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RESUMO

STINGUEL, Priscila, D.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo. Fevereiro
de 2020. Formulacbes de emulsdes bioinseticidas a base de 6leos
vegetais, visando o manejo de Duponchelia fovealis Zeller, 1847
(Lepidoptera: Crambidae) Orientador: Prof. Dr. Dirceu Pratissoli.

A lagarta exdtica do morangueiro Duponchelia fovealis Zeller, 1847
(Lepidoptera: Crambidae), foi confirmada no Brasil em 2010, desde entdo, vem
causando grandes prejuizos nessa cultura no pais, com destaque, para estado
do Espirito Santo, grande produtor de morango. Assim, objetivou-se com esse
estudo: (1) Extrair, caracterizar, formular emulsdes estaveis e avaliar a
atividade inseticida, contra D. fovealis, destas emuls6es formuladas com os
oleos de gengibre (Zingiber officinale) e graviola (Annona muricata), bem como
de uma emulsédo formulada com o 6leo comercial de neem (Azadirachta indica)
e avaliar a atividade inseticida das emulsdes; (2) Avaliar a estabilidade fisico-
guimica das emulsbes dos 0leos de gengibre, graviola e neem, armazenadas
por 365 dias e a atividade inseticida dessas, ao longo desse tempo e (3) Avaliar
a persisténcia da atividade inseticida das emulsdes, sobre lagartas de D.
fovealis, apds exposicédo a luz UVC (240 nm). A partir dos resultados, verificou-
se que: (1) Os compostos majoritarios foram acido oleico (43,73%), acido
linoleico (29,51%) e acido palmitico (20,50%) para o 6leo fixo de graviola e a-
zingibereno (29%), geranial (14,9%) e a-farneceno (12,9) para o 6leo essencial
de gengibre. Os trés 6leos estudados podem ser encapsulados, formando uma
emulsdo estavel e com atividade inseticida contra D. fovealis, em diferentes
fases de desenvolvimento de (2) As emulsdes dos 6leos de gengibre, graviola
€ neem permaneceram estaveis por até 365 dias de armazenamento e
mantiveram a atividade inseticida ao longo desse periodo e (3) Apds exposicao
a luz UVC (240 nm), por até 12 horas, ndo diminuiu a atividade inseticida das
emulsdes dos 6leos de gengibre, graviola e neem sobre lagartas de 1° instar de
D. fovealis. O manejo de D. fovealis pode ser realizado com as formulacées
desenvolvidas nesse estudo, pois além da eficiéncia como inseticidas, as
formulagBes permaneceram estaveis durante 0 armazenamento por um ano e

ndo foram inativadas apds exposicdo a luz UV.

Palavras- chave: Encapsulamento; Emulsdes; Estabilidade; Armazenamento.
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ABSTRACT

STINGUEL, Priscila, D.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo. Fevereiro
de 2020. Formulations of bioinsecticidal emulsions based on vegetable
oils, for the management of Duponchelia fovealis Zeller, 1847 (Lepidoptera:
Crambidae). Advisor: Prof. Dr. Dirceu Pratissoli.

The exotic caterpillar of the strawberry Duponchelia fovealis Zeller, 1847
(Lepidoptera: Crambidae), was confirmed in Brazil in 2010, since then, it has
caused great losses in this culture in the country, especially in the state of
Espirito Santo, a great strawberry producer. Thus, the objective of this study
was: (1) Extract, characterize, formulate stable emulsions and evaluate the
insecticidal activity, against D. fovealis, of these emulsions formulated with the
oils of ginger (Zingiber officinale) and soursop (Annona muricata), as well as an
emulsion formulated with commercial neem oil (Azadirachta indica) and to
evaluate the insecticidal activity of the emulsions; (2) Evaluate the
physicochemical stability of the emulsions of ginger, soursop and neem oils,
stored for 365 days and their insecticidal activity, over that time; and (3)
Evaluate the persistence of the insecticidal activity of the emulsions, on
caterpillars of D. fovealis, even after exposure to UVC light (240 nm). From the
results, it was found that: (1) The major compounds were oleic acid (43.73%),
linoleic acid (29.51%) and palmitic acid (20.50%) for the fixed soursop oil and a-
zingiberene (29%), geranial (14.9%) and a-farnecene (12.9) for ginger essential
oil. The three oils studied can be encapsulated, forming a stable emulsion with
insecticidal activity against D. fovealis, in different stages of development of (2)
The emulsions of the oils of ginger, soursop and heem remained stable for up to
365 days of storage and maintained the insecticidal activity throughout this
period and (3) After exposure to UVC light (240 nm), for up to 12 hours, the
insecticidal activity of the emulsions of ginger, soursop and neem oils on 1st
instar D. fovealis. The management of D. fovealis can be carried out with the
formulations developed in this study, because besides the efficiency as
insecticides, the formulations remained stable during storage for one year and

were not inactivated after exposure to UV light.

Keywords: Encapsulation; Emulsions; Stability; Storage.
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1 CAPITULO |

1. INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x Ananassa Duchesne ex Rozier) € classificado
botanicamente como uma hortalica da familia das rosaceas (DAROLT, 2008),
possuindo grande expressdao econdomica dentre as frutas (OLIVEIRA,;
SCIVITTARO, 2006).

O Brasil produz cerca de 105 mil toneladas de pseudofrutos de morango por
ano, em uma &rea cultivada de aproximadamente 4 mil hectares. Os principais
estados produtores sdo Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Espirito
Santo, Santa Catarina e Distrito Federal, com uma produtividade média
variando entre 30 e 60 t/ha, dependendo das tecnologias empregadas
(REISSER JUNIOR et al., 2014).

A cultura do morangueiro foi implantada no Espirito Santo como uma opcéao de
renda para a agricultora familiar da regido serrana. A expansao significativa
dessa cultura ocorreu apenas a partir da metade da década de 1990 (BALBINO
et al., 2013). A area plantada € de aproximadamente 300 hectares, com uma
producédo em torno de 10.000 toneladas de frutas, concentrada nos municipios
de Domingos Martins, Venda Nova do Imigrante, Santa Maria de Jetiba e
Afonso Claudio (INCAPER, 2018).

No Brasil, bem como, no Espirito Santo, os problemas mais importantes
relacionados ao cultivo do morangueiro sdo causados por doencgas e insetos
pragas, prejudicando a producdo. Os prejuizos vdo desde a destruicdo de
raizes e partes aéreas, até o ataque a pseudofrutos e transmissédo de viroses
(PRATISSOLI et al., 2015), sendo o acaro-rajado Tetranychus urticae Koch,
1836 (Acari: Tetranychidae) tradicionalmente considerados como praga chave
(GARCIA; CHIAVEGATO, 1997).

Entretanto, no ano de 2007, houve a introducéo da praga exética Duponchelia
fovealis no Brasil e em 2010, no Espirito Santo (FORNAZIER et al., 2011,
ZAWADNEAK et al., 2011; PAES et al., 2015; PRATISSOLI et al., 2015),

estando presente nos principais campos de producdo de morango do estado,
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como Santa Maria de Jetiba, Venda Nova do Imigrante, Domingos Martins e
Afonso Claudio (PIROVANI, 2016).

O estabelecimento da praga no estado foi favorecido pelo rapido crescimento
populacional e alta capacidade de dispersdo, além da falta de conhecimento
dos produtores e técnicos sobre o comportamento e a biologia da praga. O
controle é basicamente realizado por inseticidas sintéticos, muitas vezes com
produtos sem registros oficiais junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para uso na cultura do morangueiro e na praga em
guestao (PIROVANI, 2016).
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1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Duponchelia fovealis (Zeller, 1847)

A lagarta exdtica do morangueiro D. fovealis, como é conhecida no Brasil, €
popularmente conhecida em outros paises como mariposa europeia da
pimenta. O inseto praga é originario da regido mediterranea e llhas Canarias
(BETHKE; VANDER MEY, 2010) e encontra-se em outras partes da Africa,
Europa, Oriente Médio, Canada e Estados Unidos (BRAMBILA; STOCKS,
2010; STOCKS; HODGES, 2013).

Nos Estados Unidos, no estado da Califérnia, D. fovealis foi detectada em
begbnias, em 2004, sendo esse, 0 primeiro relato no continente americano e
verificada novamente no ano de 2010. No Brasil, em 2007, lagartas dessa
espécie foram encontradas atacando folhas, flores, coroas e também os
pseudofrutos do morangueiro, causando danos de até 20% de plantas
infestadas com reducédo de producédo e mortalidade das plantas (ZAWADNEAK
et al., 2011). Porém, somente em 2010 a espécie foi confirmada pela Dra. Alma
Solis, do Laboratorio de Entomologia Sistematica (USDA) (ZAWADNEAK et al.,
2011), com presenca ja confirmada em trés estados: Parana, Espirito Santo e
Minas Gerais (FORNAZIER et al., 2011; ZAWADNEAK et al., 2011; SOUZA et
al., 2013; PAES et al., 2015; PRATISSOLI et al., 2015).

1.2.2 Caracteristicas bioldgicas e injarias de Duponchelia fovealis

D. fovealis € uma praga polifaga, que se alimenta de diversas familias de
vegetais, incluindo géneros de importancia agricola, plantas ornamentais,
plantas daninhas e aquaticas. Entretanto, ainda nao foi relatada no Brasil
atacando outros cultivos, além do morangueiro, cultura a qual tem causado
intensos prejuizos (FORNAZIER et al., 2011; ZAWADNEAK et al., 2011,
SOUZA et al., 2013; PAES et al., 2015; PRATISSOLI et al., 2015).

E uma mariposa, pertencente & ordem Lepidoptera e & familia Crambidae. O
ciclo médio ovo-adulto € de 47 dias a 20 °C, porém, o seu desenvolvimento,
gue é holometabolo (ovo - larva - pupa - adulto), pode variar de acordo com as

condic¢des climaticas em que o inseto se encontra (PIINAKKER, 2001).

Os adultos possuem uma coloragéo castanho-acinzentada, medindo em torno

de 19 mm de envergadura e cerca de 10 mm de comprimento (BRAMBILA,;
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STOCKS, 2010), apresentando nas asas, duas linhas transversais amarelas e
paralelas entre si, sendo que na linha mais proxima ao &pice, pode ser
verificado a presenca de um desenho em forma de "U" (BRAMBILA; STOCKS,
2010; STOKES; HODGES, 2013), caracteristica esta, que facilta a
identificacdo deste inseto (Figura 1D). Os machos tém abdome mais afilado
gue as fémeas e possuem um tufo de pelos na extremidade (ZAWADNEAK et
al.,, 2011). A mariposa adulta vive de uma a duas semanas (FRANCO;
BAPTISTA, 2010) e pode colocar até 200 ovos (Figura 1F). (BRAMBILA;
STOCKS, 2010), na parte inferior das folhas junto as nervuras, na base da
planta do morango, no caule ou na camada superior do solo. Os ovos
inicialmente possuem coloracdo amarelo-creme, passando a vermelhos
proximos a ecloséo das lagartas (Figuras 1A-C) (PAES et al., 2018). A ecloséo
ocorre cerca de oito dias apés a oviposicdo (FRANCO; BAPTISTA, 2010).
Apesar de ser uma espécie de habito noturno, pode apresentar voos curtos
durante o dia, mediante distarbios exteriores (ZAWADNEAK et al., 2011).

A fase larval de D. fovealis dura entre 21 e 30 dias, passando por quatro
instares de desenvolvimento, medindo entre 20-30 mm de comprimento no
Ultimo instar. Sado branco-amareladas com pequenas pontuacdes marrons
distribuidas ao longo do corpo. A cabeca € marrom-escura (Figura 1D) (PAES
et al., 2018). As lagartas sdo ageis e apresentam preferéncia pelas folhas
localizadas préximas ao solo, porém, podem consumir brotos, flores,
pseudofrutos e até restos vegetais em decomposi¢cdo. Ocorrem durante todo o
ciclo da cultura, sendo mais ativas nos dias mais quentes (HOFFMAN, 2013;
SOUZA et al., 2013,). Preferem locais umidos, onde normalmente se abrigam,
podendo inclusive tolerar excesso de umidade e atacar plantas aquaticas
(BRAMBILA; STOCKS, 2010).

Ao final do periodo larval as lagartas constroem os casulos através das teias,
excrementos e particulas de solo (STOKES; HODGES, 2013). Os casulos
encontram-se em locais protegidos na planta como folhas baixeiras rentes ao
solo ou diretamente no proprio solo. E onde a fase de pupa ocorre (MURPHY,
2008; ZAWADNEAK et al., 2011; STOKES; HODGES, 2013). As pupas sao

amarelo-amarronzadas (Figura 1E), medem cerca de 10 mm de comprimento e
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tornam-se bem escuras préoximas a eclosdo do adulto (STOKES; HODGES,
2013).

Em cultivos de morangueiro as lagartas tém atacado folhas, flores, coroas e
também os pseudofrutos e em infestacdes severas sao capazes de debilitar as
plantas, reduzir a produtividade e leva-las a morte (Figura 2A-E) (BRAMBILA;
STOCKS, 2010; FRANCO; BAPTISTA, 2010; PAES et al., 2015). No estado do
Espirito Santo, o problema é agravado principalmente porque o cultivo € feito
em duas épocas do ano, em areas extensas e pouca ou nenhuma acdo de

manejo que vise o controle da praga (PIROVANI, 2016).

16



A
Fonte: Pirovani (2016)

Figura 1. Fases do desenvolvimento de Duponchelia fovealis. (A) ovos de
Duponchelia fovealis (B) lagarta no quarto instar de desenvolvimento (C) pupas
e (D) fémea com destaque para a linha em forma de “U”.

Fonte: Pirovani (2016)
Figura 2: Injarias provocadas por Duponchelia fovealis na cultura do
morangueiro. (A) plantas atacadas, com perfuragbes nas folhas e
desenvolvimento comprometido; (B) regido basal da planta com folhas mortas;
(C) lagartas alimentando-se do pseudofruto de morango; (D) folha danificada e
pupa em casulo tipico da praga; (E) lagartas alimentando-se da regido da coroa
da planta com intensa deposi¢do de excrementos.
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1.3 Alternativas para o manejo de Duponchelia fovealis

Uma das taticas, que tem sido empregada com sucesso é monitoramento das
populacdes da praga, o que tem se tornado uma peca chave para o sucesso
das téticas de manejo de D. fovealis (FADINI et al., 2004). O emprego de
diversas taticas de manejo, como, o biolégico, comportamental, cultural e
controle quimico, tem utilizadas em varias regides do mundo como Europa e
Estados Unidos e para diversas espécies praga (BRAMBILA; STOCKS, 2010;
STOKES; HODGES, 2013).

A integracdo de diferentes formas de manejo favorece a manutencéo da praga
em niveis populacionais baixos, seja pela diminuicdo de adultos, por meio de
coletas massal; pela eliminacéo de restos culturais; controle biolégico através
de liberacdo de parasitoides de ovos ou ainda pela utilizacdo de bactérias ou
nematoides entomopatogénicos para o controle de lagartas, dentre outros
métodos. Essa integracdo também auxilia na escolha da melhor opcéo de
controle de acordo com a situagcdo ou momento, aspectos produtivos esses,
gue variam em tempo e espaco curtos, evitando assim, o calendario de
aplicacdo de agrotoxicos, responsavel por varios problemas no meio agricola
(PIROVANI, 2016).

1.4 Métodos de manejo para Duponchelia fovealis
1.4.1 Controle cultural

E comum que haja canteiros completamente abandonados ao lado de novos
plantios de morango, devido a grande demanda por mao de obra no cultivo,
impedindo que essas medidas sejam realizadas por alguns produtores
(OLIVEIRA; SCIVITTARO, 2006). O que podera prejudicar a efetividade de
outros métodos de controle, como utilizacdo de inseticidas quimicos ou
biolégicos, que podem ser afetados pela auséncia dessas medidas culturais
(STOKES; HODGES, 2013). A permanéncia de folhas velhas pode dificultar o
contato desses agentes de controle com o alvo, reduzindo a eficiéncia e
aumentando os custos de producdo. Pode ainda prejudicar a acdo e eficiéncia

do Trichogramma ou de outro parasitoide e/ou predador (PIROVANI, 2016).

