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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti € o principal transmissor responsavel pela disseminacgao
de doencas como Febre Chikungunya, Zika e Dengue. Na auséncia de uma vacina
eficaz para todos os tipos de afec¢Bes transmitidas, o controle ainda € realizado por
meio da eliminacdo dos criadouros potenciais dos mosquitos atraveés da aplicacao
de larvicidas e inseticidas durante o periodo de transmissdo. No tocante aos
inseticidas, os mais usados estdo se tornando obsoletos devido ao surgimento de
linhagens de mosquitos resistentes. Dentro deste contexto, este trabalho tem como
proposta a obtencéo, caracterizagéo e aplicacdo de bioprodutos para o controle das
larvas e ovos do mosquito Aedes aegypti, a partir principalmente de biomassa
vegetal, mais precisamente o Liquido da casca da castanha de caju natural e
técnico, os constituintes cardanol, cardol, atuando como material de nucleo e
galactomananas oriundas de endospermas de sementes da espécie Adenanthera
pavonina L. como material encapsulante. Os bioprodutos encapsulados, obtidos
através de secagem por atomizacdo em Spray Dryer, foram caracterizados
estruturalmente por espectroscopia de Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV,
Termogravimetria - TG, Espalhamento de Luz Dinamico - DLS e através dos perfis
cinéticos de liberacédo in vivo e in vitro. Ensaios bioldgicos com larvas de 3° estagio
do mosquito Aedes aegypti foram realizados em diferentes concentracdes (10 — 20 —
40 — 80 — 100 - 200 — 400 -800 — 1000) ppm dos bioprodutos. Em concentracdes
acima de 200 ppm todos os bioprodutos apresentaram indices de mortalidade acima
de 80%, principalmente observado para o LCC natural, sendo este percentual
considerado satisfatério para larvicidas pela Organizacdo Mundial de Saude - OMS.
Ensaios biolégicos de atividade de oviposicdo e ovicida no intervalo de
concentracbes (200 - 500 — 800) ppm também foram realizados apresentando
percentuais de repeléncia a oviposi¢cao acima de 60 % bem como baixos indices de
eclosdo dos ovos e crescimento das larvas. Esses resultados trazem boas
perspectivas quanto a utilizagcdo destes bioprodutos no combate/controle ao
mosquito Aedes aegypti sugerindo potenciais aplicacdes nos preceitos da Quimica
Verde.

Palavras-chave: Galactomanana; Microesferas; Aedes aegypti; Atividade larvicida e
ovicida, LCC.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is the main vector responsible for the spread of
diseases like Chikungunya Fever, Zika and Dengue. Due to the absence of an
effective vaccine for all kinds of diseases, the control is still accomplished through the
elimination of potential mosquito breeding grounds by applying larvicides during the
period of transmission. Regarding to pesticides, the most used are becoming
obsolete due to the emergence of resistant strains of mosquitoes. Given this context,
this study aimed at obtaining, characterizing and testing bioproducts to selective
control of larvae and eggs of Aedes aegypti, adding value to the plant biomass, more
precisely the Cashew Nut Shell Liquid technical and natural and constituents
cardanol, cardol acting as core material and galactomannans derived of the
endosperm of seeds of Adenanthera pavonina L. species as encapsulant.
Encapsulated bioproducts, obtained by spray drying Spray Dryer, were characterized
by spectroscopy Scanning Electron Microscopy - SEM, Thermogravimetric analysis -
TG, Dynamic Light Scattering - DLS and through the kinetic profiles of release in vivo
and in vitro. Laboratory bioassays were performed with larvae of the 3rd stage Aedes
aegypti mosquito at different concentrations (10 - 20 - 40 — 80 -100 — 200 - 400 - 800
- 1000) ppm of bioproducts. Above 200 ppm concentration all bioproducts showed
mortality rates above 80%, mainly noted for LCC natural, and the percentage
considered acceptable by the World Health Organization - WHO to larvicides.
Biological assays oviposition and ovicidal activity in the concentration range (200 -
500 - 800) ppm were also performed showing percentage repellence oviposition
above 60% and low rates of hatching eggs and larvae growth. These results bring
good prospects regarding the use of bioproducts in combat / control the mosquito

Aedes aegypti suggesting potential applications in the precepts of Green Chemistry.

