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RESUMO

O Brasil é um pais que lidera a utilizagdo e comercializacéo de agrotoxicos, devido ao seu uso
indiscriminado nas lavouras, ocasionando, com isso, mecanismos de resisténcia e
contaminagdo do meio ambiente e dos consumidores. A cada dia, vem crescendo os estudos
com a utilizacdo de métodos de controle alternativo de pragas, entre eles o uso de plantas
inseticidas, que causam um menor efeito contaminante sobre o ambiente. A traga-das-
cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), é a principal praga de
brassicas em todo o mundo, principalmente por sua fécil dispersdo, curto ciclo e grande
capacidade de desenvolver resisténcia a inseticidas. Por esse motivo, a adocdo de métodos de
controle alternativos é importante para a elaboracdo de um plano de manejo integrado para a
espécie. Dentre esses métodos, tem-se 0 uso de extratos de plantas com acgdo inseticida tais
como espécies da familia Anonnaceae, como a graviola Annona muricata L. (Annonaceae)
que possui relatos de atividade inseticida, acaricida e vermicida. Com isso, 0 objetivo deste
trabalho foi obter uma formulacdo a base de uma emulsdo estavel do extrato etanolico de
sementes de graviola, avaliar as caracteristicas organolépticas, analisar a estabilidade dos
sistemas formados a longo e curto prazo e avaliar sua atividade sobre a traca-das-cruciferas.
Como também, realizou-se o fracionamento quimico do extrato etandlico de graviola
monitorados pelo reagente de Kedde para a triagem da presencga de acetogeninas e para testar
seus efeitos bioldgicos no controle da P. xylostella. Das cinco formas de obtencdo da emulséo,
apenas a emulsdo 5 mostrou-se estavel e homogénea conseguida pela quantidade de 3,5 g de
Span, 2 g de Tween, 10 g do extrato organio e 85 g de H,O. Os resultados mostraram que as
emulsBGes armazenadas sem a presenca do sol direto, mostraram-se estaveis por trés meses e
nas emulsdes que foram submetidas a testes de estabilidade a curto prazo foi observado que
quando expostas a altas temperaturas se apresentaram instavel no periodo observado. A
estimativa das CLsp e CLgg foi de 0,03 e 4,26%. A emulsdo afetou o desenvolvimento da
praga e diminuiu a viabilidade das lagartas cujos resultados encontrados para testemunha,
para o controle quimico e para CLso foram 98,3; 70,0 e 70,0% respectivamente. Porém,
mostrou-se eficiente como repelente de oviposicdo e também afetou negativamente a fase
embrionaria cujos resultados encontrados para testemunha, para o controle quimico, para CLsg
e para CLgg foram 96,5; 79,50; 87,0; e 21,50 %, respectivamente. Com a realizacdo do
fracionamento quimico foram obtidas quatro fragdes por meio de uma particdo-liquido-
liqguido que foram: cloroférmica, acetato de metila, hexanica e aquosa e foram realizados
testes biologicos com a traga-das-cruciferas e os resultados obtidos foram que mortalidade das
lagartas de P. xylostella foi afetada, ap6s a aplicacdo de todas as fragdes do extrato etanolico.
Porém a fragé@o cloroférmica foi a que apresentou uma mortalidade de 67,74% na CLs € a0
aplicar a CLgg, 98,3%. Em seguida foi realizada uma filtragdo em funil com silica e
obtiveram-se mais seis fragcOes que foram metandlica, acetato de etila, hexanica, 10% acetato
+ 90% hexano, 25 % acetato+ 75% hexano e 50% acetato+ 50% hexano e a mortalidade das
lagartas de P. xylostella foi elevada em todas as fracGes passadas pela purificacdo do funil
com silica, mais a fracdo 25% Acetato + 75% Hexano foi a que apresentou maior
mortalidade, apresentando 64,76 % na CLj, Em todas as fragdes mais ativas foram
confirmadas a presenca de acetogeninas pela coloracdo violdcea apresentada em
cromatografia de camada delgada (CCD).

Palavras chave: Traca-das-cruciferas. Graviola. Formulagfes. Extrato organico.
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ABSTRACT

The Brazil is a country that leads the use and marketing of pesticides due to indiscriminate
use in crops, leading to resistance mechanisms and contamination of the environment and
consumers. Every day, has been growing studies with the use of alternative pest control
methods, including the use of insecticides, plants that cause a minor effect on the
environment.The Diamondback moth, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae), is the main large plague worldwide, mainly due to its easy dispersion, short cycle
and great ability to develop resistance to insecticides. For this reason, the adoption of
alternative control methods is important for the development of an integrated management
plan for the species. One of these methods, the use of plant extracts with insecticidal action
such as species of the family Anonnaceae, such as graviola Annona muricata L. (Annonaceae)
that has reports of activity insecticide, acaricide and vermicida. With this, the aim of this
study was to obtain a formulation based on stable emulsion of ethanolic extract of seeds of
graviola, assess the organoleptic characteristics, analyze the stability of the systems formed in
the long and short term and assess their activity on the moth-cruciferous plants. Also, the
chemical fractionation of the ethanolic extract of graviola monitored by Kedde reagent for the
screening for the presence of acetogeninas and to test its effects on biological control of P.
xylostella. Of the five ways of obtaining the emulsion, the emulsion only 5 showed stable and
homogeneous achieved by the amount of 3.5 g, 2 g Tween Span, 10 g of the extract organio
and 85 g of H20O. The results showed that emulsions stored without direct sun, were stable for
three months and the emulsions that were subjected to short-term stability tests it has been
observed that when exposed to high temperatures were unstable in the observed period. The
estimate of the LCsp and LCqg Were 0.03 and 4.26%. The emulsion affected the development
of prague and decreased the viability of caterpillars whose results found for witness, to the
chemical control and LC50 were 98.3; and 70.0; 70.0% respectively. However, proved
effective as oviposition repellent and also negatively affected the embryonic stage whose
results found for witness, to the chemical control, to LCsy and LCg9 Were 96.5; 79.50; 87.0;
and 21.50%, respectively. With the completion of chemical fractionation was obtained four
fractions by means of a partition — liquid — liquid that were: chloroform, Methyl acetate,
hexanica and biological tests were carried out and water with traces of cruciferous and the
data obtained were tracked mortality of p. xylostella was affected after the implementation of
all fractions of the ethanolic extract. However the chloroform fraction was presented a
67.74% LCsy mortality and to apply the LCq9 a mortality rate of 98.3%. Then a filtering
funnel with silica and obtained six fractions that were methanol, ethyl acetate, hexane, 10% +
90% acetate, hexane, 25% + 75% acetate 50% acetate, hexane and + 50% hexane and
mortality of caterpillars of P. xylostella was elevated in all fractions passed by hopper with
silica purification, but the fraction 25% + 75% acetate, Hexane was presented the greater
mortality featuring 64.76% on LCy,. In all the most active fractions were confirmed the
presence of the violet coloration acetogeninas presented in thin layer chromatography (CCD).

Keywords: Diamondback. Graviola. Emulsion. Chemical fractions.
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14

1 INTRODUCAO GERAL

O uso de plantas com acéo inseticida constitui-se num campo de investigacdo aberto,
amplo e continuo. A diversidade de substancias presentes na flora continua sendo um enorme
atrativo na &rea de controle de insetos, levando-se em consideragdo que apenas uma pequena
parcela das plantas foi investigada com tal finalidade (SCHMALTZ et al., 2005).

S&o inumeras as plantas com potencial inseticida e dentre elas podem-se citar as
espécies pertencentes a familia Annonaceae com diversos trabalhos e diferentes espécies
desde os anos 90. As anonéceas se destacam por apresentem em sua composicao substancias
bioativas com alta atividade sobre insetos, conhecida como acetogeninas (ALALI et al.,
1999).

J& foram descritas e registradas 42 espécies de anonaceas com potencial inseticida,
distribuidas em 14 géneros (Annona, Artabotrys, Asimina, Cardiopetalum, Dennettia,
Duguetia, Guatteria, Monodora, Mkilua, Oxandra, Polyathia, Rollinia, Unonopsis e Xylopia)
com importancia para as espécies Annona muricata L. (graviola) e Annona squamosa L.
(fruta-do-conde, pinha, ata), que atualmente sdo as mais utilizadas para estudos de potencial
inseticida (KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO, 2014). Com destaque para a graviola, do
qual muitos trabalhos mostram que possui efeito inseticida para algumas espécies de insetos,
nematicida e bactericida, e a sua semente, fonte promissora de material para a producdo de
extrato, é descartada no processo de industrializacdo (HERNANDEZ; ANGEL, 1997).

A principal vantagem relacionada ao uso de extratos vegetais em protecdo de plantas,
quando comparados aos produtos sintéticos, deve-se ao fato de gerar novos compostos, 0s
quais ndo se tornam capazes de inativar, além de serem menos toxicos, serem degradados
rapidamente pelo ambiente, possuirem um amplo modo de acdo e de serem derivados de
recursos renovaveis (FERRAZ; LOPES; AMORA, 2008).

Tendo em vista que, esses inseticidas naturais, geralmente apresentam uma menor
durabilidade apo6s a aplicagdo, e menor resisténcia quanto a sua conservacdo, nota-se a
necessidade da elaboragdo de formulagGes que permitam o aumento da viabilidade desses
produtos e sua disponibilacdo para os agricultores. Entre os diferentes tipos de formulacdo,
pode-se optar pela emulsdo, que consiste na mistura entre dois liquidos imisciveis, utilizando
métodos como agitagdo e adicdo de homogeneizadores (BAJPAI; GIRI, 2002). Com a
emulsdo existira uma uniformidade que consiste em dizer que as goticulas do liquido disperso

no outro apresentam diametros iguais, em sua grande maioria. O liquido que esta disperso em
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pequenas gotas é conhecido como fase dispersa, interna ou descontinua, enquanto que o
segundo liquido é chamado de fase de dispersdo, externa ou continua (VOIGT, 1982; ZANIN
etal., 2001 e 2002; PRISTA et al., 2003; GENNARO, 2004).

Esta pesquisa fitoquimica tem como finalidade identificar os constituintes quimicos de
espécies vegetais ou determinar a sua presenca, quando ndo se dispde de estudos quimicos
sobre a espécie de estudo. A andlise fitoquimica preliminar pode indicar os grupos de
metabolitos secundérios (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2001; GAMBETA, 2008).
Esses estudos ém identificado uma série de produtos naturais em espécies de Annonaceae,
com destaque para as acetogeninas (ACG), até entdo isoladas de um pequeno ndmero de
géneros (Annona, Asimina, Xilopia, Goniothalamus e Uvaria). As ACGs possuem estruturas
diversificadas e poderosas propriedades citotoxicas, com aplicacbes potenciais na geracédo de
farmacos (compostos antitumorais) e de inseticidas agricolas (COLOM et al., 2007; 2008;
BLESSING et al., 2010).

As bréssicas tém sua producdo afetada pelo ataque de diferentes pragas, entre elas a
traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) um
microlepiddptero que esta presente em quase todas as regifes produtoras de brassicas e em
praticamente todo periodo de cultivo da planta, sendo considerada a principal praga nao sé da
couve, como do repolho e de outras brassicas (TORRES et al., 2006); Por causar danos graves
ao limbo foliar, chegando a comprometer economicamente a cultura e dependendo do sua
infestacdo pode levar a morte da planta (CASTELO BRANCO et al., 2001).

Desta forma, o objetivo deste estudo € de contribuir satisfatoriamente a uma melhor
forma de controlar uma praga que ataca uma gama de hortalicas cultivadas em diversas
regides, através da determinacdo de uma formulacdo adequada de extratos de sementes de A.
muricata para controlar a traga-das-cruciferas, P. xylostella, como uma estratégia de controle
alternativo, dentro do manejo integrado da praga.

Além disso, objetivou-se estudar as fragdes quimicas do extrato etanolico, a fim de
determinar a presenca de acetogeninas como principio ativo principal, monitorado pelo

reagente de kedde, com atividade bioldgica para P. xylostella.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tracas das cruciferas (Plutella xylostella)

2.1.1 Caracteristicas gerais

A traca-das-cruciferas, P. xylostella, € um microlepidoptero, pertencente a familia
Plutellidae, considerada a praga chave da cultura das brassicas (MARANHAO et. al., 1998).
E originaria da regido mediterrdnea e se encontra disseminada em todos os continentes
acompanhando a disseminagéo das culturas (FILGUEIRA, 1987; MONNERAT et. al., 2000)
e adaptando-se as mais diversas condi¢6es climaticas (CASTELO BRANCO, 1997).

No Brasil, o seu primeiro registro foi feito na Bahia, época em que os atagques
inutilizavam os cultivos de repolho da regido (BONDAR, 1928). Segundo Siqueira (1981),
ocorria nos estados de Alagoas, Bahia, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Sul e Sdo Paulo, tendo como principais hospedeiros o aipo, brocolis, cenoura,
couve-flor, mostarda, rabanete e principalmente o repolho e a couve, ocorrendo durante todo

o ciclo da cultura.

2.1.2 Aspectos biologicos

Gallo et al. (2002) descreveram 0s ovos da traca-das-cruciferas como sendo
alaranjados, elipticos, aplanados e com presenca de relevos ondulados (Figura 1A). Os ovos
sdo depositados na parte abaxial das folhas podendo se encontrar isolados ou em grupos de
dois ou trés.

Em média o periodo de incubagdo pode variar de dois a trés dias. Ao final do terceiro
dia, os ovos ficam escurecidos e no quarto dia as lagartas rompem o corion, eclodindo
primeiro a cabega (OOl; KELDERMAN, 1979). Pouco antes da ecloséo as lagartas podem ser
vistas sob o corion. Em média menos de 2% dos ovos sdo inférteis (HARCOURT, 1957).

As lagartas medem cerca de 2 mm de comprimento ap0s a sua eclosdo e apresentam o
habito minador, cujas lagartas penetram no interior da folha passando a alimentar-se do
parénquima, durante dois ou trés dias. Em seguida, abandonam a galeria e passam a
alimentar-se da epiderme da face inferior da folha. As lagartas de P. xylostella, apresentam
quatro instares larvais, sendo que no ultimo, inicia a confec¢do do casulo (MONNERAT et.
al., 2000).
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As lagartas atingem o maximo desenvolvimento com 8 a 10 mm de comprimento
(Figura 1B), apds nove ou 10 dias da eclosdo (BIOCONTROLE, 2013). Estas apresentam
coloracdo uniforme verde-clara, notando-se sobre o corpo alguns pequenos pelos escuros e
cabeca de tonalidade pardacenta (NOGUEIRA, 1981).

Devido ao hébito alimentar do primeiro estadio larval, de se encontrar protegida
dentro do interior das folhas (IMENES et al., 2002), seu controle é dificultado, uma vez que o
produto ndo consegue entrar em contato direto com a lagarta.

Segundo Ooi & Kelderman (1979) o periodo larval é de cerca de seis dias, ao fim do
qual a lagarta confecciona um casulo facilmente reconhecido por ser constituido de pequenas
malhas, na face inferior das folhas e no ultimo instar pode apresentar dimorfismo sexual, pois
as lagartas que dardo origem a adultos machos podem ser reconhecidas por duas manchas
amareladas na parte posterior do abdome. A fémea é mais clara que o macho, podendo ser
efetuada a sexagem através do segmento abdominal anal visto que os machos exibem divisao
longitudinal dorsal, caracteristica ausente nas fémeas (ROSARIO; CRUZ, 1986). A pupa é do
tipo obtecta (ROSARIO; CRUZ, 1986) e de acordo com Medeiros et al. (2003) seu periodo
pode variar entre 3 a 5 dias a 28° C (Figura 1C).

Apos cerca de quatro dias da fase de pupa, emerge um microlepiddptero (Figura 1D)
medindo 8 a 9 mm de envergadura (NOGUEIRA, 1981). Nos machos a margem posterior das
asas anteriores € branca e na posicao de repouso forma uma mancha alongada caracteristica
sobre a face dorsal (MONNERAT, 1995; BIOCONTROLE, 2013). Os adultos sdo mais ativos
no final da tarde e inicio da noite. E nesse momento quando ocorre o acasalamento e a postura
e a fémea pode colocar os ovos por até quatro dias, podendo ovipositar de 150 a 360 ovos
durante o ciclo (HARCOURT, 1954). O ciclo de vida da traga-das-cruciferas é muito
influenciado pela temperatura, em condicdes quentes a 35°C em 11 dias, ao passo que a 15°C
seu ciclo aumenta para 28 dias (DIAS et al., 2004). O numero de geragdes pode variar de
cinco a dez por ano, dependendo das condi¢fes climaticas e da disponibilidade de alimentos
(CASTELO BRANCO; FRANCA; VILLAS BOAS, 1997; DIAS; SOARES; MONNERAT,
2004).
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Figura 1 - Ciclo bioldgico da Plutella xylostella. (A) fase embrionaria, (B) fase larval, (C) fase

pupal e (D) fase adulta.

Fonte: Proprio autor, 2015.

2.1.3 Danos e prejuizos

A traga-das-cruciferas ¢ uma das mais impotantes pragas das brassicas e foi verificada
perdas de até 60% no estado de Sdo Paulo na producdo de repolho (IMENES, 2002). Em
atagues mais severos, pode ocorrer a inviabilizacdo das areas de cultivos, devido a um
elevado dano (MORATO, 2000). As injurias causadas pela traga-das-cruciferas ocorrem na
fase larval, cujas lagartas, apos a eclosdo, penetram no interior das folhas permanecendo 2 a 3
dias alimentando-se do parénquima da folha.

O dano econdmico é ocasionado pelas lagartas jovens, que raspam o tecido foliar
deixando apenas a epiderme superior transparente em formato de uma pequena janela, onde,
posteriormente, surgem furos no tecido da folha (CARDOSO; PAMPLONA; MICHEREFF,
2010). Apos esse periodo abandonam a galeria e passam a consumir toda a superficie da
folha, caules, brotos vegetativos de repolhos, couve e ainda das inflorescéncias, no caso de
couve-flor e brécolis (CASTELO BRANCO; FRANCA; VILLAS BOAS, 1997; GALLO
et.al., 2002; MEDEIROS; BOICA JUNIOR; TORRES, 2005).
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Segundo SILVA et al. (2003), o desenvolvimento fenoldgico da cultura tem uma
relacdo direta com o dano ocasionado pela P. xylostella que, por serem irreversiveis impdem a
introducdo de medidas de controle, que muitas vezes devem ser adotadas ainda no inicio da
formacéo da planta, em que se deve buscar uma prevencao e um estudo para ter uma maior
eficiéncia no método de controle adotado.

No terceiro instar as lagartas sdo mais vorazes causando mais danos que nos trés
demais estadios (MAU; KESSING, 2007). Furlong; Wright; Dosdall (2013) relataram que os
danos causados pela traca-das-cruciferas geram um prejuizo mundial de 4 a 5 bilhGes de
dolares anualmente, destes, 1,4 bilhdo é referente ao controle dessa praga.

Por ser uma praga de ciclo curto, pode produzir em média 20 geracdes anuais, 0 que
torna dificil o seu controle na maioria das regiGes produtoras e que segundo MEDEIROS et
al. (2003), os ataques severos causados, principalmente, durante os periodos mais secos do
ano, podem ocasionar perdas totais nos campos de producdo. Os danos causados podem

acarretar depreciacdo do produto, atraso no crescimento da planta e mesmo sua morte.

2.2 Estratégias de controle

A dificuldade de controle da traca-das-cruciferas deve-se a algumas caracteristicas
inerentes a praga como: a capacidade de se adaptar em diferentes ambientes, alta proliferacéo,
geracOes curtas e alta capacidade migratdria. Além destes aspectos deve-se mencionar que a
cerosidade das folhas das brassicas torna a acdo dos inseticidas pouco eficientes e que a praga
tem capacidade de desenvolver resisténcia aos mesmos (CASTELO BRANCO;
GATEHOUSE, 1997).

Em todo mundo onde as brassicas sdo cultivadas, sdo empregadas diferentes taticas de
manejo com o intuito de dimimuir o ataque desta praga, seguindo, muitas vezes, a adogédo do
Manejo Integrado de Pragas (MIP). Dentre os métodos de controle de pragas apresentados por
Gallo et al. (2002) estdo os métodos legislativos, culturais, controle quimico e 0 método de
resisténcia de plantas, controle por comportamento (MICHEREFF et al., 2000), controle
biolégico (MONNERAT et al., 2000) e uso de inseticidas botanicos (BOICA JUNIOR et al.,
2005; TORRES et al., 2006).
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2.2.1 Método de controle cultural

O método de controle mecanico, que consiste em catacdes manuais da praga, nao se
mostra vidvel para a P. xylostella em grandes propriedades. O método cultural conta com
rotacdes de culturas, aragdo do solo, épocas de plantio, destruicdo de restos de culturas, dentre
outras préticas que também ndo se apresenta muito viavel para o controle de P. xylostella,
pois esta apresenta alta capacidade de dispersdo, adaptabilidade climatica e ambiental. O
mesmo pode ser dito sobre 0 método de controle fisico, que utilizam para o controle de pragas
o fogo, drenagem, inundagdes, armadilhas luminosas e temperatura, sendo desses, 0 Unico
viadvel é a armadilha luminosa, porém ndo existem muitos trabalhos sobre esse método.
Existem relatos do uso de irrigagdo no controle de P. xylostella no Havai, que se da pelo
afogamento das lagartas, principalmente as mais jovens que Sdo0 sensiveis, por aspersao
(WATERHOUSE, 1987; GALLO et al., 2002; MAU; KESSIN, 2007).