Métodos de controle cultural podem influenciar diretamente nos niveis

populacionais de D. fovealis, em razdo do comportamento deste inseto (PAES,
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2018). Praticas como limpeza das plantas, retirada de restos vegetais que
servem de abrigo e eliminacdo de cultivos abandonados, desfavorecem o
desenvolvimento e quebram o ciclo desta praga (BRAMBILA; STOCKS, 2010;
GILL, 2013; STOKES; HODGES, 2013).

Pirovani (2016) corrobora com o que foi descrito anteriormente, afirmando que
locais utilizados pela D. fovealis no processo reprodutivo e de alimentacao,
podem tornar-se desfavoraveis com a eliminacdo dos restos culturais, bem
como proporcionar a reducdo no namero de ovos, lagartas e até pupas nas
areas cultivadas, o que consequentemente, acarretard na reducdo do
crescimento populacional da praga e na dispersdo desses insetos entre 0s

cultivos de morangueiro.
1.4.2 Controle mecanico

Consiste basicamente no emprego de barreiras ou destruicdo direta do inseto
praga (GALLO et al., 2002). No Espirito Santo € muito comum a utilizagdo de
tuneis baixos na producdo de morango e esses podem ser fechados ou abertos
em decorréncia da variacdo de fatores ambientais como temperatura e
precipitacdo, podendo haver o controle por barreira, ou por catacdo manual e
destruicdo direta da praga, pois, o agricultor pode abservar os sintomas
fazendo um caminhamento diario, tunel a tunel, pelos canteiros de cultivo
(PIROVANI, 2016). Nesse caso, detectando-se qualquer sinal visual de ataque
da praga ao morangueiro (folhas ou pseudofrutos atacados, presenca de fezes
e teias na base das plantas) pode ser realizada uma busca para eliminagéo

mecanica dos insetos, como 0 esmagamento manual, por exemplo.
1.4.3 Controle comportamental

O comportamento de D. fovealis pode ser observado em dois focos distintos,
sendo o primeiro para o monitoramento dos niveis populacionais e o segundo,
como forma de controle, por meio de coletas massais (PAES, 2018). Na
Holanda, sdo empregadas as seguintes estratégias; uso de feromoénio sexual
em armadilhas tipo delta ou armadilha que associe o ferombnio e a 4gua, para
coleta de machos (DEVENTER, 2009; STOKES; HODGES, 2013). O feroménio
sexual de D. fovealis j& foi sintetizado e é possivel encontra-lo em mercados

europeus. O processo de registro no Brasil, junto ao MAPA esta em
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andamento, o que possibilitara em breve, o emprego deste método de controle
(PIROVANI, 2016).

1.4.4 Controle quimico

Por se tratar de uma praga exotica no Brasil, ainda ndo h& registro de
inseticidas destinados ao controle desta praga junto ao MAPA (AGROFIT,
2020). No entanto, em outras regides do mundo, para o controle de lagartas D.
fovealis, sdo empregados inseticidas como: spinosade, bifentrina, fluvalinato,
deltametrina, esfenvalerato, orthene, lambdacialotrina, com mortalidade de até
75% (BETHKE; VANDER MEY, 2013).

No Brasil, Santos (2014) avaliou a eficacia de algumas inseticidas a base de
clorfenapir, indoxacarbe e lambda-cialotrina + chlorantraniliprole. A sele¢céo dos
mesmos foi baseada nos seus impactos ambiental e na caréncia, visto que
morango é coletado todos os dias. Nos testes de mortalidade ficou comprovado
gue todos os produtos testados, mostraram ser eficazes no manejo dessa

praga, com mortalidades variando entre 71 e 100%.
1.4.5 Controle Biolégico

O controle biolégico consiste na diminuicdo de uma determinada populagcéao de
inseto praga por acdo de predadores, parasitas ou patdogenos (HAWKINS;
CORNELL, 1999). Com relacdo a aplicabilidade no controle de D. fovealis,
produtos a base de Bacillus thuringiensis aplicados em cultivos de morango
apresentaram bons resultados no manejo desta praga nos primeiros instares
de desenvolvimento (BRAMBILA; STOCKS, 2010; BETHKE; VANDER MEY,
2011; WHITE, 2012; GILL, 2013; SOUZA et al., 2013; STOKES; HODGES,
2013). Por exemplo, a aplicacdo dos produtos comerciais a base de Bt, Dipel®
e Agree®, em condicdes de laboratdrio, resultou em altos indices de
mortalidade de D. fovealis, 87 e 96%, respectivamente (SALOMAO, 2014).

Além disso, o besouro Atheta coriaria Kraatz 1978 (Coleoptera: Staphylinidae),
um predador de ovos e lagartas de primeiro instar, bem como nematoides
entomopatogénicos (Heterorhabditis bacteriophora e Steinernema spp.
(Nematoda: Rhabditida)) (STOCKS; HODGES, 2013; PIROVANI, 2016) e
acaros predadores Hypoaspis miles Costa, 1876 (Acari: Laelapidae) e

Hypoaspis aculeifer Canestrini, 1884 (Acari: Laelapidae) (FRANCO;
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BAPTISTA, 2010), séo relatados como agentes de controle bioldgico, de D.
fovealis. Outro agente que pode ser considerado € o parasitoide de fase larval
Cotesia sp. (Hymenoptera: Braconidae), encontrado em lavouras de S&o José
dos Pinhais, PR, Brasil, parasitando lagartas de D. fovealis. E um agente de
controle de facil aquisicdo, pois a espécie Cotesia flavipes Camerom, 1891
(Hymenoptera: Braconidae) ja é produzida e comercializada para o controle de
Diatraea saccharalis Fabricius, 1794 (Lepidoptera: Crambidae) (SANTOS,
2019).

Os parasitoides de ovos do género Trichogramma, também podem ser
considerados promissores para o manejo de D. fovealis, pois, na Alemanha, as
espécies Trichogramma brassicae Bezdenko, 1968 e Trichogramma cacoeciae
Marchal, 1927 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) ja foram testados com
sucesso no controle desta praga (ZIMMERMANN, 2004), bem como as
espécies Trichogramma galloi Zucchi, 1988 (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
e Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
gue apresentaram o melhor desempenhoo para o controle de ovos de D.
fovealis na cultura do morangueiro em sistema de tunel baixo, 24, 48 e 72

horas apds a liberacdo dos parasitoides (PIROVANI, 2016).
1.4.6 Inseticidas botanicos

As plantas sintetizam metabdlitos primarios e secundarios. O homem procura
aproveitar os principios ativos existentes nos vegetais de diferentes formas,
dentre elas, utilizar substancias resultantes do metabolismo secundéario das
plantas, cuja funcdo € de defesa contra agentes patogénicos, além de conferir

protecdo contra os herbivoros e atrair polinizadores (BAKKALI et. al., 2008).

Os produtos com acéo inseticida, extraidos de plantas ja foram a principal
forma de manejo contra pragas agricolas, mas, aproximadamente em 1940, os
inseticidas sintéticos assumiram um papel de destaque (ISMAN et al., 2008).
Entretanto, problemas derivados do uso indiscriminado desses inseticidas
sintéticos fizeram com que programas integrados de controle de pragas,
utilizando produtos de origem natural, voltassem a ter papel de destaque
(TUNAZ, 2004).
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As plantas sdo reconhecidamente capazes de produzir as proprias substancias
defensivas, incluindo inseticidas para a protecdo contra o ataque de pragas,
sdo os chamados metabdlitos secundarios (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
Dentre os metabolitos secundéarios, os 6leos essenciais, que sdo misturas
complexas de diferentes classes de substancias, principalmente terpendides e
fenilpropandides, com estruturas quimicas diversificadas, produzidas por
metabolismo especial, se destacam (OOTANI et al., 2013). Estes podem ser
compostos volateis e odoriferos, sensiveis a luz, calor e oxigénio (SOUZA et
al., 2016), bem como, os Oleos fixos, que ndo evaporam ou volatilizam
completamente, sendo que, quando mantidos em contato com o ar, eles podem
permanecer fluidos (COSTA et al., 2015).

Inimeras espécies vegetais apresentam, comprovadamente, caracteristica
inseticida, como Ocimum mericanum Linn, Hyptis spicigera Lam, Hyptis
suaveolens Linn, Lippia multiflora Moldenke, espécies do género Eucalyptus e
Piper, Ruta graveolens Linn, Copaifera langsdorffii Desf., Chenopodium
ambrosioides Linn, entre outras. (FAZOLIN et al., 2007; BATISH et al., 2008;
ILBOUDO et al., 2010; BARBOSA, 2011). Dentre as espécies, serao utilizados
nesse estudo, os Oleos de gengibre (Zingiber officinale), graviola (Annona

muricata) e o neem (Azadirachta indica).
1.4.6.1 Zingiber officinale Roscoe

O gengibre pertence a familia Zingiberaceae, apresenta distribuicdo em areas
tropicais e semitropicais, destacando-se a familia o Z. officinale, uma planta
herbacea aromatica, perene, de rizoma articulado, septante, carnoso, revestido
de epiderme rugosa, que possui propriedades terapéuticas pela acdo anti-
inflamatoria e analgésica (VIEIRA et al., 2014), culinaria e possui propriedades
com amplo espectro sobre organismos como fungos, bactérias e insetos
(CASTRO, 2004).

O constituinte majoritario normalmente encontrado é o zingibereno (ARAUJO,
2003; ATAIDE, 2017), porém, a composi¢cdo pode variar de acordo com a
época e local de colheita, secagem, adubacéo, dentre outros (ZARATE, et al.,
1992).
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O gengibre brasileiro € geralmente comercializado “in natura” é destinado
principalmente & exportagdo, que representa 70 a 80% da colheita (ELPO,
2004).

1.4.6.2 Annona muricata Linn

A graviola (A. muricata) € uma espécie pertencente a familia Annonaceae e
apresenta distribuicdo pantropical, sendo a América Central e a do Sul, a Africa
e a Asia os principais centros de diversidade desse grupo. Foi introduzida no
Brasil pelos portugueses no século XVI, e os maiores produtores desse fruto
séo Bahia e Sao Paulo (BRAGA SOBRINHO, 2010).

Tem reconhecida importancia farmacolégica, atuando como matéria prima de
cosmeticos, perfumaria, uso na medicina natural, além de apresentar atividade
antimicrobiana e inseticida devido a presenca de constituintes bioativos,

principalmente, as acetogeninas (SILVA, 2017).

Toda a producéo brasileira de anonaceas € comercializada para 0 consumo

interno da fruta fresca e processada (GOMES, 2013).
1.4.6.3 Azadirachta indica A. Juss

O neem (A. indica) é uma planta da familia Meliaceae, de origem asiatica,
muito resistente e de rapido crescimento, alcanca normalmente de 10 a 15 m
de altura e produz madeira avermelhada, dura e resistente (ARAUJO et al.,
2000).

Os frutos, sementes, 6leo, folhas, cascas do caule e raizes do neem possuem
0S mais variados usos e a azadiractina é considerada o principio ativo mais
importante e efetivo, que apresenta um amplo espectro de acao, incluindo
desregulacdo do crescimento, reducdo do nivel de ecdisona, inducdo de
mudancas dramaticas no desenvolvimento e reproducdo, além de prejuizos
nos processos de muda dos insetos (BRAHMACHARI, 2004).

Os estudos sobre a persisténcia em campo de 6leos extraidos de plantas sao
escassos, mas indicam que se degradam rapidamente (ISMAN, 2006) e
dependem da volatilidade, da toxicidade e do tipo de 6leo (essencial ou fixo)
(COITINHO et al.,, 2010). Os trabalhos enfatizam a baixa permanéncia em

campo como fator positivo e verificam a duracdo do periodo residual
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(COITINHO et al., 2010), porém, poucos sao o0s estudos sobre as alternativas

para prolongar a permanéncia dos fitoquimicos em campo.
1.5 Emulséo

Uma abordagem mais sofisticada para a formulacdo de inseticidas nao
sintéticos, é a encapsulacao, que se baseia no preparo de uma emulsédo, com
estratégias para prolongar a estabilidade dos 6leos extraidos de plantas. As
emulsBes sdo basicamente dispersdes, constituidas por um liquido disperso
sob a forma de pequenas goticulas em outro liquido, sendo ambos imisciveis
(BRASIL, 2010), normalmente agua e um 6leo. A fase externa ou continua € o
liquido dispersante, enquanto que, o liquido disperso € frequentemente
chamado de fase interna ou descontinua (AULTON, 2005; ANSEL et al., 2007).

Tem por objetivo encapsular solidos ou liquidos dentro de matrizes poliméricas
e que liberam o conteiddo em quantidades controladas em condi¢cdes
especificas (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007) além da capacidade de
modificar e melhorar a aparéncia e as propriedades de uma substancia
(SANTOS et al.,, 2003). Servindo assim, como estratégia para aumentar o
tempo de atividade ao reduzir a volatilidade dos fitoquimicos (SOLOMON et al.,
2012; ISMAN et al., 2013; MARTINS et al.,, 2014), bem como, melhorar a
especificidade, potencializar a acdo dos ingredientes e minimizar os impactos
residuais (RISCH, 1995; REINECCIUS, 1995). Permitem uma maior
molhabilidade, espalhamento e penetracéo, que sao vantagens adicionais para

0 uso das emulsBes como inseticidas biologicos (WANG et al., 2007).

Muitos Oleos extraidos de plantas sdo pouco sollveis em agua e o
desenvolvimento de emulsdes inseticidas é uma alternativa viavel para o
lancamento de novos produtos (LIM et al., 2012), podendo desempenhar um
papel importante como pesticidas naturais para o manejo de insetos-praga,
com potencial para aumentar a produtividade agricola, além de, ao mesmo
tempo, reduzir os impactos no meio ambiente, na saitde humana, melhorando

0 cenario agricola.
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2 CAPITULO I

Oleos vegetais: Caracterizagdo, formulac&o e toxicidade de emulsées
sobre Duponchelia fovealis Zeller, 1847 (Lepidoptera: Crambidae

RESUMO

A utilizagdo de oleos vegestais com atividade inseticida, vem se destacando
como uma alternativa no controle de pragas. Uma forma de manter a
estabilidade desses produtos é através do encapsulamento, por emulsdo, que
sdo basicamente dispersfes constituidas por um liquido disperso sob a forma
de pequenas goticulas em outro liquido, sendo ambos imisciveis, normalmente
agua e um 6leo. Objetivou-se determinar a composicdo quimica dos 6leos de
gengibre (Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae)) e graviola (Annona
muricata Linn), formular emulsbes estaveis e avaliar a atividade inseticida,
contra D. fovealis, das emulsdes formuladas com estes Oleos e o de neem
(Azadirachta indica A. Juss). As emulsdes estaveis foram compostas por fase
oleosa (6leos de gengibre, graviola e neem), emulsificante a base de polialcool
de frutas (em processo de patente), etanol e agua. Apds permanecerem
estaveis, o efeito inseticida foi testado sobre ovos com 24 e 72 horas e lagartas
de 1° e 2° instar de Duponchelia fovealis. Os compostos majoritarios do oleo
essencial de gengibre foram a-zingibereno (29%), geranial (14,9%) e a-
farneceno (12,9%) e o 6leo de graviola, hd um maior percentual de acido oleico
(43,73%), acido linoleico (29,51%) e acido palmitico (20,50%). A CLs dos Oleos
de graviola, neem e gengibre foram de 0,545%, 0578% e 0,726 sobre ovos de
24 horas; 0,647%, 0,635% e 0,730% em ovos de 72 horas; 0,474%, 0,473% e
0,602% para lagartas de 1° instar; 2,25%, 1,02% e 0,624% para lagartas de 2°
instar de D. fovealis, respectivamente. As trés emulsbes formuladas
permaneceram estaveis e apresentaram toxicidade contra D. fovealis em todos

0s estagios de desenvolvimento da praga estudados.

Palavras-chaves: Encapsulamento; Inseticida botanico; Controle alternativo.
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Vegetable oils: Characterization, formulation and toxicity of emulsions on
Duponchelia fovealis Zeller, 1847 (Lepidoptera: Crambidae

ABSTRACT

The use of vegetable oils with insecticidal activity has been highlighted as an
alternative in pest control. One way to maintain the stability of these products is
through encapsulation, by emulsion, which are basically dispersions consisting
of a liquid dispersed in the form of small droplets in another liquid, both of which
are immiscible, usually water and an oil. The objective was to determine the
chemical composition of the oils of ginger (Zingiber officinale Roscoe
(Zingiberaceae)) and soursop (Annona muricata Linn), formulate stable
emulsions and evaluate the insecticidal activity, against D. fovealis, of the
emulsions formulated with these oils and that of neem (Azadirachta indica A.
Juss). The stable emulsions were composed of an oily phase (ginger, soursop
and neem oils), a fruit-based polyalcohol emulsifier (in patent process), ethanol
and water. After remaining stable, the insecticidal effect was tested on eggs
with 24 and 72 hours and caterpillars of 1st and 2nd instar of Duponchelia
fovealis. The major compounds of the essential oil of ginger were a-zingiberene
(29%), geranial (14.9%) and a-farnecene (12.9%) and soursop oil, there is a
higher percentage of oleic acid (43, 73%), linoleic acid (29.51%) and palmitic
acid (20.50%). The LCsp of soursop, neem and ginger oils were 0.545%, 0578%
and 0.726 for 24-hour eggs; 0.647%, 0.635% and 0.730% in 72-hour eggs;
0.474%, 0.473% and 0.602% for 1st instar caterpillars; 2.25%, 1.02% and
0.624% for D. fovealis 2nd instar caterpillars, respectively. The three formulated
emulsions remained stable and showed toxicity against D. fovealis in all studied

stages of pest development.

Keywords: Encapsulation; Botanical insecticide; Alternative control.
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2.1 INTRODUCAO

Duponchelia fovealis, trata-se de um inseto praga de importancia, pois as
lagartas alimentam-se das folhas, brotos, flores, pseudofrutos e restos
vegetais, podendo levar a planta a morte, quando o ataque incide no colo da
planta, devido ao interrompimento do fluxo de seiva. (BRAMBILA; STOCKS,
2010, FRANCO; BAPTISTA, 2010).

Por ser uma praga exotica, identificada em 2010 no Espirito Santo, ainda ha
uma caréncia de métodos de manejo eficientes (PAES et al., 2015;
PRATISSOLI et al., 2015). Sendo assim, o uso de inseticidas botanicos é uma
alternativa viavel e segura para o manejo de D. fovealis, diante do uso intensivo
de inseticidas sintéticos na producdo de morango no Brasil, que induz a
selecdo de espécies resistentes, dentre outros problemas (JAN et al., 2015;
ZHANG et al., 2015).

Produtos naturais extraidos de plantas sdo fontes de substancias que podem
ser utilizadas no controle de insetos praga e sdo compativeis com programas
de manejo fitossanitario (SHIN-FOON; YU-TONG, 1993), pois sao seletivos,
biodegradaveis e tém poucos efeitos sobre organismos nao-alvo (ISMAN,
2000).

Dentre estes, 0 0leo essencial de rizomas de gengibre (Zingiber officinale),
pode ser promissor no manejo de D. fovealis, por possuir atividade larvicida em
diversos insetos-pragas, como Spodoptera frugiperda J.E. Smith, 1797
(Lepidoptera: Noctuidae), Ceratitis capitata Wiedemann, 1824 (Diptera:
Tephritidae) e Callosobruchus maculatus Fabricius, 1775 (Coleoptera:
Bruchidae) (KNAAK et al., 2010; ROHDE et al., 2013; LONI; PANAHI, 2015).
Além disso, sesquiterpenos contidos no 6leo, em testes preliminares, indicaram
forte efeito supressor de apetite em Pieris rapae Linnaeus 1758 (Lepidoptera:
Pieridae), Ostrina furnacalis Gueneé, 1854 (Lepidoptera: Pieridae) e Tribolium
castaneum Herbst, 1797 (Coleoptera: Tenebrionidae) (LIU et al., 1990).

Outro 6leo com potencial inseticida é o de graviola (A. muricata), por
apresentar as acetogeninas, uma classe de metabdlitos secundarios,
encontrada exclusivamente na familia Annonaceae, que atuam nas

mitocdndrias, inibindo a nicotinamida-adenina-dinucleotidio  ubiquinona
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oxirredutase (NADH), causando a morte dos insetos (KRINSKI et al., 2014;
LUMMEN, 1998; ZAFRA-POLO et al., 1996).

O oleo de neem (Annona indica), j& tem a acao inseticida conhecida, sendo
essa, comprovada sobre mais de 400 espécies de insetos e acaros, causando
0s mais diversos efeitos como repeléncia, antixenose, atraso ou interrupcao do
desenvolvimento e da ecdise, reducéo da fertilidade e fecundidade e diversas
outras alteracdes no comportamento e na fisiologia dos insetos, controlando a
populacéo de insetos (MARTINEZ, 2002; DHAR et al., 1998).

Contudo, um dos problemas para utilizacdo de 6éleos no manejo de pragas
agricolas é a estabilidade e o seu tempo de eficiéncia. Segundo Fonseca et al.
(2013), o desenvolvimento de formulacdes encapsuladas podem trazer
melhorias em poténcia e estabilidade fisico-quimica de O6leos extraidos de
plantas, reduzir a alta volatilidade e decomposicdo térmica, entre outras
dificuldades, pois o produto final deve ser estavel, apresentar atividade do
bioativo, alta eficiéncia de encapsulamento, descricdo de liberacdo reprodutivel

e ndo estar agregado as particulas.

Uma maneira de encapsular 6leos de origem vegetais € pelo desenvolvimento
de emulsdes, que é a mistura entre 0 composto a ser encapsulado (material
ativo chamado de ndcleo) e o agente de encapsulacdo (um polimero como
material de parede) (SANTOS et al., 2003).

Nesse contexto, o desenvolvimento de novas formulacdes encapsuladas pode
oferecer uma maneira de melhorar a eficiéncia e eficacia desses produtos

naturais, oferecendo mais seguranca para humanos e o meio ambiente.

Objetivou-se extrair e caracterizar o 6leo essencial de Z. officinale e 6leo fixo
de A. muricata, desenvolver uma emulsao contendo fracdo apolar proveniente
dos dleos de Z. officinale, A. muricata e Azadirachta indica e avaliar a atividade

inseticida destas emulsdes sobre D. fovealis
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Criag&o de Duponchelia fovealis

A criacdo de D. fovealis foi estabelecida no setor de entomologia do Nucleo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico em Manejo Fitossanitario de Pragas
e Doencas (NUDEMAFI), do Centro de Ciéncias Agréarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES).

Os insetos foram mantidos em laboratério sob condi¢bes de 25 + 1°C, 70 +
10% de umidade relativa e 14 horas de fotofase. Adultos recém-emergidos
foram transferidos para gaiolas (20 x 20 cm) confeccionadas com tubo do tipo
PVC, forrado internamente com papel sulfite e fechadas na base inferior com
isopor, também revestido com papel sulfite. A extremidade da gaiola foi
fechada com tecido do tipo voile para evitar a fuga dos insetos. Como alimento
para os adultos foi oferecido uma solucdo de mel a 10% embebido em algodéao.
As posturas foram recolhidas diariamente por meio da troca do papel que
revestia as gaiolas e imediatamente acondicionadas em caixas de acrilico (11 x
11 x 3,5 cm) do tipo Gerbox®.

Para eliminacdo da contaminacdo fungica, pedacos de papéis contendo
aproximandamente seis a sete os ovos foram tratados através da imersao por
10 segundos em solucdo de formaldeido em 1% e posteriormente em solucéo
de sulfato de cobre em 17%. Este procedimento foi realizado em camara de
fluxo laminar onde permaneceram até secagem do material. Apds este
procedimento, foram transferidos para tubos de vidro de fundo chato (8,5 x 2,5
cm) contendo dieta artificial proposta por King; Hartley (1985) modificada, para
obtencao de adultos de D. fovealis. Estas lagartas permaneciam nos tubos até
a fase de pupa. Apoés o terceiro dia da fase pupal, as mesmas foram retiradas

dos tubos e transferidas para gaiolas de criacdo para emergéncia dos adultos.
2.2.2 Oleo fixo de Annona muricata
2.2.2.1 Obtencao do material vegetal

Os residuos de graviola recém processados foram adquiridos no més de marco
de 2017, na unidade de producéo de polpa de fruta (Papafruta®), localizada no
municipio de Mimoso do Sul, Espirito Santo e transportados para o Laboratdrio

de Quimica Aplicada do Ifes - Campus de Alegre.
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2.2.2.2 Residuo de graviola

Pesou-se 400,0 g de residuo de graviola e posteriormente, ocorreu a
separacdo manual das sementes e secagem em estufa de circulagao forcada
de ar (MARCONI, modelo MA 035/5) a 55 °C por 72h, periodo este suficiente
para que as sementes apresentassem caracteristicas visuais que estavam
secas, como a crocancia das mesmas. As cascas foram retiradas manualmente
das sementes, as quais depois de descascadas tiveram sua massa aferida e o

seu rendimento determinado.

Fonte: Souza, 2018.

Figura 1 — Residuo de graviola obtido do processamento da polpa para
obtencdo das sementes: residuo (A), sementes secas (B) e sementes secas
descascadas (C).

2.3.2.3 Preparo das sementes no residuo

As sementes foram armazenadas em freezer a — 20°C para posterior andlise

centesimal e extracao do 6leo.
2.3.2.4 Extracao do 6leo de graviola via extrusao

Pesou-se 100,0 g de sementes e efetuou-se a extracdo do 6leo em Extrator de
Oleo Gourmet (HOME UP, modelo MQO 001) (Figura 2). A frac&o lipidica foi
transferida para tubos Falcon e centrifugada a 2500rpm por cinco minutos. A

massa do 6leo resultante foi medida e o rendimento determinado.
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Fonte: Souza, 2018

Figura 2 - Extracdo do 6leo da semente de graviola por extrusao: processo de
extracdo (A), sementes de graviola descascadas dentro do extrator (B) e fracao
lipidica proveniente da extruséo (C).

2.2.2.5 Analise do perfil cromatografico de acidos graxos do Oleo de
graviola

As amostras foram derivatizadas e analisadas por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), no Laboratério de Quimica
Aplicada do Ifes - Campus de Alegre. A identificacdo dos componentes dos
Oleos foi realizada por comparacdo dos espectros de massas do banco de
dados do aparelho (NIST 2.0), com dados da literatura e também com injecao
de solucdes de substancias-padréo. O percentual relativo de cada composto foi
calculado através da razéo entre a area integral dos respectivos picos e a area

total de todos 0s constituintes da amostra.

Em baldo de fundo redondo (50 mL) foi adicionado 20,00 mg da amostra. Em
seguida, adicionou-se 5 mL de solucdo de KOH em metanol (0,5 mol L™, m/v)
gue foi aquecido a 100 °C por 1 h, sob refluxo. Para a esterificagdo, 2 mL de
solucdo de HCI em metanol (4:1, v/v) foram adicionados a mistura e aquecida
novamente a 100 °C, por 1 h. Procedeu-se a extracdo dos ésteres metilicos;
em que, apos o resfriamento, acrescentou-se 5,0 mL de H,O destilada e, em

seguida, os derivados obtidos foram extraidos com diclorometano (3 x 5,0 mL).
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Apéds a extracdo, a fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro,
filtrada e concentrada. O residuo obtido, apdés completa remocdo do solvente

foi redissolvido em 1,00 mL de diclorometano e analisado por CG-EM.

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatdgrafo a gas da
Agilent Technologies (GC 7890A) equipado com detector de massas (CG-EM)
e coluna capilar DB-23 (Agilent Technologies, 60 m comprimento x 0,25 mm
didametro interno x 0,25 um espessura do filme). Como gas de arraste, foi
utilizado Hélio (99,9999% de pureza) a uma taxa de 1,0 mL min™.

Utilizando um auto-injetor (CTC combiPaL), 1 pL da amostra foi injetada no
cromatégrafo a uma razdo de splitless. O injetor split/splitless foi mantido a 250
°C. A coluna cromatografica inicialmente a 50 °C foi mantida em isoterma por 1
min e posteriormente aquecida a uma taxa de 25 °C min™ até 175 °C e, em
seguida, a temperatura foi elevada até 230 °C a uma taxa de 4 °C min™,
permanecendo por 15 minutos. Apés a separacdo dos compostos a
temperatura foi elevada até 240 °C e permanecendo nessa temperatura por 2
minutos (post run). A temperatura da interface foi mantida a 280 °C e a
ionizacao realizada com impacto de 70 eV. A amplitude de varredura de m/z foi
de 30 a 600 Da.

2.2.3 Oleo essencial de Zingiber officinale
2.2.3.1 Obtencao do material vegetal

Os rizomas de gengibre foram adquiridos no comércio local de Alegre, ES,

Brasil, nos meses de abril e julho de 2017 e maio e agosto de 2018.
2.2.3.2 Extracao do 6leo essencial de gengibre

A extracdo do oleo essencial foi realizada por meio da hidrodestilacdo do
material vegetal fresco e triturado em um aparelho Clevenger de acordo com a
metodologia proposta por Souza et al. (2017) com adaptacbes. Em um bal&o
de fundo redondo de 2L foi adicionado aproximadamente 60g da planta e 700
mL de agua destilada, sendo destilados por quatro horas. O hidrolato (dgua e
0leo essencial) foi coletado e submetido a centrifugacdo a 6.000 RPM por 10
minutos (Figura 3). Ap6s a centrifugagdo o 6leo essencial foi separado e

pesado para determinagao do rendimento de extracdo (% m/m, com base em
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biomassa seca). O 6leo essencial foi armazenado em um frasco de vidro ambar

e protegido da luz a temperatura inferior a 0°C.

Figura 3- Processo de extracdo do Oleo essencial de gengibre: (A)
Rizomas in natura; (B) Rizomas fracionados; (C) Rizomas triturados; (D)
Massa do rizoma e agua, num aparelho Clevenger; (E e F) Hidrolato
recolhido (G) Oleo essencial de Zingiber officinale coletado.

2.2.3.3 Caracterizacdo dos constituintes quimicos presentes no 0leo
essencial de gengibre

A caracterizacdo dos constituintes quimicos de Z. officinale foi realizada no
Laboratério de Quimica Aplicada do Ifes - Campus de Alegre. A amostra do
O0leo essencial foi analisada por cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo de chama (GC/FID) (Shimadzu GC-2010 Plus) e por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS) (Shimadzu QPMS-2010)
seguindo a metodologia adaptada de Souza et al. (2017). Foram empregadas
em ambas as andlises as seguintes condigdes cromatogréficas: coluna capilar
de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com fase estacionaria DB5 (0,25 pm de
espessura do filme); N, (em anélise de GC/FID) e He (em andlises de GC/MS)
como gas de arraste com fluxo de 3,0 mL/min. A temperatura do forno
permaneceu por 3 minutos a uma temperatura inicial de 40°C e em seguida
esta temperatura foi aumenta gradativamente em 3°C/minuto até atingir 240°C,
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mantendo-se nesta por 5 minutos. A temperatura do injetor foi de 250°C e a do
detector de 280 °C e a razé&o de split de 1:30.

As andlises por GC/MS foram realizadas em equipamento operando por
impacto eletrbnico com energia de impacto de 70 elétron-volt (eV), com
velocidade de varredura de 1.000, intervalo de varredura de 0,50

fragmentos/segundo e fragmentos detectados de 29 a 400 (m/z).

A identificacdo dos componentes foi realizada pela comparacdo de seus
espectros de massas com os disponiveis no banco de dados da espectroteca
Willey7, NIST05, NIST05s com a co-injecdo de padrdes e pelos indices de
Retencdo com Programacédo Linear de Temperatura (LTPRI). Para o célculo
dos LPTRI, foi utilizada uma mistura de n-alcanos lineares (C7 a C40). O
LTPRI foi calculado para cada composto e posteriormente comparado com
valores da literatura (ADAMS, 2007; NIST, 2011), sendo calculado atraves da
equacao:

LTPRI =100Z +100xw
oy +1)— (',
Onde X: € o composto de interesse; Z: € 0 niumero de atomos de carbono do
hidrocarboneto com tempo de retencdo anterior ao tempo de retencdo de X;
trx: € 0 tempo de retengdo do composto de interesse; t'rz: € 0 tempo de
retencdo do hidrocarboneto anterior ao composto de interesse e trz; +1: é 0

tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior ao composto de interesse.

A reprodutibilidade injetavel (GC-FID) foi verificada pela adicdo do controlador
DMA externo, levando-se em consideracdo oS compostos com area relativa

acima de 1% do perfil cromatografico.
2.2.4 Oleo fixo Azadirachta indica

O 6leo de neem concentrado ja é um produto comercial e foi adquirido da
empresa Quimiagri (Validade: 03/06/2023 e lote MA9H5).

2.2.5 Preparo das emulsdes

Formulou-se uma série de emulsdes, obtidas através da mistura de agua, os

diferentes tipos de 6leos, emulsificante e etanol em propor¢fes variaveis, até
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gue elas estivessem aparentemente estaveis (sem separacao de fases). Apos
essas tentativas, as proporcdes que apresentaram os melhores resultados
foram: o emulsificante a base de polialcool de frutas, a 1% (m/v), etanol (5%
vlv), fase oleosa (6leos de gengibre, graviola e neem), a 2% (V/v).
Posteriormente, essas misturas foram adicionados em tubo Falcon (45 mL),
permanecendo sob agitacdo por 5 minutos, no agitador de tubos Vortex. Em
seguida, o restante da fase aquosa (agua destilada) foi adicionado,
completando o volume e a agitagédo prosseguiu por mais 5 minutos. Com base
na estabilidade das emulsdes iniciais, foram preparadas novas emulsdes, com

diferentes concentracfes dos 6leos, para testes de atividade inseticida.
2.2.6 Anélise microscopica

A estabilidade das emulsdes foi avaliada por analise microscopica (microscopio
Leica DM500, com camera acoplada, na lente de aumento 100x), observando-
se aspectos fisicos, como formacdo e tamanho das goticulas. As emulsdes
foram homogeinizadas, retirados com auxilio de uma pipeta, 10 microlitros
dessas e depositada essa quantidade no centro da lamina, cobrindo em

seguida, com uma laminula.
2.2.7 Avaliacédo da atividade inseticida

Os experimentos foram conduzidos em camara climatizada do tipo B.O.D.
(temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14
horas), no NUDEMAFI. Os testes foram realizados em embrides de 24 e 72
horas de idade e lagartas de 1° e 2° instar de D. fovealis. Com base em testes
preliminares, observou-se que ingestdo € a via em que ocorre a maior
mortalidade de lagartas de 1° e 2° instar, sendo considerada somente essa via

nos demais experimentos.
2.2.8 Ensaio em ovos

O ensaio foi realizado em embrides de D. fovealis nas idades de 24 e 72 horas,
em cinco repeticdes com 20 ovos cada (Figura 4-A), as quais foram submetidas
a oito concentracdes pré-estabelecidas, que variaram de acordo com a idade

do ovo e o 6leo:

Oleo essencial de gengibre: ovos de 24 e 72 horas (0,00; 0,25; 0,32; 0,41; 0,52;
0,67; 0,86; 1,09 e 1,40%);
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Oleo fixo de graviola: ovos de 24 horas (0,00; 0,10; 0,14; 0,21; 0,30; 0,43; 0,62;
0,90 e 1,30%) e ovos de 72 horas (0,00; 0,10; 0,15; 0,21; 0,31, 0,45; 0,66; 0,96
e 1,40%) e

Oleo fixo de neem: ovos de 24 e 72 horas (0,00; 0,10; 0,14; 0,21; 0,30; 0,42;
0,62; 0,90 e 1,30%).

As repeticdbes foram montadas em placa de Petri® de 9 cm de diametro,

forrada no fundo com papel filtro umedecido.

A emulséo foi preparada de acordo com a concentra¢céo, num volume de 15 ml
e as massas de ovos foram imersas na mesma por 15 segundos, com auxilio
de pinca (Figura 4-B), sendo retiradas e posteriormente transferidas para a
placa de Petri® (Figura 4-C).

As placas de Petri® com os tratamentos foram mantidas em camara
climatizada climatizada do tipo B.O.D. a 25 + 1°C, 70 + 10% de umidade
relativa e 14 horas de fotofase.

Apbs 72 horas foi verificada a eclosédo de lagartas nos diferentes tipos de 6leo

e concentracgodes.

Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de probit, sendo os
produtos comparados com base nas concentracdes letais medianas (CLso) €

em seus respectivos intervalos de confianca (CARVALHO et al., 2017).

Figura 4- (A) Massa de ovos de Duponchelia fovealis (B) imersdo dos ovos em
emulsao e (C) lacas de Petri® vedadas, com os tratamentos.
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2.2.9 Ensaios com lagartas de 1° e 2°instar

O ensaio foi realizado com lagartas de D. fovealis no 1° e 2° instar. Este foi
composto por cinco repeticbes com 10 lagartas cada, as quais foram
submetidas a oito concentracBes pré-estabelecidas, que variaram de acordo
com a idade da lagarta e o dleo:

Oleo essencial de gengibre: 1° instar (0,00; 0,50; 0,58; 0,68; 0,80; 0,93; 1,09;
1,28 e 1,50%) e 2° instar (0,00; 0,10; 0,15; 0,21; 0,31; 0,45; 0,66; 0,96 e
1,40%);

Oleo fixo de graviola: 1° instar (0,00; 0,10; 0,15; 0,21; 0,31; 0,45; 0,66; 0,96 e
1,40%) e 2° instar (0,00; 0,40; 0,53; 0,71; 0,95; 1,27; 1,69; 2,25 e 3,00%) e

Oleo fixo de neem: 1° instar (0,00; 0,10; 0,15; 0,21; 0,31; 0,45; 0,66; 0,96 e
1,40%) e 2° instar (0,00; 0,30; 0,42; 0,58; 0,80; 1,12; 1,55; 2,16 e 3,00%).

As repeticdes foram montadas em placa de Petri® de 9 cm de diametro,

forrada no fundo com papel filtro umedecido.

A emulséo foi preparada de acordo com a concentra¢cdo, num volume de 15 ml.
Um pedaco de dieta artificial (1x1 cm ) utilizada na criacdo foi imersa na
mesma emulsdo correspondente por 15 segundos, com auxilio de um objeto
pontiagudo, sendo retirada e posteriormente transferidas para a placa de
Petri®.

As placas de Petri® com os tratamentos foram mantidas em camara
climatizada do toi B.O.D. a 25 £ 1°C, 70 £ 10% de umidade relativa e 14 horas

de fotofase.

Apoés 72 horas foi verificada a mortalidade das lagartas nos diferentes tipos de

Oleo e concentracoes.

Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de probit, sendo os
produtos comparados com base nas concentracdes letais medianas (CLso) €

em seus respectivos intervalos de confianca (CARVALHO et al., 2017).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Andlise quimica da composic¢ao dos 6leos
O rendimento do 6leo essencial de rizomas de gengibre foi de 1,28% (m m™),
similar ao encontrado por Ataide (2017) (1,30% (m m™)). Os rizomas para

ambos os trabalhos foram adquiridos na mesma regiao.

Ao analisar o perfil cromatografico do Oleo essencial de gengibre, foram
identificados 13 compostos (Figura 5), sendo que, 0S compostos
predominantes encontrados, foram a-zingibereno (29,00%), geranial (14,90%)
e a-farneceno (12,90) (tabela 1), corroborando com Ataide (2017), que
encontrou zingibreno (17,21%) e geranial (16,46%), como compostos
majoritarios, enquanto que, Sivasothy et al. (2011) encontraram canfeno (14,50
%), geranial (14,30%) e acetato de geranil (13,70%) e Andrade et al. (2012)
constataram que os constituintes majoritarios no 6leo essencial de rizoma de
gengibre foram geranial (25,06%) e neral (16,47%). Como relatado
anteriormente, o gengibre utilizado nesse estudo e no de Ataide (2017), foram
adquiridos na mesma regiao, diferindo das regides dos demais autores. Isso
demonstra que, a parte da planta, a fase de densenvolvimento e os fatores
ambientais como tipo de solo, estacdo do ano, temperatura e luminosidade,
podem alterar a composicdo quimica de oleos essenciais (MORAIS et al.,
2009).

Através da analise cromatografica do 6leo da semente de graviola, observou-se
gue ha acido oleico em maior quantidade (43,73%), seguido de acido linoleico
(29,51%) e acido palmitico (20,50%) (tabela 2), sendo esses trés, o0s
dominantes na lista de &cidos graxos naturais em relacdo ao interesse
comercial (GUNSTONE, 2005). As espécies da familia anonacea contém
triglicerideos baseados em acidos graxos saturados e insaturados nas
sementes. Os acidos oleico e linoleico sdo os acidos graxos insaturados de
maior importancia, enquanto que, o acido palmitico é um &cido graxo saturado
(BRANDAO et al., 2005).

O oOleo de graviola contém vestigios de acetogeninas, que confere
propriedades importantes e interesse a essa familia botanica, por serem

substancias que atuam nas mitocondrias, inibindo a NADH - ubiguinona
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oxidorredutase, causando a morte dos insetos (ZAFRA-POLO et al., 1996;
LUMMEN, 1998). Essas substancias constituem uma classe de produtos
naturais promissoras como agentes inseticidas, sendo encontradas nas cascas
de galhos e raizes, raizes e, principalmente, em sementes de plantas da familia
Annonaceae (BERMEJO et al., 2005; CASTILLO-SANCHEZ et al., 2010).
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Figura 5. Perfil cromatogréafico do 6leo essencial de gengibre.
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Tabela 1. Caracterizagdo pelo indice LTPRI e CG-MS do 6leo essencial de
gengibre (Zingiber officinale)!®.

Tempo indicede  indice de

: de ~ ~ Nome do A [d]
Pico ~ retencéo retencéo Area%
retencéo [b] Ic] Composto
: calculado tabelado
(min)

1 8,334 931 932 a-Pineno 1,66
2 8,903 945 946 Canfeno 5,21
3 10,853 992 988 B-Mirceno 1,45
4 12,421 1027 1025 B-Phelladrene 6,70
5 12,526 1029 1026 Eucaliptol 4,00
6 18,749 1165 1165 Borneol 1,10
7 22,358 1243 1235 Neral 7,70
8 23,768 1274 1264 Geranial 14,90
9 32,470 1479 1484 Germacreno D 1,70
10 32,634 1483 1479 a-Curcumeno 4,20
11 33,217 1497 1493 a-Zingibereno 29,00
12 33,723 1511 1505 a-Farneceno 12,90
13 34,288 1526 1521 aSesquiphellandrene 9,50

[a] Composto identificados pelo indice LTPRI e por CG-MS usando uma coluna Rtx®-5MS.[b]
Calculado usando uma mistura de n-alcanos saturados (C7 a C40). [c] Indices tabelados com
base em ADAMS, 2007. [d] Area relativa com base no cromatograma da Figura 5, identificados

apenas compostos com area relativa > 1%.
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Tabela 2 — Tipos de &cidos graxos presentes no 6leo extraido das sementes de

graviola
i Oleo fixo de sementes de graviola
Acido Graxo ,
(%) Area
Acido palmitico (C16:0) 20,50
Acido linoleico (C18:2 A%*?) 29,51
Acido oleico (C18:1 A%) 43,73
Acido estearico (C18:0) 4,84
Acido palmitoleico (C16:1 A®) 1,42
> AGS 25,34
> AGMI 45,15
2 AGPI 29,51
2 AGI 74,66
AGIl/ AGS 2,95
2 C18/xC16 3,56

AGS - &cido graxo saturado, AGMI — acido graxo monoinsaturado, AGPI —
acido graxo poli-insaturado, AGI — acido graxo insaturado, ¥ C18/ = C16 —
relacéo entre o somatorio dos acidos graxos com 18 carbono e somatorios dos
acidos graxos com 16 carbonos.

2.3.2 Emulsao

As emulsbes contendo as misturas dos 6leos de gengibre/graviola/neem,
etanol, emulsificante e dgua permaneceram estaveis durante um periodo de
observacdo de 24 horas, ou seja, ndo ocorreu separacdo de fases, tendo
apresentado aparéncia translicida e aquosa, homogénea e auséncia de
grumos (Figura 6). Esta observacao foi realizada visualmente, sem a utilizagéo
de equipamento. Para emuls@es 6leo em agua existem diversos mecanismos
de desestabilizacdo e os principais sdo a cremeacdo, a sedimentacdo, a
floculacdo e a coalescéncia, sendo que, os dois primeiros sdo fenbmenos de
migracdo das gotas, e 0s ultimos sdo processos de variacdo do tamanho da
gota (Figura 7) (MCCLEMENTS, 2005), porém, através das imagens de

microscopia, nota-se a formacao de goticulas contendo no seu interior, a fase
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oleosa (6leos) (Figura 8), comprovando a estabilidade das emulsées no
presente trabalho.

Ao comparar o esquema proposto por McClements (2005) (Figura 7), pode-se
concluir que as trés emulsbes formuladas nesse trabalho, apresentam
resultados promissores, dada a similaridade com aquilo que o autor nomeou de

“emulsio cineticamente estavel”.

Corroborando com os resultados do presente estudo, Botrel (2016), no seu
trabalho, substituindo goma de cajueiro, observou que o 6leo essencial de
gengibre se encontrava encapsulado na matriz, formando uma emulsdo
estavel. Entretanto, Perrenchil (2008) estudando as propriedades de diversas
emulsdes Oleo/agua estabilizadas com caseinato de sodio (Na-CN), sob
diferentes condicGes de acidificacédo e aplicacdo de pressédo, aléem de emulsbes
estabilizadas com Na-CN e goma jatai, observou que, a maioria das emulsdes

apresentou separacao de fases devido ao mecanismo de cremeacao.

De forma semelhante ao encontrado nesse trabalho, Matsumiya; Murray (2016)
conseguiram estabilizar emulsbesnutilizando microgéis de SPI como
emulsionante a 5% m/m e 10% e 20% m/m de oleo de soja. Considerando que
neste trabalho foram preparadas emulsées com valores bem abaixo de 5% de
concentracdo dos 0leos, os resultados de estabilidade variam muito em funcao

dos odleos e dos reagentes utilizados na formulacédo das emulsdes.

A obtencdo de uma emulsdo estavel apresenta uma série de vantagens, como
maior estabilidade, maior poder de penetracdo por membranas, maior
biodisponibilidade, incremento da solubilidade em agua de substancias pouco
soluveis, liberacdo controlada de substancias e ndo ocorrera quebra das fases
durante a aplicacdo do produto no campo, ou seja, esse tipo de produto

viabiliza a utilizacdo na pratica pelo agricultor.
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Figura 6- Emulsdes sem separacdo de fases dos 6leos de Zingiber officinale.
Azadirachta indica e Annona muricata, respectivamente, ap6s 24 horas de
repouso.

’
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Figura 8- Representacdo esquematica dos mecanismos de instabilidade das
emulsdes O/A. Fonte: McClements (2005).

Figura 7- Microestrutura de emuls@es estabilizadas dos 6leos de gengibre (A),
graviola (B) e neem (C), ap0s preparo, com lente de aumento em 100x.
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2.3.3 Avaliagao da atividade inseticida

A mortalidade foi diretamente proporcional & concentracdo das emulsfes, em
todas as idades de embrides e lagartas estudadas. As mortalidades em ovos
de 24 horas foram de 97, 89 e 84%, para as emulsdes dos 6leos de gengibre,
neem e graviola, respectivamente (Figura 10) e ndo houve diferenca estatistica
entre as concentracdes letais 50 (CLsg), dos 6leos de graviola (0.54%) e neem
(0.57%), sendo esses, mais toxicos quando comparados ao Oleo essencial de
gengibre (0.72%) (Tabela 4).

Contudo, nos testes realizados com ovos de 72 horas, as mortalidades foram
similares entre os embrides tratados com as emulsdes dos 6leos de gengibre
(86%), graviola (85%) e neem (84%) (Figura 10) ndo havendo diferenca
estatistica significativa em relacdo a toxicidade das emulsdes, pois todos os
intervalos de confianca da CLsp foram sobrepostos e os valores elucidados
foram 0,63; 0,73 e 0.67%, para as emulsbes de 6leo de neem, gengibre e

graviola, respectivamente (Tabela 4).

A toxicidade das emulsdes foi inversamente proporcional a idade dos embrides,
Possivelmente, pelo fato de ovos com maior desenvolvimento embrionario,
apresentam alteracdes morfo-fisiolégicas no coérion, atuando como barreira
protetora, reduzindo a absor¢édo do produto quando aplicado sobre os mesmos.
Essa evidéncia foi relatada por BORCHERT et al. (2004) e constatada em ovos
com maior desenvolvimento embrionario de mosca branca, 0os quais ndo séo
afetados pela aplicacdo de piriproxifem, devido a essa protecdo do corion
(VALLE et al., 2002).

O efeito ovicida de um inseticida é relevante, pois impede a eclosao de larvas,
evitando a ocorréncia de um surto da praga, ou seja, nesse caso 0 controle &
feito antes do aparecimento da fase em que a praga causa dano econémico a

cultura.

Nos testes com lagartas de D. fovealis, ao analisar a CLso para lagartas de 1°
instar, observou- se que ndo houve diferenca significativa entre as emulsées
dos Oleos de graviola (0,474%) e neem (0,473%), sendo essas, mais toxicas

guando comparados a emulsdo do Oleo essencial de gengibre (0,602%)
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(Tabela 5). A mortalidade foi de 100, 98 e 94%, para as emulsdes de gengibre,
neem e graviola respectivamente (Figura 11).

Nos testes com lagartas de 2° instar de D. fovealis, ocorreu mortalidade de
94% para emulsdo do 6leo de neem, 86% para emulsao do 6leo essencial de
gengibre e 84% para o Oleo de graviola (Figura 12). Nesse caso, ao analisar a
CLsp, observa-se que houve diferenca estatistica entre as emulsdes, sendo que,
a mais toxica foi a do 6leo essencial de gengibre (0,620%), seguida da do 6leo
de neem (1,02%) e Oleo de graviola (2,25%) (Tabela 5). Observa-se nesse
estudo que, a emulsao do 6leo essencial de gengibre, manteve CLsp Similares
em ambos 0s instares enquanto que, nas demais, houve a necessidade de

valores superiores das concentragdes letais.

O o6leo essencial de gengibre apresenta na composicdo substancias
denominadas terpendides (Figura 9), que podem ser classificados de acordo
com a quantidade de residuos de isopreno na estrutura (KRIVORUCHKO;
NIELSEN, 2015; HANSON, 2013; HILL; CONNOLLY, 2012). Os compostos a-
zingibereno e a-farneceno sdo sesquiterpenos, por apresentarem na
composicdo, trés blocos de isopreno, enquanto que, geranial € um

monoterpeno, por apresentar dois blocos de isopreno (Tabela 3).

Os monoterpenos e sesquiterpenos sdo estruturas terpénicas de menor massa
molecular, apresentando assim, volatilidade acentuada (FARKAS; MOHACSI-
FARKAS, 2014) e que, apés contato e/ou ingestdo, agem como inibidores das
enzimas acetilcolinesterases, responsaveis por hidrolisar o neurotransmissor
acetilcolina. A enzima é fosforilada pelo bioinseticida ficando inativa, ocorrendo
o0 acumulo de acetilcolina na fenda sinéptica, que provoca uma hiperatividade
nervosa e consequente colapso do sistema nervoso, (ELDEFRAWI, 1976;
ELDEFRAWI et al., 1982), podendo levar os insetos a morte por inanicdo ou
toxicidade direta (ELSON et al., 1988; VIEGAS JUNIOR, 2003), o que justifica a
mortalidade de 97 e 86% dos embrides de 24 e 72 horas, respectivamente e
100 e 86% de mortalidade das lagartas de 1° e 2° instar, respectivamente,

verificadas nos testes de ingestéao.

Marcomini (2009) ao avaliar nanoformulacdes de neem sobre lagartas de 2°
instar de S. frugiperda, constatou mortalidade de 46%, bem como reducédo de
peso das lagartas. Corroborando com os resultados apresentados na presente

51



pesquisa, Ataide (2017) demonstrou que o 6leo de gengibre, ndo emulsionado,
causou mortalidade de 100% dos embridbes com 24 horas e 56% em
mortalidade das lagartas de 2° instar de D. fovealis (ATAIDE, 2017). De
maneira semelhante, Kalaivani e colaboradores (2011), realizando testes de
contato, obtiveram CLso de 0,0045% para larvas de 4° instar de Aedes aegypti
Linnaeus, 1758 (Diptera: Culicidae). Em lagartas de 1° instar de Helicoverpa
armigera Hubner, 1808 (Lepidoptera: Noctuidae), Aguirre (2017) encontrou
apenas 2% de mortalidade e, segundo o autor, essa baixa mortalidade poderia
estar ligada a uma relacdo antagbnica entre os constituintes majoritarios e
minoritarios desse 6leo essencial sobre a referida praga. No manejo da traca
do tubérculo da batata, Phthorimaea operculella Zeller, 1873 (Lepidoptera:
Gelechiidae), o 6leo essencial de gengibre encapsulado afetou todos os
estagios de desenvolvimento da praga, prejudicando o desenvolvimento
(MAHDAVI et al., 2018).

Como relatado anteriormente, o Oleo de graviola contém vestigios de
acetogeninas, metabolitos exclusivos dessa familia botanica, bastante
promissoras para o controle de diversos insetos (ALVAREZ-COLOM et al.,
2010; HOE et al., 2010; TOLOSA et al., 2012). Elas agem nas mitocéndrias no
complexo | inibindo a ubiquinona oxidoredutase, interferindo na producdo de
ATP, acarretando a morte celular por apoptose ("suicidio celular”) (ZENG et al.,
1996). Esse mecanismo de acdo age de maneira diferente da maioria dos
demais inseticidas/bioinseticidas utilizados no controle insetos praga, que
inibem a acetilcolinesterase. Essa importante diferenca de mecanismo de acéo
demonstra o potencial das acetogeninas em serem utilizadas como método
alternativo no controle de populacbes ja resistentes a inseticidas que

apresentam esse modo de acgéo.

Os estudos de avaliagdo da atividade inseticida com plantas da familia
Anonaceas ja foram realizados com as principais ordens de insetos-praga,
destacando-se as ordens lepiddptera, coledptera, hemiptera e diptera
(KRINSKI, 2014).

A aplicacdo da emulsdo do extrato etandlico de A. muricata, sobre lagartas
recém-eclodidas de Plutella xylostella Linnaeus, 1758

(Lepidoptera: Plutellidae), fez com que as larvas fossem incapazes de passar
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para a fase de pupa e apenas 21,50 % de ovos viaveis, prejudicando seu
desenvolvimento (SOUZA, 2015).

Ao estudar a eficiéncia do 6leo de sementes do género Annona, Chien-Yih Lin
et al. (2009), observaram 90% de mortalidade de Bemisia argentifolii Bellows &
Perring, 1994 (Hemiptera: Aleyrodidae), Aphis gossypii Glover, 1877
(Hemiptera: Aphididae) e Tetranychus kanzawai Kishida, 1927 (Acari:
Tetranychidae), na concentracdo de 0,5%. Em testes de laboratério, na
concentracdo de 0,5% do extrato e ndo de 6leo, da semente de A. muricata,
provocou 86,4% de mortalidade da traca-do-tomateiro (T. absoluta) (SILVA et
al., 2007) e 98% do pulgao-preto do feijao-caupi, (Aphis craccivora Koch, 1854
(Hemiptera: Aphididae)) (RODRIGUES et al., 2014).

O ¢6leo de neem ja é utilizado ha algum tempo como bioinseticida e esta
estabelecido no mercado. A azadiractina torna o alimento impalatavel aos
insetos por acao direta, causando comportamento antagbnico a alimentacao
pela estimulacdo de células deterrentes especificas, situadas nas pecas bucais
(BLANEY, SIMMONDS, 1990), além disso, a azadiractina prejudica a utilizacao
dos nutrientes ingeridos, reduzindo a eficiéncia de conversdo destes e a
atividade das enzimas (TANZUBILE, McCAFFERY, 1990). A. indica afeta de
alguma forma, diversas pragas de interesse agricola, dentre elas: Diabrotica
speciosa Germar, 1824 (Coleoptera: Chrysomelidae), Liriomyza sativae Blanch,
1986 (Diptera: Agromyzidae), Brevicoryne brassicae Linnaeus, 1758
(Hemiptera: Aphididae), A. gossypii, Heliothis zea Boddie, 1850 (Lepidoptera:
Noctuidae), Spodoptera ssp. (Lepidoptera: Noctuidae), Sitotroga cerealela
Olivier, 1819 (Lepidoptera: Gelechiidae), dentre outras (MARANGONI, 2012).

O encapsulamento de Oleos extraidos de plantas permite que 0s mesmos
permanecam ativos mais tempo, prolongando a atividade inseticida. Diversos
autores relatam sobre essa eficacia desse método, dentre eles: 6leo de liméo
siciliano se mostrou mais eficaz na sua forma encapsulada por possuir maior
atividade inseticida (GORTZI et al., 2007). Christofoli et al. (2015), relatam que,
nanoesferas contendo 6leo essencial de Zanthoxylum rhoifolium Lam,
reduziram em 95% o numero de ovos de mosca-branca. O dleo essencial de
patchouli (Pogostemon cablin Blanco Benth.) nanoformulado também

demonstrou eficiente atividade inseticida sobre as espécies de formigas Atta
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opaciceps Borgmeier, 1939 (Hymenoptera: Formicidae) Atta sexdens Linnaeus,
1758 (Hymenoptera: Formicidae) e Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908
(Hymenoptera: Formicidae) (ZHAO, 2005). Além da atividade inseticida, dietas
misturadas com 6leo de tomilho encapsulado expressaram alta eficiéncia de
repeléncia (90%), contra Plodia interpunctella Hubner, 1813 (Lepidoptera:
Pyralidae) (CHUNG et al., 2013).

Ao estudarem os 6leos essenciais de purslane (Portulaca oleracea Linn),
mostarda (Brassica juncea Linn) e mamona (Ricinus communis Linn) e
nanoformulacdes baseadas nestes Oloes, contra Ephestia cautella Walker,
1863 (Lepidoptera; Pyralidae), Sabbour; Abd EIl-Aziz (2016) observaram que,
0s Oleos sdo mais eficazes quando encapsulados, eficacia comprovada pelo
nano-encapsulamento de oleo essencial de Artemisia haussknechtii (Boiss) no
controle das pragas de graos-armazenados T. castaneum e Sitophilus oryzae
Linnaeus, 1763 (Coleoptera: Curculionidae) (KHANAHMADI et al., 2011).

Outra possibilidade da utilizacdo de nano-formulados no manejo de pragas é
através de filme de embalagens, contendo 6leo essencial, como por exemplo,
Oleo de canela microencapsulado pode ser utilizado para proteger os alimentos
contra a traca-da-india (P. interpunctella) (KIM et al.,, 2013) e ensaios
realizados com embalagens que continham sémola de trigo, revestidas com
Oleos essenciais de citronela e alecrim mostraram repeléncia dos insetos
variando de 60 a 87%, respectivamente. (LICCIARDELLO et al., 2013).

Os resultados demonstram que o uso de inseticidas botanicos associados ao
encapsulamento pode desempenhar um papel importante como biopesticidas
naturais para 0 manejo de insetos-praga, com potencial para aumentar a
produtividade agricola, além de, ao mesmo tempo, reduzir os impactos no meio

ambiente e na saude humana.
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Figura 9. Estrutura molecular dos constituintes do 6leo essencial de gengibre.

Tabela 3. Classe de compostos do Oleo essencial de gengibre.

Classe

Quantidade / area%

Monoterpenos Hidrogenados
Monoterpenos Oxigenados
Sesquiterpenos Hidrogenados

Sesquiterpenos Oxigenados

15,02
27,70

57,00
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Tabela 4- Concentragfes letais (CLsp e ClLgs) das emulsdes dos 6leos de Zingiber

officinale, Annona muricata e Azadirachta

(temperatura 25 + 1 ° C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 12h)

indica em Duponchelia fovealis

Emulsoes |Cé3%e(ﬁ)0 N incl+EP [ICinS—Lch):sup] [ICinS—ngco:sup] 2
raviola 500 S.40090:2704 [0.492.45?2.26061] [1.1741163? (1).77315] 116
72 800 24627x0.2003 [0.59256-7 gf‘7773] [1.77322f; 2.91556] 863

Neer 24 800 3.304920.3004 [0.52255-7 g.46408] [1.20411i4-1 2.17544] 122
72 800 3044202353 [0.57246? 297142] [1.415227-1 22.32097] 841

cenibre 24 800 5.1831%0.3008 [0_68%3:_25277 2 L 16%{::1’:4531] 5.76
72 800 5.1832+0.3008 ) ) 5.75

[0.6863 - 0.7789] [1.1775 - 1.4746] ~

N = nimero de individuos da populacdo amostrada; Inclinacdo + SE = inclinacdo da curva + erro padrao;

CLso = Concentracdo letal para 50% da populacdo da amostra; CLgy = Concentracao letal para 95% da

populacao da amostra e x2 = teste do qui-quadrado.

Tabela 5- Concentragfes letais (CLsp € Clgs) das emulsdes dos oleos de Zingiber
officinale, Annona muricata e Azadirachta indica em Duponchelia fovealis (temperatura
25+ 1 ° C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 12h).

Elztr?/illo Emuslsf)e N Incl+EP [ICinS-LISCO:sup] [ICinS—Lﬁ(()Zsup] X
Graviola 350 2.864:0.357 402'74_73_25602] [1_05353?3_7008 g 879

o Neem 350 3.283+0.338 [0.402'74-7 2?5509] [0.95;61f3 ?L?6437] 6.67
Gengibre 350 15.458+0.85 [0_552'76?3263201 [0_68857_23?8072] 0.61
Graviola 350 4.424+0.690 [2_00%2?2_62] [3_53‘71'13??2399] 12.17

2° Neem 350 3.538+0.268 [0.90222—?1634] [1.965%33ES ?3.40484] >.09
Gengibre 350 2.707+0.219 0.6245 1.8569 4.69

[0.5324 - 0.7497]

[1.4032 - 2.8220]

N = ndmero de individuos da populagcdo amostrada; Inclinagcdo + SE = inclinagédo da curva * erro padrao;

CLso = Concentragéo letal para 50% da populacdo da amostra; CLg = Concentragéo letal para 95% da

populacao da amostra e x2 = teste do qui-quadrado.
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Figura 10 — Mortalidade de embriées de Duponchelia fovealis em funcdo de
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57



100 100

80 80

60 60

40 : 40

20 : 20
s 0= v i : 0 ;
‘5-‘ ] 1 1 1 ] 1 T ] ] ] | ] ] 1
o =5 L < > D r~ — > > O o v [ —
- o T WX W QL N~ OC -~ % -] o r $
= o= S F ® = T X B g 3 8 =
= e o e St S B Ml o= W O St o B e
5 TS ST C T S 8 S 9 @ °
=
z G

100 4C see

80 —

60 —

40 -

20 4 = Concentrages

CLs 50 ¢ 90
1C95%
0 -

1761 —

logo{Concetragoes) (Yo viv)
Figura 11 — Mortalidade de lagarta de 1° instar de Duponchelia fovealis em

funcdo de diferentes concentracdes de 6leo de graviola (A), neem (B) e 6leo
essencial de gengibre (C).

58



100 100
80 80
60 60
40 40
20 20

0.0492 [l SRR

) 0 0
= T T 1 T 1 T 1 | I
£ ~ -~ - o0 o 'S X B v 2 < SRS -
- v v -~ ~ - - - [ O e S T
o ~ -T L) == =) Yy L ~ r~ ~” o (=2 ~” ~
= o = S N O X oo NS =T M
- | S S =1 = S =] = = S = < S S S
- g g d v . T 3
=
2
b=

100 4 C

80 —

60 ~

40 —

— Concentraces
....... ('l‘\ 50e¢9%
1C95%,

20

-0,5086 —
-0,3468 —
A,1805 —
0,0177
0,1461 -

£.6778 =

log,o( Concetragdes) (%0 v/v)

Figura 12— Mortalidade de lagartas de 2° instar de Duponchelia fovealis em
funcdo de diferentes concentracdes de 6leo de graviola (A), neem (B) e 6leo
essencial de gengibre (C).

59



2.4CONCLUSAO

- Os dleos de Annona muricata, Zengiber officinale e Azadirachta indica podem
ser encapsulados, formando emulsdes estaveis e que apresentam atividade
inseticida, podendo ser utilizadas no manejo de Duponchelia fovealis.
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3 CAPITULO Il

Armazenamento, estabilidade e toxicidade de emulsdes dos 6leos de
gengibre (Zingiber officinale), neem (Azadirachta indica) e graviola (Annona
muricata) sobre Duponchelia fovealis (Zeller 1847) (Lepidoptera: Crambidae)

RESUMO
A estabilidade das emulsfes é primordial para manter a qualidade do produto
ao longo do tempo. Neste estudo avaliou-se a estabilidade e a toxicidade,
sobre Duponchelia fovealis, das emulsées dos 6Oleos de gengibre (Zingiber
officinale Roscoe), graviola (Annona muricata Linn) e neem (Azadirachta indica
A. Juss) por um ano. As emulsfes foram compostas da fase oleosa de cada
espécie vegetal (6leos de gengibre, graviola e neem), do emulsificante a base
de polialcool de frutas, etanol e agua. As avaliacbes de toxicidade foram feitas
apos 0, 92, 182, 273 e 365 dias de armazenamento, sobre ovos de 24 e 72
horas e larvas de 1° e 2° instar de Duponchelia fovealis. Foi observado que
durante todo o periodo de armazenamento, as diferentes emulsdes
permaneceram sem separacao de fases e apresentaram aspecto translucido, o
gue indica estabilidade das emulsdes, bem como apresentaram efeito
inseticida sobre D. fovealis sobre embrides e para os instares larvais. A
mortalidade dos embrides de 24 horas foi de 46, 35 e 33% e 22, 15 e 14% para
os embrides de 72 horas, tratados com as emulsbes de gengibre, neem e
graviola, respectivamente, apos 365 dias de armazenamento. A mortalidade de
lagartas de 1° e 2° instar, tratadas com a emulsédo do 6leo de gengibre foi de 90
e 88%, respectivamente. A emulsdo do 6leo de graviola promoveu 70% de
mortalidade das lagartas de 1° instar e 78% nas de 2° instar e para o Oleo de
neem, mortalidade de 50 e 74% em lagartas de 1° e 2° instar, respectivamente.
As emulsbes estudadas permaneceram estaveis por um ano de
armazenamento o que as tornam viaveis para utilizacdo no manejo de D.

fovealis.

Palavras-chaves: Inseticidas botanicos; controle alternativo; tempo de

armazenamento.
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Storage, stability and toxicity of emulsions of ginger (Zingiber officinale),
neem (Azadirachta indica) and soursop (Annona muricata) oils on
Duponchelia fovealis (Zeller 1847) (Lepidoptera: Crambidae)

ABSTRACT

The stability of the emulsions is essential to maintain the quality of the product
over time. In this study, the stability and toxicity of Duponchelia fovealis were
evaluated for the emulsions of ginger (Zingiber officinale Roscoe), soursop
(Annona muricata Linn) and neem (Azadirachta indica A. Juss) oils for one
year. The emulsions were composed of the oily phase of each vegetable
species (ginger, soursop and neem oils), the emulsifier based on fruit
polyalcohol, ethanol and water. The toxicity assessments were made after O,
92, 182, 273 and 365 days of storage, on eggs of 24 and 72 hours and larvae of
1st and 2nd instar of Duponchelia fovealis. It was observed that throughout the
storage period, the different emulsions remained without phase separation and
showed a translucent aspect, which indicates the stability of the emulsions, as
well as showing an insecticidal effect on D. fovealis on embryos and larval
instars. Mortality of 24-hour embryos was 46, 35 and 33% and 22, 15 and 14%
for 72-hour embryos, treated with ginger, neem and soursop emulsions,
respectively, after 365 days of storage. Mortality of 1st and 2nd instar
caterpillars treated with ginger oil emulsion was 90 and 88%, respectively. The
soursop oil emulsion promoted 70% mortality in 1st instar caterpillars and 78%
in 2nd instar caterpillars and for neem oil, 50 and 74% mortality in 1st and 2nd
instar caterpillars, respectively. The studied emulsions remained stable for one

year of storage, making them viable for use in the management of D. fovealis.

Keywords: Botanical insecticides; alternative control; storage time.
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3.1 INTRODUCAO

Novas tecnologias para o controle de insetos praga vém sendo criadas, dentre
essas, 0 uso de 6leos com agédo inseticida, tornou-se uma opgdo amplamente
difundida e menos prejudicial ao meio ambiente e saide humana (VARONA et
al., 2009). Dentre os o6leos, podemos destacar o de gengibre (Z. officinale),
neem (A. indica) e graviola (A. muricata).

Embora haja o interesse crescente e o grande potencial biolégico de 6leos de
origem vegetal, sabe-se que a maioria deles € biologicamente instavel e pode
sofrer degradacdo com o passar do tempo de exposicdo (SHERRY et al.,
2013). Uma maneira de oferecer protecdo contra a degradacdo, perda
ambiental e por fatores externos, € atraveés do encapsulamento desses oleos,
aperfeicoando o sistema de controle de pragas, reduzindo a necessidade de
altas doses, toxicidade e efeitos indesejaveis em organismos nao alvos
(MARTIN et al., 2010).

Emulsionar € uma forma de encapsular os o6leos, sendo definida como
dispersdes coloidais compostas por uma fase denominada interna, dispersa ou
descontinua e por uma fase que rodeia as goticulas, designada de externa,
dispersante ou continua. Além destes dois componentes existe um terceiro, 0
agente emulsivo, o qual contribui para tornar a emulsdo mais estavel, pois se
interpbe entre a fase dispersa e a dispersante, retardando a separacdo das
fases (LACHMAN et al., 2001; MARTINA, 2005).

A estabilidade, por sua vez, refere-se a capacidade de uma emulsao resistir a
alteracdes em sua estrutura, pois essas tendem a se romper ao longo do
tempo, resultando em duas fases liquidas separadas, processo esse,
dependente principalmente da composi¢cdo e microestrutura, bem como das
condicbes de armazenamento (MCCLEMENTS, 2005). Essa estabilidade
constitui 0 seu ponto mais critico, pois s6 se considera uma emulséo estavel se
0 numero e o tamanho das goticulas da fase interna, por unidade de volume de
fase continua, se mantiverem constantes ao longo do tempo. Isso indicaria que
nao houve modificacdes (KHAN et al., 2006).

Para isso é necessario elaborar formulacdes mais resistentes as deformacgoes,

utilizando-se agentes emulsificantes que estabelecam unido entre a fase

68



externa e interna, dificultando a coalescéncia. (MARTINA, 2005) com perda

minima de caracteristicas desejaveis.

7z

Uma maneira de avaliar a estabilidade das emulsdes, ao longo do tempo, é
através da vida-de-prateleira, que € o tempo em que o produto, conservado em
determinadas condi¢cbes de temperatura, ndo apresenta alteragbes durante o
seu armazenamento (VITALI; QUAST, 2004), ficando o seu nucleo lipidico
protegido contra agentes extrinsecos que possam acelerar sua degradacéo,

tais como oxigénio, calor e luz.

Um agente que pode ser utilizado como emulsificante em 6leos para o controle
de pragas é o polialcool de frutas. Este se apresenta em forma de p6 branco,
microcristalino solivel em &agua e no alcool, de origem vegetal. E muito
higroscopico e possui propriedades umectantes. Também pode ser encontrado
na forma liquida. Este por sua vez, ja € muito utilizado na fabricacdo de
perfumes, cremes, mascaras, hidratantes e na culinaria. Possui acdo
estabilizadora de emulsdes e suspensdes, proporcionando menor tamanho
médio de particulas e baixo grau de aglomeracdo (COLLE et al., 2008),
caracteristicas essas desejaveis para testes de estabilidade de emuldées com
Oleos inseticidas provenientes de plantas, ainda mais, que esta técnica de
utilizar emulsdes no manejo de pragas é relativamente recente, havendo pouca
informac&o do uso de bioinseticidas encapsulados, com poucos exemplos de
aplicacdes em estufas ou como forma de proteger os graos armazenados da
infestacdo causada por pragas (SOZER; KOKINI, 2009).

Objetivou-se avaliar a estabilidade fisico- quimica, analisar as caracteristicas
microscopicas como aspecto visual e separacao de fases das emulsdes recém-
preparadas, comparando-as com aquelas armazenadas ha um ano e avaliar a
atividade inseticida das formula¢des dos 6leos de Z. officinale, A. muricata e A.

indica sobre D. fovealis.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Criacao de Duponchelia fovealis

A criacdo de D. fovealis foi estabelecida no Setor de Entomologia do Nucleo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico em Manejo Fitossanitario de Pragas
e Doencas (NUDEMAFI), do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Espirito Santo conforme item 2.1, capitulo 1.

3.2.2 Preparo das emulsdes

Foi empregada a mesma metodologia de preparo das emulsdes descrita no
item 2.5, capitulo I, porém, nas seguintes concentracdes: o emulsificante a 1%
(m/v), etanol (5% v/v), fase oleosa (6leos de gengibre, graviola e nem), a 2%
(V/Iv).

3.2.3 Armazenamento das emulsdes

As emulsbes foram preparadas dia 28/10/2018. Os recipientes contendo as
emulsdes dos o6leos de gengibre, graviola e neem foram envoltos por papel
aluminio e acondicionados em sala climatizada com temperatura de 25° + 2C,
fotofase de 12h e 70% *= 10 de umidade relativa do ar. O tempo de
armazenamento das emulsdes utilizadas nos experimentos foi de 0, 92, 182,

273 e 365 dias apoés a formulacao.
3.2.4 Andlise microscopica

As emulsfes foram homegeinizadas, retirados com auxilio de uma pipeta, 10
microlitros dessas e depositada essa quantidade no centro da [amina, cobrindo
em seguida, com uma laminula. A estabilidade das emuls@es foi avaliada apos
a formulacdo e apés 365 dias de armazenamento, por analise microscopica
(microscopio Leica DM500, com camera acoplada, na lente de aumento 100x),
observando-se aspectos fisicos, como formacdo de goticulas, cor, aspecto

visual, separacao de fases, formacao de creme e sedimentacao.
3.2.5 Avaliacdo da atividade inseticida

Os experimentos foram conduzidos em camara climatizada (temperatura de
25%1 °C, umidade relativa de 70+10 % e fotofase de 14 horas), no NUDEMAFI.
Os testes foram realizados em ovos de 24 e 72 horas de idade, cada repeticéo

composta de 20 ovos e lagartas de 1° e 2° instar, cada repeticdo composta de
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10 lagartas, conforme item 2.7, capitulo Il, ap6s 0, 92, 182, 273 e 365 dias de

armazenamento.

O desenho experimental seguiu esquema em parcelas subdivididas em
delineamento inteiramente casualizado, onde as parcelas eram compostas pelo
fator 6leo (emulsdes) e as subparcelas pelo fator tempo de armazenamento
dos Oleos. Ambos fatores foram considerados qualitativos, sendo a
porcentagem de mortalidade em cada fase de desenvolvimento de D. fovealis
(embrides com 24 e 72 horas e lagartas de 1° e 2° instar) variaveis respostas
testadas de forma independente. Os dados foram testados quanto a
normalidade de Shapiro-Wilk, submetidos a analise de variancia para o DIC em
guestdo e as medias comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de

significancia de 5%. Todas as analises foram executadas no R.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Estabilidade das Emulsdes

Estudar a estabilidade das emulsdes é predizer a “vida util” dessas em
condi¢Bes normais de armazenamento, bem como a capacidade de um produto
em manter o aspecto original e as caracteristicas fisico-quimicas. Dessa forma,
as emulsdes dos o6leos de Z. officinale, A. indica e A. muricata permaneceram
estaveis até 365 dias apos a formulacdo, conforme a analise dos aspectos
visuais, como separacédo de fases, formacéo de creme e sedimentacao (Figura

1) e analise microscépica (formacédo das goticulas) (Figura2 D, E e F).

As emulsBes apresentaram aspecto translicido, sem separacao de fases, logo,
permaneceram estaveis, sendo pouco susceptivel aos diversos mecanismos de
desestabilizacdo, como a cremeacdo, a sedimentacdo, a floculagcdo e a
coalescéncia, que promovem a diminuicdo da qualidade das emulsdes
(McCLEMENTS, 2005). A avaliacdo visual da aparéncia da emulsdo € um
método claro de deteccdo de separacdo de fases ou instabilidade, podendo
fornecer informacdes consideraveis, de como emulsdes separadas em duas ou
mais fases, sdo consideradas instaveis (IDSON, 1993), fato esse, nao

observado neste estudo, para os 6leos de gengibre, graviola e neem.

Ao comparar as analises microscopicas, apos a formulacéo (Figura 2A; B e C)

e com 365 dias de armazenamento (Figura 2D; E e F), observou-se
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preservacdo das caracteristicas fisicas, que mantiveram-se constantes apos

um ano de armazenamento.

Alguns trabalhos demonstram a eficiéncia do encapsulamento em emulsdes,
como por exemplo, éleo essencial de gengibre nano-formulado permaneceu
estavel por 49 dias, enquanto que, o 6leo puro, apenas 15 dias (MAHDAVI et
al., 2018) e que a encapsulacao do 6leo de neem, promoveu ganhos de 40%
na estabilidade (COSTA, 2014). Machado et al (2007), observaram que
emulsBes obtidas, com diferentes concentracdes de 6leo de neem foram
estaveis por apenas 24 horas e atribuiram a desestabilizacdo ao calcio e
magnésio, existentes nas aguas , sendo esse, um elemento perturbador da
estabilidade das emulsbes e Forim et al (2009) observaram que mesmo sob
condicles ideais de armazenamento (temperatura e umidade), a azadiractina
sofreu processos de degradacédo em funcéo do tempo, quando na forma pura e

nao em forma de emulsao.

E estabilidade de uma emulsdo de 6leo de A. muricata foi conseguida a partir
da mistura do Oleo, tween 80, etanol e solugcdo aquosa de NaCl com
concentracdo de 3,5%, porém, o autor ndo verificou por quanto tempo ela se
manteve estavel (GONCALVES, 2016). Gomes (2013), ao misturar 10g do
extrato de A. muricata, ao Span 60 e ao Tween 80, verificou que nenhuma das
emulsdes permaneceu estavel por mais de 30 minutos, havendo a separacéo
das fases com o passar do tempo, enquanto que, Senhorini (2010) encontrou
no preparo das emulsbes do 6leo de Carapa guianensis Aubl seguindo o
mesmo protocolo, quatro emulsdes estaveis, podendo-se supor que extratos
apresentam caracteristica oleosa, mas como nao € 6leo puro, podem dificultar

a estabilidade, principalmente pelas polaridades diferentes.

As técnicas de microscopia sdo amplamente utilizadas para visualizacdo de
emulsdes sem diluicdo e com um minimo preparo das amostras (LANGTON et.
al., 1999) e como observado na figura 2, ha o surgimento de estruturas
lamelares ao redor das goticulas de 6leo que, de acordo com Klein (2002), sao
responsaveis pela estabilizacdo de emulsbes, que protegem ao redor dos

glébulos prevenindo a adeséo e coalescéncia.

Ao formular uma emulsdo com 6leo de urucum (MORAIS et al.,, 2005), foi
necessario uma mistura de tensoativos, na concentragédo de 10% para manté-la
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estavel, enquanto que, nesse estudo, com apenas 1% do polidlcool de frutas,
as emulsbes permaneceram estaveis. E importante ressaltar que, 0s
componentes dos 6leos essenciais (gengibre, por exemplo) sdo conhecidos por
serem facilmente degradados quimicamente, podendo ser convertidos por
oxidagcdo, isomerizacao, ciclizacdo, desidrogenacao, dentre outras reacodes
(FIGUEIREDO et al. 2008; SCHMIDT, 2010).

Essa caracteristica de estabilidade das fases das trés emulsbes testadas
(6leos de gengibre, graviola e neem), viabiliza a utilizacdo desse tipo de
formulacao, pois possibilita a aplicagéo pelo agricultor no campo.

Figura 1- EmulsGes sem separacdo de fases dos 6leos de Azadirachta indica,
Annona muricata e Zingiber officinale, respectivamente, apés 365 dias de
armazenamento.

73



Figura 2- Microestrutura de emuls@es estabilizadas dos 6leos de gengibre (A),
graviola (B) e neem (C), ap6s a formulacéo e 365 dias de armazenamento, dos
6leos de gengibre (D), graviola (E) e neem (F), com lente de aumento em 100x.

3.3.2 Avaliagéo da atividade inseticida

Houve interacao entre as variaveis emulsdes e tempo, em todos os estagios de
desenvolvimento testados (tabela 1). De acordo com os resultados expostos na
figura 1, pode-se observar que as emulses dos 6leos de gengibre, graviola e
neem, mantiveram atividade inseticida no controle de D. fovealis ao longo do
periodo de avaliacéo, tanto sobre embrifes, quanto para os instares larvais. As
emulsdes foram mantidas em temperatura ambiente durante o periodo de

estudo, totalizando 365 dias de armazenamento.

Ao observarmos a mortalidade dos ovos de 24 horas de idade de D. fovelais
(figura 1-A), tratados com as emulsbes recém-formuladas (tempo zero), néo
houve diferenca estatistica, enquanto que, nas avaliacdes aos 92, 182 e 273
dias, as emulsdes de graviola e neem causaram maiores mortalidades de
embribes. As emulsdes de neem e gengibre apresentaram os melhores
resultados apds 365 de armazenamento, com 46, 35 e 33%, de mortalidades
dos embrides tratados com oOleos de gengibre, neem e graviola,
respectivamente. Ovos de 12 horas da tragca do tubérculo da batata,
Phthorimaea operculella Zeller, 1873 (Lepidoptera: Gelechiidae) foram

submetidos a exposicdo do 6leo essencial de gengibre encapsulado e verificou-
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se atividade inseticida até 49 dias de exposicao, afetando todos os estagios de
desenvolvimento da praga, enquanto que, o Oleo puro apresentou atividade
inseticida apenas ate o 15° dia (MAHDAVI et al., 2018).

Em relacdo a mortalidade dos embrides de 24 horas de idade, ndo houve um
padrdo em relacdo a reducdo da mortalidade, com o aumento do tempo de
armazenamento, (exceto para a emulsédo do 6leo de graviola). Provavelmente,
isso ocorreu porque foram utilizados diferentes lotes de insetos ao longo da
execucdo do experimento, podendo haver diferenca na suscetibilidade as
emulsdes, entre os lotes de insetos, ja que o experimento foi conduzido em

diferentes épocas, durante um ano.

Ao analisarmos os ovos de 72 horas de idade (figura 1-B), a emulséo do 6leo de
neem apresentou maior atividade inseticida, apos 92 e 182 dias de
armazenamento. Nao houve diferenca estatistica entre as emulsdes, nos
demais tempos de armazenamento. A atividade inseticida da emulséo do oOleo
de neem nao diferiu até os 273 dias de armazenamento, e das demais
emulsdes foi reduzida com o do tempo de armazenamento. Apos 365 dias de
armazenamento, houve 22, 15 e 14% de mortalidade dos embrides ocasionada

pelas emulsdes de gengibre, neem e graviola, respectivamente.

Apo6s 365 dias de armazenamento, a mortalidade de lagartas de 1° instar (figura
1-C) foi alta, variando entre 90, 70 e 50%, para os 0leos de gengibre, graviola e
neem, respectivamente. A emulsdo de extratos organicos da semente de A.
muricata persistiu por somente quatro dias em brassicas, ndo diferindo da
testemunha (somente o extrato, sem estar em forma de emulsdo) (JESUS et
al., 2011).

A mortalidade de lagartas de 1° instar, nos tempos de 92, 182 e 273 dias
(figura 1-C), foram superiores para as emulsdes dos 6leos de neem e graviola,
enquanto que, apos 365 dias de armazenamento, a emulsdo do 6Oleo de
gengibre foi superior as demais. Ao analisarmos a atividade inseticida das
emulsdes em relacdo ao tempo, os 6leos de neem e graviola preservaram a
toxicidade até 273 dias de armazenamento. Trabalhos com a utilizacdo de
emulsdes de neem ja foram realizados, como o de Araujo Junior et al. (2009),
0S quais avaliaram a emulsdo do 6leo de neem comercial (Natuneem), nas
concentragbes de 1 e 2% , com resultados de 81 e 90 % de mortalidade do
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pulgdo Lipaphis erysimi Kalt., 1843 (Hemiptera: Aphididae), por um periodo de
10 dias. Apés esse periodo a atividade inseticida reduziu significativamente. O
6leo essencial de Pelargonium graveolens (L'Hér. ex Aiton), nanoencapsulado
persistiu no campo por até cinco dias, promovendo 74 e 37% de mortalidade,
nas concentracoes de 5 e 2,5%, respectivamente de lagartas de 1° instar de P.
operculella (ADEL et al., 2015).

Em relacdo a mortalidade de lagartas de 2° instar (figura 1-D), a toxicidade da
emulsdo a base de Oleo de gengibre, em relacdo as demais emulsdes, foi
menor somente aos 182 e 273 dias de armazenamento. Nos demais periodos
as emulsdes provocaram mortalidades de lagartas semelhantes entre si. Para o
O0leo de graviola, ndo houve diferenca estatistica ao longo do tempo de
armazenamento. Os produtos armazenados por 365 dias foram eficientes no
controle D. fovealis, pois mantiveram mortalidades de 88% para a emulséo dos
Oleos de gengibre, 78% para a de graviola e 74% para a do 6leo de neem. A
formulacdo de emulsBes por encapsulacdo preservou o principio ativo dos
Oleos utilizados, com potencial para serem utilizados no manejo da praga em

estudo.

Essas variacOes da atividade inseticida sdo dependentes de alteracdes que
podem ocorrer nas emulsfes ao longo do tempo, os volateis da planta estéo
sujeitos a flutuacdes naturais em sua composicdo (KUBECZKA, 1993). Outro
ponto que pode ser responsavel por essas alteracfes, é a populacéo da praga,

gue variou ao longo das avaliacfes.

Os oOleos extraidos de plantas sofrem alteracdes apds envelhecimento que
podem comprometer a qualidade. Porém, poucas investigacbes até agora
foram realizadas para avaliar a estabilidade desses 6leos ao longo do tempo,
bem como levar em consideracdo o impacto dessa variagdo durante o

armazenamento.

Dessa forma, a emulséo do 6le de neem manteve mortalidades consideraveis
em todos os estagios de desenvolvimento testados, com descréscimo
acentuado somente apGs 365 dias de armazenamento, em ovos de 72 horas.
Nesta idade, a mortalidade também reduziu, quando tratados com emulsédo do
Oleo de graviola. A emulsdo do 6leo de gengibre foi a mais afetada pelo tempo
de armazenamento, ndo mantendo um padrdao de mortalidade. Porém, as
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formulacbes sdo promissoras no manejo de D. fovelis, pela manutencdo da

atividade inseticida nos estagios de desenvolvimento testados e estabilidade

pelo periodo de armazenamento de 365 dias.

Tabela 1- Andlise de variancia para os efeitos de tempo de armazenamento e
emulséo sobre a mortalidade de Duponchelia fovealis

| Shapiro-Wilk | GL | F P
Ovos 24 horas
Emulsao 2 33,517 1,2*10-5
Tempo 0,3577 4 50,479 2*10-16
Emuls&o*Tempo 8 15,031 2*10-16
Ovos 72 horas
Oleo 2 59,121 1*10-6
Tempo 0,3659 4 154,184 2*10-16
Emuls&o *Tempo 8 29,988 2*10-16
Lagartas 1° instar
Oleo 2 90,304 2,2*10-16
Tempo 0,1975 4 19,564 2,2*10-16
Emulsao *Tempo 8 29,582 2,2*10-16
Lagartas 2° instar
Oleo 2 11,620 0,001559
Tempo 0,1818 4 9,623 9*10-6
Oleo*Tempo 8 11,725 2,2*10-16

77




- A

S04
e
e
5
=
=
Z ul
-
-,

204

0 2 - - - 2

100, C D

804 h 4
3 Y
< 9 ;
E \{
=
Zu -
<
—_
-~

~@~ Neem
204 “O= Giraviok
= Gengibre
0 v T - v - - -
0 92 182 273 365 0 92 182 273 365

Tempo (dias)

Tempo (dias)

Figura 3- Mortalidade ocasionada por emulsdes de Zingiber officinale, Annona
muricata e Azadirachta indica em cinco periodos de armazenamento e quatro
estagios de desenvolvimento de Duponchelia fovealis: (A) ovos de 24 horas; (B)

ovos de 72 horas; (C) lagartas de 1° instar e (D) lagartas de 2° instar.
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3.4CONCLUSAO

- As emulsdes dos 6leos de gengibre, graviola e neem apresentaram atividade
inseticida sobre D. fovealis e permaneceram estaveis por até 365 dias de

armazenamento.
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4 CAPITULO IV

Persisténcia da atividade inseticida de emulsdes, apds exposicéo a luz
germicida UVC (240 nm)

RESUMO

7z

A degradagdo do ingrediente ativo é umas das principais caracteristicas
limitantes a utilizacdo no campo de formulados a base de compostos extraidos
de plantas com atividade inseticida, especialmente, decorrente da exposicao a
radiacdo ultravioleta. Neste estudo avaliou-se a toxicidade, sobre Duponchelia
fovelais das emulsbes dos 6leos de gengibre (Zingiber officinale Roscoe),
graviola (Annona muricata Linn) e neem (Azadirachta indica A. Juss) apés
exposicdo a radiacdo UVC (240 nm) por até 12 horas. As emulsdes foram
compostas da fase oleosa (0leos de gengibre, graviola e neem), do
emulsificante a base de polidlcool de frutas, etanol e agua. A testemunha foi
composta dos mesmos reagentes, exceto do emulsificante. Os tempos de
exposicao foram de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas. O efeito inseticida foi testado
sobre larvas de 1° de D. fovealis. Mesmo ap6s 12 horas de exposi¢cdo a uma
radiacdo extremamente forte, com efeito germicida e bactericida, as trés
formulacdes de emulsdes provocaram alta mortalidade da praga, 90, 93 e 80%
para os Oleos de gengibre, graviola e neem, respectivamente. A mortalidade,
sem a presenca do emulsificante foi de 23% para os Oleos de gengibre e
graviola e 26% para o 6leo de neem. Portanto, conclui-se que, a presenca de
um emulsificante, agente encapsulante, protege as emulsdes contra a
degradacao pela exposicdo a radiacdo UV, podendo ser utilizada no campo,

sem alteracdo da qualidade do produto.

Palavras- chaves: Encapsulamento; Bioinseticidas; Fotoprotecao.
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Persistence of insecticidal activity of emulsions after exposure to UVC
germicidal light (240 nm)

ABSTRACT

The degradation of the active ingredient is one of the main limiting
characteristics to the use in the field of formulations based on compounds
extracted from plants with insecticidal activity, especially due to exposure to
ultraviolet radiation. In this study, the toxicity was evaluated on Duponchelia
fovealis of the emulsions of ginger oils (Zingiber officinale Roscoe), soursop
(Annona muricata Linn) and neem (Azadirachta indica A. Juss) after exposure
to UVC radiation (240 nm) for up to 12 hours. The emulsions were composed
of the oily phase (ginger, soursop and neem oils), the emulsifier based on fruit
polyalcohol, ethanol and water. The control was composed of the same
reagents, except for the emulsifier. The exposure times were 2, 4, 6, 8, 10 and
12 hours. The insecticidal effect was tested on D. fovealis 1st larvae. Even after
12 hours of exposure to extremely strong radiation, with a germicidal and
bactericidal effect, the three emulsion formulations caused high pest mortality,
90, 93 and 80% for ginger, soursop and neem oils, respectively. Mortality,
without the presence of the emulsifier, was 23% for ginger and soursop oils and
26% for neem oil. Therefore, it is concluded that the presence of an emulsifier,
an encapsulating agent, protects the emulsions against degradation by
exposure to UV radiation, and can be used in the field, without changing the

quality of the product.

Keywords: Encapsulation; Bioinsecticides; Photoprotection.
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4.1 INTRODUCAO

E cada vez mais expressiva a busca por produtos seguros para 0 meio
ambiente e a salde humana. Alternativas adequadas sdo buscadas com
objetivo de serem utilizadas no manejo de insetos pragas, com a finalidade de
reduzir a utilizacdo de inseticidas quimicos. Incluindo o desenvolvimento de
emulsBes contendo 6leos extraidos de plantas, que, embora elas mostrem
excelente eficacia, a persisténcia geralmente ndo é relatada. Métodos e
técnicas de formulacdo que aumentem a persisténcia devem ser estudados,
para aumentar a credibilidade de bioinseticidas que sdo altamente promissores,
resultando em produtos com melhor desempenho em campo, manuseio e

aplicacao aprimorados.

Em termos gerais, uma emulsdo é considerada fisicamente instavel se: a fase
interna ou dispersa tende a formar agregados de goticulas; grandes goticulas
se depositam no fundo ou aparecem na superficie do produto; todo o liquido da
fase interna, ou parte dele, separa-se da fase dispersante e forma uma camada
distinta no frasco, resultando na coalescéncia dos globulos da fase interna
(ALLEN et al, 2007).

Poucas informacdes existem sobre a estabilidade de emulsGes de Oleos
vegetais e uma forma de verificar essa estabilidade e persisténcia de uma
emulsao é pela exposicdo a luz ultravioleta (UV). A radiac&o solar compreende
as regidbes do espectro eletromagnético e sdo divididas de acordo com o
comprimento de onda correspondente: infravermelho (acima de 800 nm); luz
visivel (400 a 800 nm) e radiacdo ultravioleta (100 a 400 nm). Esta dltima
dividida em UVA (320 - 400 nm), que subdivide-se em UV-Al (340 a 400 nm) e
UV-A2 (320 a 340 nm), essas atravessam a camada de ozb6nio; UVB (290 a
320 nm), que sdo parcialmente bloqueadas pela camada de ozénio e vidro e
UVC (100 a 290 nm) gue é bactericida pela acdo esterilizante, bastante
prejudicial e raramente atinge a superficie terrestre (MONTEIRO, 2008;
MONTEIRO, 2010; MOTA, 2006).

As formulagBes devem permitir que o produto permaneca viavel no ambiente
por um tempo necessario para a acdo. Estudos de laboratério e campo

sugerem que a radiacao solar, especialmente a porcao ultravioleta € um dos
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fatores mais importantes que afetam a persisténcia de bioinseticidas (PAWAR
et al. 1995), porém, estudos que confirmam os impactos da radicdo UV sobre

esses, ainda sao escassos.

Objetivou-se avaliar a atividade inseticida, sobre D. fovealis, de formulagdes de
emulsGes a base do Oleo essencial de gengibre (Z. officinale) e dos dleos
vegetais de neem (A. indica) e graviola (A. muricata), apés exposi¢cao a luz
UVC.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Criagao de Duponchelia fovealis

A criacdo de D. fovealis foi estabelecida no Setor de Entomologia do Nucleo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico em Manejo Fitossanitario de Pragas
e Doencas (NUDEMAFI), do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Espirito Santo conforme item 2.1, capitulo 1.

4.2.2 Preparo das emulsdes

Foi empregada a mesma metodologia de preparo das emulsdes descrita no
item 2.7, capitulo Il, mantendo-as, nas seguintes concentracbes: o
emulsificante um polialcool derivado de frutas, a 1% (m/v), etanol (5% v/v), fase
oleosa (0leos de gengibre, graviola e nem), a 0,9; 1,4 e 1,4% (v/v),
respectivamente. Também foi realizado um ensaio sem a presenca do
emulsificante, mantendo-se o0s demais ingredientes, nas mesmas
concentragbes. A escolha das concentragbes dos oOleos foi baseada nos
resultados obtidos no capitulo Il, sendo escolhidas aquelas da escala
logaritmica que promoveram a maior mortalidade de lagartas de primeiro instar,

estabelecido por meio de ensaios preliminares.

4.2.3 Degradacdo fotoquimica assistida das emulsdes dos 6leos de

Zingiber officinale, Azadirachta indica e Annona muricata

Placas de Petri® contendo 15 ml de emulsédo de cada 6leo foram dispostas na
camara de fluxo, agregadas de acordo com o0 tempo de exposicdo e
identificadas (Figura 1). Os tempos de exposicdo a luz UVC (240 nm) foram de
2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas. Nenhuma técnica, processo ou componentes de

formulacao descritos na literatura foram similares aos propostos neste trabalho.
4.2.4 Avaliacdo da atividade inseticida

ApoOs cada periodo de exposicao, pedacos de dieta artificial (1x1 cm), proposta
por King; Hartley (1985) modificada foram imersos nas emulsfes de cada
tratamento por 10 segundos e transferidos para outra placa de Petri®. O
excesso de emulsao foi retirado e seis lagartas foram transferidas para cada
placa, que constituiu uma repeticdo, totalizando, cinco repeticbes por
tratamento. Este ensaio foi realizado com lagartas de 1° instar e as placas de

Petri® foram mantidas em camara climatizada por 72 horas (temperatura de 25
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+ 1 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14 horas), até a avaliacdo
da mortalidade.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial triplo 3 x 2 x 6 (trés emulsdes; dois (auséncia e presenca do
emulsificante) e 6 tempos de exposi¢cédo a UVC), em cinco repeti¢cdes. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia, as médias do fator quantitativo foram
submetidas a andlise de regressdo e, quando necessario, as médias dos
fatores qualitativos foram submetidas ao teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade, utilizando o programa de estatistica R versdo 3.0.2 (R

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009).

Figura 1- Disposicdo das placas de Petri® contendo as emulsfes dos
trés 6leos, para exposicao por até 12 horas, a luz UVC (240 nm).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fatores emulsbGes, presenca e auséncia de emulsificante e tempo de
exposicdo a luz UVC, apresentaram interacdo (F= 2,352, p= 0,013) e, de
acordo com os resultados obtidos e expressos na Figura 2, observa-se que ha
degradacdo dos Oleos de gengibre, graviola e neem, quando néo
encapsulados, pois a mortalidade de lagartas de 1° instar de D. fovealis, na
auséncia do emulsificante, reduziu com o aumento do tempo de exposicao.
Enquanto que, na presenca desse agente emulsificante, os resultados foram
significativamente melhores, pois a mortalidade permaneceu alta, 90, 93 e 80%
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para os 6leos de gengibre, graviola e neem, respectivamente, apos 12 horas de
exposicdo a luz UVC (Figura 2). Nanoencapsulados de A. indica exposto a
UVB, por 60 minutos, também apresentaram atividade inseticida sobre lagartas
de 1° instar de Tuta absoluta Meyrick 1917 (Lepidoptera: Gelechiidae)
(FERREIRA et al., 2012).

A mortalidade de lagartas de D. fovealis de 1° instar, tratadas com os 6leos
vegetais, sem a presenca do emulsificante foi de 23% para os Oleos de
gengibre e graviola e 26% para o 6leo de neem (Figura 2). Isso pode ser
explicado pelo fato de ocorrer o decréscimo de algumas substéncias que
apresentam atividade inseticida na presenca de luz, como o que aconteceu
com o 6leo de limdo, no qual foram observadas reducdes de geranial,
terpinoleno e y-terpineno (FINCKE; MAURER, 1974), sendo que, como ja
demonstrado no capitulo I, o geranial € um dos componentes majoritarios do
o0leo de gengibre, logo, se ha reducdo desse composto, ha reducdo da
atividade inseticida. O mesmo € observado para emulsdo do 6leo de neem,
visto que, Forim et al. (2010) observaram que mesmo sob condi¢fes ideais de
armazenamento (temperatura e umidade), a azadiractina sofre processos de
degradacdo em funcdo do tempo, consequentemente, se exposto a luz, a

degradacéao é acelerada.

Os resultados de mortalidade foram similares com ou sem o emulsificante até 4
horas de exposicéo, para os 0leos de gengibre e graviola, e para a emulsdo do
O0leo de neem, até 6 horas de exposicdo. Nos demais tratamentos, a
mortalidade foi superior na presenca do emulsificante (Figura 2). Christofoli et
al. (2015), observaram uma fotodegradacdo de 94,3% do Oleo essencial
Zanthoxylum rhoifolium Lam. in natura enquanto que, a degradacdo nas
nanoesferas foi de 44,8%, apos sete horas de exposicao a luz. Nesse mesmo
estudo, relataram que nanoesferas provocaram reducédo 95% e 93% da postura
de Bemisia tabaci Gennadius 1889 biotipo B (Hemiptera: Aleyrodidae), em

concentracfes de 5% e 2%, respectivamente.

Existem mudancas em varios 6leos sob o impacto da luz, porém, essas variam
de acordo com as espécies vegetais, que respondem de maneira diferente,
como por exemplo: o 6leo essencial de tomilho, que ndo sofre muitas

alteracbes, enquanto o 6leo de alecrim é muito suscetivel a luz do dia (TUREK;
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STINTZING, 2011; TUREK; STINTZING; 2012). O teor de Z-citral, composto do
6leo de Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf aumentou duas vezes quando em
contato com UVB (KUMARI et al., 2009). Da mesma forma, linalol, 1,8-cineol,
germacreno e eugenol aumentaram trés vezes no 6leo de Ocimum basilicum L.
e 0S compostos catharantina e a vindolina aumentaram 3 e 12 vezes,
respectivamente, em Catharanthus roseus G. Don. (NITZ; SCHNITZLER,
2004). J4, o composto junipene, do 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus
(Nees ex Steud), aumentou em 50 vezes, apds 15 munitos de exposi¢ao na luz
UVB (VINUTHA et al. 2013). Vale ressaltar, que os resultados expressos foram
da acédo da luz UV sobre 6leos, ndo sobre emulsdes dos mesmos, visto que, 0S

estudos desse tipo de formulacédo, expostas a radiacao, ainda sdo escassos.

O Oleo essencial de cebolinha (Allium fistulosum Linn), exposto a um
comprimento de onda entre 200 e 240 nm (mesmo utilizado nesse trabalho),
utilizando-se dois solventes (etanol e hexano), porém, sem um agente
emulsificante, foi degradado em apenas um minuto de exposi¢cdo quando o
solvente era etanol e em hexano, a partir de 3 minutos (MARTENDAL et al.,
2012).

Ao comparar os Oleos dentro de cada tempo de exposicdo e auséncia ou
presenca do emulsificante (Figura 3), observa-se que, somente no periodo de
10 horas de exposicdo a luz UVC, o oleo de gengibre foi superior aos demais,
guando havia presenca do emulsificante na formulacdo, nos demais tempos,
nao houve diferenca estatistica entre os mesmos. Essa mesma emulsao,
apresentou resultados inferiores nos tempos de exposicado de 6 e 8 horas, sem
a presenca do reagente, fato este, que pode estar relacionado aos compostos
denominados monoterpenos, presentes na composicdo quimica do Oleo
essencial de gengibre, pois segundo Misharina et al. (2003), essas substancias
se degradam rapidamente sob a influéncia da luz, alterando a composicéo
guimica do 6leo. Com os resultados obtidos nesse estudo, pode-se afirmar
gue, o encapsulamento protege o Oleo de gengibre, pois sua atividade

inseticida foi mantida.

A reducdo da mortalidade, na auséncia do emulsificante (Figuras 2 e 3)
possivelmente, sdo consequéncias das reagfes de degradacdo que alteraram

a composicdo quimica dos Oleos e potencialmente interferem na atividade
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inseticida, evidenciando a necessidade de um sistema que dé protecao contra
essa degradacdo causada pela radiacdo UV. Além disso, uma formulagédo de

maior solubilidade em &gua reduz o niumero de aplicacdes necessarias.

Assim sendo, é possivel afirmar que as emulsdes dos 6leos de gengibre,
graviola e neem, sdo resistentes aos processos de degradacdo fotoquimica,
por até 12 horas de exposi¢ao a luz UVC. O comprimento de onda que essa luz
possui, raramente atinge a superficie terrestre, como ja mencionado
anteriormente, consequentemente, se as emulsfes continuam apresentando
efeito inseticida sobre D. fovealis, ap0s exposicdo a uma radiacdo de maior
energia e, portanto, mais prejudicial em relacdo as demais faixas de
comprimento de onda de radiagéo, presume-se que no campo esse efeito sera
mantido, pois as radiacbes UVA e UVB sdo luzes de menor energia,
comparadas a UVC e sdo essas que atravessam a camada de ozbnio e

chegam a superficie terrestre.
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Figura 2- Atividade inseticida das emulsdes dos 6leos de gengibre, graviola e
neem, sobre lagartas de 1° instar de Duponchelia fovealis, ap6s 12 horas de
exposicao a luz UVC (240 nm). As médias do fator emulsificante, dentro de
cada tempo de exposicdo, seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si
ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 3- Atividade inseticida das emulsbes dos 6leos de gengibre, graviola e
neem, sobre lagartas de 1° instar Duponchelia fovealis, apdés 12 horas de
exposicao a lampada germicida UVC (comprimento de onde de 240 nm), com
presenca e auséncia do emulsificante. Letras maiusculas comparam os 0leos
dentro de auséncia do emulsificante e letras mindsculas comparam o0s 0leos
dentro da presenca do emulsificante.
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4.5CONCLUSAO

- O emulsificante utilizado protegeu os 6leos de gengibre, graviola e neem,
apos 12 horas de exposicdo a luz UVC e preservou a toxicidade sobre lagartas
de 1° instar de D. fovealis

94



4.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALLEN Jr, L. V.; POPOVICH, N. G.; ANSEL, H. C. 2007. Formas
Farmacéuticas e Sistemas de Liberacdo de Farmacos. Porto Alegre:
Artmed.

CHRISTOFOLI, M. et al. 2015. Insecticidal effect of nanoencapsulated essential
oils from Zanthoxylum rhoifolium (Rutaceae) in Bemisia tabaci populations.
Industrial Crops and Products, v. 70, p. 301-308.

FERREIRA, F.T.R., VENDRAMIM, J.D., FORIM, M.R., 2012. Bioatividade de
nanoformulacdes de nim sobre a traca-do-tomateiro. Ciéncia Rural, v. 42, p.
1347-1353.

FIGUEIREDO. A.C,et al. 2008. Factors affecting secondary metabolite
production in plants: volatile components and essential oils. Flavour Fragrance
Journal, v. 23, p. 213-26.

FINCKE, A; MAURER, R. 1974. Verhalten von Citronenol bei der
Herstellung und Lagerung citronenolhaltiger Zuckerwaren. 2. Mitteilung:
Lager- und Herstellungsversuche. Dtsch Lebensm Rdsch, cap. 70, n. 100.

FORIM, M. R. et al. 2010. Uso de CLAE no controle de qualidade em produtos
comerciais de nim: Reprodutibilidade da acéo inseticida. Quimica Nova, v. 33,
p. 1082-1087.

KUMARI. R.; AGARWAL, S.B.; SARKAR, A. 2009. Evaluation of changes in oil
cells and composition of essential oil in lemongrass (Cymbopogoncitratus (D.C.)
Stapf.) due to supplemental ultraviolet-B irradiation. Current Science, v. 97, n.
8, p. 1137-1142.

MARTENDAL, J.; SANTOS, A.; LOBO, V. 2012. Estudo da fotodegracao do
O0leo essencial de cebolinha (Allium fistulosum) em solventes organicos
etanol e hexano. 52° Congresso Brasileiro de Quimica. Recife, PE.

MISHARINA, T. A. et al. 2003. Changes in the Composition of the Essential Oil
of Marjoram during Storage. Applied Biochemistry and Microbiology, v.
39, p. 311-316.

MONTEIRO, E.O. 2010. Filtros solares e fotoprotecdo. Revista Brasileira de
Medicina, v. 67, p. 5-18.

MONTEIRO, M.S.D.B. 2008. Filtros Solares em
Nanocosméticos:Desenvolvimento e Avaliacdo da Seguranca e Eficacia.
Rio de Janeiro. 164 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas),
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro.

MOTA, J.P. 2006. Classificacdo de fototipos de pele: Analise fotoacustica
versus andlise clinica. Sado José dos Campos. 57 p. Dissertacdo (Mestrado
em Engenharia Biomédica), Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da
Universidade do Vale do Paraiba. Sdo José dos Campos.

NITZ, G.M.; SCHNITZLER, W.H. 2004. Effect of PAR and UV-B radiation on the
quality and quantity of the essential oil in sweet basil (Ocimumbasilicum L.).
Acta Hortic (ISHS), v. 659, p. 375-381.

95


https://link.springer.com/journal/10438

PAWAR, V.M., U.T. THOMBRE & D.G. CHAUDHARI. 1995. Effectiveness of
baculoviruses as influenced by diferente additives, p.681-688. In L.F. Chester
(ed.), Adjuvants for agrichemicals. Boca Raton, CRC Press.

R DEVELOPMENT CORE TEAM. R: A language and environment for
statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria,
2017.

SCHMIDT, E. 2010. Production of essential oils. In: Bas er KH, Buchbauer
G,editors. Handbook of essential oils. Science, technology, and
applications. Boca Raton, Fla.: CRC Press. p. 83—-1109.

TUREK, C.; STINTZING, F.C. 2011. Evaluation of selected quality parameters
to monitor essential oil alteration during storage. Journal of Food Science, v.

76, n. 1365, p.75.

TUREK, C.; STINTZING, F.C. 2012. Impact of different storage conditions on
the quality of selected essential oils. Food Research International, v. 46, n.
341, p. 53.

VINUTHA, M.; THARASARASWATHI, K.J.; JAYALAKSHMI, N.R. 2013. Effect
of uUV-B on Essential oil from aerial and sub - aerial parts of C. flexuosus
(Nees ex Steud), International Journal of advance research. v. 7, p. 263 -271

96



5. CONSIDERACOES FINAIS

Por ser uma espécie de inseto praga, relativamente nova no Brasil, ainda ndo
h& produtos registados para o controle de Duponchelia fovealis, isso faz com
gue os danos e prejuizos sejam ainda maiores nos campos de producéo.
Consequentemente, torna-se de grande importancia a implementacéo de novos
métodos de controle dessa praga, uma vez que a utilizacdo indiscriminada de
insetidas nessa cultura tem sido um dos maiores impasses para reduzir 0s
residuos de agrotdxicos no produto a ser comercializado e que venha a agredir
menos a saude do agricultor e 0 meio ambiente. O presente trabalho estudou
novas formas de controle que envolva o Manejo Fitossanitario de Pragas (MFP)

com o intuito de minimizar a utilizagcao de inseticidas em morangueiro.

A partir dos resultados obtidos e expressos nesse estudo, as emulsdes, dos
trés Oleos extraidos de plantas, se mantiveram estaveis e apresentaram
atividade inseticida sobre D. fovealis mesmo apés 365 dias de armazenamento
e apos exposicao a radiagao UVC, conhecida como “germicida”, comprimento
de onda de 240 nm, por até 12 horas. O contrario foi observado naquelas em
gue nao havia o emulsificante, a mortalidade da praga decresceu com o

aumento do tempo de exposicao.

Dessa forma, pode-se concluir que, as emulsbes dos Oleos de gengibre,
graviola e neem podem ser utilizadas no manejo de D. fovealis, pois o
emulsificante preservou a estabilidade e toxicidade, devido a uma menor
degradacdo das formulacBes, caracteristicas importantes para melhorar a

eficiéncia, no campo, de formulados baseadas em 6leos vegetais.

Através do presente estudo, é possivel fornecer novas ferramentas a serem
utilizadas no Manejo Fitossanitario de D. fovealis, visando menor utilizacdo de
agrotoxicos para a cultura do morango. Porém, estudos que envolvam

associacao desses métodos sdo hecessarios.
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