e Z. riedelianum em tomateiros, no teste com escolha.

Tratamentos Dias ap0s a aplicacdo (daa)

Dose 3 daa 6 daa 13 daa 16 daa
Nome 9 3 E%)? 0% (E%)’ N"° (E%) N° (E%)
Controle Agua - 102,4a - 91a - 524a - 65,8a -
Controle Tween80 - 103a - 91,8a - 524a - 66,2a -
Controle 1% 992a - 896a - 04h - 0i -
Piriproxifem
Z. rhoifolium 5% 3,2h 96,9 2,2h 97,6 0,8h 98,5 0i 100,0
Z. rhoifolium 2% 13,2g 87,1 10,4g 83,6 3,8g 92,7 0,6hi 99,1
Z. rhoifolium 1% 22,8f 77,7 15,4f 83,1 5,4fg 89,7 1,8gh 97,3
Z. rhoifolium 0,5% 29,6e 71,1 242¢ 73,4 8,6e 83,6 44def 933
Z. rhoifolium 0,2% 37d 63,9 30,6d 66,4 14,6cd 72,1 9cd 86,3
Z. rhoifolium 0,1% 47,6c 53,5 40,6c 554 22,6b 56,9 10,6c 83,9
Z. riedelianum 5% 2,8h 97,3 2,4h 97,4 0,6h 98,9 Oi 100,0
Z. riedelianum 2% 10g 90,2 7,8g 914 3,6g 93,1 0,4hi 994
Z. riedelianum 1% 232f 77,3 17f 81,3 7,.8¢f 85,1 3,6fg 94,5
Z. riedelianum 0,5% 33,8de 67,0 27,6de 69,7 10,4de 80,2 7de 894
Z. riedelianum 0,2% 46,2c 549 4lc 549 152¢ 71,0 10,6c 83,9
Z. riedelianum 0,1% 65,6b 359 57,8b 36,5 252b 519 16,4b 75,1

CV(%)4 (3,88) (4,46) (7,67) (8,07)
'Quantidade média de ovos e ninfas por folha.

*Eficiéncia de controle (Abbott, 1925).

*Médias nas colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (P<0,05) (teste de Tukey).
* Dados transformados: raiz de (x+1).

No teste sem escolha, a eficiéncia na reducao da postura de ovos foi em torno de
30% para as menores concentracoes e de 80% para as maiores concentracdes de 6leos
essenciais de ambas as plantas, conforme Tabela 21, demonstrando a eficiéncia desses
6leos no controle de pragas agricolas como B. tabaci.

Resultados semelhantes também foram verificados por autores que vém
estudando os efeitos dos 6leos de diversas espécies de plantas em populacdes de B.
tabaci. Yang et al., (2010), realizaram um trabalho semelhante, no qual analisaram os
Oleos essenciais das folhas de Thymus vulgaris, Pogostemon cablin e Corymbia
citriodora em ovos, ninfas, pupas (no efeito de contato) e adultos de B. tabaci (teste de
repeléncia com e sem chance de escolha), e verificaram maior eficiéncia na repeléncia

para o 6leo essencial de P. cablin na concentracdo 0,5%, reduzindo a aproximagdo das
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fémeas em 69,3% e a oviposicdo em 74,5 % no teste com escolha; enquanto no teste
sem chance de escolha, T. vulgaris apresentou melhor resultado reduzindo a
aproximacao das fémeas em 63,1% e a oviposi¢do em 46,4%. Ja no teste de eficiéncia
de contato, T. vulgaris reduziu a taxa de sobrevivéncia de ovos, ninfas e pupas de B.

tabaci 73,4%; 79,0% e 58,2 %, respectivamente, em comparagao com o controle.

Tabela 21: Ensaio biolégico II: Nimero médio de ovos (O) e ninfas (N) de B. tabaci e
eficiéncia (E%) de controle em razdo da aplicagdo do 6leo essencial das folhas de Z.

rhoifolium e Z. riedelianum em tomateiros, no teste sem escolha.