2.2.2 Controle biologico

Furlong; Wright; Dosdall (2013) relataram uma série de inimigos naturais ja estudados
que sdo eficazes no controle da traga-das-cruciferas. Dentre esses inimigos ha os grupos dos
parasitoides, predadores, virus, fungos patogénicos e bactérias.

O controle biolégico de P. xylostella, quando bem implantado, pode ser uma
alternativa frente as habituais recomendacdes de controle quimico (KRNJAJIC et al., 1997).
O grande numero de trabalhos mencionando o complexo de parasitoides nas diferentes
regibes produtoras de cruciferas demonstra a importancia desses inimigos naturais para a
manutencdo do nivel populacional dessa praga abaixo do nivel de dano econémico
(MITCHELL; HU GY; OKINE, 1998). Dentre esses agentes de controle biol6gico, 0s
parasitoides de ovos do género Trichogramma destacam-se pela ampla distribuicdo
geografica, por serem altamente especializados, como tambem pela comprovada eficiéncia no
controle de pragas, sobretudo aquelas pertencentes a ordem Lepidoptera (ZUCCHI,;
MONTEIRO, 1997; HAJI, 1997).

O parasitoide Trichogramma exiguum Pinto & Platner, 1978 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) foi mencionado como eficiente em relagdo ao seu potencial de uso no
controle de P. xylostella na Franca (TABONE et al., 1999). No Brasil, a excecdo de
BARROS; VENDRAMIM (1999), PRATISSOLI et al. (2004) e PEREIRA; BARROS;
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PRATISSOLI; 2004), sdo escassas as pesquisas relatando aspectos bioldgicos desse inimigo
natural parasitando ovos de P. xylostella.

Dentre as espécies de parasitoides que possuem uma grande eficiéncia para o controle
de P. xylostella tem-se Diadegma semiclausum (Helléen, 1949) (Hymenoptera:
Ichneumonidae) que ¢é parasitoide larval-pupal, Cotesia vestalis (Haliday, 1912)
(Hymenoptera: Braconidae), parasitoide larval, Oomyzus sokolowskii ~Kurdjumov
(Hymenoptera: Eulophidae), que é um parasitoide larval-pupal, dentre muitos outros
(FURLONG; WRIGHT; DOSDALL, 2013).

Furlong; Wright; Dosdall (2013) afirmaram que dentre os patdégenos que atacam P.
xylostella, podem-se citar Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911), Zoophthora
radicans (Brefeld, 1964), Beauveria bassiana (Vuillemin, 1912), Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff, 1879), e Isaria farinosa (Holmsk) Fr.(1832).

Resultados bastante favoraveis de controle de P. xylostella com B. thuringiensis foram
observados por CASTELO BRANCO et al. (2003), chegando a 100% de mortalidade para
larvas de segundo instar de P. xylostella. DIAS et al. (2004) também relataram resultados
positivos para diferentes pragas, em trabalho com B. thuringiensis var. kurstaki e var. aizawali,

em formulag6es comerciais.

2.2.3 Controle Comportamental

Pesquisas realizadas no Japdo, China, Malasia, Canada, Estados Unidos e Costa Rica
evidenciaram que a traca-das-cruciferas pode ser monitorada com o uso de armadilhas com
feromonio sexual. BAKER; SHELTON; ANDAROLO (1982) monitoraram as populacfes de
P. xylostella com armadilhas de feromdnio em culturas de repolho em Nova York,
correlacionando os adultos capturados com a subsequente presenca de larvas na cultura.

TANAKA et al. (1990) avaliaram a eficacia do feromonio sexual sintético de P.
xylostella em Kyushu, por meio da contagem de adultos capturados nas armadilhas e presenca
de lagartas vivas na cultura e consideraram a técnica eficiente para o controle da praga.
IWATA; TAKAHASHI; KANAI (1991) utilizaram feromonio sexual sintético para interferir
nos acasalamentos de P. xylostella, obtendo reducdo de prejuizos em cultura de repolho no
Japdo. MCLAUGHLIN; MITCHELL; KIRSCH (1994) observaram que a interferéncia nos
acasalamentos de P. xylostella com o uso de armadilhas de feroménio sexual sintético pode
ser eficiente para protecdo da cultura de repolho em &reas menores que oito hectares na
Florida.
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2.2.4 Controle quimico

Apesar das alternativas utilizadas para reduzir o ataque de P. xylostella e também
minimizar os efeitos adversos causados ao meio ambiente o principal método utilizado pelos
agricultores ainda é o controle quimico. A maioria dos inseticidas sintéticos tem acéo
semelhante em organismos alvos e ndo alvos, representando um perigo para 0s insetos
benéficos, animais selvagens e para homem (CHEN et al., 1996). A busca de novos
compostos para 0 uso no manejo integrado de pragas sem problemas como a contaminacgao
ambiental, residuos nos alimentos, efeitos prejudiciais sobre organismos benéficos e aumento
de frequéncia de insetos resistentes tém despertado o interesse de varios pesquisadores com
relacdo aos extratos vegetais (VENDRAMIM, 1997). Além disso, a fitotoxicidade, o efeito
sobre outros organismos ndo-alvo e 0 aumento no custo dos agrotdxicos tornou necessaria a
busca por produtos biodegradaveis e seletivos (RAGURAMAN; SINGH, 1999).

2.2.5 Método por resisténcia de plantas

No método de controle por resisténcia, Furlong; Wright; Dosdall (2013) afirmaram
que a inducdo de formacao de glicosinolato pela planta se mostra eficiente como deterrente
alimentar, ja4 que proporciona um sabor “picante” a planta. Uma outra alternativa, seria a
supressdo da producdo de isotiocianatos, que é atraente e estimulante para a oviposicdo, nas
bréssicas.

Ha também a alternativa de obtencdo de bréssicas Bt-transgénicas. Hamilton et al.
(2005), avaliaram quatro cultivares de couve (Grand Slam, Green Cornet, Savoy King e
Warrior) e couve-flor (Avsiso, Nautilus, Prestige e White Rock) e cinco de brdcolis (Green
Belt, Mascot, Shilo, Viper e Grand Mean) na preferéncia de oviposicdo e de duracao da fase
larval e pupal da P. xylostella. O experimento mostrou que ndo houve preferéncia de
ovoposicao entre as variedades de couve-flor e brocolis, mas que a variedade de couve Savoy
King foi a que apresentou maior nimero de ovos. Quanto a duracdo das fases, mostrou que a
duracéo foi maior nessa mesma variedade.

A utilizacdo de cultivares resistentes tem assumido papel relevante no manejo da
traca-das-cruciferas (ULMER et al., 2002) e de outras pragas importantes para essa cultura
(PICOAGA et al., 2003).
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A resisténcia de plantas a P. xylostella tem sido avaliada com base em duas
caracteristicas principais: a cerosidade da superficie foliar, determinada pelo teor de alcano, e
o teor de sinigrina presente nas folhas (EIGENBRODE; SHELTON; DICKSON, 1990;
EIGENBRODE, et.al., 1991; SPENCER, 1996; SPENCER; PILLAI; BERNAYS, 1999;
ULMER et al., 2002). Entretanto, Eigenbrode et al. (1990) consideram que 0S mecanismos
envolvidos nas caracteristicas de resisténcia, relacionadas a quantidade de cera presente na
superficie foliar, ndo sdo conclusivos. Normalmente, os constituintes da cera, que podem
influenciar negativamente os insetos, contém séries homologas de alcanos, alcoois (primarios
e secundarios), aldeidos, acidos, cetonas, U-dicetonas e ésteres, além de metabdlitos
secundarios como a sinigrina (FERREIRA et al., 2005; LICHSTON; GODOQY, 2006).

2.2.6 Uso de inseticidas botanicos

O crescente interesse por substancias com propriedades deterrentes de origem vegetal
para controlar os insetos como, por exemplo, a ajugarina, a azadiractina e a imperatonina,
sendo esses produtos considerados de baixo impacto para o meio ambiente (SAITO;
LUCHINI, 1998), de baixa nocividade ou toxicidade (SANTOS et al., 1998) e de facil
decomposi¢cdo (SAITO; LUCHINI, 1998). Esses produtos levam vantagens sobre os
agrotoxicos, pois ndo poluem, ndo apresentam efeitos residuais, ndo exigem muita precaucao
no manuseio (SANTOS et al., 1998). Tais compostos podem proporcionar ao agricultor de
baixa renda, um método facil, natural e econdmico de manejo de insetos, utilizando as
ferramentas do seu proprio ecossistema (HERNANDEZ; VENDRAMIM, 1997), porém, na
opinido de SAITO; LUCHINI (1998), esses produtos vegetais ndo deixam de ser
componentes quimicos, devendo seus efeitos serem estudados.

Segundo MEDEIROS; BOICA JUNIOR; TORRES (2005), produtos naturais
extraidos de plantas constituem em fontes de substancias bioativas compativeis com
programas de manejo integrado de pragas (MIP), o que pode reduzir os efeitos negativos

ocasionados pela aplicacdo descontrolada de inseticidas organossinteticos.
2.3 Uso de plantas inseticidas com potencial no controle de Plutella xylostella
A utilizacdo de produtos naturais de diferentes partes vegetais, consiste num

primoroso recurso que pode vir a ser utilizado devido ao baixo custo, facil emprego, por

diminuir problemas ambientais e constituir importantes agentes no controle de pragas
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(Marques; Monteiro; Pereira, 2004), inclusive P. xylostella (Shin-Foon; Yu-Tong 1993).
Segundo Torres; Barros; Pereira (2001) a suscetibilidade de insetos aos aleloquimicos
extraidos de vegetais depende do 6rgéo e da espécie vegetal, forma de extracao e espécie do
inseto.

Verkerk; Wright (1993) puderam observar que a azadiractina, principal composto
bioativo da planta de nim (Azadirachta indica A. Juss) apresentam efeito ovicida para P.
xylostella na concentracdo 3 de 10 a 100 pg/ mL™. De acordo com CHEN et al. (1996), a
oviposicdo de P. xylostella foi reduzida pelo extrato aquoso de frutos de Melia azedarach (L.)
(Meliaceae) em 49,6; 86,6 e 93,5% em testes com chance de escolha e, em 46,2; 72,1 e 80,2%
em teste sem chance de escolha, respectivamente nas, concentracfes 0,5; 2 e 4%, tornando
evidente que essa reducdo € proporcional a concentracdo das substancias bioativas utilizadas.

TORRES (2000) observou o efeito de extratos aquosos de plantas em relacédo a P.
xylostella, afirmando que a oviposicdo da praga foi diretamente correlacionada com o
aumento das concentracfes dos extratos, variando de 8% & 14%, independentemente da
espécie vegetal utilizada, e que o efeito repelente se acentua com a quantidade de substancias
bioativas extraidas e existentes em cada extrato; os extratos de Aspidosperma pyrifolium Mart,
A. indica e Cissampelos aff. glaberrima foram os mais repelentes.

De acordo com Medeiros; Boica Junior; Torres (2005), extrato aquoso das folhas de
Enterolobium contortisilliguum Vell. (Fabaceae), Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) e
Trichilia pallida Swartz (Meliaceae) apresentaram 100% de deterréncia para a oviposicdo de
P. xylostella, ou seja, interferiram negativamente na postura deste inseto, na concentracédo de
10%. Também foi estudado o efeito de dos extratos a preferéncia para oviposicdo de P.
xylostella em discos de folhas de couve, constataram que 0s extratos proporcionaram efeito
deterrente na oviposicdo da praga, com destaque para os extratos de frutos de S. saponaria, de
frutos de E. contortisilliquum e folhas de T. pallida.

Chagas et al. (2003), verificaram que a mortalidade de Myzus persicae (Sulz, 1776)
(Hemiptera: Aphididae) e larvas de segundo instar de P. xylostella ocasionada por extratos
etanolicos e aquosos de folhas de Prosopis juliflora Swartz (Fabaceae) foi 90 e 28% com
extrato etandlico e de 6 e 10% com extrato aquoso, respectivamente.

Estudos desenvolvidos por Torres; Barros; Oliveira (2001), mostraram a influéncia
negativa dos extratos aquosos de A. pyrifolium, A. indica e a formulacdo de A. indica sobre a
viabilidade larval deste inseto, ou seja, as lagartas que se alimentaram de folhas de couve
impregnadas com estas substancias ndo atingiram a fase de pupa, na concentragéo de 10%.

Estes autores verificaram que a utilizacdo do extrato aquoso de Croton sp. (Euphorbiaceae)
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afetou a viabilidade pupal de P. xylostella, sendo que de 65% das pupas submetidas ao
tratamento ndo houve emergéncia de adultos, na concentracdo de 10%. Observaram, ainda,
que a viabilidade larval de P. xylostella foi reduzida, em média, 36,67% quando 0 mesmo
extrato foi utilizado. Estes e outros estudos reforcam o potencial da utilizacdo de produtos
boténicos, especialmente obtidos a partir de espécies de Croton no controle da traca-das-
cruciferas.

BOICA JUNIOR et al. (2005), avaliando o efeito de extratos aquosos de plantas no
desenvolvimento de P. xylostella, com aplicacdo dos extratos na concentracdo de 10% sobre
discos de folha de couve, concluiram que os extratos de S. saponaria. (frutos), T. pallida
(ramos), E. contortisilliguum (Vell.) Morong (frutos) e Nicotiana tabacum L. (folhas),
proporcionaram 100% de mortalidade das larvas dessa praga e a causada pelo extrato dos
frutos de S. saponaria foi superior ao das folhas, com valores de 100,0% e 62,5%
respectivamente.

Sharma et al. (2012) avaliaram extratos de Spilanthes acmella L. (Asteraceae) obtidos
de diferentes solventes (hexano, metano e acetato de etanol) na biologia de P. xylostella e
mostraram gque em todos 0s casos obtiveram resultados promissores, com a CLsg de 1,5 pg/L

para o acetato e 5ug/L para os demais extratos.

2.4 Anonaceas

2.4.1 Importancia econdbmica das Anonéaceas

Braga Sobrinho (2010) utiliza a nomenclatura anonacea para representar um nome
genérico para designar as plantas da familia Annonaceae constituida por cerca de 120 géneros
e 2.300 espécies. Essas plantas englobam um grupo de frutiferas de importancia econémica
em diversos paises como Chile, México, Australia e Brasil (KAVATI, 1992).

No Brasil, estas culturas sdo encontradas desde o norte do Pais até o estado de S&o
Paulo, mas foi na regido semiarida do nordeste que o cultivo destas fruteiras se espalhou. No
Brasil, estdo registrados 29 géneros, dentro dos quais cerca de 260 espécies sendo algumas de
importancia econdmica. Entre as espécies de maior importancia comercial destacam-se a
graviola (Annona muricata L.), pinha (Annona squamosa L.), cherimdia (Annona cherimoia,
Mill.) e a atemoia, hibrido a A. cherimoia e A. squamosa (LEMOS, 2011).

De acordo com Lemos (2014), até as ultimas décadas do século XX, as anonaceas

foram consideradas frutas de menor importancia comercial no Brasil. Somente a partir da
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década de 1980, comecou a surgir uma demanda de mercado para a pinha e a graviola. Neste
periodo, somente alguns Estados do Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceard e Pernambuco) e
Sudeste (S&o Paulo) possuiam uma significativa producdo de pinha. Hoje, nos estados da
Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sdo Paulo encontram-se plantios irrigados com bom nivel
tecnoldgico, a Bahia é o principal produtor seguido dos estados de Pernambuco e Alagoas
(ARAUJO; ARAUJO; ALVES, 1999).

A gravioleira (A. muricata) tem como centro de origem a América Tropical, mais
precisamente a América Central e vales peruanos, sendo considerada a mais tropical das
anonaceas (RAMOS; PINTO; RODRIGUES, 2001). E encontrada tanto na forma silvestre
como cultivada em regides desde o nivel do mar até altitudes superiores a 1.100 m,
distribuidas do Caribe ao Sudeste do México e no Brasil (MORTON, 1966), bem como nas
regides tropicais e subtropicais da Europa, Asia, Africa, Nova Zelandia e Australia (RAMOS
PINTO; RODRIGUES, 2001; SACRAMENTO; MOURA; COELHO JUNIOR, 2009).

A espécie foi inserida no Brasil pelos portugueses no século XVI (CORREA, 1931) e
distribuida para diversas regifes, onde passou a ser cultivada em pomares caseiros (RAMOS;
PINTO; RODRIGUES, 2001), tornando-se mais tarde uma fruta de grande importancia
econdmica para a regido Nordeste.

A graviola despontou no século XXI nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara e
Pernambuco como uma alternativa interessante para a pequena agroindustria de polpas
congeladas e de outros produtos industrializados, tais como: sorvetes, sucos, néctares, bebidas
lacteas, etc. Seu cultivo expandiu-se entdo para outras regides do Brasil e passou a ser uma
opcao interessante para inimeros pequenos produtores (LEMOS, 2014).

Sabe-se que nas industrias alimenticias utiliza-se apenas a polpa e ocorre 0 descarte
das sementes de graviola. Portanto, a semente de graviola se torna uma matéria prima de facil
acesso, grande quantidade e sem custo de aquisicdo. Uma vez comprovada sua eficiéncia no

controle de pragas, se torna um inseticida botanico adequado a preservacdo do meio ambiente.

2.4.2 Anonaceas com agdo inseticida

Vérias pesquisas sobre o efeito inseticida de extratos de diferentes espécies de
anonaceas tém sido realizadas, comprovando sua acdo inseticida e estes resultados justificam
o fato de pesquisadores utilizarem extratos de semente de plantas, como Chien-Yih Lin et al.
(2009) que demonstraram a eficiéncia do 6leo de sementes da A. squamosa, cuja concentracdo

de 0,5 % apresentou controle de 90 % nos testes realizados, para 0 manejo de Bemisia
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argentifolii Bellows & Perring,1994 (Hemiptera: Aleyrodidae), Aphis gossypii Glover, 1877
(Hemiptera: Aphididae) e Tetranychus kanzawai Kishida,1927 (Acari: Tetranychidae).

Silva; Pereira; Bento (2007) ao avaliarem o efeito do extrato de Annona coriacea
Mart. sobre a traga-do-tomateiro Tuta absoluta Meyrick, 1917 (Lepidoptera: Gelechiidae) nas
concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0% observaram que a menor concentragdo causou uma
mortalidade de 86,4% e que as demais concentragdes causaram mortalidade de 100%.

O extrato etanolico de sementes de A. coriacea € capaz de interromper o
desenvolvimento de ninfas e adultos de Rhodnius neglectus Lent, 1954 (Hemiptera:
Reduviidae). As concentracfes de 25, 50, 100 e 200 mg/mL causaram de 90 a 100% de
mortalidade em adultos. Para as ninfas, as concentragbes maiores de 100 e 200 mg/L
causaram mortalidade de 80,0 e 93,3%, respectivamente. Nas concentracdes mais baixas as
ninfas apresentaram anormalidades morfologicas (CARNEIRO; PEREIRA; GALBIATI,
2013).

InvestigacOes cientificas mostraram que as acetogeninas bis-THF-tri-hidroxi dos
extratos de A. cherimoia (Annonaceae) sdo capazes de exibir efeitos toxicos sobre lagartas em
50 ug/g de dieta, provocando a morte de mais de 80% das pupas e adultos de Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) (ALVAREZ et al., 2007) e sobre
ninfas de Oncopeltus fasciatus (Dallas, 1852) (Hemiptera: Lygaeidae) (ALVAREZ et al.,
2008) mostraram que as acetogeninas anonacina, anonacina-A, e cis-annonacin-10-ona,
provocou a morte de mais de 50% das ninfas podendo variar as concentracdo entre 0,1 a
15ug /dieta.

Asmanizar; Idris (2012) avaliaram o extrato de A. muricata e Jatropha curcas
(Linnaeus) (Euphorbiaceae) nas concentracbes de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 e 20,0% contra o
coledptero de grdos armazenados Sitophilus zeamays Motschulsky, 1885 (Coleoptera:
Curculionidae), porém, somente as maiores concentragdes dos extratos (5,0; 10,0 e 20,0%)
obtiveram mortalidade elevada entre 70 a 100%.

Bobadilha et al. (2002) também demonstraram o efeito bioinseticida de dois extratos
etanolicos de sementes de A. muricata e A. cherimolia sobre larvas de estagio IV de
Anopheles sp. (Diptera: Culicidae) em que ocorreu 100% de mortalidade de larvas com o uso
dos dois extratos, as avaliacbes eram realizadas 24 horas depois da aplicacdo das
concentracgdes, que foram 0,8 e 1,20 mL / 100 mL.

A atividade inseticida do extrato hexanico de sementes de A. muricata também foi
demostrada por Llanos et al. (2008) sobre a mortalidade de S. zeamays, cuja concentracdo
testada foi de 5000 ppm e causou 77% de mortalidade dos insetos. Ja Rodrigues et al. (2014)
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encontraram resultados com extrato hexanico da semente de A. muricata na concentragdo
0,5% apresenta eficiéncia de 98% para 0 manejo do pulgdo-preto do feijdo-caupi, Aphis
craccivora Koch, 1854 (Hemiptera: Aphididae) em condigdes de laboratério.

Como também, Gonzalez-Esquinca et al. (2012) que observaram, a acdo de extratos de
A. muricata, A. diversifolia Saff. e A. lutescens Saff. (Annonaceae) em Anastrepha ludens
Loew,1873 (Diptera: Tephritidae), in vitro e que apds 72 horas de exposicdo, observaram
mortalidade de 87,0 a 94,0% com os extratos de A. lutescens, 70,0 a 90,0% com A.
diversifolia e 63,0 a 74,0% com A. muricata, em quatro concentracfes 1, 10, 100 e 1000
ug'ml'l.

Trindade et al. (2011) também avaliaram o extrato etandlico de A. muricata (5 mg.mL)
cujo resultado causou 100% de mortalidade em lagartas de P. xylostella, quando expostas por
até 12 dias. Nas concentracbes mais baixas, também se observou que a viabilidade foi

reduzida.

2.4.3 Estudos fitoquimicos das anonaceas

O metabolismo secundario da A. muricata produz grupos de fitoquimicos bioativos,
onde se destacam as acetogeninas que estdo presentes nas folhas, na casca do caule e nas
sementes e também podemos contar com os alcaloides, compostos fendlicos, éleos essenciais,
flavonoides, terpenos e acetogeninas, estas sdo exclusivas do género (PONTES; BARBOSA;
MAAS, 2004). Outros constituintes do fruto da gravioleira sdo acidos citrico, oxalico, caféico,
cumarico, esteérico, linoléico, malico, y-aminobutirico e acido oléico; anonol, campesterol,
citrulina, dextrose, etanol, fitosterois (B-sitosterol, estigmasterol), frutose, ipuranol, manganés,
leucoantocianinas, sacarose, taninos. A transformagdo quimica qualitativa mais marcante que
ocorre na maturacao dos frutos da gravioleira é a decomposicao de carboidratos, notadamente
a conversdo de amido em agUcares soluveis. Essa transformacdo tem efeito no sabor e na
textura dos frutos (CHITARRA; CHITARRA, 1990; MOSCA; CAVALCANTE; DANTAS,
2006).

A maioria dos estudos da fitoquimica de anonaceas ndo se concentra mais nos
alcaloides, mas numa nova classe de compostos extremamente bioativos que sao referidos
como acetonemias anonaceas (RUPPRETCH; HUI; MCLAUGHLIN, 1990; FANG et al.,
1993). As acetogeninas sdo metabdlitos secundarios obtidos pela via do &cido acético,
derivados de &cidos graxos de cadeia longa exibindo expressiva atividade bioldgica e tem sido

considerado como importantes alternativas para o desenvolvimento de drogas antitumorais.
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As acetogeninas sdo metabolitos exclusivos dessa familia boténica, bastante
promissoras para o controle de diversos insetos (ALVAREZ-COLOM et al.; 2010; HOE et
al., 2010; TOLOSA et al., 2012). Ha também estudos que atribuem a atividade inseticida de
anonéaceas aos terpenos (NGUEMTCHOUIN et al., 2010; ORAFIDIYA et al., 2010; ACIOLE
et al., 2011; COSTA et al., 2011; SILVA et al., 2012 ) e aos alcaloides (FEITOSA et al.,
2009; KABIR, 2010).

Bioguimicamente, as acetogeninas sdao um grupo de metabolitos secundarios
constituido por uma longa cadeia hidrocarbonica, geralmente, C35-C37, sustentando um anel
terminal y-lactona o,fB-insaturado, as vezes rearranjado a cetolactona, comum a trés anéis
tetrahidrofuranos localizados ao longo da cadeia hidrocarbonica, onde podem ser encontradas
também funcbes oxigenadas (hidroxilas, acetoxilas, cetonas, epoxidos, tetrahidrofuranos e
tetrahidropiranos), podendo estar presentes ligacGes duplas e triplas (ALALI et al., 1998;
BERMEJO et al., 2005; LEITE, 2009). A primeira acetogenina isolada foi a uvaricina, em
1982, com propriedades antitumorais (Figura 2). A partir de entdo, o interesse por essas
substancias vem crescendo, principalmente pela variada acdo biolégica que apresentam e por
serem candidatas promissoras para um futuro de geracdo de drogas contra tumores
quimioterapico-resistentes (JOLAD et al., 1982; WRIGHT, 2005).

Figura 2 - Estrutura quimica da uvaricina

As acetogeninas sdo classificadas de acordo com as quantidades de anéis
tetraidrofuranicos (THF) e de subunidades de y-lactonas. Elas podem ser mono-THF, bis-THF
adjacentes, bis-THF ndo adjacentes, as que ndo possuem anéis THF e as ndo classicas,
acetogeninas que possuem anel tetrahidropirénico. Nas estruturas das acetogeninas podem
variar o padrao do anel lactonico. Eles sdo classificas em y-lactonas substituidas, cetolactonas
(cis ou trans) ou anel hidroxilado (RUPPRETCH; HUI; MCLAUGHLIN, 1990).

As acetogeninas sdo conhecidas por serem compostos com potente citotoxicidade. Foi

demonstrado que 0 mecanismo de acao das acetogeninas esta relacionado com a nicotinamida
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adenina dinucleotideo reduzida (NADH): ubiquinonaredutase no complexo I, que é a proteina
ligada & membrana do sistema de transporte de elétrons mitocondrial e a NADH oxidase
ligada a ubiquinona nas membranas plasmaticas das células cancerosas (ALALI; LIU;
MCLAUGHLIN, 1999).

Figura 3 - Estrutura quimica basica das acetogeninas
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Em relacdo aos flavonoides, sdo poucos os relatos em espécies de Annonaceae.
Contudo, essa familia se destaca pela biossintese de derivados da via do chiquimato que é
responsavel pela producdo da maioria dos derivados fendlicos produzidos por fontes vegetais.
(SOARES et al., 2000)

Os flavonoides podem sofrer degradacdo em meio alcalino na presenca de oxigénio e
possuem intensa absorcdo UV, aproximadamente em 350 nm devido a presenca de ligacdes
duplas conjugadas com os anéis aromaticos; séo acidos fracos e, como sdo substancias polares
ou moderadamente polares, sdo sollveis em etanol, metanol e butanol e combinacdes de
solventes com agua (HARBORNE, 1994).

Dentre 0s compostos aromaticos encontrados na familia Annonaceae, podem-se citar:
etilbenzeno, benzenol-etil-2-metil, trimetilbenzeno, metilbenzoato, acetato de benzila e
acetato-2-fenil-etil (MARCHESE, 2009; JURGENS; WEBBER; GOTTSBERGER, 2000).
Nesse contexto, algumas espécies de Annona sdo aromaticas devido a presenca de 6leos
essenciais e seus compostos aromaticos, como o0s benzoatos. Dentre as analises dessa familia,
destacam-se o isolamento de 6leos essenciais a partir das folhas A. muricata L. (LEBOEUF et
al., 1982; ESQUINCA, 2005; LUNA, 2006; REIS, 2011).

Em A. squamosa e Annona senegalensis Pers, foram isolados monoterpenos, enquanto

diterpenos foram descritos em A. squamosa e sesquiterpenos em Annona bullata. Inimeros
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compostos terpenoides foram isolados do fruto de A. muricata e de Annona reticulata
(RINALDI, 2007).

2.5 Formulacges de inseticida

Os agrotoxicos sdo constituidos por uma larga amplitude de compostos quimicos ou
bioldgicos com a funcdo de exterminar, repelir ou controlar processos especificos. A
constituicdo dos agrotdxicos é o ingrediente ativo, o diluente e o aditivo (SANTQOS, 2000). A
formulagdo do agrotoxico permite a unido do ingrediente ativo com elementos inertes, de
modo a obter uma concentragdo apropriada para manipulagéo, aplicacdo e dispersdao do
produto, além de melhorar a sua eficicia contra a espécie alvo a ser controlada. Na maioria
dos casos, 0s compostos que constituem os ingredientes inertes sdo mantidos em sigilo por
parte dos fabricantes de agrotdxicos (COX, 1999).

Geralmente, a aplicacdo direta do ingrediente ativo no ambiente ndo € adequada, pois
a fim de minimizar as desvantagens dos produtos naturais, que apresentavam baixa
estabilidade e alto custo de producdo do material vegetal originado do cultivo, foram
desenvolvidas as formulagdes, no qual foi denominada de agrotdxicos, pois unia as moléculas
que possuiam o esqueleto basico dos seus constituintes quimicos, mas que foram modificadas
com o passar do tempo visando a maior estabilidade, quando utilizadas no campo. Assim,
dava-se inicio a fase do uso de produtos sintéticos para o controle fitossanitario, o que
aparentava ser a solucdo para a agricultura mundial, sendo, portanto necessaria uma forma
conveniente para utilizagéo efetiva e segura. (SAITO; LUCCHINI, 1998).

As formulagdes liquidas sdo produzidas como solugdes, emulsdes ou suspensdes, nas
quais o ingrediente ativo é diluido em solventes adequados. As formulacdes solidas sdo
apresentadas na forma de pd, granulado ou isca, podendo ser aplicadas diretamente ou ap0s
processo de diluicdo (SUCEN, 2000).

As formulagdes voltadas para a comercializacdo séo divididas em: formulagdes para
diluicho em &gua, para diluicio em outros solventes e as de aplicacdo direta. O
desenvolvimento de uma formulagdo tem como objetivo manter por determinado tempo uma
emulsdo estavel, para garantir uma aplicacdo uniforme do ingrediente ativo, obtendo-se assim,
a maxima eficiéncia do produto para o fim a que foi designado (FONSECA, 2005).

Segundo Gallo et al. (2002), dentre as formulagdes encontradas no mercado para o
controle de pragas, tém-se o p6 molhavel, o po sollvel, os produtos granulados, as solucdes

concentradas, 0s aerossois, produtos gasosos, suspensodes liquidas, pastas, microencapsulados
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e 0s concentrados emulsionaveis (também chamados de emulsdo concentrada ou emulsdes e

dispersdes aquosas).

2.5.1 Emulsao

Como o extrato da semente de A.muricata apresenta uma alta potencialidade
inseticida, em pragas agricolas, mas a sua composicao geralmente é muito oleosa, dificultando
a sua aplicacdo no campo, surge o interesse pelas emulsées.

Emulsdes sdo sistemas coloidais largamente utilizados pela indUstria de alimentos, e
consistem da mistura, dispersdo ou suspensao de dois ou mais liquidos imisciveis, geralmente,
Oleo e agua (Figura 4). Esses sistemas apresentam uma fase dispersa, em forma de gotas
esféricas e pequenas (didmetro de 0,1um a 100pum), e uma fase continua (WALSTRA; VAN
VLIET, 2010; MCCLEMENTS, 2011; LAM; NICKERSON, 2013). S&o termodinamicamente
instaveis, devido a positiva e elevada energia livre (tensdo interfacial) existente entre as duas
fases. Entretanto, quanto menor o tamanho das gotas dispersas e maiores a densidade e a
viscosidade da fase continua, maior e melhor sera a estabilidade cinética da emulsdo
(MCCLEMENTS, 2011; SAMAVATI et al., 2011).

Figura 4 - Microscopia 6tica de uma emulsao

Fonte: ZANIN et al., 2002.
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Desta forma, para conseguir confeccionar emulsbes estaveis & necessario
adicionar excipientes conhecidos como agentes emulsificadores ou tensoativos. Uma emulsao
estavel e definida como um sistema que consegue manter, de maneira homogénea, suas
goticulas ou glébulos na fase continua. O tensoativo, neste caso, é responsavel por manter um
filme entre as fases (entre as goticulas e a fase externa), exercendo assim uma barreira fisica
que impede a coalescéncia que pode ser definida como a jungéo, a unido de duas ou mais
goticulas. Caso este filme possua cargas, é considerado que o agente emulsificador exerce,
portanto, uma barreira quimica (SENHORINI et.al., 2012).

Os agentes emulsificadores podem ser divididos em trés classes: agentes
emulsificadores naturais, sélidos finalmente divididos e agentes emulsificadores sintéticos.
Dentre as classes, a mais efetiva a ser utilizada no preparo de emulsées é a Ultima citada, pois
as suas moléculas possuem propriedades tanto hidrofilicas quanto hidrofobicas, conhecidas
como moléculas anfifilicas. Estes tensoativos sintéticos possuem propriedade anfifilica
descrita pelo valor do balanco hidrofilico-lipofilico (BHL) ou também conhecida como
equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL) (GENNARO, 2004).



34

REFERENCIAS

ACIOLE, S. D. G. et al. Insecticidal activity of three species of Guatteria (Annonaceae)
against Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). Revista Colombiana de Entomologia, Bogota, v.
37,n. 2, p. 262-268, 2011.

ALALLI F. Q. et al. Annonaceous acetogenins as natural pesticides: potente toxicity against
insecticide-susceptible and - resistant german cockroaches (Dictyoptera: Blattellidae).
Journal of Economic Entomology, Lanham, v. 91, n. 3, p. 641-649,1998.

ALALI F. Q.; LIU, X. X.; MCLAUGHLIN, J. L. Annonaceous acetogenins: recent
progress. Journal of Natural Products, Columbus, v. 62, n.3, p.504-40, 1999.

ALVAREZ, O. et al. Toxic effects annonaceous acetogenins on Oncopeltus fasciatus.
Journal Pesticide Science, v.81. p.85-89, 2008.

ALVAREZ, O. et al. Toxic effects of annonaceous acetogenins from Annona cherimdlia
(Magnoliales: Annonaceae) on Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Journal
Pesticide Science, v.80. p.63-67, 2007.

ALVAREZ-COLOM, O. et al. Insecticidal, mutagenic and genotoxic evaluation of
annonaceous acetogenins. Natural Product Communications, Westerville, v. 5, n. 3, p. 391-
394, 2010.

ARAUJO, J. F.; ARAUJO, J. F.; ALVES, A. A. C. Instrucdes tecnicas para o cultivo da
pinha (Annona squamosa L.). Salvador: EBDA. Circular Técnica. n. 7. 1999. 44p.

ASMANIZAR, A. D.; IDRIS, A. B. Evoluation of Jatropha curcas and Annona muricata seed
crude extracts against Sitophilus zeamais infesting stored rice. Journal of Entomology, v.9,
n.1, p.13-22, 2012.

BAJPAI, AK.; GIRI, A. Swelling dynamics of a macromolecular hydrophilic network and
evaluation of its potential for controlled release of agrochemicals. Reactive and Functional
Polymer, v. 53, p. 125-141, 2002



35

BAKER. P. B; SHELTON, A. M; ANDALORQO, J. T. Monitoring of diamondback moth
(Lepidoptera: Yponomeutidae) in cabbage with pheromones. Journal Economic
Entomology, v.75, p.1025-1028, 1982.

BARROS. R; VENDRAMIM. J.D. Efeito de cultivares de repolho, utilizados para criagéo

de Plutella xylostella(L.) (Lepidoptera: Plutelidae), no desenvolvimento de Trichogramma
pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae). Anais da Sociedade Entomologica do
Brasil, v.28, p. 469-476, 1999.

BERMEJO, A. et al. Acetogenins from Annonaceae: recent progress in isolation, synthesis

and mechanisms of action. Natural Product Reports. v.22, n.2, p.269-303, 2005.

BIOCONTROLE. Plutella xylostella. 2013. Disponivel em:
http://www.biocontrole.com.br/?area=pragas&id=16. Acesso em: 4 abr. 2015.

BLESSING, L D.T. et al.. Antifeedant and toxic effects of acetogenins from Annona montana

on Spodoptera frugiperda. Journal of Pesticide Science, v. 83, n. 3, p. 307-310, 2010.

BOBADILLA, A. et al. Efecto bioinsecticida del extracto etandlico de lassemillas de Annona
cherimdlia Miller (chirimoya) y A. muricata Linnaeus (guanabana) sobre larvas dell Vestadio
de Anopheles sp.. Revista Peruana de Biologia, Lima, v.22, n.2, p.64-73, 2002.

BOICA JUNIOR, A.L. et al. Efeito de extratos aquosos de plantas no desenvolvimento de
Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) em couve. Arquivos do Instituto
Biologico, Sao Paulo, v.72, n.1, p.45-50, 2005.

BONDAR, G. Aleyrodideos do Brasil. Boletim do Laboratério de Phatologia, Bahia, v.5,
n.2, p.1-37, 1928.

BRAGA SOBRINHO, R. Potencial de exploragdo de annonaceas no Nordeste do Brasil.
EMBRAPA Agroindustria Tropical. X1l Agroflores — 172 Semana Internacional da

Fruticultura, Floricultura e Agroindustria. 2010.



36

CARDOSO, M. O.; PAMPLONA, A. M. S. R.; MICHEREFF, F. M. Recomendagcdes
técnicas para o controle de lepidépteros-praga em couve e repolho no Amazonas. .

Circular Técnica. Embrapa Amazo6nia Ocidental, Manaus, 2010. 15 p.

CARNEIRO, A. P.; PEREIRA, M. J. B.; GALBIAT]I, C. Biocide activity of Annona coriacea
seeds extract on Rhodnius neglectus (Hemiptera: Reduviidae). Revista de Biologia Tropical,
v.61,n. 1, p. 419-427, 2013.

CASTELO BRANCO, M. et al. Uso de inseticidas para o controle da traca-do-tomateiro e
traga-das-cruciferas: um estudo de caso. Horticultura Brasileira. Brasilia, v.19, n. 1, p.60-
63, 2001.

CASTELO BRANCO, M. et al. Avaliacdo da suscetibilidade a inseticidas em populagdes de
traca-das-cruciferas de algumas areas do Brasil. Horticultura Brasileira, Brasilia, v.21, n.3,
p.549-552, 2003.

CASTELO BRANCO, M.; FRANCA, F.H; VILLAS BOAS, G. L. Traca-das-cruciferas
Plutella xylostella — Artropodes de importancia economica. Comunicado Técnico da

Embrapa Hortalicas, Campinas, n. 4, p. 1-3, 1997.

CASTELO BRANCO, M.; GATEHOUSE, A. G. Insecticide resistance in Plutella xylostella
(L.) (Lepidoptera: Yponomeutidae) in the Federal District, Brazil. Anais da Sociedade
Entomoldgica do Brasil, v26, n.1 p. 75-79, 1997.

CHAGAS, A.C. S. et al. Sensibilidade do carrapato Boophilus microplus a solventes. Ciéncia
Rural, v.33, n.1, p.109-114, 2003.

CHEN, C. et al.. Deterrent effect of the chinaberry extract on oviposition of the diamondback
moth, Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Yponomeutidae). Journal of Applied
Entomology, v.120, p.165- 169, 1996.

CHIEN-YIH LIN. et al. Control of Silverleaf Whitefly, Cotton Aphid and Kanzawa Spider
Mite with Oil and Extracts from Seeds of Sugar Apple. Neotropical Entomology, v.38, n.4,
p.531-536, 2009.



37

CHITARRA, M.ILF.; CHITARRA, A.B. Armazenamento, p6s-colheita de frutos e
hortalicas: fisiologia e manuseio. Lavras: ESAL/FAEPE, 1990. 320 p.

COLOM, O. A. et al. Toxic effects of annonaceous acetogenins on Oncopeltus fasciatus.
Journal of Pest Science, v. 81, n. 2, p. 85-89, 2008.

COLOM, O. A. et al. Toxic effects of annonaceous acetogenins from Annona cherimolia
(Magnoliales: Annonaceae) on Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Journal of
Pest Science, v. 80, n. 1, p. 63-67, 2007.

CORREA, M. P. Dicionario das plantas uteis do Brasil. Rio de Janeiro. Servico de
Informacéo Agricola, v.2, p.484-488, 1931.

COSTA, E. V. et al. Chemical composition and antioxidant, antimicrobial, and larvicidal
activities of the essential oils of Annona salzmannii and A. pickelii (Annonaceae). Natural
Product Communications, Westerville, v. 6, n. 6, p. 907-912, 2011.

COX, C. “INERT INGREDIENTS IN PESTICIDES: WHO*“S KEEPING SECRETS? ”
Journal of Pesticide Reform, v. 19, n. 3, 1999.

DIAS, D. G. S.; SOARES, C. M S.; MONNERAT, R. Avaliacao de larvicidas de origem
microbiana no controle da traca-das-cruciferas em couve-flor. Horticultura Brasileira,
Brasilia, v. 22, n. 3, p. 553-556, 2004.

EIGENBRODE, S.D.; SHELTON, A.M.; DICKSON, M.H. Two types of resistance to the
diamondback moth (Lepidoptera: Plutellidae) in cabbage. Environmental Entomology, v.19,
p.1086-1090, 1990.

EIGENBRODE, S.D. et al. Characteristics of glossy leaf waxes associated with resistance to
diamondback moth (Lepidoptera: Plutellidae) in Brassica oleracea. Journal of Economic
Entomology, v.84, p.1609-1618, 1991.

ESQUINCA, A. R. G. La familia Annonaceae en Chiapas y sus metabolitos: Revision.
Cienciay Tecnologia en la Frontera, v. 3, p. 41-52, 2005.



38

FALKENBERG, M. B; SANTOS, R. I; SIMOES, C. M. Introducéo a Analise Fitoquimica.
In: SIMOES, C. et al. Farmacognosia: Da Planta ao Medicamento. Porto
Alegre/Florianopolis: Ed. Da UFRGS/ Ed. Da UFSC, 3ed., p.165, 2001

FANG, X. P. et al. Annonaceous Acetogenins: an update review. Phytochemistry Analisis,
v.1, n.4, p. 27-48, 1993

FEITOSA, E. M. A. et al. Chemical composition and larvicidal activity of Rollinia
leptopetala (Annonaceae). Journal of the Brazilian Chemical Society, Séo Paulo, v. 20, n.
2, p. 375-378, 2009.

FERREIRA, E. A. et al. Composicao quimica da cera epicuticular e caracterizacao da
superficie foliar em gendtipos de cana-de-agUcar. Planta Daninha, v. 23, n. 4, p. 611-619,
2005.

FERRAZ, S.; LOPES, E. A.; AMORA, D. X. Controle de fitonematoides com o uso de
extratos e Oleos essenciais de plantas. In: POLTRONIERI, L. S.; ISHIDA, A. K. N. (Ed).
Métodos alternativos de controle de insetos-praga, doencas e plantas daninhas. Panorama
atual e perspectivas na agricultura. Belém: EMBRAPA Amazonia Oriental, 2008. 308 p.

FILGUEIRA, F. A. R. ABC da olericultura: guia da pequena lavoura. Sao Paulo:

Agronomica Ceres, 1987.

FONSECA, S.G.C. Farmacotécnica de fitoterapicos. 2005. Disponivel em:
http://www.farmacotecnica.ufc.br/arquivos/Farmacot_Fitoterapicos.PDF. Acesso em: 30 abr.
2015.

FURLONG, M. J.; WRIGHT, D. J.; DOSDALL, L. M. Diamondback moth ecology and
management: problems, progress, and prospects. Annual Reviews Entomology, v.58, p. 517-
541, 2013.

GALLO, D. et al. Manual de entomologia agricola. 2 ed. S&o Paulo: Editora Agronomica
Ceres, 2002, 920 p.



39

GAMBETA, R M. Perfil fitoquimico de diferentes extratos de llex paraguariensis St.
Hilaire. Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — Campus de

Erechim. Trabalho de concluséo de curso. 2008. 28 p.

GENNARO, A. R. Remington: A Ciéncia e a Pratica da Farmacia. 20 ed., p. 759-763, 2004.

GONZALEZ-ESQUINCA, A. R. et al. In Vitro larvicidal evaluation of Annona muricata L.,
A. diversifolia Saff. and A. lutescensSaff. extracts against Anastrepha ludens larvae (Diptera,
Tephritidae). Interciencia, v. 37, n. 4, p. 284-289, 2012.

HAJI, F. N. P. et.al. Controle biologico da traca do tomateiro com Trichogramma no
Nordeste do Brasil, In: PARRA, J. R. P.; ZUCCHI, R. A. (Ed.), Trichogramma e o controle
aplicado. Piracicaba, FEALQ, p. 319-324, 1997.

HAMILTON, A. J. et al. Effects of cultivar onoviposition preference, larval feeding and
developmenttime of diamondback moth, Plutella xylostella (L.)(Lepidoptera: Plutellidae), on
some Brassica oleracea vegetables in Victoria. Australian Journal of Entomology v. 44, n.
3, p. 284-287, 2005.

HARBORNE, J. B. Phenolics. In: MANN, J.; DAVIDSON, R. S.; HOBBS, J. B.;
BANTHORPE, D. V. Natural Products. Their chemistry and biological significance. New
York: Longman scientific & Technical, 1 ed., p. 361-388, 1994.

HARCOURT, D. G. Biology of the diamondback moth, Plutella maculipensis (Curt)
(Lepidoptera: Plutellidae), in Eastern Ontario. Il. Life history, behavior, and host
relationships. Canadian Entomologist, Ottawa, v.89, p.554-564, 1957.

HARCOURT, D.G. The biology and ecology of the diamondback moth, Plutella
maculipennis, Curtis, in eastern Ontario. Phd thesis. Cornell Univ., Ithaca, NY, 1954. 107 p.

HERNANDEZ, C.R. & VENDRAMIM, J.D. Avaliacéo da bioatividadede extratos aquosos
de Meliaceae sobre Spodoptera frugiperda (J.E. Smith). Revista Agricola. v.72, p.305-318,
1997.



40

HERNANDEZ, C.R.; ANGEL, D.N. Anonaceas con propiedades insecticidas. In: SAO
JOSE, AR.; SOUZA, 1.V.B.; MORAIS, O.M. & REBOUCAS, T.N.H. Anonéaceas producéo e

mercado (pinha, graviola, atemdia e cherimolia). p. 229-239, 1997.

HOE, P. K. et al. Biological activity of Annona muricata seed extracts. Malaysian Journal of
Science, Kuala Lumpur, v. 29, n. 2, p. 153-159, 2010.

IMENES, S. D. I. et al. C.,Avaliacao da atratividade de feromonio sintetico da traca das
cruciferas, Pluetella xylostella (L.) (Lepdoptera: Plutellidae), em cultivo organico de repolho.
Arquivos Instituto Bioldgico, Sao Paulo, v. 69, p.81-84, 2002.

IWATA, N.; TAKAHASHI, A.; KANAI, Y. Control of thediamondback moth Plutella
xylostella (L.), by using asynthetic sex pheromone as a communicationdisruptor in cabbage
fields, Journal of Agricultural Research. Gunma,Japan, n.8, p.19-32, 1991.

JOLAD, S. D. et al. Uvaricin, a new antitumor agent from Uvaria accuminata (Annonaceae).
Journal of Organic Chemistry, v.47, p. 3151-3153, 1982.

JURGENS, A.; WEBBER, A. C.; GOTTSBERGER, G. Floral scent compounds of
Amazonian Annonaceae species pollinated by small beetles and thrips. Phytochemistry, v.
55, p. 551-558, 2000.

KABIR, K. E. Larvicidal effect of an alkaloidal fraction of Artabotrys odoratissimus
(Annonaceae) bark against the filarial mosquito Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae).
International Journal of Tropical Insect Science, Wallingford, v. 30, n. 3, p. 167-169,
2010.

KAVATI, R. Cultivo de atemdia. In: DONADIO, L. C.; MARTINS, A. B. G.; VALENTE, J.
P. (Eds.) Fruticultura tropical, Jaboticabal: FUNEP, 1992. 39-70 p.

KRINSKI, D.; MASSAROLLI, A.; MACHADO, M. Potencial inseticida de plantas da familia
Annonaceae. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 36, p. 225-242, 2014.



41

KRNJAIJIC, S. et al. Biological control of cabbage pests. Acta Horticulturae, v.462, p.119-
124, 1997.

LAM, R.S.H.; NICKERSON, M.T. Food proteins: a review on their emulsifying properties
using a structure-function approach. Foods Chemistry, 2013. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.04.038>. Acesso em: 26 abr. 2015.

LEBOEUF, M. et al. The phytochemistry of the Annonaceae. Phytochemistry, v. 21, n. 12,
p. 2783-2813, 1982.

LEITE, J. P. V. Quimica dos Produtos Naturais: Uma Abordagem Biossintética. In: (Ed.)
Fitoterapia: Bases Cientificas e Tecnologicas. Ed. Atheneu, 2009. 47-97 p.

LEMOS, E.E.P. A produgéo de anonéaceas no Brasil. Palestra Anonaceas - V Congresso
Internacional & Encontro Brasileiro sobre Annonaceae: do gene a exportacédo, Edicédo
especial, v. 36. p. 077-085, 2014.

LEMOS, E.E.P. Panaroma de 1&s anonas cultivadas em Brasil: saramuyo, guandbana y
atemoya. In: Anonaceas: plantas antiguas, estudos recientes. Gonzales-Esquinca, A.R. et
al. Coleccidn Jaguar, 2011. 21-34 p.

LICHSTON, J. E.; GODOQY, S. A. P. Morfologia e teor de cera de folhas de café apos
aplicacdo de fungicida. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 41, n. 6, p. 919-926, 2006.

LLANOS, C.A.H. et al. Actividad insecticida de extractos de semilla de Annona muricata
(Anonaceae) sobre Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae). Revista Colombiana de
Entomologia, Bogota, v.34, p.76-77, 2008.

LUNA, J. S. Estudo de Plantas Bioativas. Pernambuco, 2006. 254f. Tese (Doutorado) -

Universidade Federal de Pernambuco,Recife, 2006.

MARANHAOQ, E. A. DE A.; LIMA, M. P. L. de; MARANHADO, E. H. A.; LYRA FILHO, H.
P. Flutuacao populacional da traca-das-cruciferas, em couve, na zona da Mata de

Pernambuco. Horticultura brasileira. Brasilia, campinas, v.16, n. 1, p. 50-50, 1998.



42

MARCHESE, R. M. Atividade de constituintes micromoleculares de Renealmia alpinia
(Rottb.) Mass (Zingiberaceae) sobre Leishmania (Leishmania) chagassi. Brasilia, 20009.
167f. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade de Brasilia, 2009.

MARQUES, R.P; MONTEIRO, A.C; PEREIRA, G.T. Esporulation and viability of
entomopathogenic fungi under mediums with differents Nim oil (Azadirachta indica)
concentrations. Ciéncia Rural, v.34, p.1675-1680, 2004.

MAU, R. F. L.; KESSING, J. L. M. Plutella xylostella (Linnaeus). 2007. Disponivel em:
(http://www.extento.hawaii.edu/kbase/crop/Type/plutella.htm). Acesso em: 5 mar. 2015.

MCCLEMENTS, D.J. Edible nanoemulsions: fabrication, properties, and functional
performance. The Royal Society of Chemistry, 2011. Disponivel em: <http://pubs.rsc.org>.
Acesso em: 26 abr. 2015.

MCLAUGHLIN, J.R.; MITCHELL, E.R.; KIRSCH, P. Matingdisruption of diamondback
moth (Lepidoptera:Plutellidae) in cabbage: reduction of mating andsuppression of larval
populations. Journal Economic Entomology, v.87, n.5, p.1198-1204, 1994.

MEDEIROS, C.A.M.; BOICA JUNIOR, A.L.; TORRES, A.L. Efeito de extratos aquosos de
plantas na oviposi¢do da traga-das-cruciferas, em couve. Bragantia, v.64, n.2, p.227- 232,
2005.

MEDEIROS, P. T. et al. Instalacdo e manutencéo de criacdo massal da traca-das-
cruciferas (Plutella xylostella). Circular Tecnica, Brasilia: Embrapa Hortalicas, 2003, 4 p.

MICHEREFF ,M .F. F. et al. A. Uso do feromonio sexual sintético para captura de machos da

traca-das-cruciferas. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.35 p.1919-1926, 2000.

MITCHELL, E.R.; HU GY; OKINE, J.S. Diamondback moth (Lepidoptera: Plutellidae)
infestation and parasitism by Diadegma insalure (Hymenoptera: Ichneumonidae) in collards

and adjacent cabbage fields. Florida Entomologist, v. 80, p. 54-6, 1998.



43

MONNERAT, R. G. et al. Efeito de Bacillus thuringiensis Berliner e inseticidas quimicos
sobre a traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Yponomeutidae) e seus
parasitoides. Anais da Sociedade Entomologica do Brasil, Londrina, v.29, n.4, p. 723-730,
2000.

MORATO, M. G. Plagas y enfermedad en el cultivo de coliflor. Descripcion e control. Vida
Rural, v. 8, n. 107, p. 1-5, 2000.

MORTON, J. F. The Soursop of guanabana (Annona muricata L.) Proceedings of the
Florida State Horticultural Society. v. 79, p. 355-366, 1966.

MOSCA, J. L.; CAVALCANTE, C. E. B.; DANTAS, T. M. Caracteristicas Botanicas das
Principais Anonéaceas e Aspectos Fisioldgicos de Maturagdo. EMBRAPA-Documentos, n.
106, 2006.

NGUEMTCHOUIN, M. M. G. et al. Insecticidal formulation based on Xylopia aethiopica
essential oil and kaolinite clay for maize protection. Crop Protection, Guildford, v. 29, n. 9,
p. 985-991, 2010.

NOGUEIRA, S.B. Pragas das brassicas. In: Cultura de brassicas. Universidade Federal de
Vicosa. 1981, 34-39 p.

OOQlI, P.A.C.; KALDERMAN, W. The biology of three common pests of cabbages in
Cameron Highlands, Malaysia. Malaysian Agricultural Journal, Kuala Lampur, v. 52, n. 1,
p. 85-101, 1979.

ORAFIDIYA, L. O. et al. Pesticidal and antimicrobial profile of the sesquiterpenerich leaf
essential oil of Polyalthia longifolia (Sonn.) Thwaites. International Journal of Essential
Oil Therapeutics, v. 4, n. 1-2, p. 11-16, 2010.

PEREIRA, F.F; BARROS, R; PRATISSOLI, D. Desempenho de Trichogramma

pretiosum Riley e T. exiguumPinto & Platner (Hymenoptera: Trichogrammatidae) submetidos
a diferentes densidades de ovos de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Revista
Ciéncia Rural, v.34, p. 1669-1674, 2004.



44

PICOAGA, A. et al. Resistance of kale populations to lepidopterous pests in Northwestern
Spain. Journal of Economic Entomology, v.96, p.143-147, 2003.

PONTES, A. F.; BARBOSA, M. R. V.; MAAS, P. J. M.; Flora Paraibana: Annonaceae Juss.
Acta Botanica Brasileira, v. 18, n.2, p. 281-293, 2004.

PRATISSOLL, D. et al. Parasitismo de Trichogramma pretiosum em ovos da traga-das-

cruciferas sob diferentes temperaturas. Horticultura Brasileira, v. 22, p.754-757, 2004.

PRISTA, L. N.; ALVES, A. C.; MORGADO, R.; LOBO, J. S. Tecnologia Farmacéutica. 6
ed., vol. 1, p.597-669, 2003.

RAGURAMAN, S.; SINGH, R.P. Biological effects of neem (Azadirachta indica) seed oil on
an egg parasitoid, Trichogramma chilonis. Journal of Economic Entomology, College Park,
V. 92, p.1274-1280, 1999.

RAMOS, V. H. V.; PINTO, A. C. Q.; RODRIGUES, A. A. Introdug&o e importancia
socioeconémica. In: OLIVEIRA, M. A. S. (ed.). Graviola. Producdo: aspectos técnicos.

Embrapa Cerrados (Planaltina, DF) Brasilia: Embrapa Informacéo Tecnoldgica. 2001. 9 p.

REIS, C. N. Annona muricata: anélise quimica e bioldgica dos frutos de gravioleira. Rio
de Janeiro, 2011. 150f. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, 2011.

RINALDI, M. V. N. Avaliacéo da atividade antibacteriana e citotoxica dos alcaloides
isoquinolinicos de Annona hypoglauca Mart. Sdo Paulo, 2007. 125p. Dissertacao
(Mestrado) - Universidade de Sao Paulo, 2007.

ROSARIO, C.; CRUZ, C. Life cycle of the diamondback moth, Plutella xylostella
(L.)(Lepidoptera: Plutellidae), in Puerto Rico. The Journal of Agricultura of the University
of Puerto Rico, Rio Piedras, v. 70, n. 4, p. 229-234, 1986.

RUPPRETCH, J. K.; HUI, Y-H.; McLAUGHLIN, J. L; Annonaceous Acetogenins: a review.
Journal of Natural Product ., v.53, n.2, p.237-278, 1990.



45

SACRAMENTO, C. K.; MOURA, J. I. L.; COELHO JUNIOR, E. Graviola. In: SANTOS-
SEREJO, J. A. etal. (eds.). Fruticultura tropical: espécies regionais e exdticas. Brasilia, DF:

Embrapa Informacao Tecnologica, 2009. 95-132 p.

SAITO, M.L.; LUCHINI, F. Substancias obtidas de plantas e aprocura por praguicidas
eficientes e seguros ao meioambiente. Jaguariina: EMBRAPA — CNPMA, 1998.46 p.

SAMAVATI, V. et al. Stability and rheology of dispersions containing polysaccharide,
oleic acid and whey protein isolate. Journal of Texture Studies, 2011. Disponivel em:
<http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1745-4603.2011.00317.x/pdf>. Acesso em: 26
abr. 2015.

SANTOS, F. Aplicacéo de pesticidas em agricultura. Departamento de Fitotecnia e

Engenharia Rural, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Vila Real. 2000.

SANTOS, J.H.R. DOS. et al. Controle alternativo de pragas e doencas. Fortaleza: UFC,
1998. 216 p.

SCHMALTZ, C.; SANTOS, J.V.; GUTERRES, S.S. Nanocapsulas como uma tendéncia
promissora na area cosmética: a imensa potencialidade deste pequeno grande recurso.
Infarma, v.16, p.80. 2005.

SENHORINI, G.A. et al. Microparticles of poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) loaded
with andiroba oil: Preparation and characterization.Ciéncia dos Materiais e Engenharia, v,
32, p. 1121-1126, 2012.

SHARMA, A. et al. Insecticidal toxicity of apilanthol from Spilanthes acmella Murr. against
Plutella xylostella L. Scientific Research - American Journal of Plant Sciences, v. 3,
p.1568-1572. 2012.

SHIN-FOON C.; Q. YU-TONG. Experiments on the application of botanical insecticides for
the control of diamondback moth in South China. Journal of Applied Entomology. v.116,
p.479-486. 1993.



46

SILVA, AP.T.; PEREIRA, M. J. B.; BENTO, L. F. Extrato metandlico da semente de
araticum (Annona coriacea) (Mart.) sobre a mortalidade da traga-do-tomateiro (Tuta
absoluta). Revista Brasileira de Agroecologia, v. 2, n. 2, p. 1150-1153, 2007.

SILVA, D. M. et al. Ent-kaurane diterpenoids and other constituents from the stem of Xylopia

laevigata (Annonaceae). Quimica Nova, Sao Paulo, v. 35, n. 8, p. 1570-1576, 2012.

SILVA, V. C. A. etal. Suscetibilidade de Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae)
aos fungos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisoplae (Metsch.) Sorok.
Netropical Entomology, Piracicaba, v.32, n.4, p. 653-665. 2003.

SIQUEIRA, T. S. Cultura de Bréssicas. Vicosa: UFV, 1981. 50 p.

SOARES, G. L. G.; ISAIAS, R. M. S.; GONCALVES, J. M. R.; CHRISTIANGO, J. C. S.
AlteracGes quimicas induzidas por coccideos galhadores (Coccoidea, Brachyscelidae) em
folhas de Rollinia laurifolia Schdtl. (Annonaceae). Revista. Brasileira. De Zoociéncias, Juiz
de Fora, v.2, p. 103- 133, 2000.

SPENCER, J.L. Waxes enhance Plutella xylostella oviposition in response to sinigrin and
cabbage homogenates.Entomologia Experimentalis et Applicata, v.81, p.165-173, 1996.

SPENCER, J.L.; PILLAI, S.; BERNAYS, E.A. Synergism in the oviposition behavior
of Plutella xylostella: sinigrin and wax compounds. Journal of Insect Behavior, v.12, p.483-
500, 1999.

SUCEN. SUPERINTENDENCIA DE CONTROLE DE ENDEMIAS. Manual de seguranca
quimica e controle de vetores, 2000. , Disponivel em:
http://www.saude.sp.gov.br/resources/Sucen/arquivos-seguranca-do trabalho/sequi3.pdf.

Acesso em: 01 maio. 2015.

TABONE E. et al. Aptitude de 17 souches deTrichogramma a parasiter lateigne dés
cruciferes Plutella xylostella L. em laboratoire (Lep.: Yponomeutidae).Annales de la Société
Entomologique de France. v. 35, p. 427-433, 1999.



47

TANAKA, A. et al. K.Possibility of the application of synthetic sexpheromone in a small
field against the Diamondbackmoth, Plutella xylostella. Procedure association Plant
Protection . Kyushu,Kyushu, Japan, n.36, p.139-142, 1990.

TOLOSA, D. et al. Insecticidal effects of acetogenins from Rollinia occidentalis seed extract.
Natural Product Communications, Westerville, v. 7, n. 12, p. 1645-1646, 2012.

TORRES, A. L. Efeito de extratos aquosos de plantas na biologia de Plutella xylostella (L.
1758) (Lepidoptera: Plutellidae). 2000. 58f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia)
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife. 2000.

TORRES, A.L. et al. Efeito de extratos aquosos de Azadirachta indica, Melia azedarach e
Aspidosperma pryrifolium no desenvolvimento e oviposicdo de Plutella xylostella.
Bragantia, v. 65, n. 3, p. 447-457, 2006.

TORRES, A.L.; BARROS. R; OLIVEIRA, J.V. Efeitos de Extratos Aquosos de Plantas no
Desenvolvimento de Plutella xylotella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae). Neotropical
Entomology, v. 30, p.151-156, 2001.

TRINDADE; R. C. P. et al. Larvicidal activity and seasonal variation of Annona muricata
(Annonaceae) extract on Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Revista Colombiana
de Entomologia, v. 37, n. 2, p. 223-227, 2011.

ULMER, B. et al. Diamondback moth, Plutella xylostella (L.), feeding and oviposition
preferences on glossy and waxy Brassica rapa (L.) lines. Crop Protection, v.21, p.327-331,
2002.

VENDRAMIN, J.D. Plantas inseticidas. In. CONGRESSO BRA-SILEIRO DE
ENTOMOLOGIA,16., 1997, Salvador, BA. Resumos. Salvador, v.1, n.1, p.10, 1997.

VERKERK, R.H.J.; D.J. WRIGHT. Biological activity of neem seed kernel extracts and
synthetic azadirachtin against larvae of Plutella xylostella L. Pesticide Science, v.37, p.83-91,
1993.



48

VOIGT, R. Tratado de Tecnologia Farmacéutica. Zaragoza (Espanha): Acribia. 1982. 367-
375 p.

WALSTRA, P.; VAN VLIET, T. Sistemas dispersos: consideracdes basicas. In:
DAMODARAN, S.et al. Quimica de alimentos de fennema. Porto Alegre: Artmed, 2010.
611-660 p.

WATERHOUSE, D.F. Plutella xylostella(Linneus) Lepidoptera: Yponomeutidae,
diamondback cabbage moth. In: WATERHOUSE, D.F. NORRIS, K.R. (Ed). Biological
control: pacific prospect. Melbourne: Inkata Pressc. v. 22, p.177-191, 1987.

WRIGHT, K. M. Groundbreaking plant from the Amazon takes on cancer, skeptics, and
controversy. Members Alert, Health Sciences Institute, v.5, n.7, p.3-6, 2005.

ZANIN, S. M. W. et al. Determinacdo do equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL) de 6leos de
origem vegetal. Visdo Académica, v. 3, n.1. p. 13-18, 2002.

ZANIN, S. M. W. et al. Parametros fisicos no estudo da estabilidade das emulsdes. Visao
Académica, v. 2, n. 2. p. 47-58. 2001.

ZUCCHI,R.A.; MONTEIRO RC. O género Trichogramma na América do Sul. In: PARRA
JRP; ZUCCHI RA. (Ed.)Trichogramma e o controle aplicado. Piracicaba: FEALQ, 1997.41-
66 p.



49

3 Emulsdo do extrato etandlico de Annona muricata L. (Annonaceae) no controle de
Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae)

RESUMO

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), é a principal
praga de brassicas em todo o mundo, principalmente por sua facil dispersdo, curto ciclo e
grande capacidade de desenvolver resisténcia a inseticidas. Por esse motivo, a adocdo de
métodos de controle alternativo é importante para a elaboragdo de um plano de manejo
integrado para a espécie. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi obter uma formulacéo a base
de emulséo estavel do extrato etandlico de sementes de Annona muricata L. (Annonaceae),
avaliar as caracteristicas organolépticas, analisar a estabilidade dos sistemas formados a longo
e curto prazo e avaliar sua atividade sobre a traca-das-cruciferas. Das cinco formas de
obtencdo da emulsdo, apenas a emulsdo 5 mostrou-se estdvel e homogénea utilizando-se as
quantidades de 3,5 g de Span, 2 g de Tween, 10 g do extrato orgénio e 85 g de H,O. Os
resultados mostraram que as emulsdes guardadas sem a presenca do sol direto, apresentaram-
se estaveis por trés meses e as emulsdes que foram submetidas a testes de estabilidade a curto
prazo foi observado que quando expostas a altas temperaturas se apresentaram instavel no
periodo observado. A estimativa da CLs, e da CLgg foi de 0,03 e 4,26%. A emulsdo afetou o
desenvolvimento da praga e diminuiu a viabilidade das lagartas cujos resultados encontrados
para testemunha, para o controle quimico e para ClLsy foram 98,3; 70,0 e 70,0%,
respectivamente. Porém, mostrou-se eficiente como repelente de oviposicdo e também afetou
negativamente a fase embrionaria cujos resultados encontrados para testemunha, para o
controle quimico, para CLsg e para CLgg foram 96,5; 79,50; 87,0; e 21,50 %, respectivamente
A formulacdo emulsionavel é bastante promissora para ser utilizada pelos agricultores, mas
ainda precisam ser realizados testes em campo.

Palavras-chave: Graviola. Traca-das-cruciferas. Formulacéo.
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ABSTRACT

The Diamondback moth, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), is the main
large plague worldwide, mainly due to its easy dispersion, short cycle and great ability to
develop resistance to insecticides. For this reason, the adoption of alternative control methods
Is important for the development of an integrated management plan for the species. With this,
the aim of this study was to obtain a stable emulsion-based formulation of the ethanolic
extract of seeds of Annona muricata L. (Annonaceae), assess the organoleptic characteristics,
analyze the stability of the systems formed in the long and short term and assess their activity
on the Diamondback moth. Of the five ways of obtaining the emulsion, only the emulsion 5
showed stable and homogeneous using the quantities of 3.5 g of Span, 2 g 10 mL Tween,
organio extract and 85 mL of H,O. The results showed that emulsions stored without direct
sun, were stable for three months and the emulsions that were subjected to short-term stability
tests it has been observed that when exposed to high temperatures were unstable in the
observed period. The estimated LCsy and LCgyg Were 0.03 and 4.26%. The emulsion affected
the development of Prague and decreased the viability of caterpillars whose results found for
witness, to the chemical control and LCso were 98.3; and 70.0; 70.0%, respectively. However,
it has been shown effective as oviposition repellent and also negatively affected the
embryonic stage whose results found for witness, to the chemical control, to LCsy and LCgg
were 96.5; 79.50; 87.0; and 21.50%, respectively the emulsionavel formulation is quite
promising for use by farmers, but still needs to be carried out tests in the field.

Keywords: Graviola. Diamondback. Formulation.
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3.1 INTRODUCAO

A utilizacéo das plantas inseticidas como controle de pragas é bem antiga, sendo o seu
uso e desejavel principalmente em cultivos organicos. Plantas inseticidas utilizadas antes da
Revolucdo Verde voltaram a ser estudadas por caracteristicas como biodegradabilidade e
pouca toxicidade aos seres humanos. Dentre estes vegetais, podem ser citados os da familia
Annonaceae, ricos em acetogeninas (LORENZI; MATOS, 2002).

Vaérios estudos tem apresentado efeito inseticida dos extratos de anonaceas para
diferentes lepiddpteros, como para a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda J. E.
SMITH, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae), em que se obteve mortalidade de 82,5% quando
acrescentado em dieta artificial contendo extrato de Rollinia silvatica A. St.-Hil.
(Annonaceae) na concentracdo de 100% (v/v).Para o curuqueré-da-couve, Ascia monuste
orseis (Latreille,1819) (Lepidoptera:Pieridae), esse mesmo extrato mostrou-se altamente
eficiente em todas as concentracdes de 1/1 a 1/8 (v/v), inviabilizando inclusive a conducéo do
experimento até o final do ciclo de vida dos insetos (MAIRESSE, 2005).

Com relagdo a atividade frente aos percevejos, 0s extratos etandlico, hexanico e
metanolico de Annona coriaceae Mart, nas concentracBes de 0,5 a 8,0%, ocasionaram
mortalidade de 40 a 100% em ninfas de Dichelops melacanthus Dallas, 1851 (Hemiptera:
Pentatomidae) (SOUZA; CORDEIRO; PEREIRA, 2007). Também o extrato metandlico de
Annona crassiflora Mart, nas concentracdes de 1 a 4%, causou efeito antialimentar em adultos
de Euschistus heros Fabricius, 1798 (Hemiptera: Pentatomidae) (OLIVEIRA; PEREIRA,
2009).

Dentre as espécies pertencentes a essa familia tém-se a graviola (Annona muricata L.),
cujos trabalhos mostraram que possui efeito inseticida para algumas espécies, nematicida e
bactericida, e a sua semente, fonte promissora de material para a producdo de extrato, €
descartada no processo de industrializacdo (HERNANDEZ; ANGEL, 1997). A acéo bioldgica
pode ser encontrada nas cascas de galhos, raiz e, principalmente, em sementes (BERMEJO et
al., 2005; CASTILLO-SANCHEZ; JIMENEZ OSORNIO; DELGADO-HERRERA, 2010).

De acordo com TRINDADE et al. (2011), o extrato etandlico de A. muricata (5
mg.mL) causou 100% de mortalidade em lagartas de P. xylostella, quando expostas por até 12
dias. Nas concentracfes mais baixas, tambem se observou que a viabilidade foi reduzida No

controle de Rhipicephalus (Boophilus) microplus Canestrini, 1887 (Acari: Ixodidae) em
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laboratorio, o extrato alcodlico das sementes de A. muricata (2%) também apresentou eficécia
de 100% (BROGLIO-MICHELETTI et al., 2009).

A crescente preocupacao ambiental tem feito os estudos se intensificarem a busca por
moléculas de baixa toxicidade aos organismos nao alvos, de rapida degradacdo e de eficacia
comprovada para o controle que se deseja efetuar, visando a substituicdo dos agrotdxicos
sintéticos altamente toxicos (PRATA, 2002). Entre as moléculas que apresentam tais
caracteristicas se destacam os produtos naturais, alternativa promissora que, evolutivamente,
passaram a ser produzidos pelas plantas como mecanismo de defesa contra insetos fitéfagos
(FERREIRA; CORREIA; VIEIRA, 2001).

Tendo em vista que esses inseticidas naturais, geralmente apresentam uma menor
durabilidade tanto apds a aplicacdo, quanto em sua conservacdo, nota-se a necessidade da
elaboracdo de formulacdes que possibilitem o aumento da viabilidade desses inseticidas e sua
obtencgéo para os agricultores. Entre os tipos de formulacdo, pode-se optar pela emulséo, que
consiste na mistura entre dois liquidos imisciveis, utilizando métodos como agitacdo e adicdo
de homogeneizadores (BAJPAI; GIRI, 2002).

A traca-das-cruciferas P. xylostella é considerada na Asia e nas Américas uma praga
que causa sérios danos aos cultivos de bréssicas, sendo a principal praga do repolho
(CASTELO BRANCO; MEDEIROS, 2001; MACHADO; SILVA; OLIVEIRA, 2007).

Furlong; Wright; Dosdall (2013) relataram que os danos causados pela traga-das-
cruciferas geram um prejuizo mundial de 4 a 5 bilhdes de dolares anualmente, desses, 1,4
bilhdo € referente ao controle dessa praga.

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi obter uma formulagdo a base de emulsdo
estavel do extrato etanolico de sementes de A. muricata, avaliar as
caracteristicas organolépticas, analisar a estabilidade dos sistemas formados a longo e curto
prazo e avaliar sua atividade sobre a traga-das-cruciferas, alem de obter uma nova estratégia

de controle alternativo, dentro do manejo integrado da praga.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Entomologia: Controle
Alternativo de Pragas do Centro de Ciéncias Agrarias em Rio Largo, AL e no Laboratério de

Pesquisas em Recursos Naturais da Universidade Federal de Alagoas, em Maceio, AL.

3.2.1 Conducéo da cultura

Sementes de couve Georgia, Brassica oleracea var. acephala (Brassicaceae), foram
semeadas, em bandeja de isopor contendo substrato comercial Bioplant® indicado para
preparo de sementeira e mantidas em casa de vegetacdo. Apo6s 35 dias, as mudas foram
transplantadas para local definitivo em canteiros de alvenaria preenchidos com mistura de
terra preta e torta de filtro na proporcdo 1:1. Foram adotados tratos culturais segundo
Filgueira (2008), exceto a utilizacdo de inseticidas. Folhas de couve foram utilizadas para o0s

experimentos a partir de 40 a 55 dias apds o transplantio.

3.2.2 Criacdo de Plutella xylostella

A criacdo e multiplicagdo de P. xylostella foram realizadas no Laboratério de
Entomologia: Controle Alternativo de Pragas, sob condices de temperatura de 25 + 2 °C,

umidade relativa do ar de 67 = 2 % e fotofase de 12h.

Os adultos foram liberados em gaiolas plasticas transparentes circulares (12 cm de
diametro x 15 cm de altura) com abertura lateral fechada com tela antiafideo, nas quais eram
colocados um pote plastico coberto com espuma umedecida, sobre o qual, colocava-se um
disco de folha de couve medindo 8 cm de didmetro para servir de substrato a postura e uma
esponja embebida com solucdo agucarada a 10%, na parte superior da gaiola, para
alimentacdo dos adultos. Os discos de folhas eram substituidos diariamente, e os discos

retirados eram mantidos em placas de Petri de 8 cm de diametro até a eclosédo das lagartas.

Lagartas recém eclodidas eram transferidas para recipientes plasticos (20 cm de
comprimento x 10 cm de largura x 5 cm de altura ) contendo varias folhas de couve. As folhas

eram trocadas diariamente até as lagartas atingirem a fase de pupa. As pupas foram
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transferidas para tubos de vidro de fundo chato (8,5 cm de comprimento x 1,5 cm de
didmetro), fechados com filme plastico transparente. Em cada recipiente foram realizados
pequenos furos para que houvesse possibilidade de troca de ar. A cada 24 horas, apos a

emergéncia, os adultos foram transferidos para as gaiolas.

3.2.3 Preparo dos extratos

As sementes de graviola foram obtidas no municipio de Anadia — AL, em fabrica de
processamento de frutas para confeccédo de polpa de frutas, acondicionadas em sacos de papel
Kraft, secas em estufa com circulagdo de ar a uma temperatura de 60°C por 48 horas, moidas

em moinho tipo Wiley e acondicionado em recipiente hermeticamente fechado.

O extrato da semente de graviola foi preparado no Laboratério de Pesquisa em Recursos

Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL.

Para o preparo do extrato organico primeiramente o p6 da semente de graviola foi
submetida a extracdo a frio com hexano [CH3(CH,),CHs3] em percolador de aco inoxidavel.
Foram utilizados 2,5 L de hexano em 2,6 kg de p6. Essa extracdo foi rapida com uma duracéo
de 2 horas, pois foi realizada apenas uma lavagem no po, e em seguida foi filtrada. O extrato
foi submetido a evaporacdo do solvente com o auxilio de rotavapor a 50°C sob pressdo
reduzida. Apds esse procedimento, o extrato hexanico foi colocado em frasco de vidro
previamente pesado e etiquetado e acondicionados aberto para a evaporacdo maxima do
solvente. ApOs a obtencdo do extrato hexanico, sobre a torta resultante da extragdo com
hexano, foi realizado a extragdo com etanol (C,HsO) seguindo a mesma metodologia anterior,
porém modificando o solvente, que foram 2L de etanol, permanecendo no po por 48 horas e 0
namero de repeticdes, ja que foi realizado apenas um ciclo para o extrato hexanico e trés

ciclos para o etandlico (as mesmas sementes foram utilizadas trés vezes seguidas).

3.2.4 Preparo da emulséo

O preparo das emulsdes, de dgua juntamente com o extrato etandlico, foi realizado no
Laboratorio de Controle alternativo de Pragas seguindo a metodologia descrita por Senhorini

(2010), que consistiu em misturar as fases aquosa e oleosa apds um pré-aquecimento das duas
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fases a uma temperatura de 60°C por um periodo de 10 minutos e ap6s a juncdo das duas
fases houve um novo aquecimento por mais 15 minutos. Antes da mistura das fases, elas
receberam compostos para aumentar a estabilidade da emulsdo. A fase oleosa recebeu o
tensoativo monoesterato de sorbitano (Span) e a fase aquosa recebeu o0 componente
hidrossoltvel monooleato de sorbitano (Tween). Foram testadas diferentes concentracdes do
Tween e do Span para verificar o tratamento com melhor estabilidade da emulséo (Tabela 1).

Apds o preparo das emulsbes em suas diferentes concentracGes de Tween e Span com
0s extratos organicos etandlico, as emulsdes foram agitadas manualmente e colocas em
repouso em tubos de vidro para a observacdo da estabilidade no decorrer do tempo por um
periodo de 24 horas.

Tabela 1 - Proporgédo de homogeneizadores utilizados para o preparo das emulsdes do extrato

etanolico organico da semente de Annona muricata.

Emulséo Span (g) Tween (g) Extrato (g) H,0 (g)
1 4,0 1,0 10 85
2 3,5 15 10 85
3 3,0 2,0 10 85
4 0,0 50 10 85
5 3,5 2,0 10 85

Fonte: Adaptacéo de Senhorini (2010)

3.2.5 Avaliacédo organoleptica e testes de estabilidade das emulsdes estaveis

As emulsbes estaveis, sem separacdo de fases, foram avaliadas por meio de suas
caracteristicas organolépticas (estabilidade fisica), levando-se em consideragdo parametros
fisicos como aspecto ou aparéncia das emulsfes. Este estudo teve por objetivo observar o
comportamento do produto final por um determinado periodo, para determinar o prazo de

vida util (shelf-life) do mesmo (ZANIN et al., 2001). As emulsbes estaveis desenvolvidas
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neste trabalho foram avaliadas por trés meses. Dentre as caracteristicas avaliadas foram

consideradas: homogeneidade, brilho, macio, fino e opacidade.

Foram realizados testes de estabilidade normais a longo prazo e acelerados de curto
prazo. Todos os testes foram feitos em triplicata e apds 24 horas do preparo de todas as
formulacGes, periodo este necessario para que o sistema fosse considerado estavel (sem

separacao de fases).

3.2.6 Testes de estabilidade normais em longo prazo

Nos testes de estabilidade normais, trés frascos de vidro contendo 10 mL foram postos
em ambiente sob a direta acdo solar, trés frascos em ambiente com sol indireto e trés em
ambiente escuro, para formulacdo que apresentou uma melhor estabilidade em um periodo de
24 horas. O teste para ambiente com sol indireto foi realizado no interior do laboratério de
pesquisa, o teste em ambiente escuro foi realizado uma caixa escura sem luminosidade, o teste
da luz direta foi realizado em um local proximo ao laboratério deixado sobre a luz do sol
todos os dias. Todo dia, durante trés meses, os frascos foram observados, com exce¢do dos
gue permaneceram em ambiente escuro, e as caracteristicas desejaveis, citadas acima, foram
observadas (Senhorini 2010).

3.2.7 Testes de estabilidade acelerados em curto prazo

Nos testes de estabilidade acelerados, trés frascos de vidro contendo 10 mL da
formulacdo do extrato de A.muricata foram postos em estufa a 50°C por 24 horas, em
geladeira a 10°C durante 24 horas e foram submetidos a centrifugacdo durante 50 minutos a
3500 rpm. Decorrido o tempo requerido, as mesmas caracteristicas citadas acima foram
observadas (Senhorini 2012).
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3.2.8 Estimativa da CLsg e ClLgg da emulsdo do extrato etanolico da semente de Annona

muricata

Foram realizados testes preliminares com diferentes concentracdes da emulsdo do
extrato para determinar valores proximos do Limite Superior (LS), que matasse proximo de
100%, e o Limite Inferior (LI) do extrato, que matasse proximo a testemunha, para ser

estimado as concentragdes letais.

Apbs a determinacdo dos limites do extrato foram avaliadas seis diferentes
concentragfes: 0,004; 0,01; 0,02; 0,07; 0,18 e 0,5%, correspondentes a sequéncia a;, a;.q,
a1.9%, a1.q°, a1.q"* e a;®, obtida através da férmula (BLISS, 1934):

an 1
q=(—)"

a)

onde: g = razdo da progressdo geométrica (pg); n=nimero de concentracBes a
extrapolar; a,e aj; = limites superior e inferior, respectivamente, da pg (concentracdes que
provocam mortalidade de cerca de 95% e semelhante & testemunha, respectivamente
determinadas através de testes preliminares). As concentra¢fes foram preparadas no momento
da utilizacdo através da diluicdo em &gua do extrato concentrado. Em seguida os resultados
obtidos foram submetidos a andlise de Probit pelo programa computacional SAS para

estimativa da CLsg e da CLago.

Para a realizagdo dos bioensaios foram obtidos discos de 8 cm de didmetro de folhas
de couve, os quais foram imersos por 30 segundos, nas respectivas suspensdes. Para o

tratamento testemunha, agua destilada pelo mesmo periodo.

Os discos tratados e ndo tratados com os extratos foram distribuidos sobre uma
superficie coberta com papel toalha, onde permaneceram ao ar livre para evaporagdo do
excesso de agua. Lagartas recém-eclodidas foram colocadas em placas de Petri de 15cm de
didametro, contendo um disco tratado sobre papel de filtro umedecido com agua destilada, para
manutencdo da umidade, mantidos em laboratério (temperatura de 26 + 2°C, UR de 60 + 10%
e fotofase de 12h). A partir do terceiro dia da montagem do experimento, iniciou-se a

avaliacdo da mortalidade larval.



58

Nesse experimento, foram realizados dez repeticbes por tratamento contendo seis
lagartas em cada repeticdo e sete tratamentos, o experimento foi conduzido sob delineamente

inteiramente casualizado.

3.2.9 Efeito da CLsp na biologia de Plutella xylostella

Inicialmente, foram obtidos discos de 8 cm de diametro de folhas de couve, os quais
foram imersos por 30 segundos, nas respectivas suspensdes, conforme os procedimentos
recomendados pelo Grupo Internacional das Associagdes Nacionais de Fabricantes de
Produtos Agroquimicos (GIFAP) para lagartas que se alimentam de folhas de hortalicas

(Guedes et al., 1995). Para o tratamento testemunha, agua destilada pelo mesmo periodo.

Os discos tratados e ndo tratados com os extratos foram distribuidos sobre uma
superficie coberta com papel toalha, onde permaneceram ao ar livre para evaporacdo do
excesso de dgua. Lagartas recém-eclodidas foram colocadas em placas de Petri de 15cm de
didametro, contendo um disco tratado sobre papel de filtro umedecido com agua destilada, para
manutencdo da umidade, mantidos em laboratério (temperatura de 26 + 2°C, UR de 60 + 10%
e fotofase de 12h). A partir do terceiro dia da montagem do experimento, iniciaram-se as
avaliacdes da mortalidade larval, a qual foi realizada a cada dois dias onde era realizada a

troca das folhas velhas por folhas novas.

Nesse experimento, foram realizados dez repeticbes por tratamento contendo seis
lagartas em cada repeticdo e trés tratamentos, o experimento foi conduzido sob delineamente
inteiramente casualizado. Para a testemunha foi utilizado um tratamento sem nenhum produto,
0 segundo tratamento foi o padrdo a base de Decis 25CE (deltametrina), e o terceiro
tratamento foi com a CLsp da formulagdo do extrato etanolico de A. muricata. Quando as
lagartas se transformavam em pupas, eram coletadas diariamente e individualizadas em tubos
de vidro, observando-se diariamente a emergéncia dos adultos. Para efeito, foram avaliadas as
seguintes variaveis bioldgicas: duracdo e viabilidade das fases larval, e pupal e longevidade
de adultos.
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3.2.10 Efeito da emulsdo do extrato orgénico de Annona muricata na fase embrionaria de
Plutella xylostella

Dois casais da traca-das-cruciferas com até 12 h de idade foram selecionados para a
oviposicdo e colocados em gaiolas plasticas idénticas aquelas da criagdo. Apds 24 horas de
exposicdo aos adultos, os discos foram retirados das gaiolas e, de acordo com a metodologia
de Torres et al. (2006), cortou-se os discos para que ficassem com 20 ovos em cada repeticéo.
Em seguida, os ovos foram imersos nos extratos nas concentracoes letais (CLgg € CLsp), € na
testemunha, além do tratamento quimico com o produto Decis 25CE (deltametrina), na
concentracdo recomendada de 33 mL para 100L de agua.

O delineamento foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos e dez repeti¢fes
tendo cada uma o minimo de 20 ovos da praga. Diariamente foi analisado o nimero de
lagartas eclodidas, sendo confrontado com o nimero de ovos em que se observaram o cérion
transparente, indicativo de ter ocorrido a ecloséo. Essas avaliagdes ocorreram durante cinco
dias e foram realizadas com o auxilio de uma lupa estereoscopica de 10x. A analise estatistica
foi realizada pela comparacdo de médias pelo teste de Tukey utilizando-se o programa
estatistico ASSISTAT versdo 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2015).

3.2.1 Teste de nédo preferéncia para oviposicao de Plutella xylostella

Para os testes com chance de escolha, discos de folhas de couve ‘Georgia’ com 8§ cm
de diametro foram imersos nos extratos nas concentracgdes letais (CLgg € CLsp), na testemunha
e no tratamento quimico por 30 segundos e postos sobre papel toalha para secagem ao ar
livre; em seguida, divididos em partes, obtendo-se quatro circulos menores (com 3 cm de

didametro) com dimensdes semelhantes.

Assim, foi formado um conjunto, constituido por quatro discos dispostos
alternadamente sobre papel de filtro levemente umedecido com &gua destilada, sendo dois
tratados com os extratos (um com a CLsg e outro com a CLgg), outro com a testemunha e um
tratado com o quimico DECIS 25CE (deltametrina). Esse conjunto foi colocado em gaiolas
idénticas as utilizadas na criacdo de P. xylostella. Quatro casais de P. xylostella com até 12

horas de idade, provenientes da criagdo, foram introduzidos nas gaiolas e mantidos por 24
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horas para oviposicdo sendo alimentados com solugdo acucarada a 10%, embebida em

esponja presa na parte superior da gaiola.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos (CLs,
CLgg, Quimico e Testemunha) com dez repeticbes para o experimento com a emulsdo do
extrato etandlico. A andlise foi feita por comparagdo de médias pelo teste de Tukey utilizando
o programa ASSISTAT versdo 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2015).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Emulséo

Apds o preparo de diferentes combinacdes de Span 60 e o Tween 80, as emulsdes 2, 3
e 5 ficaram estéveis ap0s 24 horas em repouso, ou seja, ndo ocorreu separacao de fases, tendo
apresentado aparéncia leitosa e cremosa. A de numero 4 apresentou separagdo de fases como
pode ser observado na Figura 5. As emulsdes 2 e 3 apresentaram relativa homogeneidade,
com a presenca de poucos grumos (aspecto de coalhada), sendo este considerado um resultado
bom. Porém, a emulsdo mais estavel foi a 5, na qual apresentou-se homogénea, ausente de

grumos, considerado este um resultado excelente (Tabela 2 e Figura 5-E).

Essa estabilidade observada no presente trabalho foi semelhante a apresentada por
Senhorini (2010) que encontrou no preparo das emulsdes do 6leo de Carapa guianensis Aubl.
(Meliaceae), seguindo 0 mesmo protocolo, das cinco emulsdes testadas (Tabela 1), sendo que
apenas a emulsdo 4 (a que ndo utilizou Span, e usou 5g de Tween) ndo estabilizou e

separaram rapidamente as fases.

Trabalhos com a utilizacdo de emulsées de nim ja foram realizados, como no de
Araljo Junior; Marques; Oliveira (2009), os quais avaliaram a emulsdo de Natuneem a 1 e
2%, com resultados de 81 e 90 % de mortalidade do pulgdo Lipaphis erysimi (Kalt., 1843)
(Hemiptera: Aphididae).

A obtencdo de uma emulsdo estavel € uma caracteristica importantissima, pois
viabiliza a utilizacdo desse tipo de formulacdo na préatica pelo agricultor, pois ndo ocorrera
quebra das fases durante a aplicacdo do produto no campo. Como também, sabe-se que o
tensoativo Span 60 ou monoesterato de sorbitol, € um surfactante ndo idnico, utilizado na
solubilizacdo de 6leos em &gua e o Tween 80 ou polissorbato 80, é também um surfactante
ndo ibnico. Ambos sdo bastante utilizados como estabilizantes em produtos alimenticios,
farmacéuticos e cosmeticos, com grande possibilidade, portanto, de causarem pouca
influéncia nos testes de toxicidade frente aos testes biologicos (SENHORINI, 2010).

E importante destacar, que uma emulsdo contendo 0os mesmos constituintes, exceto o
extrato etandlico de A. muricata (testemunha) também foi preparada (Figura 5-F) e

apresentaram-se transluzentes com uma coloracéo esbranquicada.
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Tabela 2 - Emulsbes preparadas com 6leo vegetal de A.muricata com Span 60 e Tween 80 em
proporgoes diferentes.

Observacao ap06s

Emulsao Span (g) Tween (g) oah Aspecto Resultado
s
1 4,0 1,0 Instavel Separado Ruim
Relativamente )
2 35 15 Instavel . Médio
homogéneo

Relativamente

3 3,0 2,0 Instavel . Médio
homogéneo

4 0,0 5,0 Instavel Separado Ruim

5 3,5 2,0 Estavel Homogéneo Excelente

Fonte: Adaptacdo de Senhorini (2010)

Figura 5 - Emulstes com separacdo de fases, emulsdo 1-A, emulséo 2-B, emulséo 3- C, emulsdo
4-D e a emulsdo 5-E apresentando-se mais estavel com o extrato etandlico de Annona muricata e

0 5-F 0 aspecto da emulsao obtida sem o dleo (“testemunha”)

gy 4

o

Fonte: Autoria propria (2015)
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3.3.2 Avaliacdo organoléptica e testes de estabilidade das emulsdes estaveis

3.3.2.1 Testes de estabilidade normais em longo prazo

A partir dos resultados obtidos nos bioensaios anteriores foram feitos os testes de
estabilidade com a melhor emulsdo que se apresentou estavel por um periodo de 24 horas.
Com relacdo a estabilidade fisica das emulsdes, em termos de aparéncia e de aspecto, as
mesmas, tanto expostas em ambientes com sol indireto ou escuro apresentaram a mesma
estabilidade durante os trés meses estudados, quanto a ndo separacéo de fases aquosa e oleosa.
Porém, quando a emulsdo foi exposta a ambiente com sol direto a sua qualidade foi alterada,
tornando-a heterogénea, ou seja, com separacao das fases, com brilho opaco e aparéncia fina
devido a presenca da fase oleosa do produto (Tabela 3).

De acordo com a literatura, para avaliacdo do aspecto ou aparéncia do produto final, é
preciso definir primeiramente as caracteristicas que se deseja (ZANIN et al., 2001). Portanto,
dentre estas caracteristicas organolépticas, € desejado que as emulsGes apresentem, como
qualidades aceitaveis, homogeneidade, brilho, macio, fino e opacidade. Dentro destas
qualidades, o produto final que se apresentar heterogéneo, opaco, fibroso, grosso e
opalescente, sdo considerados defeitos sérios encontrados nas emulsdes formuladas. Por outro
lado, homogéneo, brilhante, macio, fino e translicido ou perolado constitui-se em
caracteristicas desejaveis para este tipo de produto (ZANIN et al., 2001).

Os resultados encontrados com a emulsdo do extrato etandlico de A. muricata
diferiram dos resultados encontrados com o extrato de C. guianensis estudados por Senhorini
(2010), cujas emulsbes avaliadas em ambiente com sol indireto, sol direto e em ambiente
escuro foi observado que elas mantiveram seu aspecto fisico homogéneo, brilhante, macio,
fino e opaco.

Se nas trés condicOes de armazenamento das emulsdes, apenas a que foi estocada em
ambiente que tende a elevar a temperatura e ter muita exposi¢do da luz solar, foi a que alterou
as caracteristicas organolépticas do produto, pode-se inferir que a emulsdo ndo deve ser
armazenada sob a luz solar e a altas temperaturas, pois pode comprometer ndo sO a

estabilidade, mas também, ocorrer a degradacéo do principio ativo do extrato.
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Tabela 3 - Estudo da estabilidade em ambiente com sol indireto, sol direto e em ambiente escuro
realizado na cidade de Rio Largo/AL entre os meses de janeiro a abril de 2015.

Caracteristicas Trés meses de avaliacédo Trés meses de avaliacéo
avaliadas (sol indireto e ambiente escuro) (sol direto)
Homogeneidade Homogéneo Heterogéneo
Brilho Brilhante Opaco

Macio Macio Macio

Fino Grosso Fino
Opacidade Opalescente Opalescente

Fonte: Autoria propria (2015)

Essa mesma recomendacdo também foi observada num trabalho realizado por Scott;
Kaushik (2000), cujos autores colocaram o extrato de azadiractina em exposicao a luz do sol e
observaram uma meia vida de 36 a 48h, demonstrando maior sensibilidade do composto a luz.
De acordo com Mordue (Luntz); Morgan; Nisbet (2005), uma das maiores preocupacdes das
empresas € formular produtos que impecam a degradacdo da azadiractina por hidrélise e
fotodegradacgdo. Além de que a atividade da azadiractina pode ser reduzida 60 % ap6s quatro
horas de exposi¢do ao sol (MARTINEZ, 2002; CORREIA et al., 2009).

Como também, Caboni et al. (2006) avaliaram a degradacdo da azadiractina
(formulacdo Oikos®) em laboratorio e determinaram uma meia vida de 0,8 dias. Os autores
determinaram que a luz (ou radiacdo solar) é o principal responsavel pela degradacdo do
composto.

Essa alternativa de se trabalhar com formulagOes de extratos vegetais para solucionar
problemas de cobertura e melhor eficiéncia de aplicacdo também foi evidenciada por Forim et
al. (2010), numa proposta de nanoencapsular produtos naturais, como o 6leo de nim,
propiciando maior estabilidade e protecdo das moléculas, fundamentalmente para manter a
acdo inseticida desses produtos em condi¢des de campo, j& que 0s processos de degradacéo,
de intensidade varidvel ao longo do tempo, dependem de fatores ambientais como a

temperatura, umidade e radiacéo.
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3.3.2.2 Testes de estabilidade acelerados a curto prazo

Os testes de estabilidade acelerados em curto prazo mostraram que a estabilidade
fisica das emulsGes estudadas, em termos de aparéncia e de aspecto foi alterada apenas
qguando foram expostas a ciclos de estresse relacionados a um aumento drastico na
temperatura dos sistemas (Tabela 4). Estas alteraces sofridas quanto as suas caracteristicas
avaliadas sdo consideradas como defeitos sérios e ndo aceitaveis, como ja relatado, nos testes
de estabilidade normais em longo prazo.

No mesmo trabalho realizado por Senhorini (2010) com extrato de C. guianensis foi
encontrado que a aparéncia e o aspecto da emulsdo foram alterados quando expostas a altas
temperaturas e a submissdo das rotacGes, diferindo da emulsdo de A. muricata apenas na

agitacdo do produto por rotacdo em centrifuga.

Tabela 4 - Avaliagdo das propriedades organolépticas das emulsdes em curto prazo sob

diferentes estresses.

Caracteristicas Curto prazo Curto prazo Curto prazo
avaliadas

(Geladeira a 10°C) (Centrifuga a 3500ppm) (Estufa a 50 °C)
Homogeneidade Homogéneo Homogéneo Heterogéneo
Brilho Opaco Brilhante Brilhante
Macio Macio Macio Macio
Fino Fino Fino Grosso
Opacidade Opalescente Opalescente Opalescente

Fonte: Autoria propria (2015)

Tendo em vista que o0s inseticidas naturais, geralmente apresentam uma menor
durabilidade tanto apos a aplicagdo (BLEICHER, 2012), quanto em sua conservacéo, se faz
necessario desenvolver formulagdes para que tenham a mesma fixacdo e a mesma eficiéncia
que os produtos quimicos. Esses extratos de plantas podem ter vérias fases, o mais simples
sendo o Oleo-em-4gua. Portanto, formulagcbes como alguns nanopesticidas, incluindo
nanoemulsdes tém um tamanho de particula de 100-200 nm, e exibem propriedades Uteis, tais
como a rigidez, a permeabilidade, a cristalinidade, estabilidade térmica a solubilidade e
biodegradabilidade (BORDES; POLLET; AVEROUS, 2009).



66

Os nanopesticidas também podem oferecer grande area de superficie especifica e,
portanto, aumento da afinidade para o alvo. Além disso, os nanoformulag¢fes devem degradar-
se rapidamente com teores de residuos abaixo dos critérios reguladores nos géneros
alimenticios (Khot et al., 2012). Seguindo 0 mesmo principio, as emulsdes devem ser estaveis
e uniformes a fim de favorecer uma boa cobertura no campo da atividade inseticida do extrato

vegetal, sem deixar residuos no ambiente e em baixas concentragdes.

3.3.3 Testes biologicos com a emulsdo do extrato organico etandlico da semente de Annona

muricata no controle de Plutella xylostella

3.3.3.1 Estimativa da CLsp e CLgg da emulsdo do extrato organico etanolico da semente de

Annona muricata para Plutella xylostella

A estimativa das concentracdes letais da emulsdo do extrato etandlico da semente de
graviola se ajustou ao modelo de Probit com o valor de p = 0,1182. Pela anélise, a CLs
(ICgs0) estimada para a emulsdo do extrato da semente de graviola foi 0,03% (podendo variar
entre 0,02 e 0,04) e a CLgg (ICgsy) foi de 4,26% (podendo variar entre 1,83 a 14,69) (Tabela
5).

Tabela 5 - Estimativa das concentracoes letais da emulsdo com o extrato etandlico da semente de

Annona muricata

Inclinacéo CLso(ICgs06)° CLgo(ICgs06)°

Emuls&o . L2 . . 2 p
n *EP (mL.mL™) (mL.mL™)
Extrato
Etanélico 60 4 1,10£0,11 0,03 (0,02 - 0,04) 426 (1,83 -14,69) 7,35 0,11

“ EP: Erro-padrdo; CL: Concentracdo letal; X*: Qui-quadrado.

L h: NGmero de insetos utilizados no teste.

2 GL: Graus de liberdade.

% IC: Intervalo de confianca.

* P: Probabilidade>0,05
Fonte: Autoria propria (2015)

A estimativa das concentracgdes letais determinadas no trabalho de Gomes (2013), com

0 mesmo extrato etanolico de graviola utilizado nesse trabalho, foi de 0,01 e 0,08%, para CLsg
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e CLgg, respectivamente. Percebe-se que esses valores encontrados pelo referido autor foram
menores do que as concentragdes encontradas nesse estudo. O que se pode especular é que ao
se preparar a formulacédo, torna-se necessario um aquecimento para garantir a estabilidade da
emulsdo, e com isso, pode-se ter havido uma perda da atividade dos compostos bioativos com
a temperatura de 50°C, fazendo com que, as concentracOes letais fossem maiores, de 0,03 e
4,26%, para as CLsy e ClLgg, respectivamente. Deve-se levar em consideracdo também, que a
emulsdo formulada a partir do extrato bruto foi de apenas 10%, e, portanto, uma maior
concentracdo foi necessaria para conseguir matar as lagartas de P. xylostella.

A acdo inseticida de formulagdes de extratos de plantas no controle de P. xylostella ja
é conhecida na literatura, porém, a estimativa da concentracdo letal, ¢ um parametro de
extrema importancia nos estudos toxicolégicos porque determina a potencialidade em termos
de melhor concentracdo letal para ser utilizada como planta inseticida. Dentre esses estudos,
0 mais comum é com formulac6es do 6leo de nim como foi evidenciado por Torres; Barros;
Oliveira (2001), os quais testaram o extrato aquoso e uma formulagdo comercial da améndoa
da semente de nim a 10 % e verificaram que os extratos mataram 100% das lagartas. Por
Prijono; Hassan (1993) que mostraram a eficacia da formulacdo de 6leo de nim (azadiractina:
2,5%) em brécolis nas concentracGes de 1,8; 2,4 e 3,0L/ha e por Verkerk; Wright (1993) que
avaliaram a atividade das formulacdes de nim AZT (30mg/mL™) e NEEm-AZAL(3mg/mL™)
e AZ (azadiractina sintética) com mortalidade entre 50,0 e 90,0% numa concentracdo de 1 ug
de AZ mL™ em 13 dias de avaliacdo. A formulacdo de AZT causou a mortalidade de lagartas
e reduziu a alimentacdo e o peso das lagartas.

Com relacdo a estimativa das concentragdes letais, Torres et al. (2006), apresentaram
resultados similares no controle de P. xylostella onde a CLsy estimada para lagartas de
primeiro instar foi de 0,06% com extrato aquoso de A. indica. Estudos da CLsy de extratos
aquosos de A. indica para P. xylostella foram também realizados por SOMBATSIRI et al.
(1986), que obtiveram concentragdes letais de 0,84% e 8,6%, para o0 segundo e quarto instares
larvais respectivamente, o uso dessas concentragdes maiores podem ser justificados pelo uso
das lagartas maiores.

Como também, Marcomini (2009) utilizou formulagdo de 6leo de nim (Organic
Neem® e estimou a CLso de 0,74% em dieta artificial e 0,64% em plantas de milho para S.
frugiperda. Essa diferenca observada entre espécies de insetos se deve, a0 menos em parte, ao
tamanho das lagartas, demonstrando a importancia das estimativas de CLso para a espécie em
estudo.
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Quanto a eficacia de emulsbes de nim resultados encontrados por Silva (2005)
mostrou que ao avaliar nanocapsulas e emulsdo de nim a 1% sobre S. frugiperda constatou
que houve mortalidade de 90 a 100% das lagartas em tempo inferior a seis dias. E resultados
de Fernandes et al. (2010) proporcionaram uma alternativa no controle de populacGes de
Musca domestica (Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae), uma vez que a emulsdo de nim na
concentracdo de 10% apresentou uma mortalidade de 10,2% de eficiéncia, iSso mostra a
importancia do uso de uma formulacdo, podendo reduzir as populacdes das pragas e
consequentemente os problemas ocasionados ao homem e meio ambiente, podendo ser uma
tatica viavel, além disso com viabilidade econdmica. Tendo em vista que esses inseticidas
naturais, geralmente apresentam uma menor durabilidade tanto apds a aplicacdo, quanto em
sua conservacdo, nota-se a necessidade da elaboracdo de formulacdes que possibilitem o

aumento das suas viabilidades.

3.3.3.2 Efeito da CLsg da emulsdo do extrato etandlico da semente de Annona muricata na

biologia de Plutella xylostella

A emulsdo do extrato etandlico de A. muricata e o tratamento quimico apresentram
uma viabilidade larval de P. xylostella com percentuais em torno de 70%, diferindo
estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (F= 5,89 ; p<0,0074), que apresentou
98,33% de viabilidade mostrando que esses tratamentos foram mais expressivos na
mortalidade das lagartas recém-eclodidas, tornando-as incapazes de passar para a fase de pupa
(Tabela 6).
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Tabela 6 - Médias + DP da viabilidade e duragao das fases larval e pupal e longevidade do adulto
de Plutella xylostella tratadas com a emulsao do extrato etanélico organico da semente
de Annona muricata

Longevidade
Viabilidade larval Duracdo larval Viabilidade pupal Duracdo pupal adulto (dias) +
(%) + DP (dias) + DP (%) + DP (dias) + DP DP

Testemunha  98,33+5,27 a 98+1,03 a 80,00+ 13,15a 3,50+0,53 a 34+052a
Padréo 70,00+ 25,82 b 8,7+0,67 b 66,66 £ 19,25 a 3,10£0,74 a 32+0,79a

Emulsdo CLs, 70,00 25,82 b 8,7+0,67 b 66,66 £ 19,25 a 3,10£0,74 a 32+0,79a

CV% 26,81 8,96 24,54 20,87 21,73

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05)
*DP = Desvio Padrao

CV% = Coeficiente de variagdo

Fonte: Autoria propria (2015)

A duracdo larval diferiu estatisticamente a 1% no teste de Tukey (F=6,11; p<0,0064),
como pode ser observado na Tabela 6, cujos tratamentos com a emulsdo do extrato etandlico e
o0 tratamento quimico diferiram da testemunha, porém nédo diferiram entre si. Essa duracdo
larval mais curta nos tratamentos, em torno de um dia, se deu em detrimento & mortalidade
das lagartas ter ocorrido logo no inicio do desenvolvimento, causando uma pequena diferenca
na duracdo da fase, portanto, um resultado diferente do que geralmente € relatado nos estudos
com plantas inseticidas, onde ha uma tendéncia de prolongamento da fase larval. Como no
estudo de Roel; Vendramim (2000) com o efeito do extrato acetato de etila de Trichila pallida
Swartz (Meliaceae) sobre S. frugiperda e concluiram que doses menores que ndo provocaram

a mortalidade total, afetaram a sobrevivéncia e alongaram a fase larval do inseto.

Quanto a viabilidade e duracdo pupal, ndo foram observadas diferencas significativas,
apresentando uma viabilidade de 80 % para testemunha e para os demais tratamentos de
66,66% e na duracdo pupal uma média de trés dias (Tabela 6).

Embora ndo tenha havido influéncia dos extratos na duracdo da fase de pupa de P.
xylostella, é importante salientar que o atraso ou a completa inibicdo dessa fase tém sido
observado em outras espécies de insetos tratados com extratos de A. indica ou seus derivados
e metabolitos, bem como de outras meliaceas, a exemplo do ocorrido em S. frugiperda
(RODRIGUEZ; VENDRAMIM, 1997) e Spodoptera exempta Walker, 1856 (Lepidoptera:
Noctuidae), (TANZUBIL; MCCAFFERRY, 1990). Essa discrepancia pode ser decorrente da
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aplicacdo dos extratos ter sido feita apenas no primeiro instar larval, consequentemente ter
havido tempo suficiente para a degradacdo das substancias toxicas dos extratos até a pupacéo,
ja que foi realizada apenas uma aplicacdo da emulsdo do extrato etanolico de A. muricata.

Na longevidade do adulto as médias foram iguais para os tratamentos com a emulséo
do extrato etandlico e para tratamento quimico apresentando 3,2 de duracdo (F=0,26;
p=0,07694). A testemunha apresentou um periodo de longevidade de 3,4 dias ndo diferindo
estaticamente dos demais tratamentos (Tabela 6).

Embora os tratamentos ndo tenham diferido estatisticamente é importante ressaltar
uma diminuicdo das medias encontradas na longevidade dos adultos no tratamento com a
emulsdo do extrato etandlico e no tratamento com o controle quimico, pode estar relacionado
ao menor consumo alimentar na fase larval, comprometendo a melhor formacdo da pupa, pois
pupas menores tém grande possibilidade de produzirem adultos menores e mais fracos, com
menor capacidade de competicdo para desenvolver as atividades vitais da espécie, como
afirma Rodriguéz; Vendramim (1997).

Isso se torna importante no manejo da cultura, pois a utilizacdo do produto natural
podera ser uma alternativa menos agressiva ao meio ambiente, contribuindo diretamente no
contexto do manejo integrado de pragas. Porém é importante relatar que, embora trabalhos
cientificos apontem para correlacdo direta entre maior eficiéncia de controle e o aumento das
concentracdes dos extratos, experimentos realizados em campo muitas vezes diferem dos de
laboratdrio por ndo apresentarem controle total sobre as variaveis, pois sdo conduzidos em

uma situacao real com interacdes complexas com o ambiente.

3.3.3.3 Efeito da emulsdo do extrato organico de Annona muricata na fase embrionaria de
Plutella xylostella

A viabilidade dos ovos de P.xylostella foi afetada, apos a aplicagdo da emulsédo do
extrato etandlico de A. muricata, pois apenas 21,50 + 10,55 % dos ovos foram viaveis, ao
aplicar a CLgg. O experimento se mostrou diferente significativamente a 1% de probabilidade
para o teste de Tukey (F=98,25; p<0,0001), sendo que apenas o tratamento da emulsdo com a
CLso (87,0%) ndo diferiu estatisticamente da testemunha, que apresentou 96,50 + 5,29 % de

ovos Vviaveis (Tabela?).
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Tabela 7 - Comparacdo de médias através da Viabilidade (%) £ DP dos ovos de Plutella
xylostella tratados com a emulséo do extrato organico etanélico da semente de Annona
muricata e com o produto quimico Decis 25CE.

Tratamentos % Lagartas eclodidas + DP*
Testemunha 96,50+529a

Padrdo 79,50 £ 15,17 b
Emulséo CLs, 87,00 £9,77 ab
Emulsdo Clgg 21,50+ 10,55¢
CV%** 15,16

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P <0,05);
*DP= Desvio padrdo; **CV%= Coeficiente de variagdo; = CLsse CLgy = concentracao letal.

Fonte: Autoria propria (2015)

O tratamento com o inseticida quimico Decis, mesmo sem ter diferido da testemunha,
ainda apresentou uma viabilidade de ovos considerada alta com uma média de 79,50 *
15,17%. Esse resultado mostra uma eficacia da emulsdo, pois conseguiu inibir a perpetuacdo
da praga mais eficientemente que o inseticida quimico recomendado. Isso mostra,
possivelmente, uma provavel resisténcia adquirida do inseto ao produto quimico, pois no
Brasil, a resisténcia de P. xylostella a deltametrina, foi relatada por Castelo Branco; Amaral
(2002) e Oliveira et al. (2011).

Os efeitos de extratos de plantas na sobrevivéncia da fase embrionaria de lepiddpteros
também sdo pouco conhecidos, em especial a acdo ovicida dos compostos bioativos
(TRINDADE et al., 2000). Porém, Torres et al. (2006) obtiveram dados semelhantes na
avaliacdo da fase embrionaria de P. xylostella quando os ovos foram submetidos a trés
extratos de plantas que foram A. indica na concentracdo 0,06% (m/v), M.azedarach na
concentragdo 12,5% (m/v) e A. pryrifolium na concentragdo 7% (m/v) as lagartas
apresentaram uma mortalidade de 100, 100 e 40% respectivamente, esses resultados foram

obtidos ap0s a avaliagdo realizada aos dez dias do confinamento.

Porém, Machado; Silva; Oliveira (2007) destacaram que o efeito ovicida pode variar
de acordo com a espécie do inseto e com as caracteristicas das substancias utilizadas, pois
algumas plantas que apresentam atividade inseticida ocasionam baixo ou nenhum efeito sobre
0s ovos. Tal fato péde ser verificado no experimento realizado com os diferentes extratos

aquosos de 10% p/v de Erva de Santa Maria, Chenopodium ambrosioides (Linnaeus)
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(Amaranthaceae), Eucalipto Cheiroso, Corymbia citriodora (Hill & Johnson) (Mrytaceae),
Crisantemo, Chrysanthemum leucanthemum (Linnaeus) (Asteraceae) e A. indica (Nim) sobre
a porcentagem de lagartas eclodidas de S. frugiperda, ou seja, ndo apresentaram acao ovicida
(MAZZONETTO et al., 2013).

Nesse experimento, notou-se que a inviabilidade da fase embrionaria pela emulséo do
extrato foi correlacionada com as concentragcbes dos mesmos, mostrando assim, que a agédo
ovicida aumenta a medida que se aumenta a concentracdo da emulsdo. Isso quer dizer, que a
concentracdo estimada para matar as lagartas de P. xylostella, também afeta os ovos da praga
e, isto é importante, quando o produto for adotado no campo favorecendo a um controle de
diferentes fases da praga.

3.3.3.4 Teste de ndo preferéncia para oviposicao de Plutella xylostella

A ClLgy da emulsdo do extrato etandlico diferiu a 1% de probabilidade no teste de
Tukey, (F=23,17; p<0,0001), de todos os outros tratamentos. Notou-se que as porcdes das
folhas de couve tratadas com o extrato apresentaram menores quantidades de ovos, mostrando
assim, que o extrato, interfere na escolha de oviposicdo da traca-das-cruciferas, e que o
aumento da concentracdo do extrato proporcionou menores quantidades de ovos (Tabela 8).

Esse comportamento também foi encontrado por Medeiros; Boica Junior; Torres
(2005) que avaliaram extratos de frutos de S. saponaria e de E. contortisilliquum e folhas de
Tradescantia pallida (Commelinaceae) na concentracdo de 10% na repeléncia de oviposicao
da P. xylostella, obtendo repeléncia de oviposicao de até 100%. Valores proximos podem ser
observados com o0 uso da concentragdo letal do extrato etanolico da semente de graviola, em
concentragfes bem menores, que obteve repeléncia de oviposicdo de quase 100% para as
concentragdes letais de ambos os extratos, 0 aumento dessa concentragdo pode ocasionar uma
deterréncia de 100%.
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Tabela 8 - Média + DP de ovos de Plutella xylostella depositados em folhas de couve tratadas
com a emulsdo do extrato organico etandlico da semente de Annona muricata, da
testemunha e do tratamento padréo.

Tratamento N° ovos + DP*
Testemunha 23,50+5,33a
Padréo 23,80+7,78a
CLggerx 21,50+ 7,90a
ClLggssx 3,70£3,12 b
CV%** 35,05

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de

Tukey (P < 0,05)

*DP= Desvio padrédo

**CV%= Coeficiente de variacao

“CLso e CLgg = concentracéo letal que mata 50% e 99% dos individuos, respectivamente.
Fonte: Autoria propria (2015)

Jesus et al. (2011) obtiveram um numero médio de ovos de P. xylostella por disco de
couve a 10% de cada extrato testado, onde a média total de ovos apds 4 dias de analise foram
respectivamente de 280,00; 313,33; 231,16 e 252,50, nos diferentes tratamentos, néo
diferiram significativamente entre si, mas todas diferindo da testemunha, que teve uma média
de 556,83, mas um aspecto observado foi que que os extratos A. indica (Nim), S. saponaria
(Sabdo de soldado), D. mollis (Faveira) e S. adstringens (Barbatimdo) apresentaram efeito

deterrente para a oviposicéo de adultos.

Em outro estudo, foi observado que, Medeiros; Boica Junior; Torres (2005) obtiveram
altos valores de porcentagem média de deterréncia na oviposicdo de P. xylostella para extratos
aquosos a 10% de folhas de N. tabacum (99,5%) e de A. indica (89,1%).

Da mesma forma, porém testando extratos em concentragdes mais baixas, TORRES et
al. (2006) obtiveram porcentagem média de repeléncia de 10,4%, testando extratos aquosos de
améndoas de A. indica e 16,0% de frutos de M. azedarach. Por outro lado, LIANG et al.
(2003) observaram que trés inseticidas comerciais a base de nim (Agroneem, Ecozin e
Neemix) ndo apresentaram a¢do como deterrentes na oviposicao de P. xylostella.

Segundo Gupta; Thorsteinson (1960), a oviposicédo de diversos lepiddpteros geralmente
é mediada por mecanismos sensoriais, mecano e quimio-receptores e, com isso, a emulsdo do

extrato etanolico de A. muricata, libera algum volatil repelente para a oviposicao.
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Outro resultado semelhante encontrado foi por Dequech et al. (2009) onde os extratos
aquosos a 10% de folha de cinamomo, de ramo de cinamomo e de pd-de-fumo, além de
DalNeem® a 10%, reduziram a oviposicdo de P. xylostella em folhas de couve em pelo
menos 50% em relacdo a testemunha. Outro estudo importante é o de Charleston et al. (2005),
que avaliaram o extrato de cinamomo e nim sobre a preferéncia de oviposicdo de P.
xylostella, mostrando que o extrato de cinamomo diferiu da testemunha com 75% de

deterréncia de oviposi¢do engquanto que o nim nao diferiu da testemunha.
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3.4 Conclusbtes

O desenvolvimento de uma formulacdo emulsionavel se apresenta viavel para o
extrato etanolico de A. muricata.

A melhor emulsdo encontrada foi a emulsdo 5 contendo, 3,5 g de Span, 2,0 g de
Tween, 10 g do extrato orgénico etandlico de A. muricata e 85 g de agua.

A emulsdo do extrato etandlico de A. muricata deve ser armazenada em um local
fresco, arejado e ao abrigo da luz para ter uma boa durabilidade por um periodo de trés meses.

A emulsdo do extrato etanolico de A. muricata afeta a biologia de P. xylostella apenas
na fase larval.

A emulséo do extrato etanodlico de A. muricata apresenta efeito ovicida e é repelente

para a oviposicao.
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4 Estudo das fragdes quimicas do extrato etanolico de Annona muricata L. (Annonaceae)
no controle de Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae)

RESUMO

Estudos fitoquimicos tém identificado uma série de produtos naturais em espécies de
Annonaceae, com destaque para as acetogeninas. Com isso, objetivou-se neste trabalho
realizar o fracionamento do extrato etandlico de A. muricata, a fim de verificar a presenca de
acetogeninas como principio ativo principal, monitorado pelo reagente de kedde, com
atividade bioldgica para P. xylostella. Realizou-se uma particdo liquido-liqguido com a
utilizacdo de solventes em ordem crescente de polaridade. Em seguida, com a fracdo mais
ativa obtida em teste de acdo bioldgica, fez-se uma filtracdo em funil com silica, sendo todas
as fracbes ativas monitoradas pelo reagente de Kedde para a triagem da presenca de
acetogeninas. Na particdo, a fracdo cloroférmica foi a que apresentou uma maior percentagem
de mortalidade com 67,74% na CLsp e a0 aplicar a CLgg uma mortalidade de 98,3%. Na
filtracdo obtiveram-se seis fragdes que foram: metanolica, acetato de metila, hexanica, 10%
acetato + 90% hexano, 25 % acetato + 75% hexano e 50% acetato+ 50% hexano, com médias
de mortalidade de 38,23; 53,16; 38,24; 43,26; 64,76 e 43,18%, respectivamente. Todas as
fraches ativas, extrato bruto, fracdo cloroférmica, acetato e 25 % acetato+ 75% hexano,
apresentaram coloracdo violacea no teste com o reagente de Kedde em cromatografia de
camada delgada (CCD), positiva para acetogeninas. Desta forma, conclui-se que o principio
ativo responsavel pela atividade bioldgica do extrato etandlico da semente de A. muricata
para P. xylostella, trata-se de acetogeninas.

Palavras-chave: Semente de graviola. Traga-das-cruciferas. Parti¢do. Purificacao.

Cromatografia
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ABSTRACT

Phytochemical studies have identified a number of natural products in species of Annonaceae,
with emphasis on the acetogeninas. With this, the aim in this work accomplish the
fractionation of the ethanolic extract of A. muricata, in order to determine the presence of
acetogeninas as main active ingredient, monitored by kedde reagent, with biological activity
to P. xylostella. A liquid-liquid partition with the use of solvents in increasing order of
polarity and then, with the most active fraction obtained in test of biological action, a filtering
funnel with silica, being all active fractions by Kedde reagent for the screening for the
presence of acetogeninas. In the partition, the chloroform fraction was presented a higher
percentage of mortality with 67.74% on LC50 and when applying the LCgg a mortality rate of
98.3%. In filtering six fractions were obtained that were methanol, Methyl acetate, hexane,
10% + 90% acetate, hexane, 25% + 75% acetate 50% acetate, hexane and + 50%, hexane,
with mortality of 38.23; 53.16; 38.24; 43.26; 64.76 and 43.18%, respectively. All active
fractions, crude extract, chloroform, acetate and fraction 25% + 75% acetate, hexane, violet
coloration with test submitted the Kedde reagent in thin layer chromatography (CCD),
positive for acetogeninas. Thus, it is concluded that the active ingredient responsible for the
biological activity of ethanolic extract from the seed of a. muricata to P. xylostella, it is
acetogeninas.

Keywords: Extract. Graviola. Plutella xylostella. Partition. Purification. Chromatography
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4.1 INTRODUCAO

Produtos naturais tém uma longa e bem sucedida historia nos processos de descoberta
e desenvolvimento de farmacos. Plantas, insetos, microrganismos e organismos marinhos
exibem complexa interacdo com o meio ambiente e produzem metabolitos utilizados para sua
sobrevivéncia. Como consequéncia do papel bioldgico para 0s organismos produtores, esses
metabdlitos podem exibir amplo espectro de aplicacdo bioldgica (PUPO et al., 2006).

Se for considerada a existéncia de mais de 250.000 plantas no planeta (SILVA-
AGUAYO, 2012) e que sO continuam existindo, gracas a mecanismos de defesa, fisicos,
morfoldgicos e principalmente quimicos, tem-se a mdo um vasto material para a descoberta
de novos inseticidas boténicos. Ja o Brasil, segundo Maciel et al. (2010), apresenta enorme
riqueza botanica, com 56 mil espécies de plantas. Nas ultimas décadas, a investigacao sobre a
interacdo entre as plantas e o0s insetos revelou a potencial utilizacdo de metabolitos
secundarios de plantas para esta finalidade (KAMARAJ et al ., 2010) .

Dentre as plantas com potencial inseticida, tém-se as espécies pertencentes a familia
Annonaceae com diversos trabalhos com diferentes espécies desde os anos 90. As anonaceas
se destacam por apresentarem em sua composi¢do substancias bioativas com alta atividade
sobre insetos, conhecida como acetogeninas (ACGs) (ALALI et al., 1999).

O Brasil tem se sobressaido como um respeitavel produtor e consumidor de frutas, € a
graviola Annona muricata L. (Annonaceae), é empregada, principalmente, na industria de
polpas alimenticias para refrescos, geleias, doces e sorvetes. A literatura etnofarmacoldgica
registra varios usos medicinais baseados no senso comum, que lhe atribui varias propriedades,
embora a eficacia e a seguranca de suas preparacbes ndo tenham sido todas, ainda,
comprovadas cientificamente (PEREIRA; OLIVEIRA; LEMOS, 2004; REIS, 2011).

Estudos fitoquimicos tém identificado uma série de produtos naturais em espécies de
Annonaceae, com destaque para as (ACGSs), até entdo isoladas de um pequeno nimero de
géneros (Annona, Asimina, Xilopia, Goniothalamus e Uvaria). As ACGs possuem estruturas
diversificadas e poderosas propriedades citotoxicas, com aplicagdes potenciais na geragédo de
farmacos (compostos antitumorais) e de inseticidas agricolas (COLOM et al., 2007; 2008;
BLESSING et al., 2010).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos de

espécies vegetais ou determinar a sua presenca, quando nao se dispbe de estudos quimicos
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sobre a espécie de interesse. A andlise fitoquimica preliminar pode indicar os grupos de
metabdlitos secundarios (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2001; GAMBETA, 2008).

Estudos quimicos com a A. muricata conduziram ao isolamento de compostos de
diversas classes, tais como acetogeninas, alcaloides, terpenoides, carboidratos, polifenois,
lipideos e aminoacidos, e algumas dessas substancias estdo associadas ao sequestro dos
radicais livres formados nos processos degenerativos (ANGELO; JORGE, 2007; VILA-
NOVA et al., 2013). Todavia, nos ultimos anos, as pesquisas fitoquimicas acerca desta
espécie se dirigiram ao isolamento de compostos da classe das ACGs, principalmente a partir
das folhas (LUNA, 2006; RIBEIRO et al., 2010).

Em virtude dos relatos do potencial das ACGs sobre diferentes pragas, faz-se
necessaria a intensificacdo dos estudos relacionados a essa classe de compostos,
possibilitando, dessa forma, a descoberta de possiveis moléculas novas que possam ser
utilizadas na sintese de compostos inseticidas com qualidades superiores (CASIDA;
QUISTAD, 1998).

A espécie Plutella xylostella L., ou traca-das-cruciferas, € considerada praga-chave das
brassicas em todo o mundo (GODIN; BOIVIN, 1998), podendo atacar couve, couve-flor,
brdcolis, entre outras (GALLO et al., 2002). A importancia econdmica da praga esta
relacionada ao seu habito alimentar. As larvas de primeiro instar minam as folhas enquanto as
de segundo e terceiro estddios consomem todo o tecido foliar, com excecdo da epiderme
superior. Ja as larvas de quarto instar se alimentam de todas as partes das folhas (CASTELO
BRANCO et al., 1997), causando sérios prejuizos aos agricultores. O seu controle vem sendo
realizado principalmente com o uso de inseticidas quimicos sintéticos, no entanto, estes
produtos vém selecionando populacdes resistentes da praga (TALEKAR; SHELTON, 1993;
CASTELO BRANCO et al.,, 1997). Além disso, estes produtos ainda promovem danos
irreparaveis ao meio ambiente, como contaminacdo do alimento, toxicidade aos mamiferos e
persisténcia no solo (GONCALVES et al., 2001).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar as fracbes quimicas do extrato etanélico
de A. muricata, a fim de determinar a presenca de acetogeninas como principio ativo
principal, monitorado pelo reagente de kedde, com atividade bioldgica para P. xylostella (L.,
1758) (Lepidoptera: Plutellidae).
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4.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério: controle alternativo de pragas do
Centro de Ciéncias Agréarias e no Laboratdrio de Pesquisas em Recursos Naturais (LPqRN) ,

ambos da Universidade Federal de Alagoas.

4.2.1 Conducéo da cultura

Sementes de couve cultivar Georgia, Brassica oleracea var. acephala (Brassicaceae),
foram semeadas em casa-de-vegetacdo, em bandeja de isopor contendo substrato comercial
Bioplant® indicado para preparo de sementeira. Apds 35 dias, as mudas foram transplantadas
para local definitivo em canteiros de alvenaria preenchidos com mistura de terra preta e torta
de filtro na proporc¢édo 1:1. Foram adotados tratos culturais segundo Filgueira (2008), exceto a
utilizacdo de inseticidas. Folhas de couve foram utilizadas para 0s experimentos a partir de 40

a 55 dias apos o transplantio.

4.2.2 Criacdo de Plutella xylostella

A criacdo e multiplicagdo de P. xylostella foram realizadas no Laboratério de
Entomologia: controle alternativo de pragas, sob condicdes de temperatura de 25 + 2 °C,

umidade relativa do ar de 67 + 2 % e fotofase de 12h.

Os adultos eram liberados em gaiolas plasticas transparentes circulares (12cm de
didametro x 15cm de altura) com abertura lateral fechada com tela antiafideo. Em cada gaiola
foi colocado um pote plastico coberto com espuma umedecida, sobre o qual, foi colocado um
disco de folha de couve medindo 8 cm de didametro para servir de substrato a postura, no
sentido de simular a folha em condic¢Ges de campo, e uma esponja embebida com solucdo
acucarada a 10%, na parte superior da gaiola, para alimentagcdo dos adultos. Os discos de
folhas eram substituidos diariamente, e mantidos em placas de Petri de 8 cm de diametro até a
ecloséo das lagartas. Lagartas recém-eclodidas, oriundas de posturas realizadas em folhas de
couve, foram transferidas para recipientes plasticos maiores (20 cm de comprimento x 10 cm

de largura x 5 cm de altura ) contendo vérias folhas de couve. As folhas foram trocadas
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diariamente até as lagartas atingirem a fase de pupa. As pupas foram transferidas para tubos
de vidro de fundo chato (8,5 cm de comprimento x 1,5 cm de diametro), fechados com filme
plastico transparente. Em cada recipiente foram realizados pequenos furos para que houvesse
possibilidade de troca de ar. A cada 24 horas, apds a emergéncia, os adultos foram

transferidos para as gaiolas.

4.2.3 Coleta das sementes e preparo dos extratos

As sementes de graviola foram obtidas no municipio de Anadia — AL, em fébrica de
processamento de frutas para confeccdo de polpa de frutas, acondicionadas em sacos de papel
Kraft, secas em estufa com circulacdo de ar a uma temperatura de 60°C por 48 horas, moidas

em moinho tipo Wiley e acondicionado em recipiente hermeticamente fechado.

O pdé da semente de graviola foi submetido a extracdo a frio com hexano
[CH3(CH,)4CH3] em percolador de aco inoxidavel. Foram utilizados 2,5 L de hexano em 2,6
kg de p6. Essa extracdo foi rapida com uma duracdo de 2 horas, pois foi realizada apenas
uma lavagem no po, e em seguida foi filtrada. O extrato foi submetido a evaporacdo do
solvente com o auxilio de rotavapor a 50°C sob pressdo reduzida. Apos esse procedimento, 0
extrato hexanico foi colocado em frasco de vidro previamente pesado e etiquetado e
acondicionado aberto para a evaporacdo maxima do solvente. Ap6s a obtencdo do extrato
hexanico, sobre a torta resultante da extracdo com hexano, foi realizado a extragdo com etanol
(CH3CH,0H) seguindo a mesma metodologia anterior, s6 modificando o solvente, que foram
2L de etanol, permanecendo no pé por 48 horas e o nimero de repeticdes, ja que foi realizado
apenas um ciclo para o extrato hexanico e trés ciclos para o etandlico (as mesmas sementes
foram utilizadas trés vezes seguidas). Porém apds os testes realizados anteriormente, foi
verificado que o extrato que possui uma maior atividade inseticida foi o extrato etanolico,
sendo necessaria uma analise mais profunda para isolar e identificar os constituintes quimicos

que se encontram presente nesse extrato.

4.2.4 Estudo das fragdes quimicas do extrato etanolico da semente de Annona muricata

4.2.4.1Particéo liquido-liquido do extrato organico da semente de Annona muricata
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Na parti¢do liquido-liquido, o extrato etandlico foi ressuspenso em metanol utilizando-
se um funil de separacdo e solventes organicos de polaridades crescentes, hexano
[CH3(CH,),CH3], cloroférmio [CHCIs] e acetato de metila [C3HgO,], como mostra a Figura
6.

Figura 6 - Particdo liquido-liquido com diferentes solventes no extrato etanolico da semente de
Annona muricata.

Extrato etanolico de dnnonag
muricata (199 g)

Solubilizou com 300 mL de MoH

Extraiu com 3x de 2530 mL de [CH5(CH:).CH:]

Fracio Metanolica Fragio Hexinica - 14951 g

Extraiu com 3x de 250 mL [CHC13]

Fracio Cloroformica

Fragio Hidrometanolica

l6g

Extraiu com 3x de 250 mL [C:Hs0:]

Fragio aquosa Fracio Acetato de mefila

391¢g 16,83 g

Cada fracdo obtida da particdo foi testada com lagartas recém eclodidas de P.
xylostella com a CLsp (0,02 mL. mL™) e CLgg (0,1 mL.mL™) estimadas pela analise de Probit
realizada por Gomes (2013). Os experimentos foram realizados com discos de 8 cm de
diametro de folhas de couve, contendo seis lagartas, os quais foram imersos por 30 segundos,
nas respectivas suspensoes, e para o tratamento testemunha, os discos foram imersos em agua

destilada pelo mesmo periodo e com dez repeticdes cada tratamento.
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Os discos tratados e ndo tratados com os extratos foram distribuidos sobre uma
superficie coberta com papel toalha, onde permaneceram ao ar livre para evaporacdo do
excesso de dgua. Lagartas recém-eclodidas foram colocadas em placas de Petri de 15cm de
diametro, contendo um disco tratado sobre papel de filtro umedecido com agua destilada, para
manutencdo da umidade, acondicionados em laboratorio (temperatura de 26 + 2°C, UR de 60
+ 10% e fotofase de 12h). A partir do terceiro dia da montagem do experimento, iniciaram-se

as avaliacOes da mortalidade larval.

4.2.4.2 Purificacdo do extrato etandlico da semente de A.muricata

Mediante os resultados obtidos no bioensaio anterior, a fracdo mais ativa da particéo
liquido-liquido de A. muricata foi submetida a um novo fracionamento feito com um funil de
separacdo contendo silica. A fracdo foi pesada e 36 g do material foram adicionados a silica
em medida aleatéria em uma capsula de porcelana misturando-se os conteudos até secarem
através da obtencdo de um p6. Em seguida, colocou-se esse material em um funil de 1L de
capacidade juntamente com mais silica, e algumas misturas de solvente, obtendo-se, assim,

mais seis fracdes (Figura 7).

Figura 7 - Purificagdo com diferentes solventes no extrato de semente de A.muricata.

Funil de silica

10 % 25% 50 %
Acetato Acetato Acetato
Metanol
Hexano + + + Acetato de .
A4 ] il N metila - &

344 g 90 % 75 % 50 %

Hexano Hexano Hexano 7.12g

8.62¢ 456 ¢ 351¢g
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Cada fracdo obtida da filtracdo foi testada com lagartas recém-eclodidas de P.
xylostella seguindo mesmo procedimento experimental anterior, porém com CL;o (0,004

mL.mL™), estimada pela analise de Probit realizada por Gomes (2013).

4.2.4.3 Obtencdo do reagente de Kedde

Seguindo a metodologia descrita por LUNA (2006), o reagente de Kedde foi obtido
por dissolucdo de 5,6 g de hidréxido de potassio em agua destilada até obtencdo de 50 mL de
solugdo, sequido da adi¢do de 1 g de &cido 3,5-dinitrobenzdico em 50 mL de metanol. Esse
reagente € especifico para revelacdo de subunidades || —lactonas o, B-insaturadas presentes em

alguns tipos de acetogeninas.

4.2.4.4 Teste para acetogeninas

A amostra vegetal, de cada fracdo bioativa, foi solubilizada em metanol e submetida a
cromatografia em camada delgada (CCD). Com o auxilio de capilares a amostra foi aplicada
em placa de silica tendo como eluente acetato e metanol (AcOEt:MeOH) na proporcéao de 3:1
Apbs eluicdo o cromatograma foi revelado com reagente de Kedde, sendo a cor violacea

positiva para o teste da presenca de acetogeninas.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Fracionamento da parti¢do liquido-liquido do extrato organico da semente de Annona

muricata

A mortalidade das lagartas de P.xylostella foi afetada, ap6s a aplicacdo de todas as
fragdes oriundas da particdo liquido-liquido do extrato etandlico de A. muricata. Porém, a
fracdo cloroférmica foi a que apresentou uma mortalidade maior, embora nao tenha diferido
estaticamente das demais fragOes, apresentando 67,74 £ 17,09 % ao aplicar a CLsg €, nédo
diferindo da fragdo com acetato de etila ao aplicar a CLgg com 98,3 + 5,37 % de mortalidade
(Tabela 9). O experimento mostrou diferenca significativamente a 1% de probabilidade para o
teste de Tukey (F=14,85; p<0,001), para os testes realizados com a CLsy € para os testes
realizados com a CLgg também se mostrou significativo a 1% de probabilidade para o teste de
Tukey (F=104,7; p<0,001).

Tabela 9 - Avaliacdo das CLs referentes as parti¢bes liquido-liquido, do experimento com

extrato de semente de A.muricata analisando a mortalidade das tragas das cruciferas.

Particdes CL 5, (0,02%) +DP* CL ¢ (0,1%) +DP*
Testemunha 51+821b 510+8.21d

F. Cloroférmica 67,74+ 17,09 a 98,3+5,37a

F. Acetato de metila 58,13 £21,02 a 91,54 £11,92 ab

F. Hexanica 63,18 +24,48 a 36,65+ 10,43 ¢c

F. Aquosa 61,52+30,44 a 79,82 +20,48 b
CV% 30,01 19,89

Meédias seguidas da mesma letra, nas colunas, néo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P <0,05)

*DP= Desvio padrao
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Cunha et al. (2006) observaram que extratos em cloroférmio ou diclorometano sédo
capazes de apresentar atividade inseticida sobre diversas espécies de insetos, mesmo tendo
sido obtidos de estruturas e de espécies de plantas inseticidas distintas.

Apesar dos dois solventes (hexano e cloroférmio) possuirem polaridades diferentes, o
solvente em cloroférmio pode ter extraido compostos medianamente polares devido a forgas
de atracdo intermolecular de alguns compostos apolares com compostos de polaridade
intermediaria. No entanto, dentro de um mesmo grupo quimico poderdo ser constatadas
substancias com diferentes bioatividades sobre P. xylostella.

Foi possivel verificar que a fracdo cloroférmica na concentracdo mais elevada Clgg
causou um efeito inseticida com mortalidade bastante elevada das lagartas, porém a medida
que se testou a concentracdo subletal (CLsp) a atividade inseticida foi diminuindo devido a
menor taxa da mortalidade dos insetos. Isso poderia ser atribuido a presenca de compostos
toxicos ndo especificos, ou de substancias com propriedades fagoinibidora e inibidoras do
crescimento existentes nas folhas de A. muricata. Esse fato corrobora com resultados de
Ratnayake et al. (1992), os quais mostraram que as acetogeninas de anonaceas apresentam
propriedades fagoinibidora em doses baixas e podem ser fatais em doses elevadas.

Os solventes usados para a extracdo de acetogeninas sao variados, tais como: agua
(PEREZ-PACHECO et al, 2004), etanol (BOBADILLA et al, 2002), acetona
(KHALEQUZZAMAN; SULTANA, 2006), cloroférmio (PARVIN et al., 2003), éter de
petr6leo (ALVAREZ et al., 2008) e hexano (FONTANA et al., 1998). A partir desta
informacdo, pode-se inferir que acetogeninas podem variar de muito polares, tais como as

extraidas pela agua e etanol, a ndo polar, que é extraido por hexano.

Valores obtidos por Decio et al. (2013) foram muito proximos ao encontrado neste
estudo para os solventes diclorometano e dimetilsulfoxido (7,29%), bem como no estudo
realizado por Sanada-Morimura; Matsumura (2011) para acetona e metanol. Varios sdo 0s
estudos do efeito de solventes (acetona, agua deionizada, diclometano dimetilsulfoxido,
metanol e etanol) utilizados na ressuspensdo de extratos vegetais sobre os diferentes taxons de
insetos (CASTILLO-SANCHEZ et al. , 2010).

Da mesma forma que a A. muricata, outras espécies de anonaceas contém
componentes tdxicos, principalmente acetogeninas, que déo a planta propriedades inseticidas.
Neste trabalho, foi possivel mostrar que os extratos das sementes de A. muricata exibem um

efeito inseticida significante. Com o objetivo de melhor avaliar o potencial da A. muricata
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como uma alternativa para inclusdo em um programa de manejo de pragas, estudos mais

detalhados da fitoquimica dos metabolitos secundarios desta planta, s&o necesssarios.

4.3.2 Purificacdo do extrato etandlico da semente de Annona muricata

A mortalidade das lagartas de P. xylostella foi elevada, em todas as fracGes passadas
pela purificacdo do funil com silica, mesmo estando na CL;j, cuja concentragdo é baixa de
0,004% (Tabela 10). Porém, a fracdo de 25% Acetato + 75% Hexano foi a que apresentou
uma mortalidade maior com uma média de 64,76 + 10,67 % ao aplicar a CLq e o resultado foi
significativo a 1% de probabilidade para o teste de Tukey (F=4,55; p<0,001).

Tabela 10 - Avaliacao das CLy, referente as fracdes extraidas através da purificacdo com o funil
de silica, do experimento com extrato de semente de A.muricata analisando a

mortalidade das tracas das cruciferas.

Fragdes do funil de silica CL 19(0,004 %) + DP*
Testemunha 133+17,18 b
Metanol 38,23+£8,21 ab
Acetato 53,16 £ 13,23 a
Hexanico 38,24 £ 21,97 ab

10% Acetato + 90% Hexano 43,26 £8,96 ab

25% Acetato + 75% Hexano 64,76 + 10,67 a

50% Acetato + 50% Hexano 43,18 + 10,67 ab

CV% 44,17

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05)

*DP= Desvio padrdo
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As lagartas mortas pela acdo dos extratos apresentaram escurecimento acentuado e
tamanho reduzido. Muitas delas morreram durante a ecdise, por ndo conseguirem liberar
totalmente a exdvia, que tipicamente permanece presa a parte posterior do abdome,
produzindo a coloracdo escura observada. Essas alteracdes morfoldgicas podem ter sido
resultantes do efeito de componentes quimicos no sistema hormonal do inseto. Mordue;
Blackwell (1993), também observaram sintomas semelhantes em lagartas submetidas a
diferentes doses de azadiractina, e atribuiram essas alteraces a reducdo na concentracdo do
ecdisbnio ou atraso da sua liberacdo na hemolinfa.

Extratos de sementes de A. squamosa também demonstraram possuir propriedades
inseticidas (GRITSANAPAN, 1997; CATARINO; EZEQUIEL, 1999). Através do
fracionamento monitorado pela atividade bioldgica do extrato das sementes, Londershausen et
al. (1991) estabeleceram que dois dos principios ativos eram as acetogeninas anonina | e
anonacina A.

O uso potencial de espécies de Annona para o controle de pragas foi demonstrado por
Prates et al. (1999) que avaliaram a atividade inseticida das sementes de araticum (A.
crassiflora) sobre Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) uma
praga do milho. Extratos de araticum ocasionaram 100% de mortalidade das lagartas 12 dias
apos a eclosdo, indicando que a planta pode ser uma fonte potencial de inseticidas naturais no
controle dessa praga.

Através dos resultados obtidos, a utilizacdo dos extratos de graviola seria uma
ferramenta adicional para o controle das traca-das-cruciferas. No entanto, novos estudos
deverao ser realizados, principalmente em campo. Segundo Castillo-Sanchéz et al. (2010), sdo

escassos os trabalhos relacionados as anonaceas em ambiente real e com insetos benéficos.

4.3.3 Teste para acetogeninas

Atraves da formacdo de coloragdo violacea nas placas de CCD foi possivel detectar a
presenca de acetogeninas (Figura 8) nas amostras bioativas do extrato etanolico bruto na
fracdo cloroférmica e nas frages purificadas de acetato e a 25% Acetato + 75% Hexano.
Também foi possivel perceber que, com o avanco da purificacdo das fragdes quimicas, a

coloracéo violacea foi ficando mais ativa, devido a concentracao do principio ativo.
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Com esse resultado positivo, € possivel concluir que o que pode ter ocasionado as
morte das lagartas de P. xylostella foram as acetogeninas que estéo presentes nas sementes de
graviola, pois, Chang et al. (2003) encontraram oito acetogeninas mono-THF: muricina H,
muricina I, cis-anomontacina, anonacina, anonacinone, anomontacina, murisolina,

xilomaticina e uma bis- THF: anocatacina A em A. muricata.

Figura 8 - Cromatograma do extrato etanolico (A), na fracdo cloroférmica (B), na fracdo 25%

acetato + 75% hexano (C) e na fragdo acetato (D).

Resultados semelhantes também foram encontrados por Cavé et al. (1997), que nos
extratos de Annona cornifolia, fracdes e grupos resultantes foram submetidos a analise por
CCD, cujas placas foram pulverizadas com reagente Kedde e indicou um resultado positivo
para y-lactonas a, B-insaturadas, comumente encontradas em acetogeninas.

De acordo com Ugoline (2012) a cromatoplaca foi pulverizada com a solucdo A,
seguida imediatamente da solucdo B. Este reagente detecta lactonas de cinco membros o, -
insaturadas, apresentando como resultado positivo o desenvolvimento na CCDS de manchas
de coloracdo violeta, resultado semelhante quando foi registrado a presenca da coloragdo

violeta apresentada na pelo teste realizado através de CCD no presente trabalho.
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A fracdo hexénica do extrato de A. cornifolia foi submetida a cromatografia em
coluna de silica gel, utilizando-se como eluentes hexano/diclorometano/acetato de
etila/metanol com gradiente de polaridade crescente, sendo obtidas 166 fracGes que foram
reunidas em 15 grupos com base em seu perfil por cromatografia em camada delgada de
silica, cujo grupo 9 (fracdes 30-44; 596 mg) indicou, apds revelacdo com reagentes de
Dragendorff e Kedde e analise do espectro no IV, a presenca de acetogeninas (SANTOS;
PIMENTA; BOAVENTURA, 2007) que se assemelham, com os resultados encontrados com
0 extrato etanolico de A. muricata que também foi utilizado o reagente de kedde e apresentou
uma coloragéo violeta confirmando a presenca de acetogenina.

Segundo Luna (2006) cinco fracGes derivadas da cromatografia em coluna de silica da
folha de A. muricata definidas como compostos AM2, AM3, AM4, AM5 e AM6 foram todos
isolados sob a forma de um material com aspecto de cera. O isolamento desses compostos foi
realizado através de cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa, uma vez que a
cromatografia em coluna aberta ndo foi eficiente na separacdo desses compostos. E também
mostrou uma revelacdo positiva com o reagente de Kedde que indicou a natureza dessas

substancias como acetogeninas.
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4.4 Conclusdes

A fracdo cloroférmica apresenta uma mortalidade mais elevada da particdo liquido-
liquido;

Na purificagdo em funil com silica, a fracdo 25% Acetato + 75% Hexano € a mais
ativa,;

Através da formacdo de coloracdo violacea revelada em CCD é possivel detectar a
presenca de acetogeninas em todas as fracdes ativas biologicamente, sendo intensificada com

0 avanco da purificacao.
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