Keywords: Galactomannan; Microspheres; Aedes aegypti; Larvicidal and ovicidal
activity, CNSL.
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Tese de Doutorado — Milena A. Esmeraldo

1. INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti € o principal vetor responsavel pela
transmissdo de doencas virais como Febre Chikungunya, Zika e Dengue. Entre as
doencas transmitidas, a dengue é a mais grave, e por iSso, ocupa uma posicao de
destaque entre as grandes preocupacdes na saude publica dos paises tropicais e
subtropicais (DUPONT et al., 2012, BENELLI, 2015). O agente etiolégico da dengue
€ um arbovirus, do género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae. S&o
conhecidos quatro tipos imunolégicos do virus sendo designados: Dengue Virus
Sorotipo - DENV: Den-1, Den-2, Den-3 e Den-4 (WHO, 2012).

Diante da falta de uma vacina eficiente para todos os tipos de doencas
transmitidas pelo Aedes aegypti, 0 seu controle ainda € a Unica forma de intervencéo
e combate, sendo realizado através da eliminacdo dos criadouros potenciais, da
aplicacdo de larvicidas em depdsitos de agua para consumo e do uso de inseticidas
para combater as formas adultas durante os periodos de transmissao (KONISHI,
2011; GUPTA; REDDY, 2013).

Considerando a grave situacdo no Brasil em decorréncia do aumento dos
casos de epidemias de Dengue e Zika e conscientes da pratica de uma quimica
ambientalmente correta e menos poluente, o presente estudo se justificou pela
proposta de obtencado, caracterizacdo e aplicacdo de bioprodutos com atividade
larvicida e ovicida contra 0 mosquito Aedes aegypti a partir de biomassa vegetal
(fonte renovavel e biodegradavel) mais especificamente o Liquido da casca da
castanha de caju — LCC (natural e técnico) e os constituintes cardanol e cardol,
atuando como materiais de nucleos e polissacarideos naturais denominados
galactomananas, extraidos de endospermas da espécie vegetal Adenanthera
pavonina L., atuando como material encapsulante.

Sabendo-se que a Biotecnologia consta de “qualquer aplicacéo
tecnoldgica que utilize sistemas bioldgicos, organismos vivos ou seus derivados para
fabricar ou modificar produtos ou processos para utilizacdo especifica” (BRASIL
DECRETO N° 6.041, 2007), os novos bioprodutos gerados atenderam a vertente
tecnoldgica esperada mostrando boa atividade larvicida e ovicida contra 0 mosquito
Aedes aegypti bem como estdo de acordo com dois dos Principios da Quimica
Verde, entre eles, a Sintese de Produtos Menos Perigosos e 0 Uso de Fontes de

Matéria-Prima Renovaveis.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Dengue

A dengue é uma doenca infecciosa febril aguda considerada como a mais
importante arbovirose que afeta 0 homem, constituindo um grave problema de saude
publica no mundo. Cerca de 3,6 bilhes de pessoas vivem em areas de risco,
principalmente a populacdo urbana (GLUBER, 2011). Essas areas estao
concentradas, sobretudo nos paises de clima tropical e subtropical, onde as
condicbes do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do
Aedes aegypti, seu principal transmissor.

O agente etiologico da dengue é um arbovirus, pertencente ao género
Flavivirus e a familia Flaviviridae. As primeiras notificacbes do virus da dengue
ocorreram no final do século XVIII com epidemias quase simultaneas: no ano de
1779, em Jacarta, Indonésia, Cairo, Egito, e, em 1780, na cidade da Filadélfia,
Pensilvania, nos Estados Unidos (CLETON et al., 2012).

A transmissao da dengue para o ser humano se faz através da picada da
fémea do mosquito Aedes aegypti durante a captacdo de sangue (hematofagia), que
€ necessaria para completar o processo de amadurecimento dos ovos (SCOTT,;
TAKKEN, 2012; DELATTE; DESVARS; BOUETARD, 2010). Desde que o sangue do
hospedeiro esteja infectado, 0 mosquito estara apto a transmitir o virus apos 8 a 12
dias sendo este intervalo considerado como o periodo de incubacgéo ou transmissao
extrinseco. Esta condi¢do permanece até o final de sua vida (6 a 8 semanas).

