1] lﬂ!lll

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS - UFAL
CENTRO DE TECNOLOGIA - CTEC
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MATERIAIS - PPGMAT

LABORATORIO DE TECNOLOGIA DE SISTEMAS CARREADORES DE
SUBSTANCIAS ATIVAS - TECNANO

DIOGO PORPINO CORDEIRO BATISTA

CO-ENCAPSULACAO BIOATIVO/FEROMONIO EM NANOCOMPOSITO
POLIMERO/SILICATO LAMELAR

Maceio

2019



DIOGO PORPINO CORDEIRO BATISTA

CO-ENCAPSULACAO BIOATIVO/FEROMONIO EM NANOCOMPOSITO
POLIMERO/SILICATO LAMELAR

Defesa de tese de Doutorado apresentada ao
Programa de P0s-Graduacdo em Materiais da
Universidade Federal de Alagoas, como
requisito final para obtencgéo do titulo de Doutor

em Ciéncias.

Orientadora: Professora Dr.2 Camila Braga
Dornelas

Co-orientadora: Professor Dr.2 Rusiene
Monteiro de Almeida

Maceid

2019



Catalogacgao na fonte
Universidade Federal de Alagoas

Biblioteca Central
Bibliotecario: Marcelino de Carvalho

B333c Batista, Diogo Porpino Cordeiro.
Co-encapsulagdo bioativo/feroménio em nanocomposito polimero/silicato

lamelar / Diogo Porpino Cordeiro Batista. — 2019.
[116] f. - il.

Orientadora: Camila Braga Dornelas.

Co-orientadora: Rusiene Monteiro de Almeida.

Tese (doutorado em Materiais) — Universidade Federal de Alagoas. Centro
de Tecnologia. Programa de Pos-Graduagio em Materiais. Maceio, 2019.

Inclui bibliografias.
Anexos: f. [96]-[112].

1. Rhynchophorus palmarum. 2. Fungos entomopatogénicos. 3.
Rincoforol. 4. Silicatos. 1. Titulo.

CDU: 661.183.6




Diogo Porpino Cordeiro Batista

CO-ENCAPSULAGAO BIOATIVO/FEROMONIO EM
NANOCOMPOSITO POLIMERO/SILICATO LAMELAR

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduagao em Materiais da Universidade

Federal de Alagoas e aprovada em 16 de Maio
de 2019.

BANCA EXAMINADORA

= 3
. Prof®. Dr. Camila Braga Dornelas (Orientadord - PPGMateriais/UFAL)

{
Profe. Dr®. Rusiene Monteiro dym)bida (Co-orientadora - PPGMateriais/UFAL)

Prof?. Dr*. Luciano Aparecido Meireies Grillo (Esenfar/UFAL)

Prof2. Dr?. Ruth Rufino do Nascimento (IQB/UFAL)

@Mz&m@mm

Prof. Dr. Antomo Euzébio Goulart Santana (CECA/UFAL)

"W’él 0/14 Jupdd 4 //.,0/25)

Prof. Dr. Johnhatan Duarte de Freitas (IFAL)

/"\_/’\\_/\\ 7 { g ',"

\ s

( Dr. Alessandro Riffel (Embrapa)




Dedico este trabalho a minha familia, base de tudo que sou.

A minha parceira, amiga, companheira, noiva, esposa e eterna
namorada Amanda e a mais nova integrante da gangue,

nossa bebé Helena, que ainda nem chegou mas ja é a

coisinha mais amada deste mundo. E finalmente, aos meus
orientadores Camila e Luciano, que se tornaram grandes

amigos durante esta longa e exaustiva jornada.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, que me presenteou com a vida, bem maior. E como se ndo bastasse, ainda

colocou pessoas incriveis ao meu redor.

Agradeco a mulher da minha vida, Amanda Carlos, mais que uma esposa, uma cumplice, que
nos presenteara em breve com nossa bebé Helena, tdo amada e esperada com ansiedade. A

meu filho e parceiro Pedro Neto, amo vocés!

Agradeco aos meus pais, Marcia e Pedro, por terem me proporcionado amor incondicional,
acesso a educacdo e sabedoria pra escolher o sapato adequado para trilhar o caminho
escolhido, ndo importando ele qual fosse. A meu irmao Douglas, parceiro e exemplo a ser

seguido. A todos os familiares que me ajudaram de forma direta ou indireta nessa jornada.

A todos os amigos, da faculdade de Farmécia, do TecNano e aos que a vida colocou no meu
caminho nestes 35 anos e que estdo comigo sempre, tanto nos momentos alegres quanto nos

momentos dificeis. Aos amigos e parceiros de bancada Ingrid Vieira e Lucas Tendrio.

Agradeco a todos os professores, grandes mestres do saber, que me deram o embasamento
intelectual para que eu me tornasse o profissional que sou. Especialmente a meus
orientadores, Camila Braga, por suportar minhas peculiaridades (hehehehe), Rusiene
Monteiro, por ter embarcado nessa louca empreitada e Luciano Meireles, por ter creditado

esperanca em mim apesar de tantas barreiras existentes na época (tudo comecou ali).

Ao CNPq, CAPES, FINEP e FAPEAL, pelo apoio financeiro. A Embrapa Tabuleiros
Costeiros pelo apoio cientifico e metodoldgico e aos parceiros de pesquisa que tornaram este
trabalho possivel: Eduardo Jorge (IF), Emiliano Barreto (ICBS), Adriana Ribeiro, Euzébio
Goulart, Henrique Goulart (IQB) Ticiano Gomes, Irinaldo Basilio, Jodo Xavier, Samia
Andricia, Valter Alvino (ESENFAR), Ana Ribeiro (IF) e Thyago Ribeiro (IQB) e a todos que
possam ter ajudado de alguma forma na realizacéo deste trabalho e que eu possa estar

esquecendo de mencionar aqui.

A Universidade Federal de Alagoas e ao Programa de Pds-Graduacdo em Materiais pela

oportunidade a mim concedida.



RESUMO
A cultura do coco (Cocus nucifera L) merece grande destaque no cenario nacional, sobretudo
por sua importancia econdmica, social e ambiental. Infestacdes pela broca-do-olho-do-coqueiro
(Rhynchophorus palmarum) causam grandes prejuizos aos agrossistemas que cultivam esta
aracacea. Existe uma grande caréncia de produtos empregados no seu controle, sendo o
feromonio sintético de agregacédo, Rincoforol, o Unico produto registrado para tal. A utilizacao
de agentes entomopatogénicos, como o fungo Beauveria bassiana, tem se mostrado promissora
no Manejo Integrado de Pragas (MIP). Seu encapsulamento em nanocompdsitos polimero-
silicato lamelar (PLN) proporciona protecdo ao bioativo a fatores deletérios, garante maior
aderéncia e permanéncia do produto no local de acdo e maior eficicia no controle populacional
da praga. Desta forma, o presente trabalho objetivou desenvolver e avaliar um nanocompadsito
co-encapsulado contendo o bioativo em associacdo ao Rincoforol. Beads foram formados pela
técnica de gelificacdo ionotrdpica seguida de secagem por liofilizacdo, sendo testadas diferentes
concentracOes de silicato lamelar. Os produtos foram avaliados por difratometria de raios X,
espectroscopia de infravermelho, rendimento, indice de intumescimento, morfologia,
quantificacdo do Rincoforol, estudo de liberacdo dos conidios. A exposi¢éo direta ao Rincoforol
demonstrou efeito deletério na viabilidade, havendo retardo ou até mesmo inviabilidade dos
conidios. Contudo, efeito protetor foi alcancado a partir da encapsulacdo destes na matriz
polimero/silicato lamelar, sobretudo para maior concentracdo de argila testada, 6%. DRX e
FTIR foram essenciais na elucidacdo das interacGes entre 0os componentes da matriz. A
bentonita proporcionou melhor rendimento das formulagdes. Também, atuou como reforgo
estrutural da rede polimérica, gerando beads com maior grau de esferizacdo e diminuindo a
captacdo de &gua por retardar o relaxamento da rede polimérica, fendmeno essencial na
obtencdo de controle de liberacdo dos ativos. A eficiéncia de encapsulacdo do feromonio e do
bioinseticida aumentaram de forma proporcional ao maior teor de silicato incorporado, bem
como houve modulagéo da volatilizacdo do Rincoforol. A distribui¢do do bioativo na matriz,
observada por microscopia de fluorescéncia, se deu de forma homogénea, caracterizando um
perfil monolitico. Crioprotecdo frente aos efeitos deletérios do congelamento aplicado na
liofilizacéo foi alcancada no produto F6, corroborando com o efeito protetor visto na exposicao
ao feroménio. Desta forma, a matriz de encapsulacdo demonstra grande potencial para co-

encapsulacdo de bioativos e producéo de dispositivos eficazes para liberacdo de feroménios.

Palavras-chave: Beauveria bassiana; Rincoforol; Nanocomposito polimero/silicato lamelar;

Co-encapsulacao; Controle de liberagéo.



ABSTRACT

The coconut (Cocus nucifera L.) culture deserves a special mention in the national
scenario, mainly because of its economic, social and environmental importance. Infestations by
borer-eye-of-coconut (Rhynchophorus palmarum) cause great damage to the agrosystems that
cultivate this palméacea. There is a great lack of products used in its control, being the synthetic
aggregation pheromone, Rhynchophorol, the only registered product for such. The use of
entomopathogenic agents, such as the fungus Beauveria bassiana, has been shown to be
promising in Integrated Pest Management (IPM). Its encapsulation in Polymer-layered Silicate
Nanocomposite (PLN) provides bioactive protection to deleterious factors, ensures greater
adhesion and permanence of the product at the site of action and greater effectiveness in the
population control of the pest. Thus, the present work aimed to develop and evaluate a co-
encapsulated nanocomposite containing the bioactive in association with Rhynchophorol.
Beads were formed by the ionotropic gelation technique followed by lyophilization drying, and
different concentrations of lamellar silicate were tested. The products were evaluated by X-ray
diffractometry, infrared spectroscopy, yield, swelling index, morphology, Rhynchophorol
quantification and conidia release study. Direct exposure to Rhynchophorol demonstrated a
deleterious effect on viability, with delay or even non-viability of conidia. However, protective
effect was achieved by encapsulating these in the polymer matrix / lamellar silicate, especially
for the highest concentration of clay tested, 6%. DRX and FTIR were essential in elucidating
the interactions between the components of the matrix. Bentonite provides the improved yield
of the formulations. In addition, it acts as a structural reinforcement of the polymer network,
generating beads with greater degree of spherization and decreasing the water uptake by
delaying the relaxation of the polymer network, an essential phenomenon in obtaining control
of the release of the assets. The efficiency of encapsulation of the pheromone and of the
bioinsecticide increased proportionally to the higher content of incorporated silicate, as well as
there was modulation of the volatilization of Rhynchophorol. The distribution of the bioactive
in the matrix, observed by fluorescence microscopy, was homogeneous, characterizing a
monolithic profile. Cryoprotection against the deleterious effects of freezing applied on
lyophilization was achieved in product F6, corroborating with the protective effect seen in
pheromone exposure. In this way, the encapsulation matrix demonstrates great potential for co-

encapsulation of bioactives and production of effective pheromone releasing devices.

Keywords: Beauveria bassiana; Rhynchophorol; Polymer-layered silicate nanocomposites;
Co-encapsulation; Control release.
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1 INTRODUCAO

O cultivo do coqueiro (Cocus nucifera L.) ocupa lugar de destaque no mundo do
agronegocio. Diversos produtos e inimeras aplicacdes sdo possiveis a partir das matérias-
primas derivadas deste vegetal, o que resulta em aproveitamento quase que completo de seus
derivados. Esta versatilidade torna tal cultura extremamente importante para os produtores, ja
que aumenta consideravelmente a geracdo de empregos diretos e indiretos (FONTENELE,
2005; MARTINS & JESUS JUNIOR, 2014). O Brasil desponta entre os quatro maiores
produtores desta frutifera em escala mundial, ao lado de Indonésia, Filipinas e india, dentre
cerca de 90 paises que praticam esta cultura como agronegécio. Grande parte da producédo
nacional é proveniente de culturas de pequenos produtores. Estes, em sua grande maioria, ndo
tém acesso a tecnologias recentes em consequéncia de limitacdo de recursos financeiros. A
restricdo financeira resulta em condic¢des inadequadas de cultivo, como irrigacdo deficiente,
adubacdo insuficiente e precario controle fitossanitario, fatores que impedem o total
aproveitamento da matéria-prima e resultam em diminuicdo da produtividade (NEGRISOLI
JUNIOR et al., 2011).

Adicionalmente, a incidéncia de insetos-praga infestando as culturas aumenta ainda
mais 0s prejuizos aos produtores. A broca-do-olho-do-coqueiro Rhynchophorus palmarum L.
(Coleoptera: Curculionidae) é uma coleobroca que causa danos ao tecido vegetal. Ao se
alimentar do tecido vegetal, esta praga causa dano mecanico ao coqueiro, que resulta em
diminuigdo da produtividade e pode, por si so, levar a planta a morte. Adicionalmente, o R.
palmarum pode veicular o nematoide Bursaphelenchus cocophilus (Nemata, Aphelenchida:
Aphelenchoides), que causa a doenca-do-anel-vermelho, letal para a planta (FERREIRA,
2002a).

A utilizacdo integrada e racional de estratégias de controle disponiveis é prevista no
Manejo Integrado de Pragas (MIP), que fundamenta-se em préaticas de controle ecoldgico que
objetivem minimizar uma possivel adaptacao de insetos ou doencas a uma estratégia defensiva
em particular, interferindo minimamente no agrossistema (KOGAN, 1998). O uso de agentes
entomopatogénicos apresenta aplicacdo consolidada e resultados significativos no controle
populacional de pragas (ALVES et al., 2008). No caso do R. palmarum, destaca-se o fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana, seu parasita natural (VEGA et al., 2009). Apesar disso,

0 Unico composto ativo registrado no MAPA com o objetivo de controle do R. palmarum é o
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feromdnio de agregacdo Rincoforol (6-metil-2-hepten-4-ol), por meio de estratégias de controle
comportamental (ROCHAT et al., 1981; AGROFIT, 2017).

Um dos fatores limitantes que mais dificulta a introducdo da B. bassiana na prética
agricola é a sua suscetibilidade a fatores externos (abioticos), como calor, radiacdo e umidade
(VEGA et al., 2009). A principal estratégia para contornar este problema é a encapsulacéo do
bioativo, especificamente neste caso, 0s conidios da B. bassiana. Tal pratica pode proporcionar
diversos beneficios, com a possibilidade de obtencéo de caracteristicas que potencializem sua
aplicabilidade e aumentem o valor agregado do produto final, como protecdo do
microrganismo, aumento da estabilidade, melhorias nas propriedades mecanicas, maior
adesividade do produto no local alvo e modulacéo da liberagdo dos conidios do fungo. Existe
ainda a possibilidade de co-encapsulacdo de ativos distintos em uma mesma matriz.
(SULTANA et al., 2000; ARICA et al., 2001; JIMENEZ-PRANTEDA et al., 2012; WU et al.,
2012; BATISTA et al., 2014; HE et al., 2015). Uma recente abordagem no controle de insetos-
praga é a utilizacdo de tecnologias que visam atrair e matar o inseto-praga (Attract-and-Kill
Strategy). Além da protecdo proporcionada pela matriz, o quimioatrator e o agente de controle
bioldgico encontram-se co-encapsulados no produto, o que pode resultar em atracao do inseto
para armadilha, infeccdo em massa de individuos e consequente controle populacional
(SUKOVATA et al., 2012; SCHUMANN et al., 2012; KROSCHEL & ZEGARRA, 2013;
MORRISON et al., 2016).

Estratégias de controle que possam potencializar 0 manejo desta praga sem que
resultem, concomitantemente, em danos ambientais e a saude dos produtores e consumidores,
é de suma importancia nos dias de hoje. Visando atender tais demandas e fundamentado no
recente e promissor conceito de atrair e matar, 0 presente trabalho vem propor o
desenvolvimento de formulagGes bioinseticidas co-encapsuladas de liberagdo modificada
contendo conidios fangicos de B. bassiana encapsulados em associacdo com feromdnio de
agregacdo de R. palmarum em nanocomposito polimero/silicato lamelar para uso no manejo

integrado deste inseto-praga.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Coqueiro

O coqueiro, Cocos nucifera L. € uma monocotiledbnea lenhosa que apresenta
caracteristicas tipicas das Aracaceas, grupo vegetal de facil distin¢do por apresentar morfologia
extremamente peculiar em relacdo as demais espécies. E a Gnica espécie do género Cocos
(Arecaceae) pertencente a subfamilia Cocoideae e apresenta duas variedades com bastante
importancia comercial, a variedade and (Nana) e gigante (Typica), que resultam, ainda, em
hibridos provenientes de cruzamentos entre as duas (PATEL, 1938).

O coqueiro é uma frutifera essencialmente de clima tropical e encontra-se bastante
difundido ao redor do mundo, em grande parte devido a sua facilidade de cultivo e
caracteristicas climaticas e geoldgicas comuns a tais locais, a saber, a alta incidéncia de radiacdo
solar, niveis de precipitacdo regulares associados a umidade do ar relativamente alta e
predominancia de terrenos arenosos (FONTENELE, 2005; MARTINS & JESUS JUNIOR,
2014). Estima-se que 200 paises cultivem este vegetal, dos quais 90 objetivam sua exploragédo
comercial, de acordo com dados da Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (Food and Agriculture Organization - FAO). A area total de plantio é de cerca de
12 milhGes de hectares, o que faz com que o coqueiro desponte entre uma das 20 espécies
vegetais com maior importancia para humanidade (FAO, 2014).

A origem desta frutifera ainda é motivo de debate na literatura até os dias atuais,
contudo, o continente asiatico € o mais provavel ponto de origem e ainda se destaca como
principal regido produtora, responsavel por cerca de 72% da producdo mundial (FAO, 2014).
O produto derivado do coqueiro que representa maior importancia econémica é o fruto, ou seja,
0 coco. A partir dele diversos subprodutos podem ser obtidos, como a &gua, o Gleo e a polpa,
predominantemente para o consumo humano, como também as fibras e o endossardo (camada
dura, pétrea), para finalidades diversas (LOIOLA, 2009).

Em termos de producédo, o Brasil apresenta posicdo de destaque no cenadrio mundial,
estando atualmente na quarta colocacéo. Levando-se em consideragdo que em 1990 encontrava-
se na décima posi¢do no ranking, com cerca 477 mil toneladas de fruto, um grande avanco foi
observado, visto que ja em 2012 foram colhidas mais de 2,5 milhGes de toneladas (Tabela 1)
(FAO, 2014).
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Tabela 1 — Produgdo, area colhida e produtividade dos principais paises produtores de coco, em 2012.

Pais Producgédo Area colhida Produtividade
(1.000t) (ha) (1.000t/ha)

Indonésia 3.000.000 18.000.000 6,00
Filipinas 3.573.806 15.862.386 4,44
india 2.132.240 10.560.000 4,95
Brasil 257.742 2.888.532 11,21
Sri Lanka 394.840 2.000.000 5,07
Vietnd 145.000 1.250.000 8,62
Tailandia 217.000 1.100.000 5,07
México 166.000 1.050.000 6,33
Papua Nova Guiné 223.000 900.000 4,04
Malésia 112.093 606.530 5,41
Outros 1.892.920 5.831.389 3,08
Mundo 12.114.141.37 60.048.837.15 4,96

Fonte: FAO, 2014.

Tradicionalmente, a regido nordeste sempre representou o territério de maior cultivo no
Brasil, principalmente na regiéo litoranea. Contudo, entre os anos de 1990 e 2014 foi verificada
uma vasta expansao desta cultura para demais regides federativas, inclusive para a regido do
semiarido nordestino (MARTINS & JESUS JUNIOR, 2014). Este fendmeno de expanséo pode

ser facilmente mensurado na figura 1.

Figura 1 - Avanco do cultivo de coqueiros nos estados brasileiros.
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Fonte: MARTINS & JESUS JUNIOR, 2014.



19

A érea plantada sofreu uma grande ampliacéo entre os anos de 1990 e 2012. Contudo,
0 crescimento mais marcante nesse periodo foi o grande aumento da produgdo, como pode ser
visto na figura 2.

Figura 2 - Area plantada e producéo do coco no Brasil de 1990 a 2012.
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Fonte: IBGE, 2014.

No cenario local, o estado de Alagoas tem a cocoicultura como parte integrante do
ecossistema agricola, de onde é explorada matéria-prima abundante por parte da industria, bem
como para o mercado local, o que gera renda e melhoria na qualidade de vida dos produtores.
Grande parte da producdo no estado é proveniente de culturas familiares e de pequenos
produtores, que em sua maioria ndo tem acesso a novas tecnologias que auxiliem na producao.
Esta caréncia compromete a produtividade e prejudica o agronegécio da regido. As perdas
verificadas por deficiéncias no cultivo, ainda sdo potencializadas pela alta incidéncia de
organismos-praga, que causam danos muitas vezes irreparaveis ao coqueiro e reduzem
drasticamente a produtividade (NEGRISOLI JUNIOR et al., 2011). O resultado deste fendmeno
é uma taxa de producéo dos coqueirais bem abaixo do verdadeiro potencial desta frutifera. Em
condic@es ideais, a planta é capaz de produzir entre 60 a 80 frutos/planta/ano, sendo que,
atualmente, produz na faixa de 30 frutos por planta a cada ano. Isto revela um
subaproveitamento da cultura e a urgente necessidade de aperfeicoamento da atividade agricola
objetivando suprir a crescente demanda de coco em nivel nacional (FONTENELE, 2005;
FERREIRA, 2002a).
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Estes organismos-praga se caracterizam por resultar em grandes perdas na producéo
e/ou causar danos que prejudicam a qualidade de produtos agricolas dos agrossistemas afetados,
tanto pelo proprio ataque da praga, quanto através da transmissao de doengas, agindo muitas
vezes como vetor (PICANCO, 2010). No decorrer de todo o periodo de desenvolvimento da
planta, indmeras espécies podem lhe causar danos ao buscar alimentacdo ou utilizar tais
vegetais para algum processo fisiologico de seu ciclo bioldgico. Estes danos podem resultar em
enormes prejuizos ao agronegocio, tanto em carater ambiental quanto econémico, o que
provoca declinio do desenvolvimento vegetativo e resulta em atraso no periodo produtivo
inicial (FERREIRA, 2002a; MOLIN & BARRETO, 2012).

O principal inseto-praga que causa prejuizos a cocoicultura é o Rhynchophorus
palmarum, inseto da ordem Coleoptera pertencente a familia Curculionidae, que abrange
espécimes conhecidos popularmente como gorgulhos. Esta ordem se caracteriza como a maior
em numero de espécies, sendo a principal caracteristica desta ordem e comum a todos 0s
exemplares a presenga de um par de asas endurecidas chamadas de élitros, que sobrepdem o
par de asas membranosas utilizadas durante o voo. Estas asas endurecidas servem de protecdo
fisica ao inseto contra danos mecanicos. Adicionalmente, uma caracteristica comum vista em
individuos da familia Curculionidae é a presenca de uma probdscide comprida, chamada de
rostro, que se caracteriza como um apéndice alongado localizado na cabeca do inseto. A
presenca desta proboscide no R. palmarum é muito importante em relagdo a seus habitos
alimentares, ja que muitas vezes precisa perfurar tecidos vegetais duros. Estes insetos sdo
conhecido popularmente como broca-do-olho-do-coqueiro, aramanbaia, broca-do-coqueiro,
bicudo, elefante, entre outros (EMBRAPA, 2010; CYSNE et al., 2013).

O R. palmarum é um inseto holometabolo que passa por metamorfose completa durante
seu ciclo de vida, ilustrado na figura 3. A ovoposicdo gera um total de aproximadamente 250
ovos no decorrer do ciclo de vida de uma fémea (média de 5 ovos por dia). Este ciclo de vida
dura cerca de 120 dias. O periodo de incubacéo dos ovos gira em torno de 2 a 4 dias, momento
em que eclodem dando origem as larvas. Estas, por sua vez sdo apodas, possuem formato
cilindrico, medindo cercade 2 a 2,5 mm de comprimento e 1,25 a 1,35 mm de largura, coloracéo
branco-amarelada e cabeca castanho-escuro. O corpo se apresenta recurvado contendo 13 anéis
rugosos, sendo mais calibrosos os localizados na por¢cdo mediana, em relacdo aos anteriores e
posteriores. Esta caracteristica faz com que elas apresentem morfologia mais afilada nas
extremidades e mais volumosa no centro. As larvas podem atravessar entre 6 e 10 instares
durante seu periodo de desenvolvimento, que dura entre 42 e 62 dias (OEPP, 2005; EMBRAPA,
2010).
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Figura 3 - Ciclo de desenvolvimento e reproducgdo do R. palmarum.
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Fonte: Autor, 2019.

As larvas alimentam-se de forma ativa do tecido vegetal do coqueiro ao longo de seu
desenvolvimento, preferivelmente da regido da gema apical (palmito), nas inflorescéncias, no
peciolo das folhas novas e na regidao mole do estipe. O dano mecanico que elas causam na planta
é decorrente, sobretudo, ao seu habito alimentar, pois formam galerias em toda extensdo da area
em que elas se alimentam. Consequentemente, ocorre a destrui¢ao dos tecidos que conduzem a
seiva para toda a planta. Um coqueiro adulto pode ser levado a morte quando infestado por
larvas justamente por conta desse dano tecidual (GRIFFITH et al., 1968). Apos adquirir todos
0s nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento, a larva entra no estagio de pré-pupa, quando
utiliza as fibras do tecido vegetal do coqueiro que sobraram durante a alimentacéo para produzir
o0 casulo que a protegerd durante a fase de pupa (FERREIRA, 2002a; EMBRAPA, 2010,
MOLIN & BARRETO, 2012).

A fase de pré-pupa dura entre 4 a 7 dias, neste periodo as larvas encontram-se alojadas
dentro do casulo que produziram com as fibras do tecido vegetal. Nesta etapa medira cerca de
9 cm de comprimento e 3,5 cm largura. A pré-pupa se transformara em pupa dentro deste casulo,
onde permanecera por aproximadamente mais 4 a 16 dias. Ao final deste periodo ocorre a etapa
final de metamorfose, que se completa com a formacéo do inseto adulto, que ainda se mantém
no interior do casulo por cerca de 8 dias, mesmo estando totalmente formado. Finalmente, o
inseto abandona o casulo e aproximadamente ap6s um periodo de 5 dias atinge maturidade
sexual, tornando-se apto a dar continuidade ao ciclo bioldgico (MEXZON et al., 1994; OEPP,
2005; EMBRAPA, 2010).
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O adulto por sua vez, € um inseto que possui cor preto-opaco aveludada caracteristica e
seu tamanho pode variar de 3,5 a 6 cm de comprimento e 1,5 a 1,8 cm de largura. Possui um
par de asas membranosas que sao utilizadas para o0 voo e, recobrindo-as, um par de asas
anteriores externas rigidas denominadas élitros, que possuem oito estrias longitudinais
caracteristicas. Estes élitros sdo relativamente curtos e deixam exposta a parte posterior do
abdémen (CYSNE et al., 2013). Caracterizam-se por apresentar dimorfismo sexual (Figura 4),
sendo a principal diferenca entre o macho e a fémea a presenca de pelos rigidos em forma de
escova na parte superior da proboscide do macho, que estdo ausentes nas fémeas. Estas ainda,
apresentam rostro ligeiramente mais curto que o do macho. O rostro, ou probdscide, é a parte
frontal do inseto que representa o seu aparelho bucal, mede cerca 1,1 cm de comprimento,
possui formato recurvado e é bastante forte (OEPP, 2005). O tempo de vida do adulto varia
entre 27 e 61 dias, contudo a fémea apresenta longevidade ligeiramente menor que 0 macho.
Seus habitos sdo basicamente diurnos, periodo em que sdo mais ativos e mantém o voo guiados
por aromas fermentados liberados por palmeiras doentes, com presenca de feridas, ou até
mesmo pelo tecido vegetal morto (FERREIRA, 2002a; EMBRAPA, 2010).

Figura 4 - Dimorfismo sexual de adultos de Rhynchophorus palmarum. As inser¢des detalham a proboscide
(rostro) ligeiramente menor e com auséncia de pelos nas fémeas e a presenca de pelos na probdscide do macho.

Elitro

Fonte: FERREIRA, 2002a (Adaptado).

O R. palmarum é predominantemente fitdfago, ou seja, sua fonte de alimentacdo € o
tecido vegetal, estando ele vivo ou morto (MOLIN & BARRETO, 2012). Os ataques
geralmente ocorrem em plantas com idade superior a dois anos, ou seja, apos significativo
desenvolvimento da planta, sobretudo de regifes foliares e cachos. Os tecidos tenros localizados

na coroa foliar do coqueiro séo os preferidos das coleobrocas, que ao se alimentarem causam
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danos fisicos a esta regido. Estes danos resultam em deficiéncia no crescimento e
desenvolvimento da planta ou até mesmo sua morte (CYSNE et al., 2013). Um fato que pode
agravar ainda mais esta situacdo € o habito reprodutivo das fémeas, que podem ovopositar na
regido do meristema apical apds se alimentar, de onde eclodirdo larvas que se alimentardo do
tecido vegetal meristematico, regido rica em células promotoras do crescimento e
desenvolvimento do vegetal (BENETTI & PAGOTTO, 2006).

Adicionalmente, o inseto adulto pode agir como vetor do nematoide Bursaphelenchus
cocophilus (Nemata, Aphelenchida: Aphelenchoides) (Figura 5a), parasita responsavel pela
doenca-do-anel-vermelho (Figura 5b). Essa doenca é letal para a planta, sobretudo quando
associada ao dano fisico causado previamente no estipe, podendo ser levada a morte num
periodo de 3 a 4 meses (FERREIRA, 2002b; AGROLINK, 2017). O B. cocophilus foi descrito
pela primeira vez no Brasil no municipio de Barretos, localizado no estado de Sdo Paulo. Nos
dias atuais, 0 nematoide encontra-se disseminado em praticamente todos os estados que tem a
cocoicultura como agronegocio.

Adultos gque se alimentam em plantas infectadas com o B. cocophilus se contaminam
interna e externamente com os nematoides, podendo disseminar a doenga para outras plantas.
Contudo, a forma de disseminagdo mais comum é durante a ovoposi¢ao das fémeas e pelas
deposicgdo de fezes nas axilas ou internddios das folhas. Nematoides juvenis liberados penetram
no local da ferida, alimentam-se e reproduzem-se, ocasionando disseminacao atraves do tecido
vegetal. Ocorre oclusao vascular e clorose, as folhas enfraquecidas ficam pendentes ao redor
do tronco, murcham e adquirem coloracdo amarronzada (Figura 5c¢) (GRIFFITH, 1987).
Praticamente toda copa do coqueiro assume esta coloragdo, com excec¢édo da parte central, que
permanecer esverdeada. Esta, contudo, apresenta grande fragilidade na sua estrutura, o que gera
a quebra da raquis e morte (Figura 5d) (CASTRO et al., 2009).

Os nematoides agem principalmente nos tecidos do parénquima do estipe, nos peciolos
das folhas e no cortex das raizes das plantas. Eles ndo ocorrem necessariamente nos tecidos do
xilema ou do floema, mas causam oclusdo de seus vasos pelas tiloses produzidas pelas plantas
como forma de defesa a infeccdo, e acabam por impedir o fluxo de seiva bruta no xilema e de
seiva elaborada no floema (BLAIR & DARLING, 1968; GRIFFITH, 1987).

A partir dos danos causados ao tecido vegetal, inicia-se a fermentacdo e putrefacdo
com liberagdo de odores caracteristicos, formados por compostos volateis que funcionam como
atratores naturais da coleobrocas para o local de infecgdo. Neste caso, ocorre sinergismo entre
estes odores e o feromdnio de agregacdo que esta sendo produzido pelo macho como forma de

sinalizar uma fonte de alimento. Desta forma, este local afetado torna-se um grande foco de
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alimentacdo e, consequentemente, de reproducdo para o R. palmarum (BENETTI &
PAGOTTO, 2006). Além da transmissdo por parte do inseto-praga, pode ocorrer ainda a
transmissdo por contato direto entre raizes de plantas vizinhas, bem como por meio de

ferramentas de corte utilizadas pelos produtores, como o facdo ou enxada (GRIFFITH, 1987).

Figura 5 - a) Nematoide Bursaphelenchus cocophilus; b) corte na estipe do coqueiro mostrando o anel vermelho
no floema; c) coqueiro acometido apresentando folhas laterais da copa amareladas e quebradas; d)
enfraquecimento e quebra da raquis, indicando morte do coqueiro.
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Fonte: WARWICK 2005 (Adaptado).

2.2 Controle de Pragas

Os agrossistemas se caracterizam como ecossistemas alterados com o objetivo de
viabilizar a producdo de alimentos ou mesmo de qualquer matéria-prima que gere lucro para
agroindustria. A incidéncia de insetos-praga nestes agrossistemas muitas vezes é favorecida
pelas caracteristicas climaticas do local, que podem ser ideais para o estabelecimento destas
pragas de forma endémica. O Brasil apresenta regides com climas bastante diversificados, o
que acarreta no surgimento de microrregides climaticas que também favorecem a ocorréncia de
diversas espécies (LOIOLA, 2009).

Outro fator que favorece o estabelecimento de insetos-praga em uma determinada regido
é a inexisténcia ou reduzida populacdo de antagonistas naturais (patdgenos, predadores e
parasitoides), importantes no controle dos niveis populacionais das pragas. Isto ocorre porque
em um ecossistema natural, a relacdo antagonista/praga tende a ser muito mais ativa,

diminuindo a incidéncia do invasor. Contudo, em sistemas agricolas essa competicdo nédo
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ocorre, 0 que resulta em desequilibrio e consequente estabelecimento da praga invasora,
representado risco eminente as culturas ali implantadas (PARRA et al., 2002). Como forma de
tentar controlar a proliferacdo destas pragas, na maioria das vezes sdo utilizados agrotoxicos de
forma indiscriminada, o que corrobora ainda mais com desequilibrios neste ecossistema
(FERREIRA, 2002a).

As estratégias para controle de pragas iniciam-se antes do plantio, com técnicas de pré-
cultivo que naturalmente resultam em reducdo de danos e que preconizam o correto manejo do
solo, com equilibrio na adubacéo e seguido por praticas de rotacdo de culturas, dentre outras
estratégias. Contudo, estas técnicas pré-cultivo ndo sdo eficazes isoladamente para o MIP,
outras taticas sdo aplicadas no pos-cultivo, com base, sobretudo, na combinacdo de varias
formas de controle, como o quimico, o comportamental e o bioldgico (EMBRAPA, 2005).

Apesar da utilizagao de agrotoxicos na busca do controle populacional de insetos-praga
ainda ser bastante disseminada, uma forte tendéncia de abandono de técnicas que se utilizam
de pesticidas quimicos nocivos ao meio ambiente tem sido acompanhada nos ultimos anos
(EMBRAPA, 2005). De modo geral, estes produtos apresentam amplo espectro de acdo e geram
inmeros problemas agroecologicos, inclusive para saude de trabalhadores rurais e
consumidores (FERREIRA, 2002a). Diversos mecanismos de agdo de inseticidas podem
resultar na morte de insetos-praga, normalmente através de interferéncias em processos
essenciais como respiragcdo, alimentagdo, reproducdo, crescimento e desenvolvimento.
Qualquer produto capaz de resultar na morte, controle ou inibicdo do desenvolvimento de
organismos-praga em um agrossistema pode ser considerado um inseticida (HOLSTEGE &
BAER, 2004).

Especificamente para R. palmarum, o controle populacional representa um grande
desafio para a cocoicultura, visto que ndo existem inseticidas registrados para seu controle no
Sistema de Agrotdxicos Fitossanitarios (Agrofit). Diversos agrotdxicos ja foram testados no
combate a esta praga, inclusive associados a outros produtos, como agentes de controle
bioldgico, visando avaliar compatibilidade e possivel aumento da viruléncia nos insetos,
contudo, ainda ha caréncia de informacdes a respeito. Adicionalmente, existe uma enorme
caréncia de estudos que objetivem a obtencao de formulagdes bioinseticidas eficazes contra esta

coleobroca, o que gera uma grande demanda por produtos deste tipo (AGROFIT, 2017).
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2.2.1 Controle quimico

O termo inseticida € muitas vezes utilizado como referéncia a produtos quimicos
utilizados na agricultura. Contudo, de forma geral, esta denominacéo faz alusdo a qualquer tipo
de produto que objetive a morte, o controle populacional ou a inibi¢cdo do desenvolvimento de
organismos considerados pragas em agrossistemas. Os inseticidas geralmente sdo intitulados
agrotoxicos, e abrangem inumeros produtos quimicos empregados nos mais diversos tipos de
cultura, com o objetivo principal de controlar a incidéncia de pragas que geram prejuizos ao
agronegocio. Estes também recebem a denominacdo de pesticidas, defensivos agricolas,
agroquimicos ou fitossanitarios. As principais formas de aplicacdo destes produtos é por meio
de técnicas de pulverizacédo, nebulizacao, pincelamento e fumigacdo (EMBRAPA, 2005).

Inimeros agrotdxicos sdo utilizados no agronegécio em todo o mundo. Estes fazem
parte de uma classe diversificada de substancias que sao potencialmente téxicas. Dentre elas
incluem-se os carbamatos, organoclorados, organofosforados e as piretrinas, principais classes
de inseticidas disponiveis no mercado (HOLSTEGE & BAER, 2004). Apesar de ser uma das
formas de controle de maior prevaléncia na agricultura, sua utilizacdo geralmente acarreta
diversos problemas agroecoldgicos, especialmente pelo uso de inseticidas que apresentam
espectro de acdo amplo. Apresentam efeitos neurotdxicos e representam grande risco a salde
de agricultores e consumidores (BOTTON et al., 2011). Adicionalmente, tais produtos podem
interferir na fisiologia de diversas espécies, inclusive as que sdo benéficas aos cultivares,
causando desequilibrios ecoldgicos prejudiciais ao ambiente (FERREIRA, 2002a).

Da mesma forma que existem inUmeros produtos quimicos que podem apresentar
propriedades inseticidas contra organismos-praga, também existem diversos mecanismos de
acdo pelo qual eles agem. De forma geral, eles atuam através de interferéncias em processos
que sdo essenciais a vida da espécie em questdo, causando danos que limitam a acdo do
organismo ou até mesmo o leva a morte. Interferéncias em processos alimentares, respiratorios,
reprodutivos e de crescimento e desenvolvimento possibilitam o controle populacional
(HOLSTEGE & BAER, 2004).

O emprego de produtos que apresentem maior especificidade para a praga-alvo a ser
controlada em determinada cultura se tornou tendéncia nos ultimos anos. Dentre estes métodos
de manejo estdo o controle comportamental e o controle biologico, promissores quando se trata
do inseto-praga R. palmarum. Isto porque ndo ha registro de inseticidas especificos para esta
coleobroca no sistema Agrofit (AGROFIT, 2017).



27

2.2.2 Controle comportamental

Os insetos diferem de outras espécies quando se fala em métodos de comunicagdo. O
sistema olfativo associado a transmissdo de determinados compostos quimicos especificos
produzidos por eles é essencial para a realizagdo de funcdes vitais, tais como a alimentacéo,
defesa, acasalamento, dentre outros (NORDLUND & LEWIS, 1976). O controle
comportamental caracteriza-se como uma forma de controle que permite 0 manejo de
agrossistemas de forma a diminuir ou até mesmo extinguir a aplicacdo de agrotdxicos. Esta
pratica se utiliza basicamente da aplicacdo de semioquimicos, o que possibilita reducdo de
danos ao meio ambiente e diminui os riscos de toxicidade a trabalhadores do campo e
consumidores finais (CYSNE et al., 2013).

Semioquimicos sdo substancias envolvidas na transmissdo de informacfes entre
individuos. Sdo subdivididos em dois grandes grupos, feromdnios e aleloquimicos, dependendo
se a interacdo é intraespecifica (entre individuos de uma mesma especie) ou interespecifica
(entre individuos de espécies diferentes), respectivamente. Neste ultimo, quando a interacao
favorece o produtor, diz-se alomodnios, enquanto aqueles que favorecem o receptor s&o
chamados cairomonios. O nome feroménio foi proposto para aqueles semioguimicos que séo
usados para comunicacao dentro de uma espécie (LAW & REGNIER, 1971). A sua producdo
por parte do individuo emissor resulta em respostas fisiologicas de reacdo comportamental no
individuo receptor, que sera proporcionalmente adequada ao tipo de semioquimico produzido
(NORDLUND & LEWIS, 1976).

O semioquimico responsavel pela troca de informacéo entre dois individuos recebe a
denominacdo de infoquimico. Este, quando participa da comunicacdo entre exemplares da
mesma espécie € denominado feroménio (LAW & REGNIER, 1971). Levando-se em
consideracdo sua origem semantica, derivada do grego pherein e hormon, respectivamente
carregar e estimular, se caracterizam como compostos biologicamente ativos que sdo
produzidos e liberados no ambiente por um individuo e posteriormente assimilados por outros
de uma mesma espécie. Esta recepcdo desencadeia reacGes especificas, representadas por um
comportamento ou mesmo por um processo de desenvolvimento fisioldgico definido (WILSON
& BOSSERT, 1976).

Os feromonios permitem a propagacao de mensagens com alto grau de complexidade,
podendo ocorrer a emissdo de diversas informacgdes concomitantemente. Este fendmeno é

possivel devido a sua composi¢do extremamente complexa, caracterizada por combinagdes
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multicomponentes de variadas substancias que apresentam volatilidades distintas. Como estas
substancias geralmente apresentam gradientes de concentracdo diferentes, uma grande
variedade de informacdes pode ser gerada ao mesmo tempo (WILSON & BOSSERT, 1976).
Individuos receptores da informacdo conseguem detectar compostos volateis através da
interacdo com seus receptores bioldgicos, identificando-os mesmo em concentragdes muito
baixas no ambiente e a longas distancias de onde o sinal foi gerado (ATTERHOLT et al.; 1999).

Quanto a sua atividade frente ao individuo receptor da mensagem, o feroménio pode ser
classificado como preparador ou desencadeador. Este primeiro, geralmente demonstra atividade
mais lenta e com efeito prolongado no receptor, sobretudo por efeitos fisiologicos e que
interferem no desenvolvimento do individuo. J& o segundo, exerce alteragdo de forma imediata
no receptor, modificando o comportamento dos individuos de forma rapida, especialmente por
atuar diretamente no sistema nervoso central (WILSON & BOSSERT, 1976).

A classificacdo dos feromonios desencadeadores tem relacdo direta com o tipo de
resposta comportamental que é produzida no agente receptor. O feromonio sexual provoca a
atracdo de individuos do sexo oposto, com objetivo de acasalamento. O de trilha é importante
para algumas espécies na formacdo dos caminhos que a coldnia deve seguir, bem como na
demarcacao de espaco. O feromonio de agregacdo promove a atracdo de individuos de ambos
0s sexos em um determinado local, geralmente para indicar uma fonte de alimento,
consequentemente tem papel importante também no acasalamento e na oviposi¢do. Ja o de
alarme serve como alerta na indicacdo de perigo, sobretudo pela presenca de predadores
naturais (LEONHARD & BEROZA, 1982).

Com relacdo aos infoquimicos do tipo aleloquimicos, sua classificagdo € um pouco mais
complexa. Eles estdo relacionados diretamente com a execucdo de diversas atividades
realizadas na coldnia de insetos sociais. A diferenca entre eles ocorre de acordo com o individuo
que se beneficia na relacdo de comunicacdo. Os cairomonios sdo resultantes de uma
caracteristica biolégica do préprio organismo, que libera compostos atrativos para outra
espécie, e nela gera resposta que lhes séo favoraveis em termos de adaptabilidade, mas que ndo
traz nenhum beneficio ao emissor. Os denominados aloménios sdo infoquimicos que geram
beneficios somente ao agente emissor. Ja 0s sinomonios beneficiam tanto ao agente emissor
quanto ao agente receptor (JUTSUM & GORDON, 1987).

Apesar de ndo atuarem na morte direta dos insetos-praga, os feromonios se mostram
bastante efetivos no controle de pragas, representando risco praticamente nulo a outros seres
vivos e ao meio ambiente. Estudos a respeito da utilizacdo de feroménios de diversas espécies

de pragas tém aumentado bastante nos Gltimos anos, resultando em novas informacGes relativas
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aos aspectos fisioldgicos, bioldgicos, bioquimicos, comportamentais e genéticos relacionados
(CHEN et al., 2018).

A producdo de feroménios dentre as espécies do género Rhynchophorus tem relagéo
direta com os sistemas de interagdo entre seus individuos, ao encontrar uma fonte de alimento
eles produzem um feromonio de agregacao, que atrai outros individuos para o local. Esta
atracéo possibilita tanto a alimentagdo quanto o acasalamento (SEO et al., 2016). Existe ainda
0 sinergismo entre os feromonios produzidos pelo R. palmarum e os cairomoénios liberados
pelas plantas. Adicionalmente, tecidos vegetais que apresentam feridas ou encontram-se com
algum tipo de doenca podem exalar compostos volateis atrativos para as coleobrocas deste
género (NAVARRO et al., 2002). As culturas de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.),
maméao e abacaxi sdo exemplos de vegetais que apresentam capacidade fermentativa e,
consequentemente, atraem estes insetos. De forma sinérgica, os feromonios produzidos pelos
individuos presentes na fonte de alimento potencializam esta atracdo, fazendo com que ocorra
a agregacdo de varios insetos no local inicial de sinalizacdo. Além de se alimentarem, as
coleobrocas também utilizardo tal local para se reproduzirem, aumentando ainda mais seu nivel
populacional naquela regido (FERREIRA, 2002a).

A combinacdo dos volateis do feromonio com os resultantes da fermentacgdo das iscas
vegetais pode ser utilizada em sistemas de alcap&o, armadilhas que atraem o inseto para uma
camara que impossibilita sua saida (CYSNE et al., 2013). Este é um método bastante eficiente
de controle populacional que ajuda a reduzir os danos causados por este inseto-praga. A isca
utilizada neste caso é composta por um atrativo alimentar com capacidade fermentativa,
sobretudo a cana-de-agucar, e o feromdnio sintético de agregacgdo, similar ao natural produzido
pelo inseto. No caso do R. palmarum, este feroménio sintético é o Rincoforol, que possui
capacidade atrativa semelhante a vista no feroménio natural produzido pelo macho da espécie
(FERREIRA, 2007).

Uma érea especifica do sistema Agrofit elenca os produtos registrados no MAPA que
possuam finalidade de controle de pragas que atacam diversos tipos de cultura de interesse
econbmico para o pais. Especificamente para o coqueiro, 0 Unico produto registrado para
controle das coleobrocas de R. palmarum é o Rincoforol (6-Metil-2-hepten-4-ol) (Figura 6), um
alcool alifatico contendo 8 carbonos e com uma insatauracdo. Ele se apresenta como um liquido
amarelo claro de odor caracteristico, bastante volatil, altamente solGvel em &lcool, imiscivel
com agua e que apresenta boa biodegradabilidade. O Rincoforol foi isolado e identificado no
ano de 1991 por Rochat e colaboradores (ROCHAT et al., 1991). Sua estereoquimica absoluta

foi definida como sendo S(-) (2E)-6- metil-2-hepten-4-ol, tendo como o isémero ativo o (S)-
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Rincoforol. O isémero inativo, (R)-Rincoforol, ndo demonstra atividade inibitéria, o que
permite a utilizacdo do racemato sintético (x)-Rincoforol (OEHLSCHLAGER et al., 1992).
Dois produtos comerciais sdo indicados no Agrofit, ambas formulagdes caracterizadas como
geradores de gas (volateis) e classificadas como produtos de baixa toxicidade (classe 1V) e
baixo risco para 0 meio ambiente (classe 1VV) (AGROFIT, 2017).

Figura 6 - Estrutura e propriedades fisico-quimicas do Rincoforol.

Propriedades fisico-quimicas

OH Estereoquimica absoluta  S(-) (2E)-6-metil-2-hepten-4-ol
Formula quimica CgH160
/\)\)\

pH 3,13
densidade 0,8626 g.mL!

Fonte: SEO et al., 2013.

A aplicabilidade dos feromonios no controle de pragas requer a utilizacdo de
dispositivos que propiciem sua liberacdo por periodo de tempo suficientemente adequado para
sua efetividade. Tais sistemas devem garantir taxas de liberacdo constantes, ndo variando a
velocidade em funcdo do tempo, ou seja, devem apresentar cinética de liberacdo de ordem zero.
Alem disso, a emissdo dos volateis deve obedecer as reais necessidades destes no ambiente,
mantendo concentra¢des adequadas que possam ser eficazes na captura do inseto sem que haja
exacerbacdo de sua presenca no ar. Tais caracteristicas devem ser adaptativas ao tipo de
mecanismo utilizado na captura bem como as condicdes climaticas da regido (KYDONIUS &
BEROZA, 1982).

Uma ampla gama de dispositivos de liberacdo controlada para feromonios ja foram
propostas. Atualmente, os dispensadores consistem principalmente de septos de borracha, tubos
de plastico, fibras ocas, cordbes impregnados, twist-ties, formulacdes a base de ceras, matrizes
tipo gel, dentre outros. Embora eficazes em muitos casos, a grande maioria dos dispositivos
apresentam limitacdes de uso, dentre as mais importantes estdo (STIPANOVIC et al., 2004;
CHEN et al., 2018):

e Variacdo da taxa de liberacdo;
¢ Dificuldade de manutencdo de concentracdes ideais dos volateis;
e Alto custo de producdo, alta demanda de tempo de confeccdo e/ou

impossibilidade de escalonamento para producdo em massa dos dispositivos;
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¢ Dificuldade de implementacao dos dispositivos no local de acao;
e Utilizacdo de polimeros n&o-biodegradaveis em peliculas de controle de
liberac&o ou de suporte do dispositivo.

Armadilhas do tipo alcapdo sdo bastante utilizadas no controle de R. palmarum,
geralmente confeccionadas com baldes adaptados ao aprisionamento dos insetos adultos. O
mecanismo permite a entrada da praga por atracéo proporcionada pela isca alimento/feromonio,
mas impede gue 0 mesmo retorne para o ambiente. Tal artificio é conseguido por meio de furos
feitos na tampa do balde, garantindo o acesso para seu interior. Na parte interna destes furos
sdo acoplados funis, que dificultam a saida do inseto aprisionado, como pode ser visto na figura
7a. O sistema de liberacdo do feromdnio que possibilita a atratividade também é fixado na
tampa do balde, geralmente sendo constituido por um tudo eppendorf com um furo central que
permite a saida dos volateis (DUARTE et al., 2003; EMBRAPA, 2010).

Como nem sempre € viavel a aquisicdo e manutencdo destes baldes no campo,
principalmente em areas muito grandes e sujeitas a vandalismo, a Embrapa Tabuleiros
Costeiros de Aracaju desenvolveu um modelo alternativo feito a partir de garrafas PET
(politereftalato de etileno), que mantém um principio de funcionamento semelhante ao das
armadilhas tipo balde, contudo sdo mais baratas, mais discretas e ndo representam interesse por
parte de vandalos, evitando furtos (Figura 7b) (FERREIRA, 2007).
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Figura 7 - Esquema de armadilhas tipo alcapdo: a) balde; b) garrafa PET.

Fonte: FERREIRA, 2007; CASTRO et al., 2009; (Adaptado).

2.2.3 Controle bioldgico

O principal objetivo do controle bioldgico € prover a manutengdo ou elevacdo do
nimero de espécies que agem como antagonistas naturais das pragas, ou seja, ela promove 0
estabelecimento de organismos que levardo & morte a espécie que representa risco a plantacéo.
O controle bioldgico de pragas esta inserido no MIP, que une informacdes técnicas, ecoldgicas,
econdmicas e socioldgicas para idealizar estrategias com metodos integrados e que resultem
em potencializacdo da redugdo populacional da espécie em questdo (PICANCO, 2010). A
pratica de métodos ecologicamente sustentaveis de manejo de pragas vem se tornando uma
tendéncia dentre produtores e gestores publicos, que assumem uma crescente conscientizacao
a respeito da importancia destas atitudes para o futuro do agronegdécio e da diminuicdo de danos
ao ambiente e aos seres vivos (RANASINGH, 2007). Desta forma, tem sido observado
incentivo crescente do MAPA na utilizagdo de inseticidas bioldgicos, também conhecidos como
biopesticidas ou bioinseticidas. Nenhum produto deste tipo com finalidade de combater o R.
palmarum esta registrado no sistema Agrofit, deixando uma lacuna a ser preenchida na préatica
do controle biologico (AGROFIT, 2017).
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As diferentes estratégias aplicadas em conjunto para o controle de pragas buscam
reduzir os danos ao meio ambiente e & saude dos seres vivos, caracterizando-se técnicas
ecologicamente sustentaveis. Este tipo de pratica comecou a ser aplicada e também a ganhar
importancia na década de 50. Uma de suas vertentes esta relacionada a aplicacdo de
entomopatogenos, que sdo organismos capazes de parasitar insetos, levando-0s a morte e,
consequentemente, diminuindo seus niveis populacionais. Mais especificamente, o controle
bioldgico baseado na aplicacdo de agentes entomopatogénicos utiliza nematoides, fungos,
bactérias, virus e protozoarios no manejo de insetos que sdao considerados pragas (ALVES et
al., 2008).

Cada bioagente age por um mecanismo principal que, geralmente, é diferente para cada
tipo de microrganismo. Bactérias utilizadas como entomopatdgenos normalmente iniciam sua
atividade infectante somente ap0s a ingestdo por parte da praga, para que exercam Sseu
mecanismo de acdo. Apos a ingestdo, o metabolismo destes microrganismos resulta em toxinas
liberadas no trato digestdrio do inseto com potencial para leva-lo a morte. Dentre os diversos
tipos de bactérias, as do género Bacillus € o que apresenta maior aplicabilidade no manejo de
pragas (FERREIRA, 2002a). De forma semelhante, o principal mecanismo de acao dos virus é
através do trato gastrintestinal, geralmente ocorrendo penetracdo através das células do
intestino médio. A infeccdo pode entdo se disseminar através da hemolinfa e levar o inseto a
morte. Os baculovirus, pertencentes a familia Baculoviridae infectam predominantemente
artropodes, e por isso séo bastante aplicados no controle bioldgico (ALVES et al., 2008).

Em uma vertente diferente, a utilizacdo de nematoides é basicamente realizado no
manejo do solo, exercendo seu mecanismo de acdo nas pragas presentes predominantemente
neste ambiente. Apesar desta prevaléncia, houve um aumento consideravel no nimero de
estudos que relacionam suas aplicagfes em outras areas, até mesmo fora da agricultura (ALVES
et al., 2008). Os protozoarios representam o grupo com maior limitacdo no controle de pragas,
por apresentarem baixo grau de viruléncia e mecanismo de agdo mais demorado que 0s demais.
Como normalmente resultam em infec¢do crénica no inseto, este apresenta debilidade que
resulta em morte lenta, muitas vezes ndo satisfazendo os requisitos para tal aplicacdo
(FERREIRA, 2002a). Por outro lado, os fungos representam o grupo de entomopatégenos mais
versateis no controle bioldgico. Eles séo capazes de causar infeccdo em varias espécies de
pragas, em grande parte por apresentarem diferentes mecanismos de acdo diferentes. Além
disso, alguns fungos podem infectar varias espécies diferentes concomitantemente em um
mesmo ambiente, causando epizootias rapidas e que reduzem niveis populacionais de pragas

importantes que atacam uma determinada cultura de forma conjunta. (ALVES et al., 2008).
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2.2.3.1  Fungos Entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos sdo bastante utilizados como bioinseticidas e
representam grande importancia socioecondmica para as regibes de cultivo. Eles se
caracterizam como fungos que apresentam a capacidade de parasitar insetos, dentre estes,
diversas espécies consideradas pragas agricolas (GUERRI-AGULLO et al., 2010). Sua
aplicacdo para tal finalidade data do século XIX, onde os testes iniciais com fungos
entomopatoénicos foram realizados. A infectividade destes agentes bioldgicos foi avaliada
primordialmente pelo russo Metschnikoff, que testou o fungo Metarhizium anisopliae no
combate a besouros. Contudo, a obtencédo de resultados praticos no controle de insetos-praga
sO ocorreu aproximadamente um século ap6s 0s experimentos iniciais, sendo, nos dias atuais,
bastante utilizados como micoinseticidas na pratica agricola (FARIA & MAGALHAES, 2001).

A elaboracdo em massa de produtos a base de isolados fangicos deve garantir volumosa
capacidade de esporulacdo, crescimento rapido e patogenicidade suficientemente alta afim de
provocar reducdo populacional da pragas-alvo. Adicionalmente, os conidios devem ser
protegidos de fatores ambientais possivelmente deletérios durante o periodo de estocagem e
aplicacdo do produto (FENG et al. 1994).

O mecanismo geral de acao dos fungos entomopatogénicos se inicia a partir do contato
com o tegumento (cuticula) do inseto. Ocorre adesdo dos conidiéforos, colonizagdo com
posterior germinacdo dos esporos (conidios) e penetracdo do exoesqueleto do inseto. Apos
acessar o interior do corpo do inseto, as hifas do fungo colonizam a hemolinfa, se diferenciam
em blastdporos (células ovais) que entdo se disseminam e se multiplicam de forma rapida com
consequente extrusdo de estruturas de conidiacdo novas. A disseminacédo através do corpo do
inseto resulta em destruicdo tecidual, o que o leva & morte (GUERRI-AGULLO et al., 2010;
FERREIRA, 2002a). Os fungos representam o grupo de entomopatdgenos mais versateis no
controle bioldgico. Eles apresentam mecanismos de acdo variados, sendo capazes de causar
infeccdo em varias espécies de pragas. Além disso, alguns fungos podem infectar varias
espécies diferentes concomitantemente em um mesmo ambiente (FARIA & MAGALHAES,
2001).

Diversos mecanismos de acdo diferentes dos fungos entomopatogénicos podem resultar
na morte dos insetos-praga. Eles apresentam versatilidade de acéo e por isso vém sendo cada
dia mais utilizados no controle bioldgico (ALVES et al., 2008). Este crescimento é

impulsionado pelos diversos estudos que vém sendo realizados nos Gltimos anos, gerando
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grandes descobertas na area do controle bioldgico e elucidando os mecanismos de acdo que
estdo envolvidos em cada interacdo entre o agente bioldgico e a praga-alvo. Cerca de 700
espécies de fungos entomopatogénicos sdo conhecidas, contudo, a maior parte da producéo
comercial utiliza como bioativo espécies de Metarhizium, Isaria, Lecanicillium e Beauveria
(VEGA et al., 2009). Este ultimo merece destaque no controle de insetos-praga, visto que
desponta como um dos fungos entomopatogénicos mais utilizados no biocontrole, sobretudo
pelo incentivo da utilizacdo de biopesticidas nos ultimos anos, a busca dos consumidores por
produtos livres de residuos quimicos e o desenvolvimento de resisténcia a pesticidas por muitas

pragas de importancia socioeconémica (BUTT et al., 2016).

22311 Beauveria bassiana

No inicio do século XIX uma grave doenca atacava o bicho-da-seda e estava devastando
a industria da seda na Franga. Agostino Bassi (1773 — 1856) demonstrou que Beauveria
bassiana (como Botrytis bassiana) era o agente infeccioso causando o que era entdo conhecido
como a doenca da muscardina dos bichos-da-seda, dai o0 segundo nome do binémio em sua
homenagem. Ele criou a hipotese de que a doenca era causada por organismos microscopicos,
neste caso fungos, que eram capazes de infectar individuos saudaveis a partir da infeccdo
existente em insetos mortos. Através de estudos microscopicos experimentais realizados a partir
das teorias sugeridas por Bassi, Giuseppe Balsamo-Crivelli (1800 — 1874) e outros
pesquisadores reforcaram esta hipdtese, surgindo entdo o primeiro caso comprovado
experimentalmente em que se atribuiu uma determinada doenca a infec¢éo por microrganismos
(VEGA et al., 2009).

A Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin (Deuteromycotina: Hyphomycetes) é um fungo
da ordem Hypocreales, familia Cordycipitaceae e género Beauveria. E um entomopatdgeno
capaz de infectar grande quantidade de insetos-praga, sobretudo coledpteros, tendo enorme
importancia no agronegdcio como agente de controle biolégico no MIP (GUERRI-AGULLO
et al., 2010). Diversas espécies de importancia econémica para 0 agronegocio e também como
pragas domésticas sao susceptiveis a este fungo, capaz de infectar uma vasta gama insetos-
praga, como pode ser visto nas Tabelas 2 e 3. A partir destas caracteristicas, diversos
biopesticidas a base de B. bassiana tém sido produzidos para aplicacdo em cultivares das mais
variadas espécies vegetais (BARBARIN et al., 2012).



Tabela 2 — Pragas agricolas susceptiveis a B. bassiana e principais culturas afetadas.
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Praga agricola Nome cientifico Principal Cultura Referéncia
Escaravelho-vermelho Rhynchophorus Palmeiras GUERRI-AGULLO et al., 2010
ferrugineus DEMBILIO et al., 2010
Broca-do-coqueiro Rhynchophorus Coqueiro FERREIRA, 2002b
palmarum
Traga-do-amendoim Aproaerema Amendoim SENTHILRAJA et al., 2010
modicella
Broca-maior-dos-cereais Prostephanus Cereais SMITH et al., 1999
truncatus
Broca-do-café Hypothenemus Café ANTIA et al., 1992
hampei JIMENEZ et al., 1989
VARELA & MORALES, 1996
Percevejo-da-planta Lygus lineolaris Algodao UGINE, 2011
manchada
Besouro-da-ambrésia Xylosandrus Coniferas CASTRILLO etal., 2011
germanus
Formiga-de-fogo Solenopsis invicta Quiabo, milho, soja, BEXTINE & THORVILSON, 2002
batata e amendoim
Broca-do-tronco Apriona germari Amora LI etal, 2011

Fonte: Autor, 2017.

Tabela 3 — Pragas domésticas susceptiveis a B. bassiana.

Praga doméstica Nome cientifico Principal Cultura Referéncia
Percevejo-da-cama Cimex lectularius Ser humano BARBARIN et al., 2012
(hematofago)
Pernilongo Culex tarsalis Ser humano CLARK et al.,1968
(hematdéfago)
Mosca tsé-tsé Glossina morsitans Ser humano KAAYA etal., 1991
morsitans (hematdfago)
Barbeiro Rhodnius prolixus Ser humano ROMANA & FARGUES, 1992
(hematofago)
Mosquito comum Culex pipiens Aves domésticas e SIERRA et al., 1995
selvagens (hematdfago)
Mosquito-da-dengue Aedes aegypti Ser humano SIERRA et al., 1995
(hematdéfago)
Mosquito-palha Lutzomyia Ser humano WARBURG et al., 1991
longipalpis (hemat6fago) AMORA et al, 2009
Mosca-doméstica Musca domestica Ser humano MISHRA et al., 2013

(matéria organica)

Fonte: Autor, 2017.

O mecanismo de infeccdo utilizado pela B. bassiana para parasitar coledpteros é o

mesmo utilizado pela maioria dos agentes entomopatogénicos. A adesao ao tegumento do inseto

ocorre ap0s o contato com a cuticula, o fungo entéo inicia diversos processos enzimaticos que

culminardo na degradacdo cuticular e subsequente penetragdo através do exoesqueleto,

juntamente com a pressdo mecanica exercida pelo crescimento hifal (BORGES, 2007). Ap6s

penetrar a carapaca do inseto, o fungo atinge a hemolinfa e suplanta a resposta imune

do

hospedeiro, se prolifera rapidamente levando-o a morte. Logo ap6s, o fungo realiza crescimento

saprofitico e subsequente producgéo de novos conidios (XIAO et. al., 2012).



37

Em 1991, pesquisadores da Embrapa Tabuleiros Costeiros do estado de Sergipe,
identificaram coleobrocas de R. palmarum em culturas de coqueiro parasitadas naturalmente
por B. bassiana. A partir deste achado, ensaios laboratoriais e estudos de campo vém sendo
colocados em pratica visando viabilizar a utilizacdo da cepa, que foi designada CPATC032, no
MIP como agente entomopatogénico no controle bioldgico (FERREIRA, 2002b).

Em um dos estudos realizados pela Embrapa, individuos machos de R. palmarum foram
expostos a uma suspensdo de esporos de B. bassiana contendo 10° conidios por mililitro
(con/mL). Apds a inoculacdo dos insetos, foi procedida a liberagcdo quinzenal de individuos
infectados nas culturas de coqueiro visando avaliar possivel influéncia nos niveis populacionais
da coleobroca nos periodos subsequentes ao experimento. Durante 3 anos 0s niveis
populacionais foram avaliados e foi verificada uma reducdo de 58, 38 e 69% da populacao
nativa da praga, no primeiro, segundo e terceiro ano, respectivamente. Segundo o autor, 0 inseto
macho é um bom transmissor e veiculador dos esporos de B. bassiana na populacdo de R.
palmarum (FERREIRA, 2002b). A figura 8 mostra um inseto adulto morto devido a infeccao
pela cepa CPATCO032.

Figura 8 - Macho adulto de R. palmarum parasitado pelo fungo B. bassiana.
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Fonte: Autor, 2017.

Segundo um estudo de Glerri-Agullé (2010) a multiplicacdo dos conidios e a estruturas
mais delgadas ou regides com sulcos ou espiculas sdo mais propicias a penetracao. Neste, 0s
autores utilizaram suspensdes contendo conidios flngicos em concentragdes variadas para
avaliar a infectividade de uma cepa de B. bassiana contra insetos do género Rhynchophorus.
Constatou-se através de Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) o inicio da multiplicacéo
dos conidios na cuticula do inseto a partir do segundo dia de inoculacdo, surgindo sinais de

infeccdo no terceiro dia. O método de microscopia utilizado possibilitou a observacédo dos
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estagios iniciais da infeccdo, que segundo 0s autores, ocorre primariamente com a adesdo dos
conidios a cuticula no caso de insetos adultos, sobretudo nas regides mais susceptiveis, como
patas, antenas e élitros. Posteriormente, ocorre a germinacao dos conidios com fusdo de hifas e
formacdo de apressorios e anastomose, onde ha formacdo de mucilagens que facilitam a
penetracdo por degradacdo da cuticula. Apés a penetracao ocorre a colonizacdo da hemolinfa e
morte do inseto. Essa colonizagdo e posterior surgimento de conidiéforos nas cuticulas
indicaram conclus&o do ciclo de vida do fungo no hospedeiro (GUERRI-AGULLO et al., 2010).

A formacdo dos apressorios permite a ancoragem dos conidios que, entdo, exercem
pressdao na cuticula para que ocorra a penetragdo. Concomitantemente, uma grande variedade
de enzimas sdo excretadas pelo fungo com o objetivo de degradar a cuticula, dentre elas
quitinases, proteases, lipases, quitobiases, lipoxigenases, alem de algumas enzimas hidroliticas.

Adicionalmente, a degradacdo também fornece nutrientes para o fungo (ALVES, 1998).

2.2.3.1.2 Produto a base de fungos entomopatogénicos

A comercializacdo de produtos bioinseticidas derivados de fungos entomopatogénicos
se iniciou nos anos 60 no Brasil. Os métodos de obtencéo sdo baseados na multiplicacdo dos
fungos em substratos, geralmente compostos por cereais. A inocula¢do do substrato estéril,
sobretudo o arroz, a partir de um fermentado inicial liquido permite a coloniza¢do do meio de
cultura com alta producdo de conidios do fungo (FARIA & MAGALHAES, 2001). Este
material pode ser vendido sob esta forma, onde € essencial uma etapa de pre-lavagem antes do
uso para arraste dos esporos, que entdo poderéo ser aplicados nas culturas. A massa colonizada
também pode passar por um processo de trituragcdo com posterior comercializacdo sob a forma
de p6-molhavel. Este método de producdo € geralmente realizado de forma artesanal em
associacOes de produtores ou mesmo em centros de pesquisa, gerando uma grande variacdo em
termos de qualidade e padronizagdo (ALVES et al., 2008).

Além dos problemas relacionados a qualidade e a falta de padronizacdo dos produtos
disponiveis no mercado brasileiro, estes geralmente também néo proporcionam praticidade de
aplicacdo. Estas caracteristicas quando associadas a reduzida vida de prateleira, devido a alta
susceptibilidade do fungo, dificultam a comercializacdo e limitam o potencial destes
entomopatégenos no MIP. Dentre os problemas encontrados no dia-a-dia do campo para
aplicacdo destes produtos estdo a necessidade de se realizar a pré-lavagem da massa fermentada



39

para retirada do bioativo antes da utilizacdo, a alta probabilidade de ocorréncia de entupimento
dos equipamentos pulverizadores por conta da grande concentracdo de material particulado
inerte na suspensdo resultante da lavagem e a curta sobrevida dos conidios neste material. Estes
fendmenos apontam para uma grande demanda de produtos formulados que contornem estas
limitagBes (FARIA & MAGALHAES, 2001). A producéo de formulacdes bioinseticidas pode
ser muito complexa, visto que muitos dos materiais normalmente utilizados na producéo de
biopesticidas podem interferir na natureza bioldgica do bioagente, gerando efeitos deletérios a
sua atividade. Dentre os efeitos indesejaveis provaveis em uma formulagdo deste tipo pode-se
citar a perda de viabilidade do agente microbiano no decorrer do periodo de armazenamento ou
mesmo apos a sua aplicacdo no ambiente. Tanto fatores bidticos quanto abidticos podem ser
resultar em perdas na bioatividade de diversos agentes de controle microbiano. Desta forma, a
adequada formulacdo destes produtos se caracteriza como uma etapa crucial no
desenvolvimento de biopesticidas (ALVES et al., 1996).

O estabelecimento do controle microbiano nas préticas desenvolvidas nos agrossistemas
é facilitado pela praticidade de implementacdo dos métodos apos pleno desenvolvimento das
formulacdes. Isto porque alguns requisitos para a consolidacao dos bioinseticidas na pratica séo
0 reduzido custo de producéo e a simplicidade dos processos produtivos, fatores que garantem
a adesdo ao sistema de controle. Contudo, inserir no mercado produtos formulados para o
controle biol6gico ndo é uma tarefa tdo simples e alguns desafios precisam ser transpostos para
que o produto tenha sua aplicabilidade consolidada. Dentre estes desafios a caréncia de
conhecimento sobre os diversos beneficios que podem ser proporcionados por tais produtos
bem como a resisténcia por parte dos produtores e das empresas do setor em aderir ao sistema
sdo 0s principais entraves a serem vencidos. Muitas vezes esta resisténcia é resultado da
inseguranca frente a novas estratégias de manejo. A Unica forma de superar esta desconfianca
¢ com conhecimento, apresentando aos empresarios e produtores os beneficios das novas
tecnologias e a maior eficiéncia dos produtos (ALMEIDA et al., 2008). Adicionalmente, a
praticidade na aplicacdo, a alta eficiéncia, o baixo custo e a persisténcia do bioativo no local de
aplicacdo a partir da liberacdo satisfatoria e controlada no ambiente acabam conquistando a
confianca dos agricultores em um curto espaco de tempo. Estas caracteristicas sao
imprescindiveis para os produtos formulados com finalidade de controle bioldgico (BATISTA
FILHO et al., 1998).
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2.2.3.2  Encapsulamento de bioativos

O processo produtivo de uma formulagéo para aplicagéo bioinseticida compreende a
realizacdo de ensaios que comprovem propriedades satisfatorias de armazenamento do produto.
Os compostos utilizados no controle bioldgico devem ser comprovadamente compativeis com
0 bioativo, que deve estar em concentracdes adequadas. Alem disso, melhorias na capacidade
de adesdo/espalhamento no local de acdo, seja no exoesqueleto da praga, seja nas regioes
hidrofdbicas dos tecidos vegetais sdo essenciais para a persisténcia do bioativo no local de acao
(ALVES, 2003).

Uma forma de atingir estes objetivos é através do encapsulamento dos bioativos,
estratégia que prové protecdo destes a efeitos deletérios e preservagdo suas caracteristicas
intrinsecas (EZHILARASI et al., 2013). Adicionalmente, a matriz utilizada pode ser projetada
para garantir adesividade do produto no local de ag&o, proporcionar maior eficacia na aplicacdo
além de possibilitar melhorias na estabilidade e maior vida de prateleira (ALVES, 2003). Para
tal, um dos métodos de encapsulacao mais utilizados nos dias atuais é através do uso de matrizes
poliméricas, que agrega valor ao produto e garante as propriedades necessarias de um
bioinseticida. Formulagdes que tem como base matrizes poliméricas geralmente apresentam
grande melhoria na manutencdo da viabilidade de bioativos, por conseguinte, tém recebido
atencdo especial no meio cientifico (WU et al., 2012). Dentre os polimeros mais utilizados na
encapsulacdo de bioativos os que formam matrizes hidrofilicas apresentam maior
aplicabilidade. Como exemplos, temos os polimeros derivados do é&cido acrilico como
carbameros, polimeros da celulose como a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), além dos nao-
celuldsicos, naturais ou semissintéticos como as gomas, agar-agar, quitosana e alginatos. Dentre
estes, os alginatos estdo entre os mais utilizados em processos de encapsulacdo de ativos,
apresentando caracteristicas de exceléncia como suporte para liberagdo de drogas e diversas
macromoléculas bioativas (OMAR et al., 2015; PALESH et al., 2017; NATH 7 DOLUI, 2018).

Ding & Shah (2009) relataram protecdo contra condicdes severas para 0s probioticos
Lactobacillus e Bifidobacterium, a partir de matrizes formadas por alginato associado a gomas
variadas, como guar, xantana, alfarroba e carragena (DING & SHAH, 2009). Kim et al. (2012)
encapsularam Pantoea agglomerans em beads de alginato e obtiveram protecdo frente a
condi¢cdes ambientais severas além de liberacdo controlada para uso como agente de controle
bioldgico (KIM, 2012). Serrano-Casas et al. (2017) co-encapsularam bagaco de macéa derivada

da producéo de cidra, farinha de casca de péra, além da inulina como controle, juntamente com
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bactérias laticas termotolerantes em gel de alginato ionotrépico. Eles observaram maior
viabilidade das bactérias encapsuladas para produtos com maior tamanho de particulas,
sobretudo nas compostas por bagaco de maca. Microcapsulas com tamanho em torno de 100
mm apresentaram maior capacidade de resisténcia a condi¢des acidas estomacais, garantindo a
entrega de cepas probidticas no cdlon ao longo do trato gastrointestinal (SERRANO-CASAS
etal. 2017).

Adicionalmente, é possivel alterar diversas propriedades nos polimeros utilizados na
encapsulacdo de ativos de forma simples, através da combinacdo destes com materiais de
composicdo diferente, o que possibilita melhoria em diversas caracteristicas dos produtos
formulados. Zhai et al. (2015) demonstraram uma nova técnica de emulsdo dupla para a
preparacdo de microesferas compostas de poli(acido latico-co-acido glicdlico) — PLGA e
alginato para encapsular proteinas hidrofilicas. As microesferas do composito PLGA/alginato
apresentaram maior capacidade de retencdo de proteinas durante os processos de preparacao e
lavagem. A adicédo de alginato proporcionou erosdao mais lenta e a taxa de degradagdo menor,
levando a um melhor controle da liberacdo das proteinas. Eles sugeriram que as microesferas
do compésito podem ser eficazes como um dispositivo de matriz polimérica para a liberacéo
sustentada de biomoléculas hidrofilicas em uma variedade de aplicagdes. Batista et al. (2017)
utilizaram um nanocompdsito polimérico composto por alginato de sodio e bentonita sodica no
encapsulamento de B. bassiana. Tal matriz avaliada foi considerada no atual trabalho e sera
abordada de forma mais detalhada adiante (BATISTA et al., 2017).

Para a encapsulacdo de feromdnios aplicados no controle de insetos-praga, o dispositivo
utilizado precisa garantir a liberagdo em concentragdes adequadas e, preferencialmente, pelo
maior tempo possivel. A concentracdo dos volateis liberados deve ser suficiente para detec¢do
pelo inseto sem que haja liberacdo exagerada, ao ponto de tornar sua utilizacdo economicamente
viavel. Adicionalmente, a taxa de liberacdo destes compostos ndo deve ser influenciada por
condigdes ambientais, como ocorre em alguns dispositivos que permitem 0 aumento da
volatilidade frente a altas temperaturas, por exemplo (HAGLEY, 1963). Diversos estudos
avaliam matrizes que proporcionem cinética de evaporacao/liberacdo constante do feroménio,
sobretudo pela adsorcdo deste na matriz e consequente liberacdo gradual para o ambiente,
aumentando a eficiéncia no controle da praga. Esta velocidade de liberacdo pode ser modulada
em sistemas matriciais através de diversas combinacBGes dos constituintes e modificacdes
estruturais do arcabougo da matriz (SEO et al., 2016).

Emissores sob a forma de pastas a base de 6leos e ceras que visam a evaporacao de

feromonios vém sendo utilizados com sucesso em sistemas de manejo de pragas. Esses sistemas
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fazem parte das tecnologias especializadas na aplicacdo de feroménios e iscas - SPLAT
(Specialized Pheromone and Lure Application Technology). Sdo formula¢bes matriciais
formadas a partir de materiais biologicamente inertes usados para controlar a liberagdo de
semioquimicos com ou sem pesticidas. Permite a emissdo de feromonios em niveis eficazes de

supresséo de pragas por intervalos que variam entre 2 e 16 semanas (STELINSKI et al., 2007).

2.2.3.3  Nanocompositos

A nanotecnologia é a manipulacdo ou automontagem de atomos individuais, moléculas
ou grupos moleculares em estruturas para criar materiais e dispositivos com propriedades novas
ou muito diferentes. A nanotecnologia pode funcionar de cima para baixo, o que significa
reduzir o tamanho das menores estruturas a nanoescala, por exemplo, aplicacdes fotdnicas em
nanoeletrénica e nanoengenharia, ou ascendente, que envolve a manipulacdo de atomos e
moléculas individuais em nanoestruturas com maior aplica¢do na quimica e biologia (JOSEPH
& MORRISON, 2006). A combinacdo de polimeros com preenchedores organicos ou
inorgénicos leva a formacdo de materiais denominados compositos. Estes apresentam uma
interface de separacdo entre os componentes da mistura que estdo inter-relacionados e, ao
menos em escala microscopica, esta interface € bem definida e separa os elementos constituintes
que formam o material. De forma geral, este material inorganico participa da massa total do
produto em pequenas proporcdes, geralmente em torno entre 0,5 e 5%, atuando como
enchimento ou reforco a matriz polimérica (OLIVEIRA et al. 2006; LAGALY, 1999). O
elemento preenchedor desta mistura pode apresentar dimensdes nanométricas, Como no caso
dos nanocompdsitos, em que esta escala se apresenta na ordem de nanémetros em ao menos
uma direcdo (PAIVA et al., 2008). Desta forma, um nanocompasito pode ser descrito como um
material multifasico onde uma ou mais das fases tém pelo menos uma dimensdo na ordem de
100 nm ou menos. Geralmente podem apresentar melhorias sinérgicas de suas propriedades em

relacdo as fases individuais dos componentes (FU et al., 2019).

Diversos tipos de preenchedores podem ser utilizados na producao de nanocompositos.
Estes podem ser categorizados em trés tipos principais, dependendo das dimensdes das cargas
em nanoescala dispersas. No primeiro tipo, os preenchedores se apresentam em nanoescala
bidimensional (2D), tais como silicato lamelares, grafeno, dentre outros. Estes apresentam

folhas com espessura medindo entre um a algumas dezenas de nandémetros, enquanto o
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comprimento pode chegar a algumas centenas ou milhares de nanémetros de comprimento
(ALBDIRY et al., 2013). Em um segundo tipo, o material apresenta duas dimens6es em escala
nanometrica, sendo a terceira maior, 0 que gera uma estrutura unidimensional alongada. Sao
exemplos as nanofibras ou nanotubos (LIU et al., 2014). J& o terceiro tipo sdo o0s
nanocompasitos contendo cargas nanomeétricas com as trés dimens6es na ordem de nanémetros.
Esses preenchedores se caracterizam como nanoparticulas iso-dimensionais de baixa razédo de
aspecto, ou seja, pequena razdo entre o diametro de Feret minimo e maximo, como ocorre nas
silicas esféricas, nas nanoparticulas semicondutoras e nos quantum dots (HUANG et al., 2016).

A nanotecnologia possui enorme potencial em diversos campos de estudo, com ampla
aplicabilidade no desenvolvimento de inseticidas, produtos farmacéuticos, eletronicos, dentre
outros. Especificamente no campo da agricultura, os nanomateriais foram desenvolvidos
sobretudo para 0 manejo de pragas de insetos. A tecnologia de microencapsulagdo pode reduzir
ainfluéncia deletéria de ambiente circundante sob o material encapsulado, prolongar a atividade
dos compostos ou reduzir sua toxicidade, além de evitar contaminacéo dos ativos encapsulados
(CHEN et al., 2018). AlteracGes nas técnicas de processamento (tipo e/ou parametros) de
nanocompositos argila/polimero sdo capazes de influenciar enormemente a nanoestrutura final,
a morfologia e as propriedades mecénicas dos nanocompésitos (ALBDIRY et al., 2013).

Devido a possibilidade de surgimento de novas caracteristicas e, geralmente, a
ocorréncia de melhorias nas propriedades do material, enorme interesse por parte de industrias
de diversas areas tem intensificado as pesquisas sobre tais materiais (ZARBIN, 2004). Destaca-
se nesse cenario a inddstria farmacéutica, que realiza inUmeras pesquisas de matrizes
nanoestruturadas passiveis de aplicacao na area, a priori, com finalidade de liberacéo controlada
de principios ativos (RATHORE et al., 2013).

Polimeros hidrofilicos sdo bastante utilizados como matriz de encapsulacgéo,
apresentando como caracteristica marcante a alta capacidade de captacao de agua. Os alginatos
sdo exemplos de biopolimeros de carater hidrofilico que apresentam esta propriedade. Este
comportamento pode influenciar fortemente os perfis de liberacdo dos ativos encapsulados, e
pode ser explicado pela presenca de vacancias desidratadas no interior da malha polimérica,
que produzem uma tendéncia de absorcdo de agua para hidratacio da mesma
(YOTSUYANAGI et al., 1991). As diferencas de pressdo osmatica que podem ocorrer entre 0
sistema e 0 ambiente externo sdo cruciais para que este fendmeno ocorra. O contato da matriz
polimérica com fases liquidas hidrofilicas leva ao relaxamento da estrutura polimérica e
absorcdo de agua até que seja estabelecido o equilibrio dindmico entre as fases (HAUG &

LARSEN, 1962). Para nanocompdsitos compostos por polimeros hidrofilicos, a capacidade de
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captacdo de agua pode ser alterada, tanto por conta de alteragdes no arcabouco estrutural da
rede polimérica quanto por modificacdes na taxa de difusdo de ativos encapsulados (GROVER
etal., 2012).

Hidrogéis formados a partir destes polimeros hidrofilicos se caracterizam por redes
tridimensionais formadas a partir de homopolimeros, copolimeros ou macromeros hidrofilicos
(cadeias macromoleculares pré-formadas) reticuladas para formar matrizes poliméricas
insollveis. Esses polimeros, geralmente usados acima de sua temperatura de transicdo vitrea
(Tg), sdo tipicamente macios e elasticos devido a sua compatibilidade termodinamica com a
agua e tém sido usados em muitas aplicaces biomédicas, dentre outras (SLAUGHTER et al.,
2009).

2.2.33.1 Alginato

O alginato € um polissacaridico de origem natural extraido da parede celular de diversas
espécies de algas que pertencem a familia Phaeophycea, representada principalmente pelas
algas marrons. Ele se apresenta como biopolimero de carter anidnico com estrutura formada
por unidades monoméricas de B-D-manuronila e a-L-guluronila unidas através de ligacdes
glicosidicas entre seus carbonos 1 e 4 (1-4) (FISCHER & DORFEL, 1955). Estas unidades se
mantém organizadas em blocos ao longo da cadeia (Figura 9). O alginato é solivel em agua e
nela formam um gel ou solugéo coloidal de alta viscosidade. Desta forma, interferem nas
caracteristicas reoldgicas dos produtos derivados, atuando inclusive como agente tixotrdpico, a
depender das condicdes. Isto faz com que os alginatos despertem grande interesse na industria,
sobretudo como excipiente na area farmacéutica (KIM & LEE, 1992). A composicdo do
alginato é determinada principalmente pela espécie utilizada na extragdo bem como pelas partes
da alga marinha utilizadas (MCHUGH, 1987). A sequéncia de composi¢do dos blocos
poliméricos e o peso molecular dos alginatos sdo importantes pois determinam as propriedades
fisicas do gel formado (HAUG et al., 1966).
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Figura 9 - Estrutura e conformagéo de ligagdes glicosidicas do acido p-D-manurénico e do acido a-L-

gulurénico.
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Fonte: ARLOV & SKIAK-BRK, 2017.

Dois fatores muito importantes sdo determinantes nas propriedades fisicas do gel, a
sequéncia dos mondmeros na cadeia e o peso molecular. A capacidade gelificante do alginato
justifica sua larga utilizacgdo em processos de encapsulacdo, especialmente na area
farmacéutica, isto porque o gel formado é termoestavel e de producédo bastante simples (KIM
& LEE, 1992). No caso do alginato de sédio, que apresenta como ion intercambiavel moléculas
de sddio acopladas ao monoémero a-L-guluronila, esta gelificagdo ocorre através da troca idnica
deste ion por cations divalentes, a exemplo do célcio (Ca?*) (Figura 10), bario (Ba2*), estroncio
(Sr?*) e zinco (Zn?*). A esta reacdo de troca ibnica que resulta na formagcéo do gel se da o nome
de gelificacdo ionotropica, onde os cations intercalados ficam aprisionados no interior de
cavidades com carater eletronegativo. Esta disposicdo faz com que a rede polimérica assuma
uma conformacdo complexa, formando redes tridimensionais que sdo chamadas egg-box
(GRANT et al., 1973).



46

Figura 10 - Estrutura do alginato e suas ligagdes aos ions célcio no modelo “egg-box”.
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Fonte: GRANT et al., 1973.

As primeiras particulas de alginato com propdsitos de encapsulamento foram
desenvolvidas em 1980 (LIM & SUN, 1980). Desde entdo, um grande nimero de pesquisas
cientificas sobre o seu desenvolvimento e aplicacdo foram realizadas. Por tal, o alginato se
tornou um dos polimeros com maior aplicabilidade na producao de microparticulas de hidrogel
(PAQUES et al., 2014). Os fungos saprofiticos e simbiontes Trichoderma harzianum e Glomus
sp. foram co-encapsulados por De Jaeger et al. (2011) em beads formados por este biopolimero,
visando testar a compatibilidade e aplicabilidade dos bioativos e os impactos deste complexo
no ciclo de vida do fungo Micorriza arbuscular, essencial na absor¢édo de nutrientes do solo por
raizes de algumas plantas (DE JAEGER et al., 2011). Os autores relataram a importancia da
encapsulacdo em matriz de alginato, onde os resultados demonstraram aumento no potencial de
viruléncia de ambos os fungos e adequacdo dos produtos para aplicagdo em solo. Outro fungo
encapsulado em matriz composta por alginato foi o Trametes versicolor, que apresenta alto
poder de degradacdo de varios xenobioticos. Arica et al. (2001), avaliaram o encapsulamento
deste fungo para utilizacdo como biossorvente para remocao de ions de cadmio de meios
aquosos. Neste estudo foi verificada cinetica de biossorcdo de pseudo-segunda ordem, onde 0s
autores atribuiram ao alginato grande sucesso na encapsulacdo, inclusive possibilitando a
regeneracdo do produto para reutilizacdo com até 97% de recuperacdo por até trés ciclos
(ARICA et al., 2001). Lee et al. (2011) encapsularam Saccharomyces cerevisiae e

demonstraram aumento do rendimento de producéo de etanol de 88% para praticamente 100%,
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comparando-se o microrganismo imobilizado em beads de alginato com 0 mesmo em sua forma
livre. Adicionalmente, o tempo de fermentacdo se mostrou mais rapido, entre 10 e 14 horas e
com menor ou até mesmo nenhuma formacéo de subproduto metabdlico (LEE et al., 2011).

O método de gelificagdo ionotrdpica simples possibilita a obtencdo de uma matriz com
caracteristica predominantemente hidrofilica e que se apresenta inerte para diversas
aplicabilidades (JAN, 2002). Tais Hidrogéis sdo caracterizados por sua hidrofilicidade, porém,
insolubilidade em agua. Este fenbmeno ocorre porque quando entram em contato com um meio
aquoso eles intumescem (incham) devido a captacdo de agua, até atingir um volume de
equilibrio, contudo, conservam o formato original de sua estrutura. A manutencéo do arcabouco
é acessada sobretudo pela presenca de forgas coesivas da rede tridimensional do hidrogel. A
alta capacidade de intumescimento é atribuida sobretudo a presenca de grupamentos com alta
probabilidade de interacdo com a agua (p.ex.. -OH, -COOH, -CONH, -SOsH) na estrutura
quimica do polimero (BAVARESCO et al., 2002).

A alta capacidade de absorcdo de &gua pela rede polimérica tanto pode ser elencada
como uma vantagem do polimero, contudo, também pode representar uma desvantagem, a
depender da finalidade e dos objetivos de sua utilizacdo. Como exemplo temos as elevadas
taxas de difusdo de ativos encapsulados por conta da rapida hidratacdo da rede polimérica e
consequente relaxamento de sua estrutura. Outras caracteristicas também podem ndo satisfazer
0s requisitos necessarios a encapsulagdo de bioativos pelo mesmo motivo. Dentre estas
caracteristicas podem ser destacadas a resisténcia mecanica relativamente baixa e a alta
porosidade da estrutura gelificada. Beads de alginato limitam-se a aplicacdes de liberacdo a
curto prazo (VOO et al., 2015). Este fendmeno pode representar uma limitagéo de sua utilizacdo
isoladamente a depender da finalidade da formulagdo. Ainda, os cations responsaveis pela
reticulacdo das cadeias podem ser removidos da rede polimérica, sobretudo na presenca de ions
monovalentes em contato com o produto, o que resulta em rompimento do hidrogel por
desestabilizacdo da rede tridimensinal (WU et al., 2012). Uma forma de contornar estas
limitacOes é através da combinagdo do alginato com outros materiais, afim de proporcionar
melhoria de suas propriedades e potencializar sua aplicabilidade. Aumento da resisténcia
mecanica, diminuicdo da porosidade, melhorias nas propriedades de enchimento e surgimento
de efeitos de barreira estdo entre as principais melhorias advindas destas combinacdes
(BOURBIGOT et al. 2004).
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22332 Bentonita sddica

As argilas sdo materiais terrosos naturais compostos por um ou mais argilominerais que
compde o solo, derivados sobretudo de rochas divididas finamente e geralmente de carater
cristalino. Dentre 0s minerais presentes neste tipo de material estdo os carbonatos, os silicatos
lamelares de magnésio e de aluminio (filossilicatos), o quartzo, o feldspato, os 6xidos metalicos.
A unidade nanométrica das argilas é formada pelas lamelas cristalinas que apresentam entre
100 a 200nm de didametro médio e aproximadamente 1nm de espessura (BERGAYA et al.,
2006). Ocorre naturalmente como particulas primarias que formam agregados irregulares com
diametro variando entre 0,1 e 10 um. Estes geralmente possuem de 8 a 10 lamelas acopladas
que permanecem unidas pela presenca de ions interlamelares. Tal conformacéo é responsavel
pela formagéo da sua estrutura estratificada, demonstrada na figura 11 (ALEXANDRE &
DUBOIS 2000; RAY & BOUSMINA, 2005).

Figura 11 - Microestrutura da montmorilonita.

Fonte: KORNMANN, 2019.

A nomenclatura dos diferentes tipos de argilas é dada pelas conformacdes que as lamelas
mantém entre si, ou seja, entre as folhas tetraédrica e octaédricas que formam sua estrutura
cristalina. Um conjunto de lamelas empilhadas paralelamente forma o espaco interlamelar,
mantido por forcas eletrostaticas, de van der Walls e liga¢des de hidrogénio, o que possibilita
o afastamento entre elas e possivel insercdo de compostos de interesse. Esta separagao ocorre
principalmente quando hidratadas ou submetidas a tensdo (PAVLIDOU & PAPASPYRIDES,

2008). A figura 12 representa de forma geral das estruturas lamelares das argilas:
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Figura 12 - Diagrama esquematico geral de argilas tipo esmectita 2:1.
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Fonte: FU et al., 2019 (Adaptada).

Morfologicamente, os argilominerais cristalinos que compdem as argilas podem ser
classificados como lamelares ou fibrosos. Os silicatos lamelares ou em folhas, também
chamados de filossilicatos, podem se apresentar em camadas 1:1 (dimérficos) como a caulinita,
2:1 (trimorficos) como a montmorilonita e 2:2 (tetramorfico) como a clorita (NEUMANN et
al., 2000). As subdivisdes 1:1 e 2:1 estdo relacionadas ao numero de camadas de tetraedro de
oxido de silicio (SiOa4) e de octaedros de 6xido de aluminio (Al203), em referéncia a organizacao
da cela unitéria de sua estrutura cristalina. J& as argilas fibrosas como a atapulgita e a sepiolita,
também apresentam estrutura 2:1, contudo, sua estrutura esta disposta de forma cruzada, onde
cada camada tetraédrica sofre inversdo de 180° dentro de um intervalo de quatro a seis
tetraedros de SiO4. O resultado desta conformacdo é a formacdo de canais ao longo de toda
direcédo longitudinal da fibra (WHITE & HEM, 1983).

As interacOes quimicas existentes na formagéo de cada tipo de folha ocorrem da seguinte
forma: 1) para as folhas tetraédricas, os grupamentos Si—O possuem extremidades
compartilhadas, desta forma, cada tetraedro compartilha trés de seus atomos com mais trés
tetraedros circunvizinhos. Assim, a formula estrutural (Si2Os), € observada para este tipo de
folha; 2) aplicando o mesmo raciocinio, as folhas que possuem geometria octaédrica,
apresentam formula geral AIO(OH)., ja que sua estrutura é composta por cations AI** que se
ligam aos anions O* e OH". Por conseguinte, a interagdo entre estas duas folhas se da a partir
do compartilhamento de um &tomo de oxigénio do Si—O da porcao tetraédrica com um octaedro
Al-O/OH da folha paralela. Tais ligacfes entre os atomos das folhas apresentam carater
covalente, ou seja, sdo ligacoes fortes (RAY & OKAMOTO, 2003).
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Um elevado grau de possibilidade de troca catidnica pode ser alcancado com
substituicdes do tipo isomorficas. Neste tipo de substituicdo, os atomos de silicio que se
encontram quimicamente ligados as camadas tetraédricas das folhas podem ser trocados por
atomos de aluminio (AI**), o que resulta em aumento da carga negativa no espaco lamelar.
Como neste espaco existem muitos cations intercambiaveis, existe uma grande disponibilidade
de realizar estas trocas, fenbmeno que é bem caracteristico das argilas lamelares. A partir desta
propriedade diversos compostos de intercalacdo podem ser gerados (ROSETO et al., 2009).

Dentro da conhecida familia das argilas esmectitas merece destaque a bentonita,
composto inorgénico que possui como constituinte majoritario a montmorilonita (Mt). Suas
lamelas sdo compostas de &tomos de silicio coordenados de forma tetraédrica fundidos em um
plano octaédrico comum de magnésio (Mg?") e aluminio (AIPFY). A Mt representa
aproximadamente 60% de sua composi¢do, sendo encontrados ainda compostos provenientes
de rochas vulcanicas, cations diversos, tracos de quartzo e feldspato. Funciona muito bem como
composto hospedeiro e ainda apresenta alta estabilidade frente a variagfes de pH (YUXIN et
al., 2012). A Mt também apresenta grupos terminais de hidroxila pendentes nas superficies,
grande area superficial especifica, boa capacidade de adsorcédo, excelente capacidade adesiva.
E passivel de aplicacio como carreador de diversos compostos, dentre eles inimeros tipos de
drogas utilizadas na &rea farmacéutica, pesticidas quimicos e bioldgicos, fertilizantes e muitos
outros (JOSH et al., 2009). Por este motivo, esta argila tem recebido significativa atengédo de
variadas areas da industria, especialmente no agronegdcio. Por apresentar grande poder de
adsorcdo de substancia e se mostrar in0cua para seres vivos e para 0 meio ambiente no geral,
desponta como material ecologicamente correto e de baixo custo, ideal para aplicagdo no
controle bioldgico de pragas (MENEZES et al., 2009).

Anadao et al. (2007) obtiveram resisténcia a degradabilidade frente a temperatura em
membranas de nanocomposito preparado com polissulfona e montmorilonita sédica. Eles
relataram uma maior temperatura de degradacao deste material de 29 a 116°C em um produto
contendo o filossilicato em concentragdo de 3%, quando em comparag¢do com o polimero puro.
Esta maior resisténcia foi atribuida aos efeitos de barreira e de labirinto proporcionados pelas
varias camadas lamelares da argila. Além disso, foi relatado que a maior resisténcia mecanica
e de ruptura, atribuidas a interacdes entre a rede polimérica e os diversos pontos de ligacédo
disponiveis nas lamelas da Mt. Eles também enfatizaram a importancia do alinhamento das
camadas do silicato na mesma direcdo da deformacgéo avaliada, que proporciona melhores
propriedades mecanicas (ANADAO et al., 2007).
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Oliveira et al. (2008) avaliaram o efeito fotoprotetor de argilas organofilicas em
nanocomposito polimérico a base de polimeros estirénicos. Os autores observaram que houve
maior resisténcia a perda de massa molecular média a partir da exposicdo a luz ultravioleta
(UV) nos nanocompositos com maior conteddo de argila. Enquanto o polimero puro
demonstrou perda de massa de 85% ap6s um periodo de exposicdo de 12 semanas, produtos
preparados com 2,5; 5,0 e 7,5% de silicato demonstraram perdas de 83,5; 79,5 e 72,6%,
respectivamente. Eles atribuiram este fenbmeno a presenca das camadas lamelares da argila,
que agem como uma barreira tanto contra a radiacdo UV quanto a difusdo de oxigénio através
da matriz (OLIVEIRA et al., 2008). Este efeito protetor € de suma importancia na producao de
bioinseticidas, sobretudo pela suscetibilidade dos bioativos a fatores abioticos.

Oh et al. (2009) produziram um hidrogel bentonita/alginato sensivel a pH e carregado
com uma droga protéica modelo (BSA) para curativos de feridas. Eles descreveram as
limitacGes do uso de alginato para liberagdo de farmacos, sobretudo pela lixiviacdo dos ativos
e rapida dissolucdo do polimero em pH mais alto, o que pode resultar em menor eficiéncia de
aprisionamento e burst de liberacdo. Os resultados mostraram menores taxas de
intumescimento bem como de liberacdo dos ativos com o aumento da concentracdo de
bentonita. A liberagdo também foi mais lenta em pH de 4,5 e mais rapido em pH de 9,2. Eles
atribuiram a presenca desta argila a diminuicdo da taxa de dissolucdo do alginato no pH mais
alto, garantindo a liberac&o controlada do farmaco encapsulado (OH et al., 2009).

Na producéo de nanocompadsitos poliméricos, a montmorilonita desponta como um dos
filossilicatos mais utilizados. As forcas que sdo aplicadas para formacdo do sistema e as
interagdes interfaciais que existirdo entre o silicato e a matriz polimérica utilizada so
determinantes para o tipo de material formado. O polimero pode interagir com a argila através
de adsorcdo superficial, ou seja, determinados pontos da estrutura quimica do polimero podem
se ligar superficialmente as lamelas da argila, estando adsorvido a ela sem que haja alteracGes
no espacgo interlamelar. Desta forma, fases separadas podem ser notadas, onde existem
dominios proprios do silicato em contato com dominios do polimero. A figura 13 demonstra
como ocorre esta interacdo (RAY & BOUSMINA, 2005).
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Figura 13 - Tipos de compositos formados a partir de modificagcdes estruturais em argilas.
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Fonte: FU, et al., 2019 (Adaptada).

Os nanocompdsitos que possuem a por¢cdo inorganica composta por argilas
filossilicatadas associadas & uma matriz polimérica recebem a denominagéo de nanocompositos
polimero/silicato lamelar, que origina-se do termo em inglés, polymer-layered silicate
nanocomposite (PLN). Em uma estrutura denominada intercalada, ocorre a insercéo de espécies
hospedes maoveis no interior das lamelas. Este processo € chamado de intercalacdo, que so é
possivel caso o hospedeiro, que neste caso & a estrutura lamelar, apresente sitios livres
disponiveis para a acomodacdo do hospede. Essa inser¢do ocorre de forma cristalograficamente
regular, onde a disposicdo entre as camadas da argila e as cadeias poliméricas se da de forma
alternada (KEVADIYA et al, 2009; YUXIN et al., 2012). O processo de delaminagéo da argila
na presenca de um polimero resulta na obtencdo de uma estrutura esfoliada, ou seja, as lamelas
sdo totalmente separadas umas das outras. Geralmente ocorre a partir da utilizagdo de polimeros
de alto peso molecular (VAIA & GIANNELIS, 1993).

ModificacGes em diversas propriedades podem ser obtidas em associacdes de argilas
com matrizes poliméricas, dentre elas térmicas, mecéanicas e de barreira. Melhorias na
estabilidade térmica de nanocompdsitos tem relacdo direta com a menor difusdo de moléculas
de oxigénio para dentro de sua estrutura. Esse fendbmeno € possivel devido a propriedade de
barreira exercida pelas estruturas lamelares da argila, que funcionam como obstaculos a serem
transpostos pelas moléculas. Com a diminuicdo da presenca de oxigénio no interior do
nanocompdsito, ocorre menor grau de degradacdo oxidativa e consequentemente menor
deterioracdo do polimero. Este efeito barreira torna as argilas lamelares passiveis de aplicacdo

em produtos que visem o controle de liberacdo de compostos volateis, como é o caso dos
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feromdnios (RAY & OKAMOTO, 2003). A obtencdo de melhorias nestas propriedades é alvo

de muitos estudos com estes materiais

2.3 Formulages co-encapsuladas

A entrega direcionada de um agente de controle biolégico em um alvo e/ou num local
determinado é uma caracteristica muito importante que diminui o0 nimero de aplicac@es e reduz
as doses necessarias de bioativo. Especialmente para substancias co-encapsuladas de baixa
dose, o impacto ambiental é reduzido. A entrega direcionada pode ser alcan¢ada com o auxilio
de sistemas de liberacdo prolongada, onde a liberacdo do ativo depende de determinados
desencadeadores, a exemplo das condi¢Ges ambientais do local, bem como pelas propriedades
intrinsecas dos materiais. Assim, co-formulacdes que seguem a estratégia de atrair e matar
(atract-and-kill) apresentam grande importancia no controle de pragas (VEMMER & PATEL,
2011; SUKOVATA etal., 2012; SCHUMANN et al., 2012; KROSCHEL & ZEGARRA, 2013;
MORRISON et al., 2016).

O uso de dispositivos que objetivam atracdo e morte de insetos-praga aumentou bastante
nos ultimos anos, pois estas técnicas permitem atrair o inseto para um determinado local sem
que haja a necessidade de pulverizar produtos como inseticidas na cultura. Diferentemente da
técnica de captura em massa, utilizada no controle comportamental do R. palmarum e de outros
insetos-praga, a tatica de atrair e matar visa a morte dos insetos sem que haja necessariamente
a retencao deles em uma armadilha, inclusive ocorrendo disseminacao a partir do inseto que foi
contaminado para outros individuos sadios (NAVARRO-LLOPIS et al., 2013). Como o Unico
produto registrado no MAPA para controle de R. palmarum é o Rincoforol, o desenvolvimento
de uma formulagdo que siga estes principios é de enorme importancia para o agronegacio.

A veiculacdo deste feromdnio ainda é, hoje em dia, a principal barreira para sua
comercializacdo. Ele esta disponivel em dispositivo de liberacdo tipo microtubo plastico com
tampa, que mimetiza a acdo de uma céapsula (Eppendorf safe-lock®) contendo 0,7 mL de
Rincoforol. Este é fixado normalmente com auxilio de um arame na parte interna da tampa da
armadilha. Para que ocorra a liberacdo do feroménio se faz necessario fazer um orificio de 1
mm de didmetro na tampa do dispositivo (NAVARRO et al., 2002). Estes Eppendorfs nédo
conferem protecdo adequada ao feromdnio, que pode sofrer efeitos deletérios provenientes das

condi¢gbes ambientais do local, tais como a temperatura e o fluxo de ar. Adicionalmente, por
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serem tubos feitos de plasticos, geram residuos ndo biodegradaveis que poluem o meio
ambiente, indo de encontro as préaticas ecologicamente corretas demandadas nos dias de hoje.

Muitas grupos dedicam suas pesquisas visando o desenvolvimento de matrizes com alta
capacidade de adsorcdo de feromonios, sobretudo para proporcionar protecdo e modulacéo de
sua liberagdo no ambiente (FUNES et al., 2016; CORREIA et al.,, 2017; CERIANI-
NAKAMURAKARE et al., 2017; LUCHI et al., 2018; VIANA et al., 2018). Tais matrizes
podem promover a liberacdo de feromdnios nas concentragfes ideais, ou seja, suficiente para o
reconhecimento por parte do inseto, mas sem que haja volatilizacdo exacerbada, ao ponto de
tornar o produto oneroso pela grande demanda a ser utilizada (LUCHI et al., 2018).

Sistemas in vitro sdo importantes ferramentas de avaliagéo da velocidade de liberagéo e
da estabilidade dos feromdnios adsorvidos em matrizes de liberacao antes que estes dispositivos
sejam testados em campo. De forma geral, trés metodologias significativas séo aplicadas para
avaliacdo da cinética de liberacdo de semioquimicos, a gravimetria, a extracdo total por solvente
e a coleta dindmica de volateis. O método gravimétrico se utiliza da porcentagem de perda de
massa resultante da volatilizacdo do feromonio. No segundo método, utiliza-se um solvente
organico para extracdo total do feromonio que encontra-se adsorvido em uma determinada
matriz, ou seja, recupera-se o feromonio que foi incorporado analisando-se a raz&o entre a
concentracdo final e a inicial. Este solvente contendo o semioquimico é entdo analisado por
cromatografia gasosa. Ja a coleta dindmica de volateis é realizada em cdmara de aeracao seguida
de uma extracdo. Os volateis liberados a partir do dispositivo no interior da cdmara sdo
arrastados por fluxo de ar para cartuchos (traps) contendo material adsorvente, ficando nele
retidos. Segue-se uma extragdo com solvente organico e posterior quantificacdo por
cromatografia gasosa (HEUSKIN et al., 2011).

Além de ndo existirem produtos registrados baseados no método de atrair e matar para
a coleobroca de R. palmarum por meio de infeccdo individuo-individuo, a caréncia de estudos
com este objetivo é notdria na literatura cientifica. Tal cenario impulsiona a realizacdo de

pesquisas nesta &rea e foram o escopo principal deste trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar formulagdes bioinseticidas co-encapsuladas de liberacédo
modificada contendo conidios fungicos de B. bassiana encapsulados em associacdo com
feromdnio de agregacdo de R. palmarum em nanocomposito alginato/bentonita na forma de

beads.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a susceptibilidade de B. bassiana ao Rincoforol;
e Desenvolver formulag6es co-encapsuladas contendo Rincoforol e B. bassiana;
e Caracterizar os nanocompositos quanto a(o):
= Anélise estrutural:
DRX;
FTIR;
» Rendimento das formulagGes;
= indice de intumescimento;
= Morfologia:
Estereoscopia;
MEV;
Tamanho de particulas;
Esfericidade;
* Quantificar o Rincoforol e avaliar a taxa de recuperacdo por CG-MS;
* Verificar a distribuicdo dos conidios nos beads:
= Microscopia de fluorescéncia;
= Analisar a liberagdo dos conidios a partir do nanocompésito;

= Realizar a analise patentaria relacionada ao produto.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O agente bioativo (conidios de Beauveria bassiana cepa CPATC032) foi obtido e
isolado a partir dos insetos-praga de Rhynchophorus palmarum encontrados naturalmente
infectados no estado de Sergipe. Este isolado nos foi cedido pela Embrapa Tabuleiros Costeiros.
A multiplicagio do bioativo fungico foi realizada em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar,
BDA (Himedia, india). O agente tensoativo ndo-iénico Tween 80® (Sigma-Aldrich, Alemanha)
foi utilizado como espalhante adesivo para a suspensdo. Os compostos utilizados no preparo
das formulagcdes foram adquiridos comercialmente: alginato de sédio (Sigma-Aldrich,
Alemanha), bentonita sodica (Bentec Laviosa Chimica Mineraria S.p.A., Itdlia) e cloreto de
calcio (CaCly) (Vetec, Brasil). O feroménio Rincoforol (6-metil-2 hepten-4-ol) foi doado pela
Interacta Quimica Ltda (Alagoas, Brasil). Adsorvente Porapak® (etilvinilbenzeno-
divinilbenzeno - Supelco) foi empregado na coleta de volateis. Foi usado solvente organico n-
hexano grau HPLC (Dinamica, Brasil) para extracdo dos volateis adsorvidos. A substancia 6-

metil-5-hepten-2-ona com 99% de pureza (Sigma-Aldrich) foi usada como padréo interno.

4.2 Métodos

4.2.1 Microrganismo e meio de cultura

O isolado CPATCO032 foi repicado em placas de Petri contendo meio nutritivo BDA e
mantidas em camara de germinacao (Solab, Brasil) a 28 (+1)°C adaptada com fotoperiodo de
12 horas. Para a preparagédo das formulagdes foram utilizadas suspensdes obtidas a partir da
raspagem de coldnias com 10-14 dias (ALVES et al., 1996). Este material foi entdo inoculado
em agua destilada contendo Tween 80® a 0,02%. A biomassa flingica foi ent3o filtrada através
de gaze estéril, visando a retirada das demais estruturas fungicas, como hifas, conidiéforos e
fidlides (ALVES et al., 1996). A concentracdo destes na suspensdo obtida foi determinada em
camara de Neubauer (hemacitdmetro) (New Optik, Brasil), com o auxilio de microscopio 6ptico
(Metrimpax Hungary/PZO-Labimex, Pol6nia) (DEMBILIO et al., 2010). A viabilidade desta

suspensao foi determinada através do semeio de aliquotas de 50 pL em circulos de 2,5 cm de
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didmetro delimitados em placas de Petri contendo 5 mL de meio de cultura BDA. A aliquota
semeada agitada orbitalmente para espalhar os conidios e evitar sobreposicdo dos mesmaos.
Estas placas foram incubadas por 16 horas para verificacdo de germinacédo. A viabilidade foi
determinada através da contagem de 200 conidios observados em até quatro campos diferentes
de uma mesma aliquota, classificando-os como viaveis (conidios que apresentam tubo
germinativo com comprimento igual ou maior ao seu préprio diametro) ou ndo (SINGH et al.,
2009).

4.2.1.1  Teste de susceptibilidade fungica ao Rincoforol

A suscetibilidade de B. bassiana frente ao Rincoforol foi testada a partir da mistura
direta da supensdo fungica com o feroménio. Isto proporcionou contato direto do bioativo com
0 quimioatrator, visando a verificacdo de efeito deletério desta exposi¢cdo. Uma suspenséao de
conidios fuingicos em concentracio de 108 conidios/mL foi misturada em diferentes proporcdes
ao Rincoforol. Foram testadas como varidveis a proporcao suspensao/feroménio e o tempo de
exposicdo. Quanto a proporcao, o Rincoforol foi incorporado as suspensdes em concentracdes
variando entre 2,5; 5,0 e 10,0% (v/v). Quanto ao tempo de exposi¢ao, aliquotas de cada mistura
foram semeadas em placas de viabilidade contendo BDA como segue: imediatamente pos-
mistura e apos periodos de 1; 2 e 3 horas de contato suspensdo/feroménio. As placas foram
mantidas em cdmara de germinac&o e lidas inicialmente 16 horas apds terem sido semeadas ou
até os primeiros indicios de germinac¢do, com um tempo méaximo de 240 horas de observagéo.
Como controle, a suspensao-mée utilizada nos experimentos foi semeada pelo mesmo método,

mas sem exposic¢ao ao Rincoforol.

4.2.1.2  Preparo das formulacdes co-encapsuladas

Os nanocompdsitos foram preparados segundo descrito por Batista et al. (2014), como
demonstrado no esquema ilustrado na figura 14. Todas as matrizes utilizadas foram preparadas
a partir de uma solucdo do agente reticulante, alginato de sédio, em concentracédo fixa de 1%.
Uma formulagdo foi preparada apenas com o biopolimero, designada FO, as outras trés foram
combinadas a uma dispersdo aquosa de bentonita sodica nas concentraces de 2; 4 e 6%

(designadas F2, F4 e F6, respectivamente). Cada formulacéo ficou sob agitacdo por 4 horas em
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agitador magnético até completa homogeneizacdo do material. A estas matrizes foi incorporada
uma suspensédo fangica contendo 108 con/mL como agente bioativo na proporcdo 1/1 (v/v),
seguindo-se mais 1 hora de agitacdo. Em sequéncia, foi incorporado Rincoforol em
concentracdo de 2,5% (v/v em relacdo a suspensdo de conidios). Esta mistura foi mantida sob
agitacdo magnética por mais 1 hora. As formulagdes produzidas foram entdo submetidas a
gelificacdo ionotrdpica, através de gotejamento em cloreto de calcio 0,25 M e consequente
reticulacdo do alginato e formacao dos beads (WU et al., 2012). Estes permaneceram na solucao
de cloreto de célcio por mais 30 minutos para incorporagdo de ions célcio e enrijecimento de
sua estrutura. Os beads foram submetidos a filtracdo simples, lavados com agua deionizada
para interromper o processo de incorporagdo de calcio. Logo apo6s, seguiu-se o congelamento
em freezer a temperatura de -14°C (x 3°C) por 48 horas e secagem através do processo de
liofilizacéo.

FormulagGes controle, contendo apenas conidios fungicos como ativo (em auséncia de
Rincoforol), foram designadas como FOc, F2c, FAc e F6c, visto que tais produtos foram
avaliadas em estudos anteriores e serviram como parametro de comparacdo para o atual estudo
(BATISTA et al., 2014). Tambeém foram preparados brancos, ou seja, formulacdes isentas de
ativos, designadas como FOb, F2b, F4b e F6b. A composicdo de cada produto pode ser melhor
visualizada tabela 5.

Figura 14 - Esquema de producédo dos beads co-encapsulados demonstrando a metodologia e 0s materiais
utilizados, o processo de gelificacdo ionotrépica e o processo de secagem dos beads.
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4213 Andlise estrutural

A anélise da interacdo entre os componentes da matriz utilizada na preparagéo dos beads
foi realizada com o auxilio das técnicas de Difratometria de raios X (DRX) e Espectroscopia
de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). A primeira objetivou elucidar o tipo de
interacdo entre o polimero e a argila através de possiveis alteragdes nos planos cristalinos da
bentonita. A espectroscopia por FTIR foi utilizada para identificar os grupamentos quimicos
presentes nos materiais de partida e verificar a ocorréncia de possiveis ligaces quimicas entre

eles nos produtos formulados.

42131 Difratometria de raios X (DRX)

As analises de difracdo de raios X foram realizadas através de um difratdmetro XRD
3000 Shimadzu (Kyoto, Japdo) com uma fonte de cobre a 25°C. Aproximadamente 0,2g da
amostra foi triturada e tamisada para obtencdo de um po fino e homogéneo objetivando-se a
orientacdo dos minusculos cristais do material em todas as dire¢6es possiveis. Este po foi entdo
inserido no porta-amostras e analisados sob as seguintes condic¢des: 30 kV, 30 mA CuKa (A=
0,15406 nm). As amostras foram analisadas em intervalos de 0,02° (26) na faixa de 3 a 90°. O
resultado das difragdes apos a incidéncia da radiacao atendeu a lei de Bragg, que relaciona este
espalhamento das ondas (HOLLER et al., 2009).

42132 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR (Fourier-Transform Infrared Spectroscopy) foram registrados em
um espectrometro de infravermelho Thermoscientific Nicolet iS10®, no modo operacional de
Refletancia Total Atenuada - ATR (Attenuated Total Reflectance), com resolugdo de 8 cm™ e
varredura de 16 scans. Foram utilizados os beads integros para a anélise. A utilizacdo do FTIR
para identificacdo das ligagdes quimicas se deu a partir da medida de energia absorvida pela
vibracdo especifica de cada ligagdo quimica componente do material analisado (BOTTAN et
al., 2011).
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4.2.1.4  Rendimento das formulagdes

O peso seco dos beads obtidos foi utilizado para avaliar o rendimento dos produtos. Este
foi calculado aplicando-se a equagédo 1 (ZHOU et al. 2017):

Yy =22 x 100 (1)

t

onde, W, e W, representam 0 peso seco experimental e peso seco tedrico dos beads,

respectivamente. NeSta, Wt = alginato + Wbentonita + Wrincoforol-

4.2.1.5 Indice de intumescimento (1i%)

O aumento do peso médio de uma amostra do produto formulado pode ser associado ao
indice de intumescimento (1i%) da matriz ap6s sua imersdo em solucdo aquosa. Este indice
pode ser avaliado por um determinado periodo de tempo para obtencdo da cinética de
intumescimento destes produtos. Para isso, amostras com 50 beads de cada formulagcéo foram
pesadas em balanca analitica previamente a sua imersdo em béquer contendo agua destilada
(Md). A cada intervalo de 24 horas, os beads foram retirados, secos suavemente entre folhas de
papel filtro para retirada da dgua superficial e em seguida repesados (Ms), até estabilizacdo da
captacdo de agua (li%wax). O 1i% foi calculado de acordo com a equagdo 2 (SWAMY & YUN,
2015):

li% = ==L % 100 )

D

onde: M é o peso dos beads intumescidos e My, 0 peso dos beads secos.

4216 Morfologia dos beads — Estereoscopia, tamanho de particulas,
esfericidade e MEV

A morfologia dos beads foi realizada através de estereoscopia binocular e MEV. Um

estereoscopio binocular foi utilizado para avaliar a morfologia dos beads secos e integros.



61

Adicionalmente, foi realizada a determinagdo do tamanho de particulas. Os didmetros
ortogonais de 15 beads de cada formulacdo foram aferidos com auxilio de um paquimetro
digital (Zaas Precision 6) a partir da observacao dos beads no estereoscopio (LUPO et al.,
2015).

Os diametros obtidos também foram utilizados para avaliar o formato dos beads,
aplicando-se o fator de esfericidade (SF - Sphericity factor), que é um indicador adimensional
que representa a anisotropia dos produtos. O SF foi calculado de acordo com a equacéo 3:

SF — Dmax - Dmin (3)

Dmax + Dmin

onde D,,qx € Dimin representam, respectivamente, os maiores € 0s menores diametros
ortogonais de cada bead (LUPO et al., 2015).

Como critério de referéncia, beads perfeitamente esféricos apresentam um SF de 0.
Beads com formatos irregulares apresentam valores de SF acima deste valor, sendo que ainda
sdo considerados esféricos até SF< 0,05 (YEH et al., 2011).

As andlises de MEV foram realizadas com o auxilio de um microscopio eletrénico de
varredura modelo Shimadzu SSX-550 Superscan. Os beads secos foram recobertos por ouro no
metalizador Sanyu Electron, modelo QuickCoater SC-701, com corrente de 10mA durante 8

minutos, e observados em seu formato original.

4.2.1.7 Recuperacdo do Rincoforol em camara de aeracdo e quantificacdo
por CG/MS

As amostras foram injetadas no cromatografo a gas acoplado a um espectrémetro de
massa GC-MS modelo 2010 PLUS (Shimadzu, Japdo), em coluna Nist-05 (5% Fenil, 95%
Dimetilpolisiloxano) com (30 m, d. 0,25 mm). As condi¢bes do método usado foram as
seguintes: injetor com a temperatura 250°C no modo Splitless (sem diviséo de fluxo), a coluna
iniciando com 50°C por 5 minutos, com uma velocidade de aquecimento de 12°C/min até atingir
280°C, que foi mantida por 5 minutos. A fonte de ionizacdo utilizada foi impacto eletrdnico
(El) com 70 eV, com a temperatura do detector ion source de 220°C. A temperatura da interface
foi de 280°C, os valores de fragmentacao registrados foram na faixa de massa de 35 m/z ate

400 m/z e o tempo total da analise foi 29,17 minutos.
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A quantificagdo do Rincoforol adsorvido na matriz foi realizada da extragéo total por
solvente. 10 mg de beads de cada formulacdo foram triturados manualmente em 10 mL de
hexano com o auxilio de grau e pistilo. Em seguida a solucéo obtida foi filtrada, amostras de 1
pL foram injetadas e analisadas por GC-MS. O resultado foi expresso em eficiéncia de
encapsulacdo (EE%), calculada com o auxilio da equacdo 4 (HOSSEINI et al., 2013).

EEY% = % x 100 4)

0

onde: Ny € a quantidade total de Rincoforol carregada nos beads e N, a quantidade

inicial de Rincoforol adicionada a formulagéo.

A recuperacgéo do Rincoforol liberado pelo dispositivo foi realizada a partir da coleta de
volateis, sequindo metodologia descrita por Zarbin et al. (1999). Para tal, foi desenvolvido um
sistema de aeracdo composto por uma camara (Erlenmeyer adaptado), onde os beads foram
alocados. Em uma das extremidades foi acoplada uma bomba para propulsdo do ar para o
interior da camara. Antecedendo a entrada do fluxo foi acoplado um trap contendo carvao
ativado, com o objetivo de reter quaisquer contaminantes existentes no ar, bem como um
fluxometro para controle do fluxo. Na extremidade de saida foi acoplado um trap com polimero
adsorvente, Porapak-Q (MESH 80/100), com o objetivo de adsorver os volateis liberados pelos
beads alocados no interior do sistema de aeragédo. O fluxo de ar mantido no interior da cdmara
foi de 400 mL/min. O trap contendo o adsorvente foi trocado a cada 24 horas durante 5 dias. A
cada retirada, um fluxo de hexano de 0,5 mL foi passado através do adsorvente para extracdo
dos compostos adsorvidos. O contetido da extracao foi armazenado em vials para cromatografia

e congelados a -20°C (+ 2°C) até 0 momento das analises.

4.2.1.8  Distribuicdo dos conidios nos beads - Microscopia de fluorescéncia

Com o objetivo de visualizar a distribui¢do do bioativo no interior da matriz, foram
preparados beads contendo conidios corados com lodeto de propidio (IP). Este corante é
amplamente utilizado para visualizacdo da parede celular de microrganismos através de
microscopia de fluorescéncia. Sua banda de emissdo/excitacdo é em torno de 490/638nm.
Aliguotas de 50 pL da biomassa fermentada foram espalhadas na superficie de laminas de

microscopia, fixadas por evaporacdo e cobertas com solucdo corante durante 3 minutos.
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Posteriormente as laminas foram lavadas com &gua deionizada para remocdo do excesso de
corante. Apds secagem, estes conidios foram ressuspensos na matriz de encapsulacdo e
submetidos a gelificacdo ionotropica como citado anteriormente. Foram visualizados tanto
beads intumescidos (logo apds a gelificacdo) quanto secos (apds 12 horas em papel filtro e
fluxo de ar). Estes foram fixados em laminas de microscopia com o auxilio de fita dupla face.
As laminas foram observadas em microscépio invertido de fluorescéncia (ZEISS Observer Z.1

ApoTome) selecionando-se comprimento de onda de 543nm.

4.2.1.9  Liberacdo do microorganismo

5 beads de cada amostra foram semeados em placas de Petri contendo meio de cultura
BDA e incubados em camara de germinacgdo. Os beads foram observados em periodos de tempo
pré-determinados para verificacdo de germinacao miceliana resultante da liberacdo do bioativo
da matriz (MOEBUS et al., 2009). As observacdes foram feitas com o auxilio de um
estereoscdpio binocular (Meije - Jap&o).

4.2.1.10 Revisdo Patentéaria

A Revisdo Patentaria foi realizada utilizando-se a base de dados PATENTSCOPE da
Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual (WIPO - World Intellectual Property
Organization), que fornece acesso aos pedidos do Tratado de Cooperacdo Internacional de
Patentes (PCT - Patent Cooperation Treaty) em formato de texto completo (WIPO, 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Microrganismo e Meio de Cultura

A cepa CPATCO032 de B. bassiana cultivada em BDA por 14 dias foi identificada
morfoldgica e estruturalmente. As coldnias de B. bassiana apresentaram aspecto macroscopico
caracteristico, com micélio de coloracdo branca, tipico desta espécie (Figura 15a). A partir da
anélise microscopica (Figura 15b) foi evidenciada a presenca de hifas septadas, hialinas e com
a presenca de conidiéforos laterais simples em grupos irregulares ou verticilados contendo
fialides em sua extremidade. Destas fialides brotam conidios hialinos e com formato ovoide ou

globuloso. Estas caracteristicas também foram observadas por Baptista et al. (2008).

Figura 15 - Aspecto macroscdpico de B. bassiana com 14 dias em substrato BDA (a) e microscdpico a partir de
microcultivo em BDA (b).
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Fonte: Autor, 2014.

5.1.1 Teste de Susceptibilidade Fungica ao Rincoforol

Nos testes de suscetibilidade dos conidios ao Rincoforol, foi visto que houve uma
grande queda na viabilidade para a maioria das suspensdes. A primeira verificacdo foi realizada
apos 16 horas de semeio, tempo padrdo para viabilidade de conidios de B. bassiana. Para os
casos em que o crescimento do tubo germinativo ndo ocorreu neste periodo, seguiu-se a

verificagdo diéria até o periodo maximo de 240 horas pos-semeio. Na maior concentra¢do do
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feromdnio, 10%, a suspensdo se mostrou invidvel mesmo apds o periodo méximo do teste,
indicando efeito deletério ao bioativo. Estes dados estdo elencados na tabela 4. Para a mistura
suspensao/Rincoforol contendo 5% do feromonio, a aliquota semeada imediatamente, bem
como as semeadas 1 e 2 horas pos-contato demonstraram germinacgao dos conidios. Contudo,
este fato se deu 196 horas pds-semeio, ou seja, 180 horas de retardo quando em comparagao
com a suspensdo utilizada como controle. Ja para a menor concentracdo de feroménio, 2,5%,
apenas o tempo de contato de 3 horas ndo demonstrou viabilidade, para os tempos subsequentes
houve atraso de 14 horas na germinagcdo em comparacdao com o controle, ja que os primeiros
sinais de germinacdo se deram ap6s 30 horas do inicio do experimento.

Apesar dos testes terem indicado inviabilidade ou retardo do crescimento dos conidios
em suspensao, estes resultados podem ser considerados positivos, em virtude da alta proporcéo
feromonio/suspensdo avaliada. Levando-se em consideracdo o Rincoforol ser um alcool
alifatico (RAMOS et al., 2017), a possibilidade de efeito deletério ao bioativo ja era prevista.
A confirmacéo pelo teste de suscetibilidade se mostrou importante para decisdo da concentracao
de quimioatrator a ser utilizada, visto que ainda houve resisténcia dos conidios e manutencéo
de viabilidade. Adicionalmente, a possibilidade de surgimento de efeito protetor proporcionado
pelos componentes da formulagdo, inclusive com relatos na literatura para outros bioativos
(WU et al., 2012; HE et al., 2015; SERRANO-CASAS et al., 2017) abre precedente para co-
formulagdo Rincoforol /B. bassiana em um produto Unico. Desta forma, a concentracao de 2,5%

foi selecionada para a co-encapsulacao e realizacao de testes subsequentes.

Tabela 4 - Suscetibilidade dos conidios de B. bassiana a exposi¢do direta ao Rincoforol. As aliquotas da mistura
Rincoforol/suspensdo que ndo demonstraram germinacdo foram marcadas na tabela como “n” (ndo-viavel).

Rincoforol Tempo de contato (horas)
Concentracdo (%) 0 1 2 3
Beginning of Germination (hours)
0 (controle) 16 16 16 16
25 30 30 30 n
5.0 194 194 n n
10.0 n n n n

Fonte: Autor, 2017.
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A reticulacdo da matriz polimérica no banho de cloreto de célcio, ou seja, a formacao

dos beads, ocorreu em todas as concentra¢des de argila avaliadas. Apesar de nanocompdsitos

silicatados usualmente conterem um maximo de 5% de material inorganico em sua mistura

(RAY & BOUSMINA, 2005), os beads foram formados mesmo na concentracdo mais alta de

bentonita, 6%. Um fator importante em produtos formulados é a manutencéo do equilibrio entre

0s constituintes. Exceder a capacidade de gelificacdo da matriz pode resultar em rompimento

da rede polimérica e desestabilizacdo do hidrogel (CABALLERO, et al., 2014).

Tabela 5 - Caracteristicas gerais dos beads co-encapsulados preparados com concentragdes variadas de bentonita.

Formulagéo Alginato  Bentonita  Conidios  Rincoforol Rendimento Tamanho Eficiéncia de

(% viv) (% viv) (con/mL) (% Viv) (mm) encapsulacao
(%)

FO 10 0,0 108 2,5 64,5 790 43,04

F2 1,0 2,0 108 25 75,0 810 73,40

F4 1,0 4,0 108 2,5 97,1 1131 92,26

F6 10 6,0 108 2,5 87,5 1193 71,56

FOb 1,0 0,0 - 2,5 66,9 851 40,42

F2b 10 2,0 - 2,5 75,3 792 73,25

F4b 1,0 4,0 - 25 96,5 1105 89,21

F6b 10 6,0 - 2,5 88,5 1040 72,05

FOc 1,0 0,0 108 - 56,4 943 -

F2c 10 2,0 108 - 67,4 1033 -

Fac 1,0 4,0 108 - 93,2 1273 -

F6c 10 6,0 108 - 87,4 1411 -

Fonte: Autor, 2017.

5.121

51211

Analise estrutural

Difratometria de raios X (DRX)

A co-formulacdo de materiais de propriedades diversas pode acarretar em surgimento

de potenciais incompatibilidades entre eles, resultando em caracteristicas indesejaveis ao
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produto final. Para tal, a interacdo entre os componentes da formulacdo foi verificada. A
investigacdo da interacao polimero/argila com possiveis alteracdes nos planos cristalinos da
bentonita bem como a avaliacdo da presenca do bioativo e do feroménio na formulacdo foi
analisada por DRX. Os difratogramas dos materiais de partida e dos produtos co-encapsulados
sdo mostrado na figura 16. Para interpretar os resultados encontrados foram utilizados os indices
de Miller dos planos correspondentes a partir de cada valor obtido de distancia basal (d), onde
o0 angulo de difragdo (26) foi determinado através do espacamento existente entre um conjunto
particular de planos. Aplicando-se a equacdo de Bragg (n.A=2.d.sen) para calcular d, é
utilizado o comprimento de onda j& conhecido da fonte e 0 &ngulo mensurado (HOLLER et al.,
2009). Os resultados demonstraram que, para o material de partida (alginato de sddio) e 0s
beads FO os difratogramas ndo apresentaram picos de intensidade significativa. Este resultado
¢ indicativo de auséncia de cristalinidade, haja vista o alginato ser um polimero
predominantemente amorfo (MLADENOVSKA et al., 2007). Para bentonita pura e para 0s
produtos contendo esta argila em sua composi¢édo, F2; F4 e F6; o padrdo de difragéo a reflexao
principal d001 (26 = 5,8°) com espacamento basal de 15,26 A. Os picos relacionados a presenca
de montmorilonita, componente majoritario, podem ser visualizados em 26 = 19,82°; 28,48°;
29,14°; 35,14° e 61,96°. As demais reflexdes estdo ligadas a presenca de quartzo e cristobalita
e feldspato na amostra (MOORE & REYNOLDS, 1997; SALEM et al.,, 2015). Os
difratogramas dos produtos controle e dos branco se mostraram semelhantes aos do co-

encapsulados demonstrados na figura 16, por este motivo ndo foram mostrados.

Figura 16 - Difratogramas de raios X de p6s dos materiais de partida, alginato e bentonita, e dos formulacdes
co-encapsuladas, FO, F2, F4 e F6.
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Fonte: Autor, 2018.
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O difratograma da argila demonstrou a presenca das fases cristalinas caracteristicas
deste silicato. Apesar dos produtos formulados contendo bentonita demonstraram reflexdes
semelhantes as vistas para a bentonita pura, independente da concentracdo do silicato presente
na formulacgdo, houve uma ligeira reducédo na intensidade dos picos relacionados. A difracéo de
raios-X € uma ferramenta indispensavel na caracterizacdo da estrutura de nanocompdsitos. Para
argilas lamelares, o deslocamento do pico caracteristico (d001) para angulos menores indica a
formacdo de uma estrutura intercalada, resultante da expansdo do espaco interlamelar. Mesmo
com esse aumento do espaco lamelar, as camadas de silicato se mantém empilhadas e unidas
por forcas de atragdo que persistem, mantendo uma estrutura ordenada. Caso haja perda desta
configuracdo, ou seja, as lamelas se separem e formem uma estrutura desordenada, 0s picos no
padrdo de DRX sdo perdidos, ja que o material perde sua cristalinidade, caracterizando uma
estrutura esfoliada (VAIA et al., 1997; RAY et al., 2006).

A auséncia de deslocamento de d001 indica que o polimero ndo foi intercalado nas
lamelas do silicato. Adicionalmente, ndo houve perda de cristalinidade, ou seja, as reflexdes
vistas no DRX da bentonita pura se mantiveram preservadas no produto, indicando a néo
ocorréncia de esfoliacdo da estrutura lamelar (LONKAR et al., 2009). Quanto ao processo de
secagem, a liofilizacdo ndo causou nenhuma interferéncia na estrutura da matriz, visto que néo
houve diferenca entre os difratogramas dos produtos submetidos a este método de secagem e
0s secos de forma convencional (dados ndo mostrados). A partir destes achados, sugere-se que
a mistura polimero/silicato forma uma estrutura de fase separada, onde 0s compostos interagem
de forma superficial através de ligacdes intermoleculares e eletrostaticas (KEVADIYA et al.,
2010).

51212 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

Afigura 17 retine os espectros de FTIR obtidos a partir dos materiais de partida, alginato
de sddio, bentonita sédica e Rincoforol. O espectro do alginato de sédio puro demonstrou um
banda de absor¢ao entre 3400 e 3200 cm™, atribuidas a vibracdes de estiramento dos grupos —
OH provenientes da molécula da agua e hidroxilas livres. A banda 2970 cm?! é relativa ao
estiramento simétrico dos grupos CH.. As bandas de absor¢do 1615 e 1419 cm™ estdo
associadas a alongamentos assimétricos e simétricos do grupo COO™. A banda localizada em

1297 cm™ corresponde a vibragéo dos grupos C-O presentes nos anéis de piranose. Em 1030
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cm pode ser visto uma banda referente ao estiramento simétrico de -C-O-C— (KEVADIYA
et al., 2010; HOSSEINI et al., 2013). No espectro da bentonita as bandas vistas entre 3698 e
3420 cm™* sdo devidas as hidroxilas ligados a silica e ao aluminio (Si—-OH e AI-OH) presentes
nos bordos das lamelas da argila. Estas hidroxilas geram bandas de grande amplitude de forma
similar as vistas no alginato, sendo estas derivadas dos grupamentos alcodlicos da sua estrutura
molecular. O sinal encontrado em 1633 cm™ indica a presenca de dgua adsorvida e esta
relacionado a presenca de grupamentos —OH. As bandas relacionadas ao Si—O da argila podem
ser vistas em 1115 cm™. A banda em 1015 cm™ est4 associada ao grupamento Si-O-Si das
folhas tetraédricas da bentonita (PATEL et al., 2007). O sinal em 780 cm™ confirma a presenca
de quartzo na amostra, indicando o alongamento do grupo Si—O dentro da estrutura cristalina
(KEVADIYA et al., 2010; HOSSEINI et al., 2013). O espectro de FTIR do Rincoforol puro
exibiu picos caracteristicos em 3366 cm™ do grupamento hidroxila —OH, 2956 cm™ relacionado
a0 grupamento —CHs, 2929 cm™ de vibragdo de alongamento de -CH, e 2871 cm™ do ~CH. Em
1743 cm™ foram vistas vibragdes de estiramento de C=C e deformagcéo angular de CH, em 1460
cm. VibragGes simétricas de estiramento também podem ser vista em 965 cm™ e flexdo de C—
Hem 812 cm™ (HOSSEINI et al., 2013).

Figura 17 - Espectros de FTIR dos materiais de partida utilizados no preparo dos produtos co-encapsulados:
Alginato de sodio, bentonita e Rincoforol.
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A figura 18 retine todos os espectros de FTIR obtidos a partir dos produtos formulados.
A incorporacio de bentonita ao alginato resultou no deslocamento dos picos 1615 e 1419 cm*
do COO- para valores acima de 1620 e 1425 cm™ para todos as formulagdes, bem como
diminuicdo da intensidade, indicando a interacdo eletrostatica do grupo carboxila no alginato
com a carga positiva da argila. Houve deslocamento na regido dos grupamentos -C-O-O- de
1030 para 1024 cm™, indicando interacdo com o grupamento Si—-O-Si da bentonita. Thaned et
al. (2007) também relataram este fendmeno. Grupamentos carboxilicos do alginato com cargas
negativas poderiam interagir com os locais de carga positiva nos bordos da Mt. A regido dos
grupamentos silanol da bentonita e grupos alcodlicos do alginato desapareceram nos espectros
do nanocomposito, 0 que é uma evidéncia da ligacdo de hidrogénio intermolecular e forcas
eletrostaticas. De acordo com Kevadiya et al. (2010), o aumento da intensidade de pico na
regido hidroxila indica a ocorréncia de ligacdes de hidrogénio intermoleculares que aumentam
as forcas eletrostaticas entre os dois compostos. Assim, essas ligacdes de hidrogénio causam

inimeros pontos de contato para a criacao da rede tridimensional.

Observando-se os espectros das diferentes formulagdes contendo Rincoforol de FO, F2,
F4 e F6, pode-se notar que uma parte dos sinais atribuidos ao Rincoforol se mantiveram apenas
nos espectros de FO e F2. J& para F4 e F6 estes sinais ndo permaneceram ou ndo foram de
intensidade significante. As bandas entre 2956 e 2871 cm™ relativas ao feromdnio foram
preservadas, bem como a banda 965 cm™, que teve um pequeno deslocamento para 967 cm™
no produto. J& para F4 e F6 estes sinais ndo foram vistos, sugerindo interacdo entre 0s

grupamentos quimicos do feromonio e os presentes nas lamelas da argila.



Figura 18 - Espectros de FTIR dos produtos formulados: a) Produtos FO; b) Produtos F2; ¢) Produtos F4 e d) Produtos F6.
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5.1.2.2 Rendimento das formulagdes

Os resultados de rendimento das formulagcGes estdo elencados na tabela 5. De forma
geral, as porcentagens de rendimento aumentaram proporcionalmente ao aumento do teor de
silicato nas formulacfes até 0 méximo de 4% de bentonita, reduzindo levemente para 0s
produtos F6. Estes resultados podem estar relacionados ao aumento da viscosidade das solucgdes
de gotejamento, que resulta em menor lixiviacdo do material de matriz durante a gelificagdo
ionotropica da mistura no cloreto de célcio (WU et al., 2012). A pequena reducao do rendimento
visto nos produtos F6 se deve a perda de material durante o processo, em grande parte devido
a alta viscosidade, que dificultou o total aproveitamento da matriz, inclusive durante o

gotejamento.

5.1.2.3  Indice de Intumescimento (1i%)

O indice de intumescimento (li%) avalia a capacidade de captagdo de &gua de um
produto. Desponta como uma propriedade importante de hidrogéis e também de compdsitos
poliméricos. Esta capacidade ¢é verificada a partir de métodos gravimétricos, onde a variacao
de peso entre unidades com dimensfes semelhantes, apds a imersdo em meio aquoso, Sdo
mensuradas e utilizadas como pardmetro para a obtencdo do 1i% (GROVER, et al., 2012).
Polimeros hidrofilicos, a exemplo do alginato, geralmente apresentam alta capacidade de
captacdo de agua. Nanocompositos poliméricos que possuem polimeros com esta caracteristica
podem também apresenta-la. Este comportamento ocorre pela tendéncia de preenchimento dos
espacos vazios presentes na rede polimérica, levando a sua hidratagdo e consequente
relaxamento. Este fenémeno pode ser definido também como grau de inchamento (swelling) e
é mantido principalmente por diferencas de pressdo osmdtica, que sustenta a captacdo de agua
e relaxamento estrutural até que haja equilibrio dindmico. A passagem da agua atraves da matriz
obedece principios de difusdo dos compostos e podem variar entre 0s nanocompositos e o
polimero de partida. Desta forma, o 1i% pode ser alterado a depender do material utilizado em
associacdo com o polimero, seja por alteracdes na taxa de difuséo, seja por modificagbes no
arcabouco estrutural da rede polimérica (CAVALCANTI et al., 2002; GROVER et al., 2012).

Com relagdo ao indice de intumescimento dos produtos contendo conidios e Rincoforol

associados, os beads FO apresentaram alto valor (li%mwmax acima de 200%) (Figura 19a),
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justificado por se tratar de um hidrogel, que possui grande capacidade de captacdo de agua.
Para os beads adicionados de bentonita o 1i% reduziu drasticamente, com excecdo de F2. Este
fendmeno pode ser explicado pelo reforco estrutural que a argila proporciona aos beads,
reduzindo sua porosidade e diminuindo a penetragcdo da dgua. Quanto aos beads F2, a baixa
concentracdo de silicato mantém o produto com caracteristicas predominantes do polimero,
apresentando 1i% préximo aos vistos para FO. Como pode-se notar na figura 19a, os valores de
1i% de FO e F2 no inicio e no final do experimento se mantém bem proximos, 151,19 e 162,83
nas primeiras 24 horas e 210,70 e 223,00 no sétimo dia, respectivamente.

Para os beads contendo o feromdnio mas com auséncia de esporos de B. bassiana
(Figura 19b), os perfis se mostraram semelhantes, com excecéo de FOb, que estabilizou mais
rapidamente e demonstrou uma pequena baixa do 1i% ao final do periodo de teste. Esta reducdo
pode ser atribuida a degradacdo dos beads e perda do material matricial para a solugdo de
imerséo.

Para os beads contendo apenas conidios (Figura 19c), a captacdo de agua se mostrou
menor para todas as formulagdes, atingindo um méaximo de 123,16 para FOc no sexto dia.
Diferentemente do observado nos produtos citados anteriormente. F2c demonstrou [i%
ligeiramente menor que FOc, chegando a apresentar uma drastica reducao nos dois ultimos dias
de avaliagdo, também devido a degradacéo de sua matriz.

O alto 1i% dos beads de FOc comprovam que a matriz unicamente polimérica possuli
capacidade de captacdo de agua elevada. Esta caracteristica ocorre por conta de sua estrutura,
que apresenta inumeros sitios de ligacdo para as moléculas de agua, principalmente os
grupamentos -C-O-O- (carboxilato) (WU et al., 2012).

A modulacéo da captacdo de dgua de formulacdes deste tipo € essencial na obtencéo de
sistemas de controle de liberacdo de ativos encapsulados. Da mesma forma, permite a
permanéncia deste no local de acdo, o que revela a importancia do 1i% para produtos
nanoestruturados pensados para tal finalidade (ALVES, 2002).



Figura 19 - indice de intumescimento dos produtos formulados: a) Produtos FO; b) Produtos F2; ¢) Produtos F4 e d) Produtos F6.
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5.1.2.4  Morfologia dos beads — Estereoscopia, tamanho de particulas,
Esfericidade e MEV

A figura 20 mostra as imagens de microscopia Optica dos beads Teste contendo
diferentes concentracGes de bentonita apds o processo de secagem. Embora seja observada uma
forma esférica inicial para todos os produtos imediatamente ap6s a gelificacdo ionotropica,
existe uma tendéncia de retracdo estrutural apds o processo de secagem. Para beads FO, essa
retracdo se mostrou mais acentuada e estes exibiram forma mais irregular que as demais
formulagBes, como mostrado na figura 20a. A medida que a concentracdo de bentonita é
aumentada, pode-se notar maior caracteristica de enchimento do bead e maior tendéncia a
esferizagdo, conforme exibido nas figuras 20b, 20c, e 20d. Isto sugere que o enchimento foi
capaz de agir como um suporte estrutural, controlando o tamanho dos beads, diminuindo a

retracdo e mantendo a forma do hidrogel durante a secagem.

Figura 20 - Morfologia e esfericidade dos beads co-encapsulados contendo diferentes concentracfes de
bentonita: a) FO; b) F2; c) F4 e d) F6. Note a tendéncia de esferizacdo com o aumento de teor do silicato.
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Fonte: Autor, 2017.

O fator de esfericidade pode variar de nulo (esfera perfeita), passando por valores
proximos a zero, como visto em F4 e F6, até valores elevados, em produtos com formato
bastante irregular, como observado em FO e F2. Chan et al. (2011) apresentaram resultados
semelhantes com produtos a base de alginato, onde o fator de esfericidade foi utilizado para

caracterizar as principais diferencas entre beads de alginato puro e quando em associagéo ao
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amido. Também foi verificada tendéncia de esferizacdo a partir do aumento do material de
enchimento, neste caso o amido (CHAN et al., 2011).

As imagens obtidas por MEV estdo elencadas na figura 21, onde foi possivel ver que os
beads compostos apenas pelo polimero (FO — Figura 21a-b) apresentam superficie com menor
rugosidade quando em comparagdo com beads contendo argila em sua composicao (neste caso,
F4 — Figura 21c-d).

Figura 21 - MEV dos beads compostos por matrizes com diferentes concentracdes de bentonita: a) bead FO com
aumento de 40x; b) FO com aumento de 1000x demonstrando superficie com menor rugosidade; c) bead F4 com
aumento de 40x; d) F4 com aumento de 1000x demonstrando maior rugosidade.
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Fonte: Autor, 2017.

Os valores de tamanho médio de particulas de todas as formulacGes estdo elencados na
tabela 5, que retne os dados gerais dos produtos formulados. Maiores diametros nos beads
foram observados proporcionalmente ao aumento na concentragdo de bentonita. Este aumento
do tamanho proporcional ao aumento do teor de silicato é devido a propriedade de enchimento

deste material, que mantém parcialmente a estrutura inicial observada no momento da
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gelificacdo. O reforco estrutural proporcionado pela argila inibe a retracdo estrutural com a

perda de agua no momento da secagem e mantém os beads com didmetro médio maior.

5.1.25 Recuperagdo do Rincoforol em camara de aeragdo e quantificacéo
por CG/MS

A curva de calibracdo mostrou-se linear entre 5 e 100 ppm, conforme a equacao da reta:
y = 277984x + 932674 (R = 0,9658), como pode ser visto na figura 22. A partir destes dados,
as EE% do feromonio pelos produtos co-encapsulados foram calculadas e estdo elencadas na
Tabela 5. O produto FO demonstrou EE% de 43,4%. O aumento do teor de bentonita na
formulacdo resultou em aumento da EE% em F2, 73.4%, em F4, 92,26% e em F6, 71,56%. Este
resultado sugere que a encapsulacdo do principio ativo com o polimero enriquecido com silicato
parece reforgcar a malha polimérica, retendo o feroménio na matriz de forma mais eficiente. A
adicdo de silicato em menor proporcéo (F2) ja foi capaz de aumentar significativamente a EE%,

em comparagdo com o produto FO.

Figura 22 - Curva de calibragéo do Rincoforol.
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Fonte: Autor, 2019.

Para confirmar a presenca de Rincoforol no nanocompdsito, o feroménio foi recuperado

por extracdo com n-hexano dos volateis retidos no adsorvente. O cromatograma da solugéo de
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n-hexano/Rincoforol obtida a partir do processo de extracdo se mostrou similar ao padréo de
Rincoforol puro (dados ndo mostrados). Também pdde ser evidenciado que ndo houve
formacéo de novos picos, o que sugere que ndo houve formacéo de produtos de degradacao do
Rincoforol.

Observando-se a Figura 23, pode-se notar um burst de libera¢éo de Rincoforol da matriz
FO nas primeiras 72 horas. A taxa de liberagéo inicial foi calculada como sendo 68,92% no
primeiro dia, caindo para 5,25% no segundo e 6,70% no terceiro dia. Este resultado indica que
a matriz ndo apresenta uma boa capacidade de retencdo do feroménio, ja que propicia uma
liberagdo rapida mas ndo sustentada do Rincoforol.

Ja para F4, nas primeiras 24 horas houve liberacdo de 2,36% do feroménio, havendo
modulacdo da liberacdo de baixas concentracdes nas horas subsequentes. Isto indica que a
matriz pode funcionar como dispositivo de controle de liberacédo, evitando altas emissdes de
Rincoforol em curtos periodos de tempo.

Ao longo dos 5 dias de experimento a matriz FO liberou 98,52% do conteddo de
Rincoforol encapsulado, enquanto F4 liberou apenas 3,34%. Fica evidente a necessidade de
realizacdo da coleta de volateis por periodos de tempo maiores, com o objetivo de avaliar esta
liberacdo até completa volatilizacdo do feromonio encapsulado, contudo, limitacdes
metodoldgicas impossibilitaram a concretizagdo dos experimentos. O fato de F4 ter
demonstrado alta EE% no experimento de quantificacdo e baixa volatilizagdo na cAmara de
aeracdo sugere que as lamelas da bentonita podem estar agindo como barreira a liberagdo do
Rincoforol, ja que o burst visto em FO ndo ocorreu. A possibilidade de liberagdo de menores
quantidades, contudo, por longos periodos torna essa matriz promissora para a encapsulacgéo de
compostos volateis.

Viana et al. (2017) produziram matrizes inorganicas estaveis de magadiita de sédio e
zedlita L contendo Rincoforol. A metodologia analitica apresentada por eles demonstrou
valores satisfatorios de recuperacgdo, linearidade, limite de deteccdo e de quantificacdo. Eles
relataram estabilidade do feromoénio na matriz por periodo de 180 dias. A taxa de liberagao se
mostrou mais lenta quando em comparacdo com o feromonio puro, ideal para contornar 0s
problemas relacionados a altas emissdes no meio ambiente. A cinética de liberacéo prolongada

e em niveis adequados para atracdo dos insetos.
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Figura 23 - Concentracdo de Rincoforol volatilizado e retido no adsorvente.
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Fonte: Autor, 2019.

As caracteristicas da matriz adsorvente sdo determinantes para a estabilidade dos
feromonios, evitando a degradacdo durante o processo de adsorcdo. Desta forma, o
nanocomposito avaliado surge como uma promissora matriz para liberacdo prolongada de
Rincoforol, podendo ser utilizada em sistemas de captura sem a necessidade de utilizagdo de
dispositivos plasticos e ainda proporcionando protecdo ao ativos encapsulados.

Apesar destes resultados indicarem boas propriedades da matriz na encapsulacdo do
feromonio, estudos adicionais se fazem necessarios. Para a andlise de recuperacdo do
Rincoforol encapsulado, o ideal é que a coleta dos volateis seja realizada por periodos de tempo
longos, contudo, limitagcbes metodoldgicas dificultam a concretizacdo desses objetivos. Tais
limitacOes também foram determinantes na escolha dos produtos a serem analisados, ja que 0s
experimentos foram realizados apenas com duas formulacbes, FO e F4, ao invés das quatro
produzidas neste estudo. F4 foi selecionada por ter demonstrado resultados mais satisfatorios

que as demais.
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5.1.2.6  Distribuicdo dos Conidios nos Beads - microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia possibilitou a visualizacdo dos conidios encapsulados
no interior dos beads (Figura 24). Beads intumescidos (Figura 24a-b) e beads secos (Figura
24c-d) foram utilizados nos experimentos. Como pode ser verificado, os conidios corados com
IP apresentam-se distribuidos de forma homogénea em toda a extensdo da matriz. Beads
produzidos da mesma forma, contudo, com auséncia de conidios, foram preparados e nédo
demonstraram emissdo de fluorescéncia. A matriz polimérica possibilitou a obtengdo de um
sistema monolitico de distribuicdo (PEZZINI et al. 2007), caracterizado pela localizagdo

aleatdria e igualitaria dos conidios por toda a massa interna dos beads.

Figura 24 - Imagens de microscopia de fluorescéncia de conidios corados com IP encapsulados na matriz em
diferentes aumentos. Bead F4 seco — a) e b); bead F4 intumescido — c) e d). Note o perfil de distribuicdo
monolitica dos conidios na matriz.

Fonte: Autor, 2017.

Ainda, ldminas contendo conidios fixados e posteriormente expostos ao corante em
questdo foram utilizadas com o objetivo de confirmar a emisséo de fluorescéncia por parte dos

conidios (Figura 25).
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Figura 25 - Imagens de microscopia de fluorescéncia de conidios fixados em lamina e corados com IP.

Fonte: Autor, 2017.

5.1.2.7  Liberag&o do microorganismo

Para os produtos formulados, a liberagdo do fungo das formulag¢Ges contendo o bioativo
mas sem a presenga de Rincoforol, se iniciou 25 horas apds o semeio. Como pode ser visto nas
figuras 26a e 26d, ap6s 17 horas do semeio em BDA o0s beads ja se apresentam intumescidos
por captarem agua do meio. Apds 25 horas foi possivel visualizar na superficie os primeiros
sinais de crescimento hifal como consequéncia da liberacdo dos conidios da matriz (Figuras
26b e 26e — as inser¢fes em vermelho indicam alguns locais de crescimento). As figuras 26¢ e
26f mostram o crescimento hifal disseminado por todo o bead, recobrindo-o.

Contudo, para os produtos co-encapsulados, ou seja, que apresentam o feromdnio em
sua composicdo, ndo houve crescimento flngico, exceto para o produto F6, onde foi vista
germinacao inicial ap6s 66 horas. Estes dados indicam que a argila pode estar agindo como
agente protetor do bioativo, visto que, embora a presen¢a do semioquimico seja deletéria para
0 fungo mesmo nos produtos formulados, maiores concentragcbes do argilomineral podem
manter a viabilidade dos conidios. Como forma de controle, formulacdes contendo o feroménio
mas sem conidios também foram semeadas em BDA. Como previsto, estes beads néo

demonstraram crescimento fungico, como mostrado na figura 27.
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Figura 26 - Teste de liberacdo dos conidios encapsulados em matrizes com diferentes concentracdes de
bentonita. Beads contendo apenas conidios encapsulados semeados em BDA: a) FOc ap6s 17 horas; b) FOc ap6s
25 horas; ¢) FOc apds 50 horas; d) F4c apds 17 horas; ) F4c apds 25 horas; f) FAc ap6s 50 horas. As inser¢des
em vermelho indicam o crescimento das primeiras hifas em consequéncia da liberagdo dos conidios.

250pm

Fonte: Autor, 2017.

Figura 27 - Placas de Petri contendo BDA utilizadas na liberagdo dos conidios de B. bassiana encapsulados em
matrizes com diferentes concentrages de bentonita: a) produtos FO ap6s 50 horas; b) produtos FO ap6s 66 horas;
c) produtos F4 ap6s 50 horas; d) produtos F4 ap6s 66 horas. As letras na parte superior de cada imagem indicam
beads: T — co-encapsulados; B — branco; C — controle.

Fonte: ijtor, 2017.
5.1.2.8 Revisdo Patentaria
As palavras-chave utilizadas na busca estdo elencados na tabela 6, bem como o nimero

de patentes resultantes da pesquisa. Nenhuma das patentes encontradas demonstraram
concordancia com os objetivos, tipos de produtos e técnicas utilizadas do presente trabalho.
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Tabela 6 - Palavras-chave utilizadas na revisdo patentaria e nimeros de patentes encontradas na base de
dados da WIPO.

Palavras chaves Patentes encontradas
Alginate; Bentonite; Rhynchophorol 0
Alginate; Bentonite; Rhynchophorus palmarum 3
Beauveria bassiana; Rhynchophorus palmarum 94
Beauveria bassiana; Rhynchophorol 0
Nanocomposite; Beauveria bassiana 2
Nanocomposite; Rhynchophorol 0

Fonte: Autor (2019).

A auséncia de produtos com patente registrada ressalta a importancia da pesquisa por
matrizes que sirvam como dispositivo de liberacdo para o Rincoforol. A possibilidade da co-
encapsulacdo com o bioativo com uso ja consolidado no controle do R. palmarum corrobora
com esta demanda.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram potencial aplicabilidade da matriz avaliada na co-
encapsulacdo dos bioativos utilizados. A exposi¢do do fungo livre ao Rincoforol demonstrou
potencial efeito deletério ao bioativo. Contudo, a encapsul¢do no nanocomposito com maior
teor de bentonita avaliada, 6%, foi capaz de proporcionar protecdo aos conidios, mesmo apos
exposicdo do bioativo encapsulado ao feromdnio e ao congelamento utilizado no método de
secagem. Os difratogramas de raios X mostraram que ndo houve intercalacdo nem esfoliacdo
das lamelas da bentonita, visto que ndo ocorreu diminui¢do ou deslocamento do seu plano
cristalino principal. A elucidacdo das interacdes entre os componentes da matriz foi verificada
com o auxilio de espectrometria de FTIR, onde foi possivel evidenciar presenca de ligacbes de
hidrogénio intermoleculares e forcas eletrostaticas que causam inimeros pontos de contato para
a criacdo da rede tridimensional. Matrizes com maior concentragdo de silicato demonstraram
melhor rendimento, importante na reducdo de custos de formulacdo. Também houve reforgo
estrutural da rede polimérica, gerando beads com menor retracdo pos-secagem e com maior
grau de esferizacdo. O silicato proporcionou menor captacdo de agua por retardar o relaxamento
da rede polimérica, fenémeno essencial na obtencdo de controle de liberacdo dos ativos. A
eficiéncia de encapsulagdo do feromdnio aumentou de forma proporcional ao maior teor de
silicato incorporado, bem como houve modulagéo da volatilizagcdo do Rincoforol no produto
F4, que liberou pequenas quantidades de ferom6nio sem que houvesse um burst de liberacéo,
como visto em FO. A distribuicdo do bioativo na matriz, observada por microscopia de
fluorescéncia, se deu de forma homogénea, caracterizando um perfil monolitico. Crioprotecéo
frente aos efeitos deletérios do congelamento aplicado na liofilizacdo foi alcangada no produto
F6, corroborando com o efeito protetor visto na exposi¢cdo ao feroménio. Desta forma, a matriz
de encapsulacdo demonstra grande potencial para co-encapsulacéo de bioativos e producao de
dispositivos eficazes de liberagcdo feromonios. Ha a necessidade de realizacdo de estudos
adicionais, sobretudo com relagéo a cinética de liberacdo do feromonio por longos periodos, a
estabilidade dos ativos na matriz e os testes de atratividade em campo. Contudo, os resultados
aqui expostos indicam que o nanocompadsito avaliado desponta como um material promissor na
obtencédo de dispositivos de liberacdo que possam contribuir para a erradicacdo do uso de
agrotdxicos em diversas culturas. A pesquisa e obtencdo de bioinseticidas eficazes e acessiveis
aos produtores pode gerar beneficios diretos ao meio ambiente, aos trabalhadores que se

expdem constantemente a estes riscos, como também ao consumidor final dos produtos.
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