Tratamentos Dias ap6s a aplicagdo (daa)
N Dose 3 daa 6 daa 10 daa 13 daa
ome % 0% (E%)’ 0" E%’ N> (E%)?’ N3 (E%)’
Controle Agua - 224,0a - 194,4a - 85,2a - 106,2a -
Controle Tween -  226,0a - 194,2a - 55,6bc - 105,8a -
Controle 1% 2180a -  1936a - 16h -  Oh -
Piriproxifem

Z. rhoifolium 5% 39,0h 82,6 274 859 74g 91,3 1h 99,1
Z. rhoifolium 2% T75,6f 66,3 57,6h 704 17,6f 79,3 9)2¢g 91,3
. rhoifolium 1% 92,4e 58,8 724g 62,8 26,8e 68,5 152f 85,7
. rhoifolium  0,5% 117,4d 47,6 105,8d 45,6 51,6cd 394 33,8c 68,2
. rhoifolium  0,2% 153,8c 31,3 123,8c 36,3 63b 26,1 47b 55,7
. rhoifolium  0,1% 185,4b 17,2 143,8b 26,0 63,6b 254 53,8b 49,3
. riedelianum 5% 16,41 92,7 144k 92,6 7,2¢g 91,5 0,8h 99,2
. riedelianum 2% 46g 79,5 36,61 81,2 18,2f 78,6 7,2¢g 93,2
Z. riedelianum 1% 73,8f 67,1 58,4h 70,0 25,2d 70,4 13,6f 87,2
Z.riedelianum 0,5%95,6e 57,3 852f 56,2 44d 48,4 20,6e 80,6
Z. riedelianum  0,2% 123d 45,1 94,6e 51,3 44¢ 48,4 28d 73,6
Z. riedelianum  0,1% 155,6c 30,5 126,4c 35,0 56,4bc 33,8 36,2c 65,9
CV(%)"* (1,59) (1,59) (4,74) (4,54)

'Quantidade média de ovos e ninfas por folha.

’Eficiéncia de controle (Abbott, 1925).

*Médias nas colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (P<0,05) (teste de Tukey).
* Dados transformados: raiz de (x+1).

N NNNNN

Dados semelhantes foram encontrados na literatura para espécies do mesmo
género estudado no referente trabalho, em que os Oleos essenciais de Z. piperitum
apresentaram atividade larvicida contra o Aedes aegypti (PITASAWAT et al., 2007;
KAMSUK et al., 2006). Outros autores verificaram a atividade repelente de Z.
piperitum contra o Aedes aegypti (CHOOCHOTE et al, 2007). Liu et al., (2009), em um

trabalho com extratos dos frutos de Z. schinifolium verificaram o efeito repelente e/ou
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deterrente contra dois insetos de produtos armazenados Tribolium castaneum e
Sitophilus zeamais.

Entre os inimeros trabalhos encontrados na literatura utilizando 6leos essenciais
para o controle de pragas agricolas, destacam o uso dos Oleos essenciais de Z.
rhoifolium com acdo inseticida e fumigante contra F. Oxysporum e C. Acutatum
(PIETRO,2011; TRONGTOKIT et al., 2005).

No presente trabalho, foi possivel verificar a inibi¢do na postura de ovos, que
pode ter sido ocasionada por um efeito de repeléncia e/ou deterréncia, uma vez que
ambos atuam interferindo na capacidade dos insetos de localizar alimentagdo ou
ovipositar em suas plantas hospedeiras. Compostos repelentes atuam a distincia,
impedindo ou desorientando o movimento do inseto até a fonte, enquanto os compostos
deterrentes inibem ou reduzem a alimentacdo ou oviposicao. Portanto, pode-se afirmar
que o dleo essencial das folhas de Z. rhoifolium reduziram a postura de ovos por B.
tabaci em tomateiros.

O efeito repelente significativo de algumas plantas como os resultados obtidos
no presente trabalho, tem sido apontado como forma muito eficiente em evitar a
infestacdo de pragas em dreas agricolas, reduzindo a postura e injurias, e
consequentemente, as perdas na produtividade, com beneficios econdmicos para os
agricultores (ANDRADE, et al., 2013). No entanto, os 6leos essenciais sa0 compostos
volateis e muito instdveis na presenca de oxigénio, luz, calor e umidade, podendo sofrer
inimeras reagdes de degradacdo durante o armazenamento e/ou durante a aplicacdo no
campo (SIMOES et al., 2004). Contudo, a eficiéncia dos Oleos essenciais pode ser
melhorada pelo uso da nanotecnologia. Essa técnica € bastante utilizada no ambito da
agricultura, e promove o encapsulamento formando cdpsulas em escala nanométrica,
que liberam o principio ativo de forma gradativa, reduzindo a necessidade de altas doses
iniciais ou multiplas aplicacdes, protege contra rapida degradaciao prolongando o efeito

residual (DUCAN, 2011).

5.6.3. Ensaio Biolégico 111

Todos os tratamentos, com nanoesferas nas diferentes concentracdes de Oleo
essencial (5 e 2%) de ambas as plantas, apresentaram reducao significativa do nimero
de ovos quando comparados aos controles. J4 o controle nano (com nanoesfera vazia)
ndo apresentou diferenca significativa em relacio ao controle dgua. A Tabela 22

apresenta as médias das contagens de ovos e a eficiéncia dos tratamentos do 3°a 9° daa.
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No teste com escolha, no 3° daa a eficiéncia das nanoesferas (NS) dos éleos de
Z. rhoifolium foi de 95,6% e Z. riedelianum foi de 95,3% na concentracdo de 5%,
enquanto na concentragdo de 2%, a eficiéncia das nanoesferas de Z. rhoifolium e Z.
riedelianum foi de 93,9 e 93,6%, respectivamente. Em 6 daa, a eficiéncia para NS de Z.
rhoifolium e Z. riedelianum a 5% foi de 95,8 e 95,4%, e na concentracdo de 2% a
eficiéncia foi de 94,4 e 94,7%, respectivamente. Quanto ao nimero de ninfas, no teste
com escolha, no 9° daa, a eficiéncia foi de 97,2 e 96,8% para as nanoesferas na
concentracdo de 5% e 95,9 e 95,9% na concentracdo de 2% dos 6leos essenciais de Z.
rhoifolium e Z. riedelianum, respectivamente. Em 12 daa a eficiéncia, quando
comparados aos controles, foi de 95,9 e 95,9% na concentracdo de 5% e 97,7 € 97,1%
na concentracdo de 2% para as nanoesferas dos Oleos essenciais Z. rhoifolium e 7.

riedelianum, respectivamente (Tabela 22).

Tabela 22: Ensaio bioldgico III: Média do ndmero de ovos (O) e ninfas (N) de B. tabaci
e eficiéncia (E%) de controle em razao da aplicagdo das nanoesferas a base de 6leos

essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum em tomateiros, no teste com

escolha.
Tratamentos Dias ap6s a aplicagdo (daa)
Dose 3 daa 6 daa 9 daa 12 daa
Nome % 0" (E%’ 0% E%’ N“° E%’ N3 (E%)
Controle Agua - 72.4a - 57a - 43.6a - 34,6a -
Controle Nano - 69.,8a - 59a - 46,4a - 324a -

NS Z. rhoifolium 5%  3,2b 95,6 24b 958 1.2b 97,2 0,6b 98,3
NS Z. riedelianum 5%  3,2b 95,3 2,6b 954 14b 96,8 0,4b 98,8
NS Z. rhoifolium 2%  4,4b 93,9 32b 944 1,8b 95,9 0,8b 97,7
NS Z. riedelianum 2%  4,4b 93,6 3,0b 94,7 1,8b 95,9 1,0b 97,1
CV(%)" (11,0) (12,4) (12,4) (20,0)

'Quantidade média de ovos e ninfas por folha.

*Eficiéncia de controle (Abbott, 1925).

*Médias nas colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (P<0,05) (teste de Tukey).
* Dados transformados: raiz de (x+1).

A tabela 23 apresenta os resultados das médias das contagens de ovos e ninfas e
a eficiéncia dos tratamentos no teste sem escolha.

No 3°daa a eficiéncia das nanoesferas a base de 6leos essenciais das folhas de Z.
rhoifolium e Z. riedelianum foide 95,4 e 95,1 na concentragdo de 5% e 91,6 € 92,2% na

concentracdo de 2%. Em 6 daa a eficiencia foi de 96,9 e 96,0% para as nanoesferas de
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Z. rhoifolium e Z. riedelianumna concentracdo de 5%, e 93,6 e 93,9% para as
respectivas nanoesferas na concentracao de 2%.

Ainda no teste sem escolha, a eficiéncia na redu¢do do nimero de ninfas no 9°
daa foi de 94,3 e 95,0% para as nanoesferas dos 6leos de Z. rhoifolium e Z. riedelianum
na concentracdo de 5%, e 91,2 e 91,8% na concentragdo 2% respectivamente. Em 12
daa a eficiéncia das nanoesferas dos Oleos de Z. rhoifolium foi de 97,2 e 95,8%,
enquanto a eficiéncia das nanoesferas de Z. riedelianumfoi 97,2 e 95,8%, nas
concentracdesdo 5 e 2%, respectivamente.

Estudos semelhantes constataram resultados positivos sobre redugdo da
oviposi¢do pelo uso de inseticidas de origem vegetal nanoencapsulados em diferentes
pragas agricolas. Ferreira et al., (2012) analisaram a eficiéncia o 6leo de Azadirachta
indicain in natura e nanoencapsulados sobre Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera:
Gelechiidae) e verificaram que as nanoformulagdes reduziram a sobrevivéncia das
lagartas. Yang et al., (2009), realizaram a encapsulacdo do 6leo essencial de alho
utilizando etileno glicol, e avaliaram sua atividade inseticida sobre adultos Tribolium
castaneum, melhorando a eficiéncia no controle dessas pragas de protutos armazenados

acima de 80% por cinco meses.

Tabela 23: Ensaio biolégico III: Média do nimero de ovos (O) e ninfas (N) de B. tabaci
e eficiéncia (E%) de controle em razao da aplicacdo das nanoesferas a base de 6leos

essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum em tomateiros, no teste sem

escolha.
Tratamentos Dias ap0s a aplicacao (daa)
Dose 3 daa 6 daa 9 daa 12 daa
Nome % 0% E%?® 0% E%’ N3 (E%? N“* (E%)’
Controle Agua - 74.4a - 66,4a - 32,0a - 28.,6a -
Controle Nano - 75,0a - 61,6a - 31,2a - 27,8a -

NS Z. rhoifolium 5%  3,4b 95,43 2,0b 96,99 1,8b 94,38 0,8b 97,20
NS Z. riedelianum 5%  3,6b 95,16 2,6b 96,08 1,6b 95,00 0,8b 97,20
NS Z. rhoifolium 2%  6,2b 91,67 42b 93,67 2,8b 91,25 1,2b 95,80
NS Z. riedelianum 2% 5,8b 92,20 4,0b 9398 2,6b 91,88 1,2b 95,80
CV(%)" (14,3) (15,0) (25,77) (25,0)
'Quantidade média de ovos e ninfas por folha.

’Eficiéncia de controle (Abbott, 1925).

*Médias nas colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (P<0,05) (teste de Tukey).
* Dados transformados: raiz de (x+1).
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Adicionalmente, a eficiéncia de 6leos essenciais de diversas espécies de plantas
vem sendo estudadas. H4 relatos na literatura, sobre as atividades bioldgicas de plantas
do género Zanthoxylum, tais como a atividade repelente do Oleo de Z. limonella
encapsulados, melhorando assim sua eficiéncia no controle de mosquitos (MAJI et al.,
2007; BANERIJEE, et al., 2013). Solomon et al., (2012), prolongaram o efeito repelente
contra mosquitos pela microencapsulamento do 6leo essencial de citronela. Paula et al.,
(2010) observaram a eficiéncia na mortalidade das larvas de A. aegypti de até 92% apds
48 horas de exposi¢do as nanoparticulas de quitosana e goma de angico com 6leos
essenciais de L. sidoides. O mesmo grupo de pesquisa, reportado por Paula, et al.,
(2011), melhoraram o efeito larvicida contra A. aegypti por meio de nanoparticulas de
quitosana e goma de caju com 6leo essencial de L. sidoides, atingindo a eficiéncia de
75% na mortalidade das larvas apds 48 horas e chegando a 100% de mortalidade apds
72 horas.

Oleos essenciais como pesticidas botinicos desenvolvem elevado potencial
ecoldgico, por ter grandes chances de nao apresentarem toxidade, nem prejuizo ao meio
ambiente (MATEUS et al., 2008). J4 as nanoparticulas aperfeicoam seu efeitopor causa
da devido protecdo do principio ativo, aumento da solubilidade no meio de dispersdo, e
a liberagdo gradual dos componentes ativos das nanoparticulas, (YANG et al., 2009).
Dessa forma, a associacdo dos Oleos essenciais com a nanotecnologia se torna uma
ferramenta eficaz no controle de pragas agricolas, podendo ser associado com as

praticas de manejo integrado de pragas.

6. CONLUSAO

O método de nanoprecipitacdo se mostrou eficiente para encapsulacio dos 6leos
essenciais das folhas de Z. rhoifolium e Z. riedelianum, sem diferenga significativa entre
nanocdpsulas e nanoesferas, no entanto as nanoesferas se mostraram mais estaveis, pois
ndo apresentaram precipitacdo de polimero, além de serem mais vidveis econdmica e
ecologicamente.

Os ensaios bioldgicos demonstraram que os Oleos essenciais das folhas de Z.
rhoifolium e Z. riedelianum in natura e as nanoesferas de PCL reduz e/ou inibe a
postura de ovos e ninfas de B. tabaci com eficiéncia acima de 80% na reducdo da

postura de ovos.
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As nanoesferas de PCL contendo os 6leos essenciais das folhas de Z. rhoifolium
e Z. riedelianum otimizam o sistema de controle de B. tabaci, ofereceram maior
protecdo contra processos de degradacdo e oxidacdo desses Oleos essenciais,
aumentando a solubilidade no meio de dispersdo, prolongando seu efeito residual,

podendo assim favorecer os estudos para sua aplicagdo em campo.
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