O periodo de transmissibilidade intrinseco ocorre no hospedeiro enquanto
houver a presenca do virus no sangue (periodo de viremia), que comeca um dia
antes do aparecimento da febre e vai até o 6° dia da doenca. N&o ha transmissao
por contato direto de um doente ou de suas secre¢cdes com pessoas sadias, nem por
intermédio de &gua ou alimento contaminado (GUBLER, 2011; MS, 2013; SVS,
2014).

O quadro clinico da dengue envolve sintomas como febre, enxaqueca, dor
retro-orbital, fraqueza, perda de apetite; vomitos e diarréia moderada. As vezes
aparecem manchas vermelhas no corpo. A febre dura cerca de cinco dias, com
melhora progressiva dos sintomas em 10 dias. As formas da dengue com sinais de

alarme (DCSA) e a dengue grave (DG) sdo caracterizadas por dor abdominal
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intensa e continua; vémitos persistentes; sangramento de mucosas; choque devido
ao extravasamento grave de plasma e comprometimento grave dos 6rgaos (BHATT,;
GETHING; BRADY, 2013). Cada vez que uma pessoa é infectada por um dos tipos,
ela adquire imunidade permanente a ele e imunidade parcial e temporaria contra os

demais.

2.1.1. Epidemiologia da Dengue

Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento de casos de dengue no
Brasil e no mundo. As razdes para essa reemergéncia ainda ndo sao totalmente
entendidas, mas o fenbmeno esté claramente relacionado com o crescente aumento
da densidade populacional e com os processos de urbanizagcdo que ocorreram nos
altimos 50 anos (WU et al., 2010; ECDC 2010/2011).

Aléem disso, as cidades cresceram de forma desordenada, sem
infraestrutura adequada, com precério servico de saneamento bésico,
principalmente no que se refere ao abastecimento de 4gua e a coleta de lixo. O
aumento da producdo de recipientes plasticos descartaveis proporcionou o
crescimento do numero de criadouros potenciais, ampliando a densidade
populacional do mosquito. O crescente fluxo de pessoas que transitam pelas
diversas areas e paises propiciou também a expansdo da dengue para areas
indenes (BHATT; GETHING; BRADY, 2013).

A Figura 1 mostra o mapa mundial da dispersdo da dengue, destacando
os paises da América Central, da América do Sul, da Africa e da Asia incluidos entre
as regides tropicais e subtropicais sob risco de ocorréncia de transmisséo da

infeccdo pelo virus.
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Figura 1 - Areas vulneraveis da dispersdo da Dengue em todo o planeta.
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Fonte: WHO (2015)

A existéncia de mais de um sorotipo denominados sorotipo 1 e sorotipo 2
ocorreu por volta da década de 1940. Os sorotipos 3 e 4 foram isolados durante
epidemias nas Filipinas, em 1956 (ALEN; SCHOLS, 2012). A partir de entédo, o
complexo dengue passou a ser formado por quatro sorotipos, atualmente
designados Dengue Virus Sorotipo — DENV: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4,
todos causadores dos mesmos sintomas.

Embora existam relatos da doenca desde meados do século XIX e inicio
do século XX, no Brasil, a circulacdo do virus da dengue s6 foi comprovada
laboratorialmente no inicio da década de 1980, mais precisamente em 1982, quando
foram isolados os sorotipos DENV-1 e DENV-4, em Boa Vista (RR) ficando o pais
sem notificacdo de casos até o ano de 1986 quando o virus DENV-1 foi
reintroduzido e isolado no Estado do Rio de Janeiro (RJ), causando epidemia e
dispersao para diversas regides do Brasil (MS, 2010).

No inicio de 1990, com o aumento da transmissdo de DENV-1 e
introducdo de DENV-2, também no estado do RJ foi confirmado o primeiro caso de
dengue hemorragico e o aparecimento de formas graves em outras regides foi
igualmente registrado (MS, 2010). Em janeiro de 2001 foi isolado o DENV-3 no
municipio de Nova Iguacu (RJ). Ja no ano de 2010, o DENV-4 foi isolado a partir de
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casos detectados no estado de Roraima e no Amazonas, tendo também sido isolado
em janeiro de 2011, no Para (SOUZA et al., 2011).

No segundo semestre de 2013 a janeiro de 2014 foram confirmados no
pais 483.516 casos da doenca, tendo sido identificada a presenca dos virus nas
1.376 amostras analisadas (Figura 2). De acordo com o Ministério da Saude (MS,
2014) nos 414 municipios investigados foram diagnosticados 226 casos de
intensidade grave e 3.026 casos com sinais de alarme, resultando em 119 Obitos,
com prevaléncia de DENV-1 (49,7%), seguidos pelo DENV-4 (45.8%) e DENV-2
(3.8%)

Figura 2 - Casos de dengue notificados no Brasil em 2013 a janeiro de
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No Ceara, h4d casos de dengue notificados desde 1986, quando foi
isolado o sorotipo DENV-1. Nesses ultimos 30 anos a dengue se manifestou de
forma endémica, com o registro de, pelo menos, sete epidemias nos anos de 1987,
1994, 2001, 2008, 2011, 2012 e 2015. Destacam-se as epidemias de 1994, pela
confirmacdo dos primeiros casos hemorragicos devido a circulagdo do sorotipo
DENV-2; a de 2002 com o isolamento do sorotipo DENV-3, a de 2008 acarretando
no maior niumero de casos graves e a do ano de 2011 com o isolamento do sorotipo
DENV- 4 e pelo maior numero de casos classicos confirmados (Figura 3) (Sesa,
2015).
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Em média, houve notificacdo de casos em 120 municipios cearenses e
transmissdo em 84 destes. Desde 2011 circulam trés sorotipos virais (DENV-1,
DENV-3 e DENV-4) onde se registrou a sua presenca em 87,5% do territorio
cearense e a sua transmissdo em 96% dos municipios (LIMA; FONSECA,
ALBUQUERQUE, 2013).

Figura 3 - Grafico da evolu¢édo da dengue no Ceard em 30 anos.

Evolucao da dengue no Ceara

*Incidéncia de casos por 100 mil habitantes **Atualizado até 21 de novembro Anos de epidemia

8 8
g

56.818
51.865
52.992

L] Bl BN LJEN | Rd ENENEEE

| RAN

1986 1987’19331 1989 | 1990| 1991 | 1992 | 1993 ‘1994‘ 1995 19%'1997 ms‘ moizooo[zoox 2002 2003}2004 2005 zoosjzoov‘zoosizooe 2010| 201 zoxz‘zmaizom 2015
| | I | | | U | | |
756 |zm 63 lm N ‘ws,n 25 \n.nz m.z| 09 | 13 ‘ 84| st ‘lu.o 1895 }m;nus|m,7 03 ‘m.t mz'ms;sm ‘60.1 | 1616 |e7uims‘m.t 207.3‘5991
/I\ ——" " N
Incidéncia

FONTE: Boletim semanal da dengue/Secretaria da Saude do Estado do Ceard (Sesa)

Fonte: Boletim semanal da dengue/ Secretaria de Salde do Estado do Ceara (Sesa,
2015).

No ano de 2014, foram notificados 41.684 casos de dengue em 183
municipios (99,5%). Destes, 18.243 casos foram confirmados em 146 municipios
(79,3%). Foram notificados 308 casos graves (74 6bitos), 223 casos de Dengue com
sinais de alarme (DCSA), e 66 casos (53 6bitos) de Dengue grave (DG).

Detectou-se um aumento de 50,0% dos casos graves em comparacao a
2013 e uma reducdo de 35,0% dos 6bitos comparados ao mesmo periodo. Dos
casos graves, o interior foi responsavel por 53,8% de DCSA e 62,0% de DG. A
circulagdo dos sorotipos DENV-1, DENV-3 e DENV-4, aliada a problemas na
assisténcia médica prestada aos pacientes e a exposicdo a diferentes sorotipos
virais, contribuiram para um aumento nas formas graves da dengue (Sesa, 2015).

Em 2015, foram notificados 847 casos graves no Ceara. Destes, 93,1%
(789/847) foram confirmados. Do total de casos graves, 84,3% (665/789) foram de
DCSA e 15,7% (124/789) de DG. O municipio de Fortaleza, isoladamente,
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concentrou o maior percentual de DCSA 70,6% e de DG 51,0% entre 0os municipios
cearenses. Até a semana epidemioldgica - SE 39 (04/01/2015 a 03/10/2015), foram
isolados trés sorotipos em 231 amostras. Destas 97,0% foi de DENV-1 e 1,5%
(DENV-3) e 1,5% para o DENV-4 (Sesa, 2015).

2.1.2 Vetor da dengue - Aedes aegypti

Aedes aegypti do grego aédés, “odioso”, e do latim aegypt “do Egipto”, € a
nomenclatura taxonémica de acordo com Linnaeus, 1762, para o popularmente
conhecido “mosquito da dengue” (FERREIRA, 1986). Esta espécie de mosquito
mede menos de 1 cm e é facilmente identificada pelas manchas brancas presentes
no corpo, cabeca e pernas. Foi disseminada por todo o continente americano, pelo
préprio homem, através do transporte dos ovos, das larvas e até mesmo do
mosquito adulto em navios, avides e veiculos terrestres (FRANCIS; ALEXANDER,
2014).

O Aedes aegypti tem seu desenvolvimento através de metamorfose
completa (holometabolismo), que compreende uma fase aquatica representada por:
ovo, larva (dividida em quatro estagios) e pupa e a fase aérea representada pelo
mosquito adulto (MURRAY; QUAM; WILDER, 2013) (Figura 4).

Figura 4 - Fases do desenvolvimento do mosquito Aedes aegypti.
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Fonte: Elaborado pela autora
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No mundo moderno, o Aedes aegypti adaptou-se facilmente as areas
urbanas e vive, preferencialmente, dentro das casas ou perto delas, onde encontra
as melhores condi¢cbes para a sua reproducédo: sangue humano e depdsitos com
agua. Quase toda colecdo de agua limpa e parada dentro de caixas d' agua,
cisternas, latas, pneus, tampas de garrafas, cacos de vidro e vasos de plantas
funciona como criadouro potencial para a sua proliferagédo (FRANCIS; ALEXANDER,
2014).

Os processos de oviposicdo ocorrem nas paredes dos recipientes, apos o
repasto sanguineo, podendo acontecer em diferentes intervalos de tempo, dando ao
Aedes aegypti maiores chances de sobreviver as adversidades do meio ambiente. A
resisténcia a desidratacdo e a possibilidade da disperséo passiva sdo adaptacdes do
mosquito que favorecem sua expansao e dificultam seu controle. Foram observados
ovos dessecados com até 450 dias evoluirem e quando colocados na agua
eclodirem apds 30 min de imersédo (DUPONT et al., 2012).

No Brasil, a historia do mosquito Aedes aegypti provavelmente se iniciou
com as embarcacdes negreiras na época da colonizacdo em meados do século XIX
(MS, 2010). A partir da reintroducdo no inicio da década de 1980, sua expansao
tomou dimensfes assustadoras, e, nos ultimos 30 anos, contribuiu para o aumento
da dengue em 24 unidades federadas do pais com ocorréncia da circulagdo dos
tipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 (COSTA; VOLOCH; SCHRAGO, 2012).

No Ceard, os focos do Aedes aegypti foram totalmente eliminados no ano
de 1950, em virtude de um amplo programa de erradicacdo da febre amarela nas
Américas (CUNHA et al., 1998). Apds a erradicacdo da doenca, o mosquito sé foi
reintroduzido no estado em 1984, no municipio de Aquiraz, de onde se disseminou
e, desde entdo nédo foi mais possivel erradica-lo do territério cearense (Sesa, 2015).

Além da dengue o mosquito Aedes aegypti também é transmissor de
doencas como Zika virus e a Febre Chikungunya. Embora estas doencas
apresentem sintomas mais brandos que os da dengue, a infeccdo pelo ZiKa virus,
em mulheres gestantes, tém sido de grande preocupacéo para os orgdos de saude
publica devido a sua associacdo ao aumento do niumero de casos de microcefalia
(PORTAL DA SAUDE, 2016).
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2.1.3. O combate ao Aedes aegypti

Em dezembro de 2015, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
Anvisa autorizou o registro para a comercializacdo no Brasil da vacina Dengvaxia
produzida pela empresa francesa Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda. Em estudos
clinicos que envolveu quase 21 mil voluntarios da América Latina e Caribe, a vacina
apresentou uma eficacia global de 65,6% confirmada contra os 4 sorotipos da
dengue na populacédo acima dos nove anos de idade. A eficacia nessa populacéo foi
de 58,4% contra o sorotipo 1, 47,1% contra o sorotipo 2, 73,6% contra o sorotipo 3 e
de 83,2% contra o sorotipo 4. A efichcia geral verificada foi de 80,8%
proporcionando assim protecdo maior para casos mais severos de dengue (PORTAL
ANVISA, 2015).

No Brasil, o Instituto Butantan em parceria com o Instituto Nacional da
Saude (NIH, na sigla em inglés) dos Estados Unidos também estdo desenvolvendo
uma vacina contra a dengue que seja totalmente eficaz contra os 4 subtipos da
dengue, sendo designada para trés faixas etarias: 2 a 6 anos, 7 a 17 anos e 18 a 59
anos.

No inicio do més de dezembro de 2015 a ANVISA autorizou o inicio da 3°
fase da pesquisa, que envolve testes em humanos. Essa fase, porém, € a mais
demorada: pois envolve andlise clinica antes, durante e depois da aplicacdo, e a
participacdo de aproximadamente 17 mil voluntarios em todo o pais. A estimativa, é
que sendo positivos os resultados, a vacina esteja liberada até 2017 para as
campanhas de vacinacao da rede publica (INSTITUTO BUTANTAN, 2015; PORTAL
ANVISA, 2015).

Embora os resultados para a comercializagdo das vacinas sejam
promissores, vale destacar que as mesmas nao protegem contra 0S Vvirus
Chikungunya e Zika e desta forma, o combate direto ao Aedes aegypti, através da
eliminacao dos seus criadouros potenciais, ainda é a melhor forma de intervencéo e
controle de doencas. Outros tipos de controle bastante utilizados e de maneira
interligada nas campanhas de combate ao mosquito sdo o controle ambiental, social,
biolégico e quimico.

O controle ambiental ou controle fisico consiste em medidas
ordenadas visando eliminar os criadouros do vetor através de métodos como:

tratamento de residuos solidos e medidas de saneamento basico a fim de evitar o
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depésito dos ovos e o desenvolvimento das larvas do mosquito (SVS, 2014,
FUNASA, 2012). Em associacdo a este, o controle social é hoje em dia uma das
medidas mais importantes para o0 sucesso das ac¢des, permitindo que a sociedade
participe no combate a dengue (FUNASA, 2012).

O controle bioloégico consiste na utilizagdo de animais predadores ou
parasitas, como os peixes larvofagos (Bettas) e bactérias (Bacillus thuringiensis var
israelensis (Bti), Bacillus sphaericus e Wolbachia pipientis) (CAVALCANTI et al.,
2007; MACIAS et al., 2008).

O controle quimico consiste em utilizar pesticidas, compostos quimicos
que apresentam resultados em um curto periodo de tempo conhecidos como
organosintéticos, divididos em diversas classes: 0s organoclorados,
organofosforados, carbamatos e os piretroides. Os reguladores de crescimento e 0s
hormonios sintéticos (formulagBes de diflubenzuron, pyriproxyfen e novaluron)
também se enquadram nesta categoria de controle (SVS, 2014; FUNASA, 2012).

A nebulizacdo Ultra Baixo Volume (UBV) ou fumacé esta entre os tipos de
controle quimico utilizado no combate a dengue. Os inseticidas utilizados sao
espalhados pelas maquinas de nebulizacdo, matando os insetos adultos enquanto
estdo voando, nos periodos da manhd e da tarde. O fumacé ndo é aplicado
indiscriminadamente e deve ser utilizado somente quando existe a transmissao da
doenca em surtos ou epidemias. Desse modo, a nebulizacdo pode ser considerada
um recurso extremo, porque é utilizada num momento de alta transmisséo, quando
as acles preventivas de combate a dengue falharam ou ndo foram devidamente
adotadas (FUNASA, 2012).

2.2. Pesticidas

2.2.1. Classificacao

Os pesticidas sado substancias ou mistura de substancias utilizadas
durante a producédo, colheita ou armazenamento de alimentos. S&0 compostos
bioativos capazes de prevenir, combater ou destruir espécies indesejaveis que
possam interferir na produgéo, no processamento e no armazenamento de alimentos
e produtos agricolas em geral. Esta definicho também compreende substéncias
utilizadas no combate a insetos domésticos ou quaisquer agentes preventivos a
vetores de doencas (HOLLAND,1996).
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Existem registros de diferentes substancias utilizadas como pesticidas
desde a Antiguidade, tais como piretro, composto de origem natural. A partir da
década de 30, o aumento da producéo agricola e, principalmente, as diversidades
de culturas impuseram a utilizacdo de outras substancias com melhor poder
pesticida. Um grande numero de substancias foi formulado especialmente para o
uso na agricultura, entre elas, o pesticida DDT [1,1,1-tricloro-2-bis-(p-clorofenila)
etano] que foi desenvolvido durante a Segunda Guerra Mundial (WHO, 2006).

Os pesticidas compreendem uma larga variedade de substancias
quimicas com diferentes grupos funcionais e, consequientemente, com diferentes
modos de acgdo. Algumas classes quimicas sdo compostas por organoclorados
(DDT), carbamatos (carbofurano), organofosforados (Temephos, Metil paration),
piretréides (cipermetrina) (CAMPOS; ANDRADE, 2001; LUNA et al., 2004) (Figura
5).

Figura 5 - Compostos organossintéticos utilizados como pesticidas.
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Os pesticidas organoclorados sdo compostos organicos de estruturas
ciclicas, nas quais um ou varios atomos de hidrogénio sédo substituidos por cloro.
Sao bastante lipofilicos e altamente resistentes aos mecanismos de decomposi¢ao

dos sistemas bioldgicos, 0 que faz com gque permane¢am no meio ambiente, sendo
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0S compostos mais persistentes ja fabricados. Os organoclorados apresentam
propriedades  inseticidas. Entre 0os mais importantes destacam-se:
hexaclorocicloexano, DDT e os Ciclodienos Aldrin, Dieldrin (FLORES et al., 2004).

Os pesticidas carbamatos séo utilizados como inseticidas e herbicidas.
Estes compostos sdo sais ou ésteres do &cido carbbdnico, com substituicdo dos
hidrogénios hidroxilicos e aminicos por atomos, grupos funcionais ou radicais, muito
instaveis em condi¢cbes neutras e alcalinas, a temperatura ambiente- O carbaril e
carbofurano estdo entre os principais representantes da classe dos carbamatos. Em
geral, os carbamatos séo inibidores da enzima acetilcolinesterase (WHO, 2006).

Os pesticidas piretrides foram originalmente obtidos a partir de
compostos de origem natural, tais como piretro, nicotina e acido crisantémico.
Apesar de possuirem uma toxicidade menor que a maioria das outras classes de
pesticidas, podem apresentar uma longa persisténcia em ambientes fechados, uma
vez que sdo frequentemente utilizados como inseticidas domeésticos. Estes
compostos sdo mais eficientes e seguros, pois sdo seletivos e ndo apresentam
toxicidade para mamiferos. S&o largamente empregados em diversos tipos de
culturas no controle de insetos, podendo ser eventuais contaminantes em alimentos
(SANTOS; AREAS; REYES, 2007).

Os pesticidas organofosforados sao amplamente utilizados como
inseticidas, herbicidas para o controle de pragas e reguladores do crescimento das
plantas. O mecanismo de acdo para os organofosforados se processa através da
acdo enzimatica. Estes compostos atuam como inibidores da enzima
acetilcolinesterase (AcHE), inibindo a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina em
acetato e colina. O acumulo de acetilcolina causa uma série de distarbios
neurotéxicos, provocando a morte do inseto. Este processo de inibicdo da
acetilcolinesterase ocorre através de uma reacdo de fosforilagdo do grupo hidroxila
(OH) da porcao serina da enzima com o composto organofosforado. A ligagdo O-P
formada é altamente estavel, impossibilitando, dessa forma, que a enzima se ligue a
acetilcolina (YU, 2008).

Em mamiferos, estes efeitos caracterizam-se principalmente por
lacrimejamento,  salivagdo, sudorese, diarreia, tremores e  disturbios
cardiorrespiratérios. Estes ultimos sdo decorrentes do aumento das secrecgfes

brénquicas e da bradicardia, bem como de depressao do sistema nervoso central,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Insecticida
https://pt.wikipedia.org/wiki/Herbicida
https://pt.wikipedia.org/wiki/Controle_de_pragas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mam%C3%ADferos

30
Tese de Doutorado — Milena A. Esmeraldo

sendo as principais causas de morbidade e mortalidade por tais produtos (DILLON;
MATHEY; NIXON, 1997; QUIN, 2000).

Apesar de mostrarem resultados eficientes, o uso repetido desses
compostos quimicos tem destruido o sistema biolégico natural, provocando efeitos
indesejados a organismos nao-alvos e problemas a saude humana. Braga e
colaboradores (2004), apresentaram um estudo sobre a resisténcia do Aedes
aegypti ao temephos que foi o principal inseticida utilizado nas ultimas duas
décadas, porém apds ter sido detectada a resisténcia do vetor a esse larvicida, a
partir de 2013 foi recomendada por especialistas a interrup¢do do seu uso. Neste
mesmo ano foram utilizados os seguintes produtos para o controle larvario o
diflubenzuron e o novaluron sendo substituidos em 2014 pelo pyriproxyfen todos

esses inseticidas classificados como Reguladores de Crescimento de Insetos.

2.2.2. Inseticidas alternativos

Os Reguladores do Crescimento de Insetos ou na nomenclatura
internacional Insect Growth Regulators (IGRs) fazem parte de uma nova geracao de
compostos que agem interferindo no processo normal de crescimento dos insetos.
Se um inseto ainda imaturo entrar em contato com um IGR, ele n&o sofrera a
proxima muda. S&o0 comparativamente mais seguros, mais seletivos, de baixa
toxicidade para mamiferos e organismos ndo-alvo e praticamente especificos contra
artropodes (WHO, 2006; DELATTE et al., 2008).

Muitos desses compostos vém sendo utilizados na agricultura e incluem
produtos quimicos com modos de acdo tais como o analogo do horménio juvenil,
entre eles, por exemplo, o pyriproxyfen, e os inibidores da sintese de quitina, como o
diflubenzuron e novaluron (GALLO, 2002; SIHUINCHA, et al., 2005) (Figura 6)


https://pt.wikipedia.org/wiki/Morbidade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mortalidade
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Figura 6 - Estruturas quimica dos compostos utilizados como IGRs.
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Fonte: Elaborado pela autora

O pyriproxyfen é um IGR que imita os horménios juvenis dos insetos, que
sdo, por isso, denominados juvendides de alta estabilidade e de longo efeito residual
no ambiente. Esse larvicida pertence ao grupo quimico éter piridiloxipropilico tendo
como mecanismo de acao a inibicdo do desenvolvimento das caracteristicas adultas
do inseto (por exemplo, asas, maturacdo dos Orgdos reprodutivos e genitalia
externa), mantendo-o com aspecto "imaturo” (ninfa ou larva). Esse produto tem
pouco efeito sobre a mortalidade de larvas e sua atuacdo é mais eficaz em pupas e
na inibicio de emergéncia do adulto (SOIN et al., 2010). E recomendado para o
controle de pulgas, moscas e insetos resistentes a outros grupos quimicos. Sao
produtos de baixissima toxidade aos mamiferos e sem acao acumulativa

O mais conhecido entre os reguladores de crescimento € o composto
diflubenzuron classificado como um inibidor da sintese de quitina. Estes produtos
afetam a producdo quimica da camada interna do inseto impedindo-o de produzir
uma nova pele causando desta forma a morte pela incapacidade de gerar uma nova

cuticula adequadamente.
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2.3. Biomassa Vegetal

Um grande numero de diferentes espécies de plantas tem se mostrado
capaz de causar efeitos letais sobre insetos (LOPEZ; FERNANDEZ-BOLANOS; GIL,
2005). A aplicagcdo de substancias extraidas de plantas, com atividade inseticida,
tem muitas vantagens quando comparado aos sintéticos: os inseticidas naturais sao
obtidos de recursos renovaveis e séