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RESUMO

Oleos essenciais sdo citados na literatura como ferramentas promissoras ao controle de pragas.
Sua baixa estabilidade que permite rapida degradacdo por oxidacdo, temperatura e luz, torna
necessaria a utilizacdo de mecanismos que permita protecdo do dleo e liberagdo controlada do
mesmo. Uma alternativa é a aplicagdo da técnica de microencapsulagdo spray drying, que
consiste em incorporar 0 material bioativo em uma matriz que seja capaz de conferir ao
encapsulado as caracteristicas desejadas de protecdo e liberagdo para serem aplicadas no
Manejo Integrado de Pragas (MIP). O presente trabalho tem como objetivo desenvolver uma
matriz que permita uma liberacdo controlada do Oleo essencial do fruto de Schinus
terebinthifolius e testa-lo frente ao inseto-praga de grdos armazenados L. serricorne. O 6leo
essencial foi obtido por hidrodestilacdo, e microcapsulas com o 6leo como nucleo foi obtido
por spray drying. A caracterizacdo dos 6leos essenciais foi realizada por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) e com lonizagdo por chamas (CG/DIC), onde
foram identificados 14 compostos, sendo 0s majoritarios: a-pineno (33,49 %), B-pineno
(49,8%), 3-careno (5,85%), bornileno (1,21%) e germacreno-D (2,08%). A morfologia das
microcépsulas foi analisada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A estabilidade
térmica foi avaliada pela técnica de Termogravimetria na qual as microparticulas apresentaram
estabilidade até 200°C. Os bioensaios para testar a atividade do 6leo (1,25 pL, 2,5 yL e 5 uL)
e das microparticulas contendo 6leo e sem 0leo frente ao L. serricorne foram realizados em
olfatbmetro de 4 bracos, mostrando-se estatisticamente significativo em todos os testes
realizados. O ¢leo puro apresentou repeléncia em diferentes volumes e o processo de
microencapsulcdo mostrou-se eficiente na protecdo do Oleo, mantendo sua capacidade
repelente.

Palavras-chave: Lasioderma serricorne, repelente, microcapsulas.



ABSTRACT

Essential oils are cited in the literature as promising tools for pest control. Its low stability,
which allows rapid degradation by oxidation, temperature and light, makes it necessary to use
mechanisms that allow the protection of the oil and the controlled release of it. An alternative
Is the microencapsulation technique by spray drying, which consists of incorporating the
bioactive material into a machine that may be able to impart the encapsulation as the protection
and release characteristic to be applied in Integrated Pest Management (IPM). The present work
aims to develop a matrix that allows a controlled release of the essencial oil the fruit os Schinus
terebinthifolius ant test against the insect-pest os stored graisn L. serricorne. The essencial oil
was obtained by hidrodestillation, ans microcapsules with the oil as the core were obtained by
spray drying. The characterization of the essential oils was performed by Gas Chromatography
coupled to Mass Spectrometry (GC/MS) and Flame lonization (GC/FID), where 14 compounds
were identified. The major compounds were a-pinene (33,49 %), B-pinene (49,8%), 3-carene
(5,85%), bornylene (1,21%) and germacrene-D (2,08%). The morfology of the microcapsules
was analyzed by Scanning Electron Microscopy (SEM). The thermal stability was evaluated by
the thermogravimetry technique in which the microparticles presented stability up to 200 ° C.
The bioassays to test the oil activity (1.25 pL, 2.5 ulL and 5 pL) and oil-containing and oil-free
microparticles versus L. serricorne were performed on a 4-arm olfactometer and were
statistically significant in all the tests performed. The pure oil presented repellency in different
volumes and the microencapsulation process proved to be efficient in protecting the oil, keeping

its repellent capacity.

Keywords: Lasioderma serricorne, repellent, microcapsules.



Figura 1:
Figura 2:
Figura 3:
Figura 4:

Figura 5:
Figura 6:
Figura 7:
Figura 8:
Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:
Figura 12:

Figura 13:

Figura 14:
Figura 15:
Figura 16:
Figura 17:

Figura 18:
Figura 19:
Figura 20:
Figura 21:
Figura 22:
Figura 23:
Figura 24:

Lista de Figuras

Schinus terebinthifolius RaAdi.........ooeeeeeeeeee e 18
Microparticulas: (A) Microcédpsulas; (B) Microesferas...........ccccevererviennnn 19
Estrutura da Goma arabiCa.......cooceeeeeee oo 24

Principais blocos de construgcdo quimicos da goma ardbica. (A) D-

galactopiranose, (B) L-arabinofuranose, (C) L-ramnopiranose e D-
GIUCOPITANOSUNICO. ...ttt bbbt 24
Estrutura monomérica da Maltodextring...........ccooereiinininieienese e 25
Modelo de Spray Dryer de bancada.............cccvveieieninininieceese e 27
Processo de microencapsulacdo do 6leo essencial por Spray drying.............. 28
Lasioderma Serricorng Raddi..........ccuevevvereniesierisie e 34
Lasioderma serricorne (A) larva, (B) PUPa.......cccevveieiieieeiie e 36
Feromonios sexuais do L. serricorne. Anidroserricornina (A); Serricornina

(= USSP 42
Pimenta-rosa (fruto de S. terebinthfolius) ... 45
Obtencdo do 6leo essencial. (A) Destilacdo por arraste vapor; (B)

Separacao do 6leo com hidrolato; (C) Recipiente de armazenamento............ 45
Olfatbmetro de 4 bragos. (1) braco controle; (2), (3) e (4) bragos com
tratamento (6leo ou microcéapsulas); (5) reacentral..........cc.ccooeveevieieincnnne. 51
Tabela oriunda do software OLFA p0s bioensaio............cccceveveevieivesieenene 52
Sistema de eletroantenografia.........cccooeiereiiiiniee s 53
Cromatograma do 0leo essencial em CG/EM...........ccccoevviieieeiece e, 57

Respostas eletrofisioldgicas de antes de L. serricorne submetidas a CG-EAG
com detector de ionizagdo em chama (traco inferior) e detector

eletroantenografo (traGo SUPEIION).......cviiiierierierie e 61
Micrografia de microcapsula isolada............ccccoeeveeiiiiieiicic i 62
Micrografia geral o PO........cccooeiiiiiiiiiiieee s 63
Histograma do didmetro médio das particulas...........cccccccevvveviiieiecce e, 63
Micrografia de microcapsula COm rUPLUNA...........cceevereiienene s 64
Micrografia das microcapsulas obtidas por Lépes etal...........ccccoveveeieinennens 65
Microcapsulas com sua composiGao elementar.............cccoevvvveveeveseeseeceene 66

Curvas de TG para as formula¢ées MD:GA:SiO2 (A) e
MD:GA:ISIO2:01E0(B)...ceieeieiieiiisiiiieeee e 67



Tabela 1:
Tabela 2:
Tabela 3:
Tabela 4:
Tabela 5:
Tabela 6:

Tabela 7:

Tabela 8:
Tabela 9:

Tabela 10:
Tabela 11:
Tabela 12:
Tabela 13:

Lista de Tabelas

Oleos essenciais com atividade toxica e/ou repelente.............c.coovvvevevrennnn, 16
Métodos utilizados para encapsulacdo e tamanhos das capsulas.................... 20
Agentes encapsulantes mais Utilizados...........cccvvieereiieieene e 22
Componentes do feromonio sexual de Lasioderma serricorne..............c....... 37
Rendimentos do 0leo essencial dos frutos de S. terebinthfolius..................... 55
Composic¢do quimica do dleo essencial dos frutos maduros de Schinus

terebinthifolius RAGI.........coviiiiiiiiiee e 56
Compostos principais descritos no OE dos frutos de Schinus terebinthifolius

Raddi. coletados em diferentes partes do MuNndo............cccoevvevvereciieveereennn, 57
Bioensaios realizados com 5 L do Gle0 puUr0.........cccccvveveveeveeieceece e 59
Bioensaios realizados com 2,5 pL do Ol€0 PUrO.........cceeveievereiese s 60
Bioensaios realizados com 1,25 L do 610 puro.........cccccvevevievvevecieseee 60
Bioensaios realizados com 100 mg de pimenta-roSa..........cccoeerererereneenenn. 60
Bioensaios realizados com microcapsulas contendo 0 6leo.............cccceevenes 68

Bioensaios realizados com material de parede sem 6leo...........ccccccvvereeniennnn. 68



BOD
CG
CG-DIC
CG-EAG
CG-EM
Cv

DE
DTA
EDS
EFSA
EPA
FDA
GA
GRAS

LRAS
MD
MEV
OE
SiO2
TGA

Lista de abreviaturas e siglas

Biochemical Oxygen Demand (estufa incubadora)
Cromatografia gasosa

Cromatografia gasosa com detector por ionizagdo me chamas
Cromatografia gasosa acoplado a eletroantenografia
Cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de massas
Coeficiente de Variagédo

Dextrose Equivalente

Analise Térmica Diferencial

Espectrometria de Raio-X por Dispersao de Energia
European Foof Safety Authority

Enviromental Protection Agency

Food and Drug Administration

Goma arabica

Generally Recognized As Safe

indice de Retencéo

Low Risck Active Substances

Maltodextrina

Microscopia eletrdnica de varredura

Oleo essencial

Dioxido de silicio (Aerosil)

Termogravimetria



SUMARIO

(O LN 200 510 07-X @ T 12
2. REVISAO DE LITERATURA . ...ttt 14
2.1 Oleos essenciais No Manejo Integrado de Pragas............cccoceveveeeereeeeerreeeesesiessieseesenea. 14
2.2 Oleo essencial de Pimenta-Rosa (Schinus terebinthifolius RADDI)............cccccevveeeenee. 18
2.3 MICIOENCAPSUIAGAD. .......veevieiiiiieeiie ettt et e e te e te et e reenbeeneeennennes 19
2.3.1 MateriaiS de PArede.........coieiiiiieiieiee et 21
P A = 111U ] Lo TSRS PS 25
2.3.3  Microencapsulac@o por Spray drying........cccceceeveeveeieeieeiieseeseeee e e see e 26
2.4 Analises termicas em MICIOCAPSUIAS ........eecveeiiiiieiieeie et 29
2.4.1  Anélise Térmicodiferencial (DTA).. ..o 29
2.5 Morfologia das MiICrOCAPSUIES.........ccciiriiriiiieeses e 30
2.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura ............cccvecveiueeieieeiie e 31
2.5.1.1 Espectdémetro de Raio-X por Dispersdo de ENergia.........cccccvvveveeieieeiesieese e 31
2.6 LIiDEragao CONIOIA0A. .......ccveiveieiiiiiieiieiei e 32
2.7 Aplicacdo das microcapsulas: PUSh-PUlL..........cccooiiiiiiiiiee e 32

2.8 Aplicacdo das microcapsulas com o 6leo de aroeira no Manejo Integrado de Pragas:

LaSIOUEIMA SEITICOIME. ... eiuveteiieiteeti ettt sttt et st e st st esbe s s e e s e st e e e sbesbenbesnenreas 33
2.8.1 Bi0l0gia & L. SEITICOIME. ... .ciuiiiiiiieiieieie ettt bbbt 35
2.8.2 SEMIOGUIMMICOS. ...ttt bbbttt bbb bbbt b et e bbb bbb 36
2.8.3 Métodos empregados no controle de L. SEFTICOINE........c.ccviieiierieiiecie e 38
2.8.3.1 CONLIOIE QUIMICO....cuiiiiieiiciie sttt ettt e be e sbe e sre e reenee s 38
2.8.3.2 Controle por temperatura e radiagcies I0NIZANTES.........ccverveevereeresieeeeeseeseeee e 40
2.8.3.3 CoNtrole DIOIOGICO. .......oiuiiiiriiiieiee e bbb 41
2.8.3.4 FEromonio SErriCOMINA®.........uiieiieieeeeeeeeeeiieeeeeeeetiia s s seeeeeaeaeeaeeaeeeeeseennnnnnns 42
0 1= N | I V4 SR 44
3.1 MEtaS ESPECITICAS. .. e veeieitiesieeitt ettt e e e e e beennenreenreenneans 44
AMATERIAL E METODOS.......o oottt en sttt en st sn s 45
4.1 Material vegetal e extragdo do 0leo eSSENCial...........ccceiieiiiiiiiiiieee e 45

4.2 Analise do oleo essencial por cromatografia gasosa com detector por ionizacdo em

chama (GC-FID) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). 46



4.3 Microencapsulacdo do Ole0 eSSENCIAL...........ccccuiiriiiiieieeee e 47

4.3.1 Estabilidade relativa da EMUISE0. ..........coiiiiiiiiiiie e 48
4.3.2 Eficiéncia da ENCAPSUIAGAD. .........ccveiiiieeieiii et 48
4.4 ANAlLiSE TermMOgraVIMELIICaA. ... ..cueiveereiiesieeieseeeieseeste st e sreeste s e e sreesteeseesraeseeaneesreenreaneeas 49
4.5 Microscopia Eletdnica de Varredura (MEV)........cccoviiiiieiiiie e 49
4.5.1 Energia Dispersiva de EIEtrons (MEV-EDS) ........cccociiiiiiiiiieiiieseiee e 50
4.6 Obtencdo e CriaGao de L. SEITICOIME. .....couiiieiieeiie e seee e ee s ste et sre e sre e 50
4.7 Bioensaio em olfatdmetro de quatro Dragos..........ccccvvieeieeie i 50

4.8 Eletroantenografia (EAG) e eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa (CG-

=) PO 53
4.9 ANALISES ESTALISTICAS. . .e.veveteitiiteeiieie ettt e bbb 54
5. RESULTADOS E DISCUSSAO.........c.cooiuieieieeietesese e, 55
5.1 Extracao do 6leo essencial de S. Terebinthfolius............ccoviveieriieiene e 55
5.2 Caracterizagdo do 6leo essencial por Cromatografia gasosa.........ccceuerereerenernrenenienns 56
5.3 Olfatometria com o 6leo essencial de S. terebinthifolius............ccocooeriiiieiiiiien, 58
5.4 Teste EletroantenografiCO.........ccoviiiiiiiiccce e 61
5.4 Microscopia das MIiCroPartiCUIAS. .........ccocerveereieieirereese e 62
5.5 Andlise Termogravimetrica (TGA) e Anélise Termodiferencial (DTA)........ccccecereenne, 66
5.6 Olfatometria COM MICIOCAPSUIAS........c.erviieiirie e 67
6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS.......oooiieeieieteeie et 69

TREFERENCIAS. ...ttt 70



12

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento das estratégias do manejo integrado de pragas (MIP) vem crescendo
muito desde que os problemas associados ao uso de pesticidas, como resisténcia e contaminagao
ambiental, entre outros, tornaram-se evidentes (GOULART et al., 2015). O uso de 6leos
essenciais (OEs) no controle de pragas é defendido por diversos pesquisadores (PAVELA et al,
2019; HASHEM et al, 2018; BENELLI et al, 2018) por serem substancias naturais que tem
demonstrado atividade biopreservadora com capacidade semelhante, e em alguns casos, melhor
que substancias sintéticas.

As aplicagdes bioldgicas da Schinus terebinthifolius sdo conhecidas e suas propriedades
sdo descritas desde a primeira edi¢do da Farmacopeia Brasileira, publicada em 1926. Ela tem
sido usada na medicina popular como antiinflamatéria, antipirética, analgésica, diurética,
estimulante digestivo, antiviral, em cura de feridas e como uma agente depurativo (ULIANA et
al., 2016).

Nos ultimos anos, pesquisas acerca do potencial do seu 6leo essencial foram realizadas e a
acdo antimicrobiana ja foi verificada em in vitro (ULIANA et al.,, 2016), in situ
(DANNENBERG et al, 2016), in vivo (GOIS et al., 2016). Johann et al (2010) relataram o
efeito fungicida do 6leo essencial de S. terebinthifolius Raddi frente ao fungo fitopatdégeno
Paracoccidioides brasiliensis. Paralelamente em 2010, Scherer et al avaliaram o uso do 6leo
essencial de S. terebinthifolius no controle bioldgico, avaliando e quantificando o efeito
larvicida contra Stegomyia aegypti.

Distintos OEs sdo citados como repelentes e com acdo inseticidada para mosquitos
(PAVELA et al, 2019). O o¢leo essencial da pimenta rosa (S. terebinthifolius) foi citado como
portador de significativa toxidade para o inseto praga Zabrotes subfasciatus (Coleoptera:
Bruchidae) (BERNARDES, et al, 2018) e contra Tribolium castaneum (Coleptera:
Tenebrionidae) (ABOU-TALEB et al, 2016). A possibilidade de usar esse 6leo para o controle
de Lasioderma serricorne (F.) (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae) mostra-se como uma
possibilidade iminente e bastante atrativa com uma possibilidade real de aplicacéo.

L. serricorne é uma praga cosmopolita conhecida popularmente como besourinho do
tabaco. Esta espécie causa danos significativos em produtos a base de cereais, do tabaco,
especiarias e outros produtos de base e substratos secos de origem animal ou vegetal. Portanto,
uma praga comum em fabricas de racdo e lojas de varejo. O dano causado por esta praga pode
chegar a milhdes de dolares para as industrias de alimentos e de ragdes (AMOAH; MAHROOF,
2018).
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O dleo essencial de S. terebinthifolius apresenta-se como uma alternativa ao controle de
L. serricorne para uso no MIP, como coadjuvante do feromonio Serricornina® na técnica push-
pull, que consiste na combinacdo de estimulos de repeléncia (estratégia push) e atracdo
(estratégia pull), modificando o comportamento dos insetos-praga ou de seus inimigos naturais
(XU et al., 2018; GOULART et al, 2015).

Para uma melhor eficiéncia da utilizacdo do 6leo em campo, faz-se necessario incorpora-
lo(s) em uma matriz que permita liberacdo controlada e simultaneamente ofereca protecéo do
produto contra luz e umidade.

A maltodextrina é um amido hidrolisado comumente usado como agente encapsulante na
microencapsulacéo de ingredientes alimentares (BOGER et al, 2018). Oferece vantagens como
custo relativamente baixo, baixa viscosidade em altas concentracdes de soélidos e boa protecdo
contra oxidagdo (ESTEVINHO et al, 2013). No entanto, o maior problema deste material de
parede € a sua baixa capacidade de emulsificacdo. Portanto, é desejavel usar maltodextrina em
combinacdo com outra superficie, como a goma arabica, amidos modificados e proteinas a fim
de obter uma microencapsulacéo eficaz por secagem por atomizacdo (CARNEIRO et al, 2013;
BOGER et al, 2018).

O desenvolvimento de uma matriz para liberacdo controlada do éleo essencial de S.
terebinthifolius que possa atuar como repelente ao inseto-praga de grdos armazenados L.
serricorne, de modo que este dispositivo permita 0 armazenamento, protecdo e liberacdo
adequada, mostra-se como uma proposta inédita, bem como uma alternativa verde ao controle

da praga. Sua atividade devera ser usada em conjunto com o feromdnio serricornina® .
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Oleos essenciais no Manejo Integrado de Pragas

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) pode ser definido como “estratégia holistica para
combater pragas e doencas de plantas usando todos os métodos disponiveis, minimizando as
aplicagdes de pesticidas quimicos” (STENBERG, 2017). Este conceito foi inventado
originalmente para reduzir o uso e quantidade de pesticidas sintéticos em campos de cultivo,
utilizando métodos ndo quimicos, como o emprego de inimigos naturais (isto €, controle
bioldgico), modificando o ambiente para tornd-lo desfavordvel a insetos (ou seja, controle
ecologico), e utilizando meios mecanicos (isto €, controle mecanico). Além disso, 0 uso de
substancias quimicas naturais extraidas de plantas que possa substituir ou suplementar o uso de
pesticidas sintéticos (PARK & TAK, 2016).

Os 0leos essenciais (OE) sdo misturas complexas extraidas de plantas aromaticas que
podem conter dezenas de compostos organicos pertencentes a diversas classes quimicas, porém
a maioria dos constituintes sdo terpenoides e fenilpropanoides, metabdlitos secundarios
derivados da rota do acido meval6nico e da rota do acido chiquimico (REGNAULT-ROGER
et al., 2012; PAK & TAK, 2016). Sdo sintetizados e armazenados pelas plantas em estruturas
secretoras complexas como os tricomas glandulares e cavidades secretoras e, de acordo com a
espécie, esses compostos podem estar armazenados em diferentes 6rgdos como, por exemplo,
folhas, casca do caule, flores, frutos, sementes, raizes e até mesmo rizomas (ASBAHANI et al.,
2015).

Os OEs sédo subprodutos do metabolismo vegetal e as plantas os utilizam para sua
protecdo contra insetos herbivoros e patdgeno. Algumas plantas 0os usam para comunicacdo
com diferentes espécies de plantas ou animais, isto é, atuam como aleloquimicos. Volateis de
Oleos essenciais atuando como semioquimicos pode beneficiar plantas (ou seja, alomonio -
beneficia 0 emissor), insetos (cairomonio - beneficia o receptor) ou ambos - plantas e insetos
(sinomdnio — beneficia tanto o0 emissor quanto o receptor) (PAK & TAK, 2016).

Muitos OE séo reconhecidos como GRAS (Geralmente Reconhecidos como Seguros)
por ambos FDA dos EUA (Food and Drug Administration) e da EPA (Environmental Protection
Agency), evitando assim riscos para a saude publica e ambiente. Recentemente, o registro no
mercado de inseticidas a base de EO esta sendo simplificado, por exemplo, EFSA (European

Food Safety Authority) estd encurtando a autorizacdo de comercializagdo para as plantas
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classificadas como LRASs (substancias ativas de baixo risco) (Regulamento CE, 2009)
(PAVELA et al, 2019).

Deste modo, OEs podem desempenhar um papel importante no manejo de pragas,
especificamente quando sdo necessarias medidas de controle ecologicamente corretas, como
uma agricultura organica, locais publicos e residéncias. Em geral, possuem potencial
consideravel para aplicacio e comercializagdo como repelentes naturais. Oleos essenciais
também sdo conhecido por ser usado como herbicidas ambientalmente amigaveis e fungicidas
(PANDIT, 2016). Logo, € propicio para o desenvolvimento de biopesticidas (PAVELA et al,
2019).

Em uma escala industrial, os OEs mais promissores a serem usados como inseticidas
botanicos devem cumprir 0s seguintes requisitos: (i) disponibilidade e cultivo em grande escala
da fonte da planta; (ii) alto rendimento de OE; (iii) precos baixos de OE (geralmente
correlacionado com o rendimento) e matéria-prima a partir da qual OEs séo obtidos. Assim,
para garantir uma producdo sustentavel em uma escala global, as empresas agroquimicas devem
selecionar esses OEs para que uma producéo global de pelo menos 50 toneladas seja assegurada
(CBI, 2009; SHRINIVAS; KUDLI, 2008).

Diversas plantas tém sido reportadas como portadoras de compostos com atividade
toxica e/ou repelente contra coledpteros, em especial, L. serricorne, especialmente dleos
essenciais conforme indicado na tabela 1, bem como extratos das plantas conforme Tabela 1.



Tabela 1: Oleos essenciais com atividade contra Lasioderma serricorne.
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Familia/Espécie Parte da Método de Compostos ativos Pais de Atividade Referéncia
planta extracao origem
Cruciferae
Brassica juncea Partes Produto N&o observado Coréia do Sul Contato e Kim et al. (2003)
aereas comercial fumigante
Cocholeria aroracia Partes Produto Né&o observado Coréia do Sul Contato e Kim et al. (2003)
aereas comercial fumigante
Labiatae
Mentha haplocalyx Partes Hidrodestilagédo Mentol, acetato de China Contato e repelente Zhang et al. (2015)
aéreas metila e limoneno
Mentha piperita folhas (2)-Mentol Japao repelente Hori (2003)
Perilla frutescens Folhas e | Hidrodestilacdo | Carvona, perilaldeido | Japao e China | Contato, fumigante | Hori (2003); You et al.
partes e 2-furil-metil-cetona e repelente (2014)
aereas
Satureja hortensis espinho Produto Carvacrol Japéao repelente Hori (2003)
comercial
Thymus vulagris Folhas, Produto Timol Japéao repelente Hori (2003)
flores e comercial
caule
Lauraceae
Cinnamomum cassia | casca do Produto Cinamaldeido Coreia do Sul; | Contato, fumigante | Kim et al. (2003); Hori
caule comercial Japdo; China e repelente (2003); Weizheng et al.
(2014)
Litsea cubeba fruto Produto Citral, D-limoneno e | Japdo e China | Contato, fumigante | Hori (2003); Yang et al.
comercial linalol e repelente (2014)
Liliaceae
Liriope muscari partes Hidrodestilagéo N&o observado China Contato e repelente Wu et al. (2015)b
aereas

Myristicaceae



https://en.wikipedia.org/wiki/Myristicaceae
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Myristica fragrans semente Hidrodestilagdo | Elemicina, eugenol, China Contato e repelente Du et al. (2014)
metil-eugenol,
elemicina e miristicina
Rutaceae
Atalantia guillauminii folha Hidrodestilagao Né&o observado China Contato, fumigante Yang et al. (2015)a
e repelente
Clausena anisum- folha Hidrodestilagdo | Miristicina e p-cimen- China Contato e repelente You et al. (2015)
olens 8-ol
Dictamnus dasycarpus raiz Hidrodestilagéo Né&o observado China Contato e repelente Yang et al. (2015)b
Zanthoxylum dissitum folha e Hidrodestilagéo Né&o observado China Contato e Wang et al. (2015)a
raiz fumigante
Zingiberaceae
Alpinia kwangsiensis rizoma Hidrodestilacdo | Céanfor, eucaliptol, a e China Contato e Wu et al. (2015)a
B-pineno fumigante
Alpinia officinarum rizoma Hidrodestilagéo Né&o observado China Contato e repelente L e Ma (2015)
Zingiber purpureum rizoma Hidrodestilagéo Terpinen-4-ol China Contato, fumigante Wang et al. (2015)b

e repelente
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2.2 Oleo essencial de Pimenta-Rosa (Schinus terebinthifolius RADDI)

Schinus terebinthifolius Raddi (Figura 1), Anacardiaceae, é popularmente conhecida
como “pimenta-rosa”, “aroeira-vermelha”, “aroeira-pimenteira” ¢/ou “aroeira-da-praia”.
E uma arvore nativa da América do Sul e Central que pode atingir 10m de alturae 1-3m
de didmetro (PATOCKA e ALMEIDA 2018). Suas aplicagdes bioldgicas foram descritas
desde a primeira edi¢do da Farmacopéia Brasileira, publicada em 1926.

Figura 1: Schinus terebinthifolius Raddi

Fonte: Autora, 2019
E amplamente usada na medicina popular para combater infeccdes. Quase todas as

partes de S. terebinthifolius, incluindo folhas, casca, fruta, sementes, resina e oleorresina
(ou balsamo), tém sido utilizados medicinalmente por povos indigenas em todas as
regides tropicais. O cha da folha é usado para tratar resfriados e decocgdo de folhas é
inalado para hipertensdo, depressdo e batimentos cardiacos irregulares. Decoccdo da
casca € usada em banhos para aliviar reumatica e dor nas costas. Tradicionalmente, S.
terebinthifolius também era usado como antibacteriano, antiviral, diurético, estimulante
digestivo, tbnico, curativo de feridas, antiinflamatério e hemostatico, bem como um
medicamento para tratar infecgdes urinarias e respiratorias (PATOCKA; ALMEIDA,
2018; ULIANA et al., 2016; SANTANA et al., 2002).

Nos ultimos anos, pesquisas cientificas foram realizadas para verificar a potencial do
seu Oleo essencial (OE). Dannenberg et al (2019) demonstraram que OE de S.
terebinthifolius tem atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes, bem como uma reducdo significativa no desenvolvimento de Escherichia
coli e Salmonella Typhimurium. Atividade antiflngica foi observada contra o fungo
patogénico Paracoccidioides brasiliensis (JOHAN et al, 2010). Santos et al (2013)
comprovaram a atividade inseticida do OE a broca do café Hypothenemus hampei.

Ao contrario dos 6leos fixos, 0s OEs sdo compostos volateis e de baixa estabilidade.
Consequentemente, eles poderiam ser facilmente degradados por oxidac¢do, aquecimento
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e luz se ndo estiverem protegidos de fatores externos. Tal protecdo pode aumentar seu
tempo de agdo e fornecer uma liberagdo controlada. O encapsulamento € uma forma de
aumentar a vida Util dos EOs (ASBAHANI et al, 2016).

2.3 Microencapsulacao

A microencapsulacdo é um processo no qual pequenas particulas ou gotas de um
ingrediente ativo sdo envolvidas por uma cobertura, ou mescladas em matrizes
homogéneas ou heterogéneas. Possui numerosas aplicacbes em distintas areas como
farmacéutica, indutria de alimentos, medicinal e mais recentemente, na agricultura no
encapsulamento de 0Oleos essenciais, aromas, corantes, microorganismos, entre outros
(SILVA et al, 2014).

Os produtos resultantes de técnicas de microencapsulacdo sdo designados por
microparticulas (Figura 2). As microparticulas podem ser distinguidas em microcépsulas
(Figura 2, A) ou microesferas (Figura 2, B) por sua estrutura interna e morfologia, embora
os termos sejam frequentemente usados como sindnimos (PAULO; SANTOS, 2017).
Microesferas e microcapsulas sdo diferenciadas em sistemas de reservatorios e sistemas
matriciais, respectivamente.

Figura 2: Microparticulas: (A) Microcépsulas; (B) Microesferas.

MICROCAPSULAS
(SISTEMA RESERVA'I'(’)RI())

POLIMERO
(MATERIAL DE
PAREDE)

AGENTE
ATIVO
(MATERIAL
DO NUCLEO)

MICROESFERAS
(SISTEMA MATRICIAL)

POLIMERO
(MATERIAL DE
PAREDE)

AGENTE
ATIVO
(MATERIAL
DO NUCLEO)

Fonte: Adaptado de Paulo e Santos, 2017.

O material envolvido é chamado de material de recheio, nucleo, ativo ou
microencapsulado e o material da cobertura € conhecido por material de parede ou agente
encapsulante (GHARSALLAOUI et al., 2007). Estas particulas podem ser classificadas
por seu tamanho que pode variar de alguns nanometros até varios micrometros, podendo
ser classificada em nano (< 0,2 um), micro (0,2 a 5000 um), ou macroparticulas (> 5000
um) (FAVARO-TRINDADE et al, 2008).

Compostos encapsulados podem ser obtidos por técnicas como secagem em leito

fluidizado, extrusao, co-cristalizacdo, spray-drying, spraycooling, separacdo rotacional
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de suspensdes, geleificacdo idnica e coacervacdo complexa (PEREIRA et al., 2018). Na

tabela 2 estd apresentado alguns métodos de encapsulacdo e os tamanhos de cépsulas

formadas. De acordo com o0 processo de encapsulacdo utilizado, as matrizes podem

apresentar formatos diferentes como filmes, esferas, particulas irregulares, diferentes

estruturas porosas ou compactas que irdo influenciar a difusdo dos compostos
encapsulados no meio (MADENE et al., 2006).
Tabela 2: Métodos utilizados para encapsulacéo e tamanhos das capsulas.

Meétodos de encapsulacao

Materiais encapsulaveis

Faixa de tamanho (um)

Métodos fisicos

Extrusdo estacionéria Liquido/sélido/gas 1.000-6.000
Extrusdo centrifuga Liquido/solido/géas 125-3.000
Spray drying Liquido/sélido 5-150
Spray chilling Liquido/sélido 20-200
Spray cooling Liquido/solido 20-200
Pan coating Sélido >500
Leito fluidizado Sélido >100
Co-cristalizacdo Liquido/solido

Liofilizagdo Liquido

Métodos quimicos

Polimerizacao Liquido/solido 1-500
Inclusdo molecular Liquido 5-50
Meétodos fisico-quimicos

Coacervagdo simples Liquido/solido 20-500
Coacervagdo complexa Liquido/solido 1-500
Lipossomas Liquido/solido 0,02-3
Lipoesferas (solid lipid nanoparticles | Liquido/sélido 0,02-10

e nanostructured lipid carriers)

Evaporacdo do solvente Liquido/solido 1-5.000

Fonte: Adaaptado de FAVARO-TRINDADE, 2008.

Dentre as razdes para se encapsular materiais estdo: converter materiais liquidos em

solidos; proteger materiais higroscopicos do ganho de umidade; manter a estabilidade de

materiais volateis ou que sdo sensiveis ao calor, luz e oxidacao, evitar ou retardar a
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producdo de off-flavours em razdo da degradacdo dos compostos e permitir a liberacao
controlada de uma determinada substancia.

Além disso, a encapsulacdo promove uma barreira fisica entre o material encapsulado
e 0s outros componentes do produto, evitando assim interacdes indesejaveis entre 0s
diferentes ingredientes de um sistema (JAFARI et al., 2008; GHARSALLAOQUI et al.,
2007; KRISHNAN et al, 2015).

Estas propriedades de protecdo ao material ativo levou pesquisadores a encapsular
diversos Gleos essenciais para entdo utiliza-los em diferentes fins. Lépes et al (2014)
microencapsularam o éleo essencial de Schinus molle em goma arabica e maltodextrina
para avaliar a atividade inseticida em Haematobia irritans. Oliveira et al (2014) fez uso
da técnica para proteger o O6leo essencial de Lippia sidoides e realizar testes
antimicrobianos com o mesmo.

Deste modo, a conversédo de 6leos essenciais liquidos para a forma de po representa
uma importante aplicacdo da microencapsulacdo na inddstria, uma vez que permite a
mudanga da dosagem liquida para a conveniéncia do uso de um material solido, e protege
0s componentes volateis e/ou funcionais, que com baixa volatilidade e menor oxidagdo
podem ser usados para variadas finalidades (JAFARI et al., 2008).

Na literatura existem estudos sobre as propriedades dos dleos essenciais, antes e
depois do processo de microencapsulacdo. Leimann et al. (2009) verificaram que a
atividade antimicrobiana de 6leo essencial de limdo microencapsulado foi igual a do éleo
puro, indicando a manutencao desta propriedade ap0s o processo de encapsulacdo. De
forma semelhante, Fernandes et al. (2008), estudando a microencapsulacdo do 6leo
essencial de Lippia sidoides, verificaram que a utilizacdo de diferentes materiais de

parede ndo influenciou a atividade antimicrobiana do produto.

2.3.1 Materiais de parede

Dentre as limitagBes da microencapsulacdo por spray-drying estdo o numero de
materiais de parede disponiveis e o custo destes. Do ponto de vista técnico, a escolha do
material de parede é uma etapa critica, ja que ira influenciar as propriedades da emulsao
antes da secagem, retencdo dos volateis durante a secagem e vida util do p6 apds a
secagem (JAFARI et al., 2008; DESAI; PARK, 2005).

O material deve possuir boas propriedades de emulsdo/estabilizacdo, capacidade de

formar filme e ser capaz de formar solugdes pouco viscosas, mesmo quando em altas
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concentracdes. Além disso, o material de parede ndo deve reagir com o composto ativo,
deve ser facilmente manipulado e proteger o ingrediente ativo de fatores externos Para
algumas aplicacGes especificas, é desejavel ainda que ele apresente comportamento de
redispersdo, de modo a liberar o composto ativo no momento e local desejado (DESAI,
PARK, 2005; PEREIRA, 2018).
Os materiais encapsulantes mais utilizados compreendem (ESTEVINHO et al,
2013):
® Carboidratos: amidos, dextrinas, xarope de milho, sacarose;
® Celulose: carboximetilcelulose, etil, metil, acetil e nitro-celulose;
® (Gomas: goma arabica, guar, alginato de sodio, carragena;
® Lipideos: cera, parafina, triestearina, &cido estearico, mono e diglicerideos, 6leos e
gorduras hidrogenadas;
® Proteinas: gluten, caseina, isolado protéico de soro de leite (WPI), gelatina e
albumina, e algumas fontes alternativas como a quitosana.
Conforme mostrado na Tabela 3 cada material possui vantagens e desvantagens,
e por esta razdo, os materiais de parede podem ser formados pela mistura de diferentes
compostos (MADENE et al., 2006; ESTEVINHO et al, 2013).
Tabela 3: Agentes encapsulantes mais utilizados.

Agente Vantagens Desvantagens
encapsulante
Alginato - Produto natural - Alto custo em escala industrial
-Relativamente  facil  de | - Dificuldade em aumentar a
trabalhar em laboratorio escala
- Membranas permeaveis e muito
porosas
Quitosana - Produto natural

- Derivada da glicose

- Bons resultados na liberagéo
gradual de varias drogas

- Capacidade de aderir a
mucosa gastrica

- Atoxica

- Degradavel e biocompativel
- Os produtos resultantes de
sua degradacao ndo séo
toxicos

- Né&o causa reagdes alérgicas
ou irritacoes

- Permeabilidade aumenta
com a diminuicdo do pH

- Versatilidade em aplicagdes
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Goma Arébica - Solubilidade adequada - Alto custo
- Baixa viscosidade - Problemas de disponibilidade
-Boas propriedades
emulsificantes

Gelatina - Produto natural - Muito soltvel em sistemas
- Baixo prego aquosos
- Atoxica
- Biodegradavel

Maltodextrina - Baixa viscosidade em altas
concentracoes

Amido - Produto natural e abundante | - A viscosidade da solugéo
- Preco baixo geralmente € alta para a maior
- Atodxico parte dos processos de
- Biodegradavel encapsulamento

Fonte: Adaptado de Estevinho et al, 2013.

Dentre as diversas gomas, a goma arabica (GA) (Figura 3) é muito utilizada para
encapsular compostos lipofilicos por possuir excelente propriedade emulsificante e
capacidade de formar filme. A GA é um biopolimero obtido de exsudados das plantas
Acacia senegal e Acacia seyal, que sdo encontrados no Sudéo. Sua estrutura compreende
unidades de B-L-arabinofuranosil, f-L-ramnopiranosil, 3-D-glucuronopiranosil, e 4-o-
metil-B-D-glucuronopiranosilo (Figura 4), e varia de 0,09 a 7,5% de proteina. Essa fragdo
de proteina é responsavel pela propriedade de emulsificacdo da goma. Os atributos do
GA podem mudar fundamentalmente, dependendo da origem geoldgica e idade das
arvores, condicdes climaticas, condicdo do solo e até o local de exsudacdo na arvore
(MARIOD, 2018).

Omer et al (2015) estudaram a estabilidade emulsionante de GA usando 6leo de
gergelim. Foram estudados diferentes fatores (concentracdo, temperatura, tempo de
agitacdo e mistura), e foi observado que a goma arabica mostrou bons resultados quanto
a estabilidade emulsificante, e quando a concentracdo e o tempo de agitagdo aumentaram,
a estabilidade emulsificante também aumentou. Quando a temperatura foi aumentada, a
estabilidade emulsionante a goma foi diminuida. Portanto, gracas a sua solubilidade,
baixa viscosidade, boas propriedades emulsificantes, sabor suave e a alta estabilidade que
é conferida ao nucleo, a GA é considerada como um bom material encapsulante
(MARIOD, 2018).



24

Figura 3: Estrutura da Goma arabica
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Fonte: Adaptado de Abdeen et al, 2019.

Figura 4: Principais blocos de construcdo quimicos da goma arabica. (A) D-
galactopiranose, (B) L-arabinofuranose, (C) L-ramnopiranose e D-glucopiranosurico.
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Fonte: Mariod, 2018.

Carboidratos, em geral, sdo considerados bons agentes encapsulantes. A

]

maltodextrina (MD) (Figura 5) é um polissacarideo formada pela hidrélise parcial, por
acidos ou enzimas, do amido de milho e estdo disponiveis em diferentes graus de dextrose
equivalente (DE), que indicam o nivel de hidrolise do polimero de amido. A
maltodextrina apresenta como vantagens boa relagéo custo/efetividade, capacidade de
formar solugdes concentradas com baixa viscosidade, boa solubilidade, além de ser
insipida e inodora (ACS, 2019). Entretanto, ndo possui propriedade emulsificante e, por
este motivo, deve ser utilizada juntamente com outros materiais que possuam esta
propriedade, como proteinas ou a préopria goma arabica (GHARSALLAOUI et al., 2007;
MADENE et al., 2006).
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Figura 5: Estrutura monomérica da Maltodextrina.
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Fonte: American Chemical Society (ACS), 2019.

Para que um material seja adequado para encapsular compostos lipofilicos, ele deve
possuir alta atividade emulsificante, alta estabilidade, uma tendéncia a formar matriz fina
e densa durante a secagem e nao deve permitir a separacao lipideo/emulsdo durante a
desidratagcdo. Com base na habilidade de formar matriz densa, polimeros como
maltodextrina, goma arabica e proteinas sdo indicados para serem utilizados como
agentes encapsulantes de materiais lipidicos, como 6leos essenciais (JAFARI et al., 2008;
PEREIRA, 2018).

2.3.2 Emulsao

A tecnologia de emulsdo é geralmente aplicada para o encapsulamento de
bioativos em solucgdes aquosas, que podem ser usados diretamente no estado liquido ou
pode ser seco para formar pos apos emulsificacao.

Emulséo é um sistema contendo duas fases imisciveis e composto de pelo menos
trés componentes: fase aquosa, fase oleosa e fase superfaturavel. A natureza do
surfactante determina a fase continua (fase externa) da emulsdo. Quando um surfactante
soltvel em 6leo é usado, a fase continua é dleo, e quando surfactante solGvel em agua é
usado, a fase continua é agua. Por isso, é chamado uma emulsdo 6leo-em-agua (O/A)
quando a fase oleosa é dispersada na fase continua de 4gua e um agua-em-o0leo (A/O)
quando a fase aquosa é dispersa na fase continua do 6leo (YUKUYAMA et al, 2016). As
emulsdes O/A sé@o constituintes importantes de muitos produtos comerciais, incluindo
alimentos, suplementos, farmacos, cosméticos, produtos para cuidados pessoais e
agroquimicos. Esse tipo de dispersdo coloidal consiste em pequenas goticulas de dleo
dispersas dentro de uma fase continua aquosa (McCLEMENTS & JAFARI, 2018).

O termo estabilidade de emulsdo refere-se a capacidade de uma emulséo resistir a

alteracdes em sua estrutura ao longo do tempo. As emulsdes sdo termodinamicamente
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instaveis e, portanto, tendem a “quebrar”” com o tempo devido a varios mecanismos fisico-
quimicos, incluindo separacdo gravitacional, floculacdo, coalescéncia, particulas
coalescéncia, amadurecimento de Ostwald e separagdo de fases. Por esta razéo, os
estabilizadores, em geral polissacarideos, estdo incluidos em formulacdes de emulséo
para melhorar a sua estabilidade a longo prazo retardando os mecanismos de
instabilidade, tais como emulsionantes, modificadores de textura, inibidores de
amadurecimento e agentes de ponderacdo (McCLEMENTS & JAFARI, 2018). A
velocidade com a qual a emulséo se rompe, e 0 mecanismo pelo qual este processo ocorre
dependem de sua composicdo e microestrutura, bem como das condigbes de
armazenamento (MCCLEMENTS, 2015).

Deste modo, a selecdo de um emulsificante apropriado é uma das decisbes mais
importantes na formulacdo de produtos a base de emulsdo como é o caso dos processos
de encapsulacdao (MARIOD, 2018).

2.3.3 Microencapsulagéo por spray drying

A secagem por atomizacgdo ou spray-drying € o processo de microencapsulacao
mais utilizado na inddstria alimenticia, principalmente na producdo de aditivos
alimentares e flavours secos e estaveis (DESAI; PARK, 2005). O processo € econdmico,
ja que apresenta custos de producdo menores que a maior parte dos outros méetodos de
encapsulacdo, é flexivel, permitindo variaces na matriz de encapsulacdo, e produz
particulas de boa qualidade, com boa retencdo de volateis e boa estabilidade do produto
final. Além disso, € um método de operagdo simples, possui boa disponibilidade de
equipamentos e permite producdo em larga escala (ESTEVINHO et al., 2013, DESAI;
PARK, 2005; PEREIRA, 2018).

A encapsulacdo por spray dryer envolve as etapas basicas:

Preparacao da emulsao a ser processada;

Homogeneizacdo da dispersao;

Atomizacdo da massa dentro da cAmara de secagem.

O principio da técnica consiste em pulverizar o produto em finas gotas formando uma
névoa que entra em contato com uma corrente de ar quente que atua por sua vez como
fluido aquecedor e como veiculo transportador de umidade. A evaporacédo transforma as
gotas liquidas em particulas solidas que sdo separadas mediante um ciclone primario que
se forma na saida da cadmara de secagem. Mediante uma ventilacdo de aspiragéo
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adequada, um ciclone secundario recupera as particulas mais finas que tendem a
permancer no recinto de secagem (SOUZA et al, 2016).

Nesta técnica, conforme mostrado na Figura 6, o liquido (solugdo, emulsdo ou
dispersdo) € atomizado e pulverizado por um bico atomizador em um meio quente e seco
(1). Ao entrar em contato com o ar quente circulando na camara de secagem, a dgua das
gotas é evaporada (2) e entdo pequenas particulas sélidas, com caracteristicas especificas,
séo formadas e recolhidas (3) (CARMO et al., 2015; SOSNIK e SEREMETA, 2015).

Figura 6: Modelo de Spray Dryer de bancada.

Gas d Atomizador
as de
1
secagem
Emulsao
LT
Camarade |
secagem
=> Salfla de
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L=
1 Ciclone
Coletor das
Microparticulas

Fonte: Sosnik e Seremeta, 2015.

As etapas do processo de encapsulacdo por spray-drying estdo apresentadas na Figura
7. O primeiro passo € a hidratacdo do material de parede, seguida da dispersdo do material
de recheio na solucdo. Caso o material de recheio seja oleoso, é desejavel que seja
formada o mais estavel possivel do material ativo na solugcdo contendo o material de
parede. A emulsdo formada é entdo atomizada em uma camara contendo ar quente e a
evaporacdo do solvente, normalmente agua, resulta na formagcdo de microparticulas
(GHARSALLAOUI et al., 2007).
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Figura 7: Processo de microencapsulacao do 6leo essencial por Spray drying.
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Fonte: Autora, 2019.

No caso de emulsdes preparadas em homogeneizador de alta presséo, a pressao de
homogeneizacdo deve ser suficiente para reduzir o tamanho das particulas, mas nao deve
ser tdo grande de forma a favorecer a recoalescéncia e/ou alterar a estrutura dos materiais,
como por exemplo, as proteinas. Por este motivo o estudo de diferentes pressdes de
homogeneizacdo € interessante, ja que nem sempre a maior pressao produzird emulsées
com caracteristicas desejadas (McCLEMENTS e JAFARI et al., 2018).

O sucesso da microencapsulagéo realizada por secagem por atomizacdo esté no alto
nivel de retencdo do material encapsulado durante o processamento e 0 armazenamento
(RE, 1998). Entretanto, a retengdo de volateis esta relacionada também a fatores como
natureza e condicdes de processo da microencapsulagdo, propriedades do material de
parede e do composto volatil como peso molecular, funcionalidade quimica, polaridade
e volatilidade relativa (MADENE et al., 2006).

De acordo com Liu et al. (2001), um fator importante na retencdo de volateis € a
estabilidade da emulsdo formada antes da secagem. Durante a microencapsulacéo por
spray-drying de d-limoneno, observou-se quase 100% de retencdo do aroma,
independente da composicdo da emulsdo. No caso do butirato de etila, a concentracao de

maltodextrina, bem como o tipo de emulsificante, influenciaram o nivel de retencéo do
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composto. Esta diferenca de retencdo foi atribuida a diferencas na estabilidade das
emulsdes: enquanto as emulsdes de dlimoneno eram muito estaveis, a estabilidade das

emulsdes de etilbutirato variava em fungdo da composic¢éo da mistura.

2.4 Analises térmicas em microcapsulas

As andlises térmicas abrangem um grupo de técnicas na qual uma propriedade fisica
da substancia é avaliada em funcdo da temperatura, enquanto a mesma é submetida a um
sistema controlado de aquecimento ou de resfriamento. Os métodos termoanaliticos sdo
utilizados na verificagdo da estequiometria, determinacgdo do teor de aguas de hidratacéo,
decomposicdo térmica, estabilidade térmica, cinética de reacOes, transicdo vitrea,
rearranjo molecular, cristalizacdo, ponto de fuséo, entre outras propriedades.

A Confederacdo Internacional de Analise Térmica e Calorimetria (ICTAC) da a
seguinte defini¢do para Andlise Térmica: “Analise Térmica (TA) sendo o estudo da
relacdo entre uma propriedade da amostra e sua temperatura, enquanto a amostra é
aquecida ou resfriada de maneira controlada”. Estas técnicas sdo principalmente
utilizadas para confirmar a encapsulacdo por serem relativamente simples e demandarem
pouco tempo (IONASHIRO, 2004).

2.4.1 Analise Térmica Diferencial (DTA)

A termogravimetria trata-se de um sistema capaz de medir continuamente a massa
de um material enquanto este é submetido a uma programacéo controlada de temperatura.
E empregado para avaliar mudancas de massa permitindo determinages especificas, bem
como analisar a decomposicao térmica das amostras (IONASHIRO, 2005; ALMEIDA et
al, 2016).

E uma técnica que se usa para avaliar a estabilidade térmica das microparticulas,
que avalia a perda de massa continua devido a temperatura, que aumenta de forma
controlada. Esta perda de massa relaciona-se com a estrutura molecular, surgindo devido
a evaporagdo da mistura residual, quando a temperatura € baixa, ou a deterioragdo do
polimero, quando a temperatura é elevada. A perda de massa traduz-se em uma alteracao
na composi¢ado que é caracteristica de cada polimero. Os resultados de massa perdida sdo

obtidos de um termograma em funcéo da temperatura (MOUKHINA, 2012).



30

A termogravimetria (TG) permite conhecer detalhadamente as alteracdes que o
aquecimento pode causar na massa das substancias, como modificagfes da estrutura
molecular e ainda estabelecer a faixa de temperatura em que as mesmas sofrem processos
de decomposicdo (ALMEIDA et al, 2016).

A termogravimetria derivada (DTG) é um recurso matematico que fornece a
primeira derivada da curva TG em funcdo do tempo ou da temperatura. O registro é a
curva termogravimétrica derivada ou curva DTG. A érea dos picos sob a curva DTG é
proporcional a perda de massa naquele evento térmico (IONASHIRO, 2005).

Ja a andlise térmica diferencial (DTA), geralmente plotada em conjunto com a
curva TG, é uma técnica de medigdo continua das temperaturas da amostra e de um
material de referéncia termicamente inerte, @ medida que ambos véao sendo aquecidos ou
resfriados em um forno. Estas medicgdes de temperatura sdo diferenciais, pois registra-se
a diferenca entre a temperatura da referéncia (Tr) e a da amostra (Ta) (Tr - Ta= AT), em
funcéo da temperatura ou do tempo, dado que o aquecimento ou resfriamento sdo sempre
feitos em ritmo linear. Com essa técnica € possivel acompanhar efeitos de calor em
conjunto com alteracdes, como a transicdo de fase (fusdo, ebuli¢do, sublimacdo,
congelacao, inversdo de estruturas cristalinas) ou reac@es de 6xido-reducdo, dissociacao,

desidratacdo e decomposicdo das amostras (IONASHIRO, 2005).

2.5 Morfologia das Microcapsulas

A morfologia interna e externa, porosidade, presenca de fissuras e tamanho médio das
microparticulas podem ser avaliadas empregando-se a técnica de Microscopia Eletrnica
de Varredura (MEV). A composi¢do quimica pode ser averiguada a ferramenta do MEV

— EDS (Energy-Disperse X-Ray Spectroscopy).

2.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV), é uma técnica bastante usada para
analisar a morfologia dos produtos encapsulados por fornecer rapidamente informagdes
sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos de uma amostra sélida. Sua
utilizacdo € comum em biologia, odontologia, farmécia, engenharia, quimica, metalurgia,

fisica, medicina e geologia.
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Por esta técnica, os elétrons sdo acelerados numa coluna e atingem a superficie da
amostra. O feixe de elétrons produzido pelo filamento de tungsténio, é emitido da fonte e
acelerado por uma tenséo de -0,5 a -30Kv, 0 que forma um pequeno feixe de cruzamento
(crossover). O feixe passa por lentes condensadoras e pela lente objetiva. A aquisi¢do dos
sinais produzidos pela interacdo entre o feixe de elétrons e a amostra ird formar as
imagens do MEV. Estes sinais vao sofrendo modifica¢des de acordo com as variagoes da
superficie a medida que o feixe de elétrons primérios vai varrendo a amostra. Os elétrons
secundarios sdo o0s responsaveis pela obtencdo das imagens de mais alta resolucdo e
fornecem uma imagem de topografia da superficie da amostra (DEDAVID, 2007).

Os parametros que mais influenciam na resolucdo da imagem em um MEV sdo:
a) tensdo de aceleracao dos elétrons;

b) corrente da sonda: quanto maior a corrente,
maior é o didmetro do feixe;
c) a distdncia de trabalho — que é a distancia entre a amostra e a lente objetiva.

Quanto menor a distancia de trabalho, melhor sera a resolucéo. Por outro lado,
guanto maior a distancia de trabalho tanto maior sera a profundidade de campo obtida.
Mesmo que o diametro do feixe seja de somente alguns nandmetros, o feixe se espalha
dentro da amostra sofrendo choques. Portanto, o sinal que se utiliza pode vir de uma zona
mais estendida que o didmetro da sonda. A resolugdo que se pode obter com o0 MEV
depende do tamanho da zona de onde vem o sinal utilizado para formar a imagem. A
resolucdo sera determinada pelo didametro sobre o qual vai sair o sinal (SE, BSE ou raios-
X) que serd utilizado para formar a imagem, e ndo serd possivel observar detalhes de
tamanho inferior a este diametro (DEDAVID, 2007).

2.5.1.1 Espectdometro de Raio-X por Dispersdo de Energia

A analise por EDS é uma ferramenta muito importante do MEV para a
caracterizagdo de materiais metéalicos e semicondutores, pois permite ao pesquisador
identificar a composi¢do de sua amostra, mesmo que qualitativamente, em pontos
especificos da imagem.

A microanalise eletrénica consiste na medida de raios-X caracteristicos emitidos
de uma regido microscopica da amostra bombardeada por um feixe de elétrons. As linhas
de raios-X caracteristicos sdo especificas do ndmero atdmico da amostra e, 0 seu

comprimento de onda ou sua energia podem ser utilizados para identificar o elemento que
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estd emitindo a radiagdo. Espectros de raios-X podem ser obtidos para todos os elementos
da tabela periddica, com excecdo do hidrogénio. Entretanto, a emissdo dos primeiros dez
elementos de baixo nimero atdbmico consiste de bandas na regido de baixa energia onde
as perdas por absorcdo na amostra sdo grandes. Assim, elementos como carbono,
oxigénio e nitrogénio sdo frequentemente determinados por estequiometria (DEDAVID,
2007).

2.6 Liberacdo controlada

A microencapsulacdo apresenta como uma das suas principais vantagens o
mecanismo de liberacdo controlada. Através deste mecanismo o agente ativo pode ser
liberado em momento e local apropriado, sendo considerada, uma propriedade
extremamente importante nos processos de encapsulacdo (PEREIRA et al, 2018).

A partir das microparticulas uma série de mecanismos de liberagdo tém sido
propostos, com destaque aos mecanismos de difusdo, uso de solvente, presséo,
temperatura e degradacdo. Estes mecanismos geralmente dependem da geometria da
particula e do tipo de material de parede utilizado, e podem ser influenciados pelo
solvente, difusdo, degradacdo, fratura da particula e pela acdo de temperatura, pH e
solubilidade do meio (SILVA et al, 2014).

De acordo com a aplicacdo das microparticulas pode ser desejavel que a difusdo do
agente ativo através do material de parede ocorra de forma lenta, ou seja, que ndo se
solubilize instantaneamente, como apresentado no estudo de ZANDI et al (2015) . Assim,
o transporte do agente ativo na difusdo depende da sua capacidade em atravessar a
membrana do material de parede que € porosa, isto €, da sua solubilidade no sistema
matricia (RODRIGUEZ et al., 2016 ).

A difusividade depende ndo somente do agente ativo como também do tamanho, da
forma e da disposicdo do material de parede. Geralmente as moléculas maiores
apresentam uma difusividade inferior as menores. Segundo Aghbashlo et al. (2012) este
fato esta associado ao peso das moléculas, pois quanto maior o peso molecular menor

sera a difusividade, o que reduz também a solubilidade no meio.

2.7 Aplicacgdo das microcapsulas: Push-pull


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1981-67232018000100305&script=sci_arttext#B062
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1981-67232018000100305&script=sci_arttext#B049
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1981-67232018000100305&script=sci_arttext#B001
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A tecnologia push-pull (www.push-pull.net) é baseada em um novo sistema de
cultivo desenvolvido pelo Centro Internacional de Fisiologia e Ecologia de Insetos,
Rothamsted Research (Reino Unido), e é a mais nova estratégia descrita como pratica do
manejo integrado de pragas (KHAN et al, 2011).

Como o nome sugere, o push-pull consiste na combinacéo de estimulos de repeléncia
e atracdo, modificando o comportamento dos insetos-praga ou de seus inimigos naturais.
Os insetos sdo inibidos ou repelidos (estratégia push), e simultaneamente séo atraidos por
outro chamariz (estratégia pull). em seguida sdo concentrados em outra area onde sdo
coletados ou eliminados de maneira controlada. Esta técnica requer um maior
conhecimento da interacdo entre os hospedeiros, inimigos naturais e coespecificos
(GOULART et al, 2015).

Para aumentar o rendimento de cereais na Africa, a estratégia push-pull foi utilizada
em culturas de milho e sorgo ( Zea mays e Sorghum bicolor, respectivamente) consorciadas com
uma leguminosa forrageira (Melinis minutiflora P. Beauv), desmodium (Desmodium
uncinatum Jacq.) e plantagdo de capim Napier (Pennisetum purpureum Schumach). Desmodium
repele mariposas stemborer (push) e atrai seus inimigos naturais, enquanto a grama Napier 0s
atrai (pull). Desmodium é muito eficaz na supressdo de ervas daninhas do género striga (por
exemplo, Striga hermonthica (Del.) Benth) enquanto melhora a fertilidade do solo através da
fixacdo de nitrogénio e melhor conteido de matéria organica (KHAN et al, 2014).

Resultados promissores foram obtidos no controle de Sitona lineatus, praga de
leguminosas. O 6leo de Neem (Azadirachta indica) foi usado como repelente, combinado
a armadilhas, contendo feromonio, e se observou a reducdo da prole de Sitona lineatus e,
por conseguinte, do dano causado a cultura de feijéo.

Xu et al (2018) fizeram uso da estratégia push-pull com consorcio de plantas
(Triticum aestivum L. e Pisum sativum L.) e uso de semioquimicos (E-g-farnesene e
salicilato de metila) para repelir pulgbes de trigo (Rhopalosiphum padi) e atrair seus

inimigos naturais. Deste modo, a combinacdo de estratégias pode ajudar os agricultores a

reduzir o uso de inseticidas.

2.8 Aplicacao das microcapsulas com o 6leo de aroeira no Manejo Integrado de

Pragas: Lasioderma serricorne

Lasioderma serricorne (FABRICIUS, 1792) é um coledptero cosmopolita e

polifago da familia Anobiidae (do grego ana: para cima, de novo; bio: vivo, revivo). O
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nome Anobiidae deriva de Anobium, nome do principal género dessa familia proposto no
século XVIII por Fabricius, baseado do comportamento de tanatose observado em vérias
espécies desse grupo, ou seja, ao menor sinal de perigo, os insetos adultos permanecem
imoveis durante algum tempo, em letargia, parecendo ressuscitar quando despertam
(COSTA LIMA, 1952).

L. serricorne (Figura 8) é a principal praga de produtos derivados do tabaco, desde
0 seu armazenamento, manufatura, até os produtos finais, como charutos e cigarros, e por
isso é também chamado de besourinho do tabaco, besourinho do fumo ou besouro do
charuto. A espécie foi descrita por Fabricius em 1792, na América do Norte. Uma revisédo
minuciosa sobre a biologia de L. serricorne feita por Ashworth (1993) cita que em 1931,
foi descrita a presenca de individuos dessa espécie em resinas desidratadas na tumba do
farad egipcio Tutancamon (1332-1322 a.C.) e que, em 1982, exemplares desses insetos
foram encontrados junto a mumia de Hamsés Il (1279-1213 a.C.). Tais achados revelam

ndo s6 a presenca dessa espécie no mundo antigo, ha mais de 3 mil anos, mas também

sua associacdo com a atividade humana, especialmente a comercial, favorecendo sua
distribuicdo cosmopolita (PEREIRA; ALMEIDA, 2001; Li et al, 2018).

Figura 8: Lasioderma serricorne Raddi.

Fonte: Autora, 2019.

Além do tabaco, L. serricorne pode alimentar-se de uma grande variedade de
produtos agricolas armazenados em geral como cereais, sementes de cacau, améndoas,
feijdo, farinhas, pimentas e condimentos, o que configura a espécie a designacdo de
polifaga (LU; MA, 2015).

No Brasil, L. serricorne ja foi descrita atacando frutos armazenados, racdo para
animais e produtos desidratados como p6len de abelha e ervas aroméaticas (PODEROSO
et al., 2013; ZANUNCIO et al., 2014). Porém, é com relacdo aos grdos de soja
armazenados que a espécie tem despertado séria atencdo de pesquisadores e produtores
brasileiros tendo em vista 0 grande potencial bidtico apresentado pelos insetos nesse

substrato, uma vez que as larvas se alimentam dos gréos, escavando galerias nos gréos,
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causando perda de peso e reducdo da germinacdo, bem como reducdo da qualidade
comercial dos mesmos, justificando medidas de controle (FRANCA-NETO et al., 2012;
LORINI, 2012).

2.8.1 Biologia de L. serricorne

Os ovos de L. serricorne possuem forma oval e podem medir de 0,3 a 0,4 mm de
comprimento e 0,1 a 0,2 mm de didmetro, sendo mais delgados nas extremidades
arredondadas (GAUTAM et al., 2014). Na porcdo anterior dos ovos encontra-se a regido
micropilar, com 7-10 micropilas, enquanto aeropilas sdo encontradas em toda a superficie
dos ovos (GAUTAM et al., 2014). A duragdo dos ovos pode variar de 6 a 8 dias e sua
casca é ingerida pela larva ao emergir (YU et al., 2010; ASHWORTH, 1993). As fémeas
de L. serricorne colocam em média 105 ovos durante seu periodo de vida, com média
diaria de 12 ovos (YU et al., 2010).

As larvas de L. serricorne (Figura 9 (A)) possuem coloragdo branco leitosa e séo
recobertas de pelos finos. Apresentam quatro discretos estagios larvais: 0s primeiros trés
instares duram em media 4-5 dias, enquanto o quarto instar dura aproximadamente 12
dias. A larva de primeiro instar mede menos que 1,0 mm e chega a atingir até 4,5mm no
ultimo instar, antes da pupacdo (YU et al., 2011; ASHWORTH, 1993). As larvas evitam
a luz e sdo extremamente ativas, penetrando em embalagens de produtos desidratados e
perfurando galerias em gréos e outros produtos armazenados (ASHWORTH, 1993).

Antes de entrar no estagio de pupa (Figura 9 (B)), a larva produz uma espécie de
casulo que consiste numa fina pelicula de particulas de alimento cimentadas com secregéo
produzida pelo trato digestivo (HOWE, 1957). Yu et al. (2011) relataram uma duracdo
média do periodo pupal de L. serricorne de 4,6 dias. Nesse periodo pode ser realizada a
sexagem dos individuos pela observacdo das papilas genitais que nos machos séo
globulares e ndo protuberantes, enquanto nas fémeas séo protuberantes, trissegmentadas
e distintamente divergentes (HALSTEAD, 1963). O adulto permanece alguns dias no
interior do casulo pupal antes de emergir, quando ocorre o endurecimento do

exoesqueleto e maturacdo sexual (HOWE, 1957).
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Figura 9: Lasioderma serricorne (A) larva, (B

Fonte: Autora, 2019
Os adultos de L. serricorne (Figura 9) sdo pequenos besouros de corpo ovalado

com aproximadamente 2,0-3,5mm e coloracao que vai do castanho avermelhado claro ao
escuro, possuem antenas distintamente serreadas e élitros cobertos com pubescéncia
(ASHWORTH, 1993; BOUSQUET, 1990). N&do ha dimorfismo sexual aparente, apesar
das fémeas apresentarem tendéncia de atingir um tamanho maior que o dos machos
(PHOONAN, 2014). A cabeca é encoberta pelo pronoto, dificilmente visivel em vista
dorsal e geralmente fica abaixada, dando ao inseto um aspecto convexo (PEREIRA;
ALMEIDA, 2001). Possuem a capacidade de voar a distancias consideraveis, o que pode
contribuir muito para a disperséo de infestacbes (ASHWORTH, 1993). A longevidade do
adulto varia de 2 a 7 semanas (HOWE, 1957; FERRI et al., 2014).

Diversos trabalhos apontam que o desenvolvimento de L. serricorne pode ser
afetado pelas condi¢des ambientais, especialmente temperatura e umidade, e também pelo
tipo de dieta a que estdo submetidos, encontrando condicdes 6timas de crescimento sob
temperaturas na faixa dos 30-35°C e umidade relativa de 60-75% (HOWE, 1965;
MAHROOF; PHILLIPS, 2008; Li et al, 2018).

2.8.2 Semioquimicos

A maturacdo sexual de L. serricorne se d& durante o estidgio de pupa, e 0
acasalamento ocorre entre 0 segundo e terceiro dia apds a emergéncia do inseto adulto
(ASHWORTH, 1993). A sequéncia do comportamento de acasalamento inicia-se pela
atracdo dos machos por feromonio sexual liberado pelas fémeas. Os principais
componentes do feroménio sexual de L. serricorne sdo a serricornina e a
anidroserricornina (Tabela 4), que apresentam forte atratividade sobre os machos e
elicitam resposta de estimulagdo sexual como voo para a fonte de estimulo, movimento
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de antenas e pernas, movimentos rapidos de zigue-zague e tentativas de copulas com
outros machos (CHUMAN et al, 1979; 1985; LEVINSON, 1981). Outros dois compostos
também foram descritos como integrantes minoritarios do feroménio sexual de L.
serricorne: serricorona e serricorola, mas com menor atratividade em relacdo a
serricornina (CHUMAN et al, 1983; 1985).

O estereoisdmero sintético 4S,6S,7R — serricornina possui atividade antagdnica a
4S,6S,7S —serricornina, suprimindo o comportamento sexual dos machos de L. serricorne
desencadeado pelo feromdnio natural (LEVINSON, 1987; OKADA et al, 1992).

Tabela 4: Componentes do feromonio sexual de Lasioderma serricorne.

Componente Estrutura Quimica Nome do Composto

Serricornina o
dimetil-3-nonanona

2,6-dietil-3,5-dimetil-3,4-

Anidroserricornina
diidro-2H-pirano

o (2S,3R,1’R)-2,3-diidro-2-
O W
Serricorona ‘ etil-3,5-dimetil-6-(1’-metil-
oy 2-oxobutil)-4H-piran-4-ona

Serricorola

ona

(4S,6S,7S)-7-hidroxi-4,6-

(2S,3R,1°S,2°S)-2,3-diidro-2
etil-3,5-dimetil-6-(1’-metil-
2’-hidroxibutil)-4H-piran-4-

Segundo Imai et al. (1990), a serricorona possui também atividade deterrente da
oviposicao, ou seja, as fémeas de L. serricone marcam os locais onde deixaram seus ovos
com este composto de forma que outras fémeas podem reconhecer e evitar tais sitios,
entretanto 0s autores descreveram que este composto ndo inibe completamente a
oviposicdo. Essa adaptacdo natural contribui para a dispersdo dos individuos e,
consequentemente para a disponibilidade de alimento para as larvas ao eclodirem
(HOWLADER; AMBADKAR, 1995).
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2.8.3 Metodos empregados no controle de L. serricorne

Tendo em vista a grande variedade de produtos armazenados atacados por L.
serricorne, diversas estratégias e produtos tém sido desenvolvidos e aplicados no controle
dessa praga, como o controle quimico com inseticidas, resfriamento ou calor, uso de
radiacdo, controle bioldgico, controle com produtos naturais, armadilhas elétricas e uso

de semioquimicos.

2.8.3.1 Controle quimico

A fumigacdo ou expurgo com fosfina (PHs, gas proveniente da reagdo de fosfetos
metalicos — de aluminio ou de magnésio — com o vapor de 4gua da atmosfera) é o método
mais utilizado para desinfestacdo de grdos e produtos armazenados, pois esse composto
é eficaz contra um amplo espectro de insetos praga, ndo deixa residuos no material tratado
e pode ser obtido convenientemente a partir de formulagdes sélidas ou em cilindros. Esse
método consiste na saturacdo da atmosfera do local a ser desinfestado com fosfina que é
altamente toxica e mortal para os insetos em todas as fases de desenvolvimento (ovo,
larva, pupa e adulto). Produtos agricolas, alimentos processados, tabaco e produtos
destinados a alimentacdo animal, como ra¢des e seus ingredientes, podem ser submetidos
a fumigacdo com fosfina, assim como locais que irdo abrigar ou transportar esses produtos
como silos, elevadores de gréaos, galpdes, armazéns, vagdes de trem, navios graneleiros e
containers (LORINI et al. 2013) .

A fumigacdo com fosfina pode contribuir para a selecdo de insetos resistentes de
varias espécies de pragas de produtos armazenados se ndo for realizada adequadamente.
A fumigacdo realizada em baixas temperaturas pode néo ser eficaz contra L. serricorne,
pois nessas condigdes ocorre uma queda da taxa respiratoria dos insetos, reduzindo a
assimilacdo da fosfina durante a fumigacéo, de forma que os individuos mais resistentes
podem sobreviver ao processo de expurgo (CHAUDHRY et al. 2004). Populagdes de L.
serricorne associadas ao tabaco armazenado nos EUA tem se mostrado resistentes a
fosfina, especialmente em individuos provenientes de locais de armazenamento onde 0
tratamento por fumigacao € mais frequente, atuando como uma presséo seletiva, de forma
gque mesmo apos o tratamento recomendado para populacgdes resistentes (600ppm, a 25°C
durante 4 dias) o nivel de infestacdo permaneceu em nivel inaceitivel para o controle da

praga, em escala laboratorial (SAGLAM et al., 2015). Esse aspecto somado aos riscos de
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intoxicacdo e contaminacdo do meio ambiente e dos produtos armazenados com residuos
quimicos tém levado a busca de métodos de controle mais sustentaveis.

O didxido de carbono (CO2) pode ser utilizado no combate a insetos praga de
produtos armazenados por meio da modificagdo da atmosfera do ambiente de
armazenamento ou utilizando atmosferas controladas sob pressdo atmosférica normal ou
alterada (NAVARRO, 2012). A fumigagdo com CO. é uma alternativa & fumigacéo
tradicional com fosfina e oferece menos riscos durante a aplicagdo, ndo deixa residuos
quimicos nos produtos nem é um processo em que 0S insetos possam desenvolver
resisténcia, podendo ser utilizada para controlar infestacdes em produtos alimenticios ndo
pereciveis em geral, especialmente produtos organicos, que s6 podem ser submetidos a
esse tipo de fumigacdo (NAVARRO, 2012).

O efeito da fumigacdo com CO. em L. serricorne ja foi avaliado em escala
laboratorial e verificou-se que os estagios imaturos de desenvolvimento sdo mais
resistentes que os insetos adultos, os quais sd0 mais suscetiveis a tratamentos com
mudancas na concentracdo do gas que em concentragdes constantes. Nas condi¢des
avaliadas, o tratamento com 70% CO- durante 48h proporcionou mortalidade de 100%
dos insetos, enquanto menores concentracfes de CO; exigiram um tempo maior de
exposicdo para matar todos os insetos (GUNASEKARAN; RAJENDRAN, 2005).

As atmosferas modificadas enriquecidas com CO; foram testadas em embalagens
de produtos alimenticios para o controle de diversas pragas de produtos armazenados,
dentre elas L. serricorne, ocasionando a mortalidade de larvas e mostrando-se uma boa
estratégia para controlar a infestacdo e preservar os produtos no final da cadeia produtiva
(RIUDAVETS et al. 2009).

Os adultos de L. serricorne sdo mais suscetiveis ao COz, seguidos pelas larvas e
pupas. Os ovos sdo descritos como o estadgio de desenvolvimento mais resistente
(RIUDAVETS et al., 2010). Estudo com outras importantes pragas de produtos
armazenados revelou a resisténcia de L. serricorne a aplicacdo de CO2 a 15 bar,
especialmente os ovos, exigindo maior tempo de exposi¢édo ao tratamento que as demais
espécies (RIUDAVETS et al., 2010). Essa tolerdncia de L. serricorne a atmosferas
enriquecidas com CO» pode resultar de exposicdo prolongada a concentragcfes sub-letais
desse gas e estar relacionada a mudancas adaptativas na atividade de carboxilesterases,
enzimas ligadas a processos de detoxificacdo e resisténcia a inseticidas organofosforados,

carbamatos e piretrdides em diversas espécies de insetos praga e acaros (LI et al., 2009).
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2.8.3.2 Controle por temperatura e radiacfes ionizantes

Baixas temperaturas desencadeiam a reducdo da taxa metabolica dos insetos e por
isso sdo utilizadas para reduzir a densidade de pragas em ambientes de armazenamento.
O resfriamento pode interromper o ciclo reprodutivo de L. serricorne, pois 0s ovos, que
sdo a fase de desenvolvimento mais suscetivel a baixas temperaturas, morrem quando
expostos a temperaturas abaixo de 18°C, enquanto a faixa letal para os demais estagios
de vida encontra-se entre -20°C a -5°C (IMAI; HARADA, 2006).

O resfriamento artificial em silos e elevadores de grdos é feito pela insuflacdo
lenta de grandes volumes de ar a baixa temperatura, cerca de 12°C, atraves da massa de
grdos. Esse processo contribui para o retardo dos processos fisiologicos de
envelhecimento e consequentemente pela manutencdo da qualidade dos gréos e sementes,
mas também constitui uma ferramenta de controle fisico de pragas, especialmente em
regides de clima quente (LAZZARI et al., 2006). Para o tabaco armazenado, 0
armazenamento sob baixa temperatura € uma alternativa a fumigacéo quimica, uma vez
que temperaturas abaixo de -10°C provocam a desinfestacdo desse produto tdo
rapidamente quanto a fumigacdo (IMAI; HARADA, 2006). Portanto, o resfriamento é
um método de controle de L. serricorne que pode ser Gtil em produtos especiais, como 0s
organicos, ou destinados a mercados exigentes. Mas, especialmente em regides tropicais,
€ necessario considerar o aspecto econdmico desse tratamento.

Pelo lado oposto, altas temperaturas também podem ser utilizadas no controle de
L. serricorne, uma vez que tratamentos pelo calor comumente aplicados para o controle
de pragas em produtos alimenticios processados (50-60°C por 24-36h) sdo eficazes contra
essa espécie. Os ovos de L. serricorne, ao contrario do que acontece em baixas
temperaturas, sdo o estagio de desenvolvimento mais tolerante ao calor e, por esse motivo,
podem ser usados em bioensaios de avaliacdo da eficacia de tratamentos com altas
temperaturas contra essa praga (YU et al., 2011).

As radiacdes ionizantes emitidas pelo Cobalto-60 (®°Co) séo aplicadas na indUstria
de alimentos e no controle de insetos pragas em tratamentos quarentenarios. A radiacdo
gama de ®°Co é eficiente para desinfestagdo de L. serricorne tanto por controlar as larvas,
quanto por esterilizar e ndo permitir a emergéncia de adultos (LORENZO, 1990;
HARWALKAR et al., 1995). No Brasil, a radiagdo gama ja se mostrou eficaz no controle
de L. serricorne em plantas medicinais, aromaticas e condimentares desidratadas inibindo

a emergéncia de adultos com dose de 2,0 kGy, sem provocar modificacbes no material
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vegetal tratado (ALVES, 2007). Porém é necessario considerar 0s custos, equipamentos
e infraestrutura necessarios para adequada utilizacéo de tecnologias envolvendo materiais

radioativos.

2.8.3.3 Controle biologico

Algumas espécies de insetos inimigos naturais de L. serricorne estdo descritos na
literatura, parasitando ou alimentando-se desse inseto, especialmente durante o estagio
larval e pupal (ASHWORTH, 1993). No entanto, estudos sobre o potencial dessas
espécies ou sua aplicacdo efetiva em estratégias de controle biolgico em produtos
armazenados ainda sdo escassos. O acaro Tyrophagus putrescentiae (Schrank.) ndo ataca
0s ovos L. serricorne, mas preda adultos e larvas, ocasionando até 78% de mortalidade
entre as larvas, porém sua aplicacdo para o controle bioldgico é limitada devido ao risco
que representa para a satde humana (CANEVARI et al., 2012).

Outra ferramenta de controle de L. serricorne sdo bioinseticidas a base de
Bacillus thurringiensis (Bt), uma bactéria Gram-positiva que ocorre naturalmente no solo,
mas também esté associado a microflora de ambientes de armazenamento de tabaco, de
onde ja foram isoladas cepas com toxicidade contra L. serricorne (KAELIN et al., 1994).
Suspensdes de esporos e cristais provenientes dessas cepas de Bt incorporadas a dieta de
larvas de L. serricorne ocasionaram mortalidade superior a 80% apo6s 7 dias de
tratamento, por a¢ao de 6-endotoxina codificada pelo gene crylllA (Bt Cry3A) (KAELIN
etal., 1999). A Bt Cry3A ¢ particularmente toxica contra coledpteros, levando os insetos
a morte pelo rompimento das células do trato digestivo apos se ligarem a receptores de
membrana especificos, pelos quais possui alta afinidade (GROOT; DICKE, 2002). Por
essa caracteristica, gene crylllA tem sido introduzido em diversas culturas como tabaco,
batata e arroz, aumentando a resisténcia ao ataque de pragas (REN et al., 2015; Ml et al.,
2015; LEE et al., 2013).

Um produto a base de cristais proteicos de Bt subsp. Tenebrionis pulverizado
sobre folhas de tabaco curadas apresentou uma boa estabilidade e potencial para uso no
controle de L. serricorne, tendo sido observada apenas uma suave degradagdo apds 16
meses de armazenamento, a 23°C e 60% R.H. em escuro (BLANC et al., 2002).

Uma cepa do nematoide entomopatogénico Steinernema carpocapsae Weiser
(Nematoda: Steinernematidae) provocou mortalidade de quase 60% em adultos de L.
serricorne, apds 8 dias de exposicdo em dose de 20 mil juvenis infectantes por mL,
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demonstrando potencial para o desenvolvimento de formulagdes para uso em estratégias
de manejo integrado em produtos armazenados, inclusive organicos (RUMBOS;
ATHANASSIOU, 2012).

2.8.3.4 Feromonio Serricornina®

Feromonios sexuais de fémeas para L. serricorne foram identificados durante as
décadas de 1970 e 1980. O 42odia42ter sexual anidroserricornina (6-dietil-3,5-dimetil-
3,4-diidro-2H-pirano, Figura 10 (A)) e serricornina ((4S,6S,7S)-7-hidroxi-4,6-dimetil-3-
nonanona, Figura 10 (B)) provocam uma forte resposta de atragdo por machos adultos
(BURKHOLDER, 1970).

Figura 10: Feromdnios sexuais do L. serricorne. Anidroserricornina (A);
Serricornina (B).

Fonte: Burkholder, 1970
Feromonios sintéticos tém sido utilizados em diferentes tipos de armadilhas

comerciais para monitorar a presenca de L. serricorne (GOULART et al, 2015). A
maioria, se nao todas, as armadilhas iscadas com feromonio para L. serricorne utilizadas
rotineiramente em programas de monitoramento de pragas séo carregadas com feroménio
simples, serricornina. As vezes, um odor de comida ou isca de cairomonio é incluido em
armadilhas de feroménio que podem aumentar a resposta do besouro ao feromonio sexual
sintético (MAHROOF; PHILLIPS, 2008b).

Quando os niveis de feromonio sexual sintético, muito mais altos do que aqueles
produzidos normalmente por fémeas em uma populacéo, sao liberados na atmosfera de
uma area infestada, ocorre ruptura do acasalamento. A alta concentracdo de feroménio
satura a atmosfera; os machos ndo sdo mais capazes de localizar fémeas chamadas que
possam estar liberando feromonio em niveis naturais relativamente baixos. Os machos
supostamente se tornam “fisiologicamente confusos”, na medida em que seus sistemas
nervosos ndo conseguem interpretar adequadamente os niveis extremamente altos de
feroménio e, portanto, ndo respondem as fémeas, ou se engajam em “pistas

falsas”comportamentais, de modo que passam a maior parte do tempo orientando-se para
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os distribuidores de feroménios sintéticos e ndo conseguem encontrar fémeas
(GOULART et al, 2015).
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3. OBJETIVO

Desenvolver uma matriz para liberagdo controlada do 6leo essencial do fruto de Aroeira
(Schinus terebinthifolius Raddi), testando-a com o inseto praga Lasioderma serricorne

(Coleoptera: Anobiidae).

5 METAS ESPECIFICAS

Extrair os 6leos essenciais dos frutos da S. terebinthifolius por hidrodestilacéo;
Caracterizar o 0leo essencial do frutos de S. terebinthifolius através de cromatografia
gasosa;

Testar a atividade do 6leo essencial como repelente para L. serricorne em olfatbmetro;
Caracterizar no 6leo o(s) composto(s) responsavel(veis) pela repeléncia;

Encapsular os 6leos em microcésulas de maltodextrina;

Caracterizar as microcapsulas obtidas;

Testar a atividade do material microencapsulado como repelente em olfatbmetro;
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4. MATERIAL E METODOS

6 Material vegetal e extracdo do dleo essencial

A identificacdo do material vegetal foi realizada por Rosangela P. Lyra-Lemos do
Herbario MAC do Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (IMA-AL), onde uma excicata
boténica encontra-se depositada com o registro de n°® 63595. Frutos maduros de S.
terebinthifolius foram coletados de arvores situadas no Campus Aristoteles Calazans
Simdes da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) (9°33°11.08°” S, 35°46” 30.02” O
;9°33710.63”° S, 35°46” 30.22°” O), em Maceio, Alagoas, de setembro a novembro de
2017 (Figura 11).

Fonte: Autora, 2019.
Os Oes foram extraidos pelo método de hidrodestilacdo em quadruplicata de

acordo com o método empregado pela AOAC (1995), fazendo o uso de aparelho de
Clevenger modificado, acoplado a um baldo de 12 L (Figura 12 (A)). O processo consiste
essencialmente em volatilizar o éleo essencial com uma corrente de vapor de 4gua, com

seguinte resfriacdo do Oleo para evitar decomposi¢do do mesmo.

Figura 12: Obtencdo do 6leo essencial. (A) Destilacéo por arraste vapor; (B)
Separacdo do 6leo com hidrolato; (C) Recipiente de armazenamento.
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Fonte: Autora, 2619.
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Frutos frescos foram triturados e submetidos a destilacdo por arraste de vapor
d’agua (1000 g em 7 L de &gua destilada), durante 4 horas. Ap6s separacao da fase aquosa
(figura 12 (B)), a porcdo de oOleo foi armazenada em vidro ambar (Figura 12 (C)) e
mantida sob refrigeracao (- 4 °C) até o uso.

A extracdo foi realizada em quadruplicata e o rendimento do 6leo foi determinado
pela relagdo massa/massa (conforme a seguinte formula). As massas dos 6leos essenciais
foram determinados em balangas semi-analitica e seus valores comparados as respectivas

massas dos frutos de S. terebinthifolius secos e triturados.

massa obtida do 6leo
R= x 100

" massa do material vegetal triturado

4.2 Analise do dleo essencial por cromatografia gasosa com detector por ionizagédo
em chama (CG-DIC) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM)

As andlises qualitativas e quantitativas foram realizadas em aparelhos de
460dia46 xprdémen gasosa. Para quantificar os compostos do 6leo essencial dos frutos
de S. terebinthfolius, através da normalizacdo de area, foi realizada a anéalise por
cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizacdo de chamas (CG-FID)
(Shimadzu, Toéquio, Japao) e injetado manualmente 1pl da amostra com uma
concentracdo de 1000 ppm no modo splitless, tendo como solvente hexano grau HPLC
bidestilado.

A anélise foi conduzida, utilizando o Hidrogénio como gas de arraste, em uma
coluna capilar apolar NST 05 (comprimento 30m x didmetro interno 0,25mm X espessura
do filme 0,25um, Agilent Technologies, USA). O programa de temperatura utilizado foi
iniciando a 60°C por 3 minutos com um aumento gradual de 8°C/min até 300°C a qual
foi mantida por 10 minutos. A temperatura do detector foi de 300°C e do injetor de 260°C,
a proporcao entre os componentes foi calculada através das areas dos picos obtidas no
cromatograma.

Para a analise qualitativa dos compostos, os 0leos selecionados foram explorados
por cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas, equipado com
analisador quadrupolo, em um equipamento Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 Ultra.
Foram injetados manualmente 1uL de cada extrato em modo split usando o Hélio como

gas de arraste com razao 1:30. A ionizagdo conduzida foi por impacto de elétrons (70 eV,
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temperatura da fonte de ions 290°C, modo de varredura entre 35 a 400 m/z). O programa
de temperatura e a coluna foram idénticos aos utilizados no CG-FID.

A identificagdo dos compostos orgéanicos volateis organicos foi realizada por
analise dos espectros, comparacdo do padrdo de fragmentacdo dos componentes da
amostra com o de dados catalogados em bibliotecas espectrais (NIST08, NISTO8s e
Wiley 275L), pelo célculo do indice de retencdo (IR) e confirmados pela injecdo de
padrdes auténticos quando disponivel. Para calcular o IR, uma mistura de hidrocarbonetos
alcanos lineares (C7-C30) foi injetada nas mesmas condigdes descritas anteriormente.

Foi realizado célculo do indice de retencdo (IR)relativo de cada composto em
relacdo a uma série homdloga de n-alcanos C7-C30 (Sigma-Aldrich) injetada nas mesmas
condicGes aplicadas ao 6leo, conforme a formula:

Trx -Trz
Tr(Z+1)— Trz

IR =100z + 100 ((z + 1) — n) ( )

Onde: Ki = Indice de Kovats
Z = namero de carbonos que elui antes da amostra
Tr = tempo de retencéo

Trx = tempo de retencdo do composto do 6leo

4.3 Microencapsulacéo do éleo essencial

Como agentes encapsulantes (material de parede) foi utilizado maltodextrina DE-
20 (Advanced Nutrition), goma arabica (LabSynth) e aerosil® 200 (diéxido de silicio
coloidal — LabSynth) como agente dispersante. Como agente solubilizante foi utilizado
agua MiliQ e etanol P.A. na proporcdo 1:1.

Para o preparo das emuls6es foi adaptada a metodologia descrita por Carneiro et
al (2013). Os materiais de parede foram dissolvidos em agua MiliQ e etanol P.A. a 25°C,
e a mistura foi mantida sob agitacdo até completa dissolucdo. A concentracdo de solidos
totais foi fixada em 30%, assim, para 300 mL de emulséo, 90g eram de material de parede.

A proporgdo Maltodextrina:Goma Arébica:Aerosil (MD:GA:SiO>) foi fixada em
14:5:1 ou 70% : 25% : 5%, respectivamente.

O 6leo essencial da aroeira (frutos) foi entdo adicionado ao material de parede
hidratado e em uma concentracdo de 20% em relacdo aos solidos totais (CARNEIRO,
2013) e a emulséo foi formada com o auxilio de um agitador magnético da marca IPAS,
modelo IKA® C-MAG HS 7.
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As etapas descritas acima forma efetuadas sob agitacdo constante em agitador
magnético até o momento de levar a solucdo para secagem. Durante a secagem mante-ve
a agitacdo para evitar a decantacdo dos constituintes presentes na emulsao.

A secagem por atomizacao foi realizada em um secador Spray Dryer da fabricante
LabMag, modelo MSDi 1.0 (Ribeirdo Preto, Brasil.), com bico atomizador de duplo
fluido, com bico pulverizador de 1,0 mm de diametro, fluxo de ar de 30 L/min, presséo
do ar de 3,0 bar e vazéo de ar do soprador de 3.04 m*/min. Este equipamento encontra-se
disponivel no Laboratorio de Pesquisas em Recursos Naturais (LPgRN) do Centro de
Ciéncias Agrarias (UFAL). A alimentacdo do secador foi realizada através de uma bomba
peristéltica, com rotacdo em sentido horério a 0,32 L/h, a temperatura de entrada do ar foi
140+2°C e temperatura de saida de 104+3°C.

4.3.1 Estabilidade relativa da Emulsao

Imediatamente ap06s o preparo das emulses, aliquotas de 25 mL de cada amostra
foram transferidas para provetas graduadas de 50 mL, seladas, estocadas a temperatura
ambiente por um dia, sendo o volume da fase aquosa quantificado de 15 em 15 minutos
até a primeira hora ap0s o preparo, depois de 30 em 30 minutos até o tempo de 4 horas e
por Ultimo, em 24 horas. A estabilidade foi medida através da altura da fase superior ap6s

24 horas, sendo o indice de cremeacdo (IC) descrito pela equacéo:
_ H

IC = (H—O) x 100

Onde: Ho = altura inicial da fase inferior

H = altura da fase superior apds 24 horas.
4.3.2 Eficiéncia de Encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacgdo (EE) foi determinada de acordo com método descrito
por Bae e Lee (2008). Quinze mililitros de exano foram adicionados a 1,5 g de p6 num
frasco de vidro com tampa, que foi sacudido a méo para a extragédo de oleo livre, durante
2 min, a temperatura ambiente. A mistura de solventes foi filtrada através de papel de
filtro Whatman n 1 e o p6 recolhido no filtro foi lavado tr vezes com 20 mL de hexano.

Entdo, o solvente foi deixado a evaporar a temperatura ambiente e apos a 60 C, até peso
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constante. O 6leo ndo encapsulado (superficie 6leo) foi determinada pela diferenca de

massa entre a frasco e aquele contendo o residuo de 6leo extraido (Jafari et al. 2008b).

EE = (%) x 100

Onde TO corresponde ao contetdo total de 6leo e SO a quantidade de oleo superficial.
4.4 Andlise Térmica

O perfil de degradacdo das microcapsulas foi realizado no Laboratério GCAR no
Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL. Em um equipamento Shimadzu, modelo
DTG-60TG.

Para a avaliacdo da DTA, 7,809 mg da amostra MD:GA:SiO> e 3,834 mg da
amostra MD:GA:SiOz:6leo foram utilizadas na termobalanga tendo como parametros de
analise uma razdo de aquecimento de 10°C/min, iniciando em 10°C até 650°C. A

atmosfera empregada foi de N> com aplicacéo de ar sintético.
4.5 Microscopia Eletbnica de Varredura (MEV)

A técnica de microscopia eletronica de varredura fornece informagdes sobre as
caracteristicas morfoldgicas das microcapsulas, tais como a presenca de fissuras e poros,
e permite uma analise rapida e direta da eficiéncia do processo de encapsulacdo. A
presenca de fissuras e trincas na superficie das microcapsulas pode comprometer a
protecdo oferecida ao encapsulado. Além disso, € possivel verificar a partir das
micrografias a homogeneidade do tamanho das capsulas formadas (ROSENBERG et al.,
1995).

A caracterizacdo por MEV foi realizada no Laboratorio de Microscopia do
Instituto Federal de Alagoas. Uma pequena quantidade do produto microencapsulado foi
fixada com uma fita adesiva de carbono de dupla-face e montada nas pontas do
microscopio com uma altura de 1,0 cm e um didmetro de 1,0 cm. Este material foi
transferido para um metalizador QUORUM Q150R ES para ser revestido com uma
camada de ouro. Uma corrente de 45 mA foi aplicada por 200 s. O material foi analisado
no modelo SEM TESCAN VEGAS3 com distancia de trabalho de 15,97 mm e com

aceleracdo de tensdo igual a 5 kV e 30 kV, com diferentes magnificacdes.
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O célculo do didametro medio foi realizado medindo 250 microcéapsulas no

software PixelPro. Utilizou-se o programa origin® para criar o histograma.

4.5.1 Energia Dispersiva de Elétrons (MEV-EDS)

A técnica de EDS considera o principio de que a energia de um fdton (E) esta
relacionada com a 500dia50 xpr eletromagnética (v) pela relagdo E = hv, onde “h” ¢ a
constante de Planck. Fétons com energias correspondentes a todo espectro de raios-X
atingem o detector de raios-X quase que simultaneamente, e 0 processo de medida é
rdpido, o que permite analisar os comprimentos de onda de modo simultaneo
(DENDAVID, 2007).

Esta analise foi realizada no Laboratorio de Microscopia Eletrénica de Alta
Resolucdo (LaMAR) do Centro de Caracterizacdo Avancgada para Industria de Petroleo
(CAIPE) da Universidade Federal Fluminense (UFF) em um equipamento JEOL JSM
7100F. Para esta analise procedeu-se com metodologia analoga com a descrita
anteriormente, contudo ndo houve metalizacdo com ouro e a aceleracdo de trabalho foi
15 kV.

4.6 Obtencao e criacdo de L. serricorne

Lasioderma serricorne foi obtido de cultura do Laboratério de Pesquisa em
Recursos Naturais da Universidade Federal de Alagoas, Brasil. A identificacdo dos
insetos foi confirmada no Departamento de Entomologia e Acarologia da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo (ESALQ-USP). Os
insetos foram mantidos em graos de soja triturados ou em mistura de farinha de trigo e
farinha de soja, em camara tipo BOD com temperatura de 27 + 5 °C, umidade relativa de
60 = 10% e fotoperiodo de 12:12 (L:E).

Os insetos foram sexados ap6s 0s bioensaios pela observagdo, com uso de
estereomicroscopio, de um apodema em forma de “V” na regido da genitalia das fémeas
(PAPADOPOULOU; BUCHELOS, 2002).
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4.7 Bioensaios em olfatdmetro de 4 bracos

A resposta comportamental de L. serricorne ao 6leo essencial dos frutos de S.
terebinthifolius foi avaliada por meio de bioensaios em olfatbmetro de quatro bracos
(PETTERSSON, 1970; VET, et al, 1983; UKEH et al., 2009), sob iluminacao uniforme
difusa e temperatura de 27°C + 2°C. Cada olfatdbmetro era composto por 3 camadas
sobrepostas, formando uma camara de exposi¢cdo em formato de uma estrela de quatro
pontas, a base da qual foi acrescentada uma camada de papel de filtro (Whatman, n°1)
para facilitar o deslocamento do inseto (Figura 13). Cada uma dessas pontas continha uma
abertura na qual era conectado um tubo de vidro contendo estimulo ou controle. Para os
bioensaios, foram utilizados insetos adultos com até 10 dias de idade.

O estimulo (6leo essencial ou microcapsulas com o 6leo) foi introduzido na
camara, em trés bragos, enquanto o quarto braco serviu como controle (controle: papel de
filtro) conforme metodologia descrita no “Chemical Ecology Training Manual”
(Rothamsted Research) para testar repeléncia. O ar foi bombeado para fora do olfatdbmetro
através de abertura central na face superior da cAdmara a um fluxo de 400 mL.min,
correspondendo a 100 mL.min! para cada braco. Em cada bioensaio foi utilizado um
novo inseto, nova fonte de estimulo e novo olfatdmetro.

Figura 13: Olfatdmetro de 4 bragos. (1) braco controle; (2), (3) e (4) bragos com

tratamento (6leo ou microcapsulas); (5) area central.

Bomba —
« de vacuo | | Orificio na
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Fonte: Autora, 2019
O adulto de L. serricorne, com até 10 dias de idade, foi introduzido no centro do
olfatbmetro e contou-se 2 minutos para aclimatagdo do inseto ao ambiente. Em seguida,
sua posicdo comegava a ser registrada durante 16 minutos, contabilizando-se o tempo

gasto e o numero de entradas em cada brago, com auxilio do software OLFA (Exeter
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Software, USA) (Figura 14). Os insetos que néo realizassem pelo menos 3 entradas nos
primeiros 2 minutos do bioensaio eram considerados inativos e substituidos. A cada 4
minutos o aparato era girado 90° no sentido horéario, para eliminar qualquer efeito
posicional. Foram realizadas 20 repeticGes (20 insetos).

Figura 14: Tabela oriunda do software OLFA pés bioensaio.

T TR i
B3 C\Users\DOCUME~1\Desktop\OLFA.EXE I I T

time spent entries first choice

Fonte: Autora, 2019.
Foram realizados bioensaios com 6leo puro nos volumes 5 uL, 2,5 uL e 1,25 L,

com 1 mg de microencapsulas contendo 6leo e com o material de parede encapsulado
sem 6leo para aferir que o material de parede (MD:GA:SiO?) n3o exerce influéncia na

resposta do inseto.

4.8 Eletroantenografia (EAG) e eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa
(CG-EAG)

Estudos de EAG foram conduzidos com as antenas de machos e fémeas, para
auxiliar a identificacdo de quais compostos presentes no o6leo essencial de S.
terebinthfolius poderiam ser ativos. As antenas dos insetos foram usadas como biossensor
para a deteccdo dos compostos eletrofisiologicamente ativos.

A secc¢do das antenas foi efetuada na regido do escapo, sendo a extremidade basal
colocada em contato com o eletrodo de referéncia, e a apical, onde se concentram o maior
namero de sensilas, no eletrodo de trabalho. O contato elétrico foi realizado usando gel
condutor (Signa gel®, Parker Laboratories). O eletrodo é conectado a um amplificador e
a um conversor AC/DC (IDAC Il da Syntech (Holanda)).

Para avaliar o efeito dos compostos na resposta da antena, “puffs” contendo os
compostos foram gerados usando uma solucéo do 6leo essencial a 1000 ppm diluida em

n-hexano, sendo este o controle. Uma aliquota de 10uL, da solugdo testada, foi adicionada
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em um pedaco de papel filtro (2,0 x 0,5 cm), esperou-se um minuto para a evaporacao do
solvente e posteriormente o papel filtro foi inserido em uma pipeta Pasteur.

A pipeta era conectada ao sistema gerador de pulsos (Stimulus Controller, Type
CS-55, Syntech), programado para gerar um “puff”a 5 mL/min, durante 0,3s. Uma antena
recebeu todos os compostos nas diferentes concentracdes e o tratamento controle, dessa
forma a mesma solucéo era testada sequencialmente trés vezes e depois passava para a
proxima solugdo. Um novo “puff” sé era iniciado ap0s a despolarizagdo da antena.

Na eletroantenografia por CG-EAG as antenas foram posicionadas entre dois
eletrodos de prata envoltos por capilar de vidro contendo solucdo salina de Ringer. A
extremindade basal da antena foi aderida ao eletrodo de referéncia e a apical ao eletrodo
de trabalho, ambas em contato com a solucdo salina possibilitanto a condutividade elétrica
da amostra (Figura 15). Mas desta vez um fluxo de ar umificado foi mantido
continuamente sobre o sistema com a antena, para evitar a rapida desidratacdo. Na
deteccdo por GC-EAG o eletrodo €é posicionado na saida do fluxo do GC-EAG e o “puff”

que a antena ira receber vird do fluxo da analise cromatogréfica.

Fonte: Autora, 2019.
Para a andlise foi injetado 2L da solugdo do 6leo na concentracdo 1000 ppm, esta

percorre toda extensdo da coluna cromatogréfica, ao fim o fluxo que sai da coluna é
dividido, uma parte vai para o FID, consequentemente tragando o cromatograma, e a outra
parte vai para 0 EAG, para a resposta da antena. Em funcéo de ambas serem simultaneas,
é possivel saber se 0 composto registrado pelo FID é ou ndo eletrofisiologicamente ativo

na antena do inseto.
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4.9 Analise estatistica

Os dados do nimero de entradas e tempo de permanéncia dos insetos em cada
braco do olfatbmetro foram tabulados e submetidos a analise de variancia (ANOVA),
para ser verificada a normalidade de distribuicdo dos mesmos pelo teste de Tukey, a 5%

de probabilidade. Os dados foram analisados com uso do software SAEG®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

7 Extracdo do 6leo essencial de S. Terebinthfolius

O ¢6leo essencial da Pimenta-rosa apresenta odor forte, sabor pungente e coloragao
amarelo-clara. Foi extraido em quadruplicata com rendimento médio de 3,36% (p/p),

conforme Tabela 5.

Tabela 5: Rendimentos do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthfolius.

Repeticao Rendimento (% p/p)
1 3,15
2 3,2
3 3,32
4 3,8
Média 3,26
Desvio Padrdo 0,29
Coeficiente de Variacao 9,11

Fonte: Autora, 2019.

Os valores de rendimento de extracdo do OE apresentaram baixa flutuacdo de
resultados entre as repeticdes, o que pode ser visualizado pelo valor do Coeficiente de
Variacdo (CV) de 9,11%. O CV é a medida mais utilizada para expressar a instabilidade
relativa de uma caracteristica ou variavel. Quanto menor o CV, maior a homogeneidade

dos dados, e menor a variagdo do acaso.

Oliveira et al (2014) obtiveram um rendimento de 2,4% na extracdo do dleo
essencial dos frutos de S. terebinthfolius, o qual foi inferior ao do presente trabalho. Por
outro lado, no trabalho de Oliveira et al (2013), foram obtidos rendimentos que variaram
de 5,50% a 8,41%.

A quantidade de 0leos essenciais produzidos pelas espécies vegetais ao longo de
seu desenvolvimento pode ser afetado significativamente por fatores abioticos como

intensidade luminosa, nutri¢do, disponibilidade de dgua e temperatura (LIMA, 2003).

As coletas dos frutos foram realizadas em um mesmo local, mas ndo na mesma
arvore, logo, a variacdo observada nos rendimentos obtidos no presente estudo e em
relacdo a outros trabalhos, pode ser justificado por fatores abidticos, época do ano em que
foram obtidos, diferencas microambientais, idade da planta e genética.



56

5.2 Caracterizacgao do 6leo essencial por Cromatografia gasosa

As andlises por GC-FID e GC-MS estdo apresentados na Tabela 6. Foram
identificados 14 componentes no Oleo essencial dos frutos de S. terebinthifolius,
correspondento a 96,13 % do 6leo total.

Tabela 6. Composicao quimica do 6leo essencial dos frutos maduros de Schinus
terebinthifolius Raddi.

Composto TR LRI *Area do Pico %
4-aliloxi-2-metil-2-  6.870 899 0,06
pentanol

Tricicleno 7.493 915 0,73
a-tujenol 7.620 918 0,08
a-pinenol 8.012 927 33,49
Canfenol 8.503 940 0,66
B-pinenol 9.593 966 49,08
Mircenol 10.213 982 0,72
3-carenol 11.183 1004 5,85
B-felandrenol 11.564 1011 0,62
Bornilenol 11.929 1018 1,21
a-terpineoll 20.121 1158 0,71
Bornil acetato 27.108 1266 0,73
(&lcool

monoterpeno)

Citronelil acetato 31.270 1329 0,10
(éster de acido

graxo)

Germacrene D2 38.998 1466 2,08
Total identificado - - 96,13
Redimento - - 2,20

TR = Tempo de Retenc&o nas anélises por CG-DIC; LRI = indice de Retenco Linear,
calculado a partir de uma equacéo linear baseada nos tempos de retencdo dos compostos
identificados em relagdo a uma série homologa de n-alcanos C7-C30 (Sigma-Aldrich)
injetada nas mesmas condic¢des das amostras.

*Dados expressos como média (trés repeticoes).

1 Monoterpenos; 2 Sesquiterpenos.
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A alta concentracdo de monoterpenos no OE dos frutos de S. terebinthifolius
(92,42%) demonstra um perfil semelhante ao encontrado em estudos anteriores, em que
compostos dessa classe representaram mais de 50% dos compostos identificados
(AFFONSO et al., 2012; CAVALCANTI et al., 2015; ENNIGROU et al., 2017;
PERINO-ISSARTIER et al., 2010).

A Figura 16 mostra o perfil cromatografico do OE dos frutos, destacando os picos
dos compostos principais do 6leo essencial: a-pineno (1; 33,49 %), B-pineno (2; 49,8%),
3-careno (3; 5,85%), bornileno (4; 1,21%) e germancreno-D (5; 2,08%).

Figura 16: Cromatograma do 6leo essencial em CG/EM.
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Fonte: Autora, 2019.
A Tabela 7 mostra os compostos principais encontrados em estudos realizados
com o OE dos frutos de S. terebinthifolius coletados em diversas partes do mundo e
demonstra as variacfes do OE dessa espécie em funcdo da localizacdo geografica das

plantas matrizes.

Richter et al. (2010) relataram diferentes concentracdes relativas e proporcoes
enantiomericas dos monoterpenoides majoritarios do OE dos frutos de S. terebinthifolius
provenientes de diferentes localidades da Alemanha e Franga: a-pineno (28.6-88.9%) e
B-pineno (2.3-15.7%), o-felandreno (traco-36.5%) e p-felandreno (0.6-14.7%) e
limoneno (2.5-13.6%). Além da localizagdo geografica, outros fatores podem influenciar
a composicdo do OE de S. terebinthifolius, como épocas de colheita e estagio de
maturacdo dos frutos (ENNIGROU et al, 2017).
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Tabela 7. Compostos principais descritos no OE dos frutos de Schinus

terebinthifolius Raddi. Coletados em diferentes partes do mundo.

Compostos  Estados  Tunisia Brasil Egito Madagascar

principais Unidos

limoneno 16%° 8,63% 5,52%°; 17,44%°; 16,9%°
20,81%P
o-felandreno  22,3%" 34,38%"; 14,94%°; 12,6%° 15,5% B
46,85% '
a-pineno 26,5%" 26,3%"; 22,56% ©; 15,01%"  12%°B
6,49%°F 12,59%C; 44,9%F
B-pineno 10,52% ©;
10,11%"; 15,1%"
B-felandreno 10,61%°F
3-careno 5,82%; 30,37% ©;
B-mirceno 9,30%°
sabineno 15,78%© 6,7%°B
p-cimeno 6% B
germacreno-D 7,34%F 4,39%7;17,6%F  14,31%" 13%°B

A Pieribattesti et al. (1981); B Périno-Issartier et al. (2010); © Carvalho et al. (2013); P
Affonso et al. (2012); E Cavalcanti et al. (2015); F Bendaoud et al. (2010); © Cole et al.
(2014); " Ibrahim et al. (2004); ' Ennigrou et al. (2017); ’ Barbosa et al. (2007)

5.3 Olfatometria com o 6leo essencial de S. terebinthifolius

O uso de oOleos essenciais ou de seus constituintes com baixa toxicidade em
mamiferos pode efetivamente prevenir a incidéncia de insetos-praga, especialmente no
armazenamento. InvestigacGes em varios paises confirmam que alguns 6leos essenciais
de plantas ndo apenas repelem insetos, mas também possuem toxicidade de contato e
fumigante contra pragas de produtos armazenados, bem como exibem inibicdo da
alimentacéo, ou efeitos prejudiciais sobre o sistema reprodutivo de insetos (ZHANG et
al, 2014).
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Silva (2017), observou que o Oleo essencial de S. terebinthfolius causa
590diab9 xpr em L. serricorne no volume 10 uL de 6leo. A fim de verificar o menor
volume de Gleo necessario para gerar a repeléncia, foram testados volumes inferiores

iniciando-se com metade do volume com atividade reconhecida.

Foram realizados bioensaios em olfatdmetros de 4 bragos com diferentes volumes
do ¢6leo, a fim de verificar a atividade que o mesmo possui frente ao inseto. Para testar a
repeléncia do 6leo, conforme descrito por Vet et al (1983) deve-se usar um braco controle

e os demais tratamento. Para testar atratividade, o inverso deve ser considerado.

A Tabela 8 refere-se aos bioensaios realizados com o volume de 5 pL do 6leo puro
nos bragos indicados pelos numeros 2, 3 e 4, totalizando 75% de chances de o inseto optar
pelos bragos tratados, e o bragco 1 com o controle correspondendo a apenas 25% de

chances para o inseto o escolher.

Tabela 8 — Bioensaios realizados com o volume de 5 yL de 6leo puro.

Braco NUmero de Entradas  Tempo (minutos)
1 12 + 62 8,44 + 2,152
2 6+3b 1,26 + 0,69b
3 6+3b 1,44 +0,80b
4 5+3b 1,36 + 0,94b

Fonte: Autora, 2019.

As analises foram realizadas pelo teste de Tukey para multiplas comparag6es (a
< 0,05) e foi possivel observar que houve diferenca significativa no niamero de entradas
nos bracos tratamento em relacdo ao bracgo controle, bem como no tempo de permanéncia
nos bracos referidos. Como esperado, os bragos tratamento ndo diferem-se entre si nas
duas variagOes estudadas (numeros de entrada e tempo de permanéncia a 5% de

probabilidade do teste de Tukey), mas diferem significativamente em relagéo ao controle.

Portanto, os resultados apresentados indicam que o 6leo essencial gera repeléncia
em L. serricorne com volume de 5 pL de 6leo. A partir do resultado obtido, testou-se o
volume de 2,5 pyL de éleo com mesma metodologia para averiguar se haveria repeléncia

ao reduzir o volume a metade.

A tabela 9 apresenta os resultados obtidos para 0s bioensaios com 2,5 uL de 6leo.
Observou-se resultados similares ao obtido para os bioensaios com 5 uL de 6leo. Houve
uma reducdo no numero de entradas, mas nao foi observado diferenca significativa no

tempo de permanéncia no brago controle (indicado pelo nimero 1). Logo, pode-se inferir



60

que o volume de 2,5 pL de 6leo causou repeléncia significativa estatisticamente para as

600dia60 xpr estudadas, considerando apenas tratamentos e controle.

Tabela 9 — Bioensaios realizados com o volume de 2,5 pL de 6leo puro

Braco N° Entradas Tempo (minutos)
1 10+ 3¢ 8,70 + 2,462
2 7+4b 1,53+0,71b
3 6+4b 1,48 £ 1,04b
4 6+3b 1,73 +0,98b

Fonte: Autora, 2019.

Devido ao resultado obtido com o volume 2,5 pL, foi realizado um terceiro
biensaio com metade do volume anterior (1,25 uL) cujos resultados estdo expressos na
tabela 10.

Tabela 10: Bioensaios realizados com o volume de 1,25 yL de dleo puro

Braco N° Entradas Tempo (minutos)
1 10+ 32 5,235 + 2,652
2 8+428 2,811 +1,22b
3 8 + 42 2,707 £1,43b
4 7T+48 2,278 +1,22b

Fonte: Autora, 2019.

Nota-se que, apesar de ndo haver significante diferenca estatistica em relacdo ao
nimero de entradas e o tempo de permanéncia entre o braco controle e os bragos
tratamentos, o tempo médio de permanéncia (em minutos) foi menor (5,235 * 2,55)
comparado ao volume de 2,5 uL (8,70 £ 2,46), e ao volume 5,0 pL (8,44 * 2,15). Deste
modo, pode-se aferir que apesar de indicar repeléncia no volume 1,25 yL considerando o
tempo de permanéncia no brago controle, este volume é menos eficiente comparado aos

anteriormente testados.

A fim de verificar se os frutos da aroeira isoladamente exerceriam atividade sobre o
inseto, foi realizado um bioensaio piloto com 100 mg de pimenta-rosa. Os frutos estavam
nas mesmas condic¢des de maturidade em que fora extraido o 6leo. A tabela 11 mostra os
resultados que foram obtidos de acordo o procedimento ja descrito tendo-se como

controle o ar.

Tabela 11: Bioensaios realizados com 100 mg de pimenta-rosa.
Braco Numero de Entradas ~ Tempo (minutos)
1 7,811,142 3,84 £0,83?
2 8,5+1,36% 3,70 £0,83?
3 8,0+1,322 3,42 +0,628
4 9,3+153 3,08 £ 0,68°
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Fonte: Autora, 2019.

Nota-se que ndo houve diferenca estatistica quanto ao nimero de entradas e o tempo
de permanéncia em cada braco, para esta quantidade de frutos maduros. Ou seja, com 0s
frutos in natura n&o é observado a atividade repelente. E possivel que aumentando-se a
quantidade de frutos, possa-se observar atividade repelente, contudo para tal, novos testes

devem ser realizados.

5.4 Teste Eletroantenografico

Através das andlises por GC-EAG foi possivel observar que as antenas de L.
serricorne possuem receptores para pelo menos 6 compostos do 6leo, 0s quais sdo
possiveis canditatos a serem o0s responsaveis pela repeléncia causada pelo 6leo. A figura
17 apresenta as respostas eletrofisioldgicas em relagdo ao composto correspondente. Os
compostos assinalados em 1 e 4 provavelmente sdo a-phellandreno e germacreno-D,
respectivamente. Vale ressaltar que o Germacreno-D é citado na literatura como repelente
para diversas espécies como o pulgdo Sitobion avenae (BIRKETT et al, 2010), os
mosquitos Aedes aegypti e Anopheles gambiae (KIRAN; PUSHPALATA, 2013) e o
inseto-praga do arroz Sitotroga cerealella (ADJALIAN et al, 2015).

Figura 17: Respostas eletrofisioldgicas de antes de L. serricorne submetidas a CG-EAG
com detector de ionizacdo em chama (trago inferior) e detector eletroantendgrafo (trago
superior).

Fonte: Autora, 2019.
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Verifica-se que onde estd assinalado 2, 3, 5 e 6 ndo foram encontrados picos
correspondentes aos compostos aos quais as antenas responderam eletrofisioldgicamente.
Provavelmente sdo compostos minoritarios aos quais o detector por ionizagdo em chamas
no meétodo utilizado ndo teve a sensibilidade necessaria para detecta-los, enquanto a

antena do inseto possui receptores especificos e sensiveis aos mesmos.

Zang et al (2014) mostraram que o Oleo essencial de Artemisia argyi possui
repeléncia frente ao L. serricorne, e 0s compostos responsaveis por essa repeléncia foram
eucaliptol, camphor e B-pineno. Paralelamente, em 2014, You et al mostraram que o 6leo
essencial de Perilla frutescens apresenta atividade repelente e inseticida ao L. serricorne,
e 0S compostos responsaveis por essas atividades foram R-(+)-carvone, perilla aldehyde,

2-furyl methyl ketone, e B-cariofileno.

5.4 Microscopia das microparticulas

A técnica de MEV foi utilizada no intuito de avaliar a morfologia externa das
microparticulas. As microcapsulas formadas com agente encapsulante maltodextrina e
goma ardbica, com dispersante aerosil, apresentou forma circular perfeita, aparente
rigidez e ndo foi verificada a presenga de poros (Figura 18). A aparente auséncia de
fissuras de parede ou de porosidade sobre a superficie de particulas indica uma cobertura
completa do ndcleo pelos materiais de parede.

Figura 18: Micrografia de microcépsula isolada.

L1=4325pm

SEM HV: 30.0 kV WD: 10.49 mm | | VEGA3 TESCAN SEM HV: 30.0 kV WD: 10.49 mm | | VEGA3 TESCAN

View fieid: 50.8 pm Det: SE 10 pm View fieid: 50.8 pm Det: SE 10 pm

SEM MAG: 4.09 kx  Date(m/dly): 01/03/19 IFALUCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 4.09 kx Date(midly): 01/03/19 IFALUCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a NS17a
NS17a NS17a

Fonte: Autora, 2019.



63

N&o houve uma encapsulacdo completa de todo o material de parede (Figura 19),
0 que é esperado haja vista que utiliza-se uma propor¢do maior de agente encapsulante

em relacdo ao material ativo a fim de que todo o material ativo seja microencapsulado.

Figura 19: Micrografia geral do po.

SEM HV: 5.0 kV WD: 10.60 mm (| VEGA3 TESCA! SEM HV: 5.0 kV WO: 10.36 mm Y | [ VEGA3 TESCAN
View field: 382 pm Det: SE 100 pm View field: 170 pm Det: SE
SEM MAG: 543 x  Date(m/dly): 01/03/19 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 1.22 kx Date(m/dly): 01/03/19 IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a NS17a
NS17a NS17a

Fonte: Autora, 2019.
Observa-se também que ndo apresentou homogeneidade no diametro dentre as
microcapsulas formadas (Figura 20 (A)), com diametro médio de 5,34 + 4,01 um. No
histograma da figura 20 (B) é possivel observar que 84% das microparticulas possuem

didmetro entre 5 e 10 pm.

Figura 20: Histograma do didmetro medio das particulas.
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Fonte: Autora, 2019.
Foi observado que algumas microcapsulas apresentaram fissuras e rupturas

(Figura 21). Estas provavelmente sdo oriundas de manuseio pos-encapsulado, haja vista
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que choques mecanicos podem romper a estrutura. Também € possivel que durante o
processo de atomizacdo e secagem, algumas particulas tenham chocado com esferas
640dia64t do material de parede, o que ocasionou sua ruptura ainda dentro da camara de
secagem.

Figura 21: Micrografia de microcapsula com ruptura.

SEM HV: 5.0 kV WD: 10.41 mm VEGA3 TESCAN

View field: 83.3 ym Det: SE 20 pm

SEM MAG: 2.49 kx Date(m/d/y): 01/03/19 | IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a
NS17a

Fonte: Autora, 2019
Lopez et al (2014) encapsularam o 6leo essencial de Schinus molle em maldextrina

e goma arabica por spray drying, contudo obtiveram microcapsulas com superficies
concavas e enrugadas (Figura 22). Apesar de serem utilizados 0s mesmos materiais de
parede e 0 mesmo processo de obtencdo das microcapsulas, observa-se uma grande
diferenca morfoldgica entre as microcépsulas obtidas no presente trabalho, e as obtidas
por Lopes et al. Provavelmente estas diferencas estejam relacionadas aos parametros
utilizados haja vista que a temperatura no presente trabalho foi 20°C inferior ao trabalho
supracitado, bem como o fluxo da bomba no qual foi utilizado um fluxo 5 vezes menor.

Segundo Ré (1998), tais imperfei¢bes séo formadas quando ha um processo lento de
formacéo de filme durante a secagem das goticulas atomizadas, associando a presenca de

depress@es superficiais ao colapso sofrido pelas goticulas durante a fase de secagem.

Outro fator importante a ser considerado na estrutura das microcapsulas € sua
estabilidade frente a corrente de elétrons que foi aplicada durante a microscopia eletronica
de varredura. Foi aplicado no presente estudo um potencial de 30 kV e as microparticulas
mantiveram suas formas, enquanto em outros trabalhos (MACIEL et al, 2019; LOPES et
al, 2014; CARNEIRO et al, 2013) utiliza-se potenciais inferiores, em geral, até 20 kV

para prevenir rupturas das microcapsulas.
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Fonte: Lopes et al, 2014.

A variedade de tamanho observada é caracteristica das microparticulas produzidas

por secagem por atomizacdo, apesar de ser preferivel que houvesse homogeneidade.

A fim de averiguar que as microcapsulas eram formadas majoritariamente por
carbono haja vista que os materiais de parede utilizados foram maltodextrina e goma
arabica, e para confirmar que o aerosil® (SiO)esta presente na formulag&o apenas como
agente dispersante, ou seja, mostrar que as 650dia65 xpré5me ndo eram formada por

silicio, e sim , por pelos carboidratos citados.

Na figura 23 (A) nota-se a presenca de poros que ndo é possivel observar quando
se faz metalizagdo com ouro, pois uma vez que 0 ouro recobre toda a superficie este ira
refletir o feixe de elétrons secundarios sem que estes penetrem profundamente nas
particulas. Por outro lado, quando ndo hd a metalizacdo o feixe de elétrons incide
diretamente sobre a superficie, deste modo torna-se possivel ver a presenca de poros que
a metalizacdo ndo permitiu. Neste caso, a distancia de trabalho deve ser menor para que
as microparticulas ndo estourem devido a excessiva carga de elétrons sendo incidida

diretamente sobre elas.

A figura 23 foi obtida por EDS e as cores mostram a composi¢ao elementar das
microcapsulas: carbono (vermelho), oxigénio (verde) e silicio (azul). No espectro da
figura 19 NA é possivel comprovar que as microcapsulas sdo formadas majoritariamente
de carbono, seguido de oxigénio e em menor proporcao, silicio, o que esta de acordo com

a composicdo do material de parede utilizado para preparo das microparticulas.
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Figura 23: Microcapsulas com sua composicao elementar.

— 10pm  LaMAR 5/20/2019 =
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Fonte: Autora, 2019.

7.5 Analise térmica por Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferencial
(DTA)

Buscando a caracterizacdo das microparticulas foram realizadas as analises térmicas.

Na figura 24 observa-se a perda de massa das amostras em miligramas (mg) em
funcdo da temperatura das formulacdes MD:GA:SiO, (Figura 24 (A)) e
MD:GA:SiOz:0leo (Figura 24 (B)).

A formulacdo MD:GA:SiO> apresentoou 3 significativas perdas de massa tendo sua
primeira perda iniciando na temperatura 49°C e se estendendo até a temperatura 100°C,
com uma perda de massa de 4,9% que provavelmente é devido a perda de etanol e 4gua
residuais da formulacdo. A segunda perda de massa inicia-se na temperatura aproximada
de 190°C e estende até a temperatura aproximada de 360°C comuma perda de massa de
68,18%. Ha uma terceira e Ultima perda de massa que inicia-se a uma temperatura

aproximada de 380 °C até 425 °C configurando uma perda de massa de 17,99%.

A formulagdo MD:GA:SiO2:0leo também apresenta trés significativas perdas de
massa e temperaturas proximas a formulagdo contendo apenas material de parede. A
primeira perda inicia em aproximadamente 30°C e se entende até aproximadamente 80°C,

com uma perda de 6,86%. A segunda perda de massa inicia em aproximadamente 200 °C
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e se estende até aproximadamente 370°C, com uma perda de 74,3%. Por fim, a terceira
perda de massa inicia em aproximadamente 410°C e se estende até aproximadamente

430°C, com uma perda de 9,78%.

Figura 24: Curvas de TG para as formulacbes MD:GA:SiO> (A) e MD:GA:SiO2:6leo(B)
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Fonte: Autora, 2019.

Nota-se que as curvas termogravimétricas para ambas formulacdes sdo semelhantes.
A degradacdo praticamente total das amostras ocorreu em temperatura superior a 400 °C
0 gue indica que ha uma alta estabilidade do material a temperatura. A presenca do 6leo
na formulagcdo ndo alterou significativamente a estabilidade das microparticulas como

pode-se perceber a partir do perfil das curvas apresentadas.
8 Olfatometria com microcépsulas

Dadas as chances que os insetos tiveram de ir para 0s bracos contendo os odores
das microcapsulas contendo o 6leo essencial de S. terebinthfolius (75%) comparada com
0 braco controle (25%), € possivel comprovar a atividade de repeléncia do 6leo ao haver
predominancia da escolha de macho e fémeas pelo braco controle.

A tabela 12 mostra que a residéncia dos insetos machos e fémeas jovens foi no
brago controle (indicado pelo ndmero 1), comprovando 67odia67 xpr67 mente que

houve repeléncia dos mesmos. O tempo de permanéncia nos bragos tratamentos
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(indicados pelos numeros 2, 3 e 4) ndo teve variacdo estatistica a 5% de probabilidade

pelo teste Tukey, bem como os numeros de entradas em cada braco.

Tabela 12: Bioensaios realizados com microcapsulas contendo o 6leo.

Braco NuUmero de Entradas  Tempo (minutos)
1 11 £ 52 4,61 +1,728
2 9+5 2,02+0,57b
3 94 2,45 +0,73b
4 9+62 2,38+ 1,17b

Fonte: Autora, 2019.

Deste modo, pode-se inferir que o processo de encapsulcao foi eficiente, haja vista
que as microcapsulas formadas com o 6leo essencial no nucleo foram capazes gerar

repeléncia, tal qual o 6leo puro.

A fim de certificar que o material de parede ndo exerce influéncia quanto a
preferéncia do inseto por algum dos bracos, foi realizado o bioensaio sob as mesmas
condicBes com microcapsulas sem o 6leo (formulagcdo MD:GA:SiO2). A tabela 13 mostra

os resultados obtidos.

Tabela 13: Bioensaios realizados com material de parede sem 6éleo.

Braco Numero de Entradas  Tempo (minutos)
1 9,0+£1,172 3,13+£0,34?
2 8,4+1,19 2,96 £ 0,392
3 7,2+1,10° 3,79 £ 0,66°
4 7,710,948 3,31+0,44°

Fonte: Autora, 2019.
Nota-se que tanto para 0 nimero de entradas, quanto para o tempo de permanéncia
em cada braco, ndo houve diferenca estatistica para nenhum dos bracos. Deste modo,
pode-se inferir que o material de parede usado na formulagdo das microcapsulas néo

exerce influéncia na resposta do inseto.



69

9 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A andlise quimica do 6leo essencial dos frutos maduros de S. terebinthifolius por
cromatografia gasosa com detector por ionizagdo de chama e cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas permitiu a identificagdo e 14 compostos, equivalentes a 96,13%

do 6leo.

Os compostos majoritarios do 6leo foram B-pineno (49,8%), a-pineno (33,49 %), 3-
careno (5,85%), germancreno-D (2,08%) e bornileno (1,21%).

Nos bioensaios em olfatdmetro, os insetos adultos de L. serricorne permaneceram
significativamente mais tempo no brago controle do olfatdmetro, que nos bracos tratados com
0 Oleo essencial dos frutos de S. terebinthifolius nas doses de SuL e 2,5uL.. Com 0 volume

1,25uL ndo foi observada tal atividade.

O processo de spray drying para preparo das microcapsulas mostrou-se eficiente, e 0s
bioensaios realizados com as mesmas apresentaram diferenca estatistica na escolha dos

insetos adultos pelo brago controle, em relagdo aos bracos tratados.

Os bioensaios realizados com os frutos da aroeira e as microcapsulas sem o 6leo néo

demonstraram repeléncia.

A morfologia das microcépsulas demonstra que ndo possuem uniformidade nos
tamanhos, porem sdo eficientemente formadas apresentando formato esférico, com

superficies lisas e boa estabilidade térmica conforme comprovado pela analise térmica.

O ¢6leo e as microcapsulas contendo o 6leo possuem atividade repelente contra adultos

de L. serricorne, revelando potencial para uso na protecdo de produtos armazenados.

Estudos posteriores sdo necessarios para confirmagdo dos compostos ativos em EAG
com utilizagdo de padrdes, para otimizar a formulacdo de microencapsulacdo, realizar testes
de liberacdo controlada em distintas condigdes e testa-la para utilizacdo no MIP como Push-
Pull. A metodologia aplicada neste trabalho pode ainda ser adaptada para preparo de

microparticulas com outros fins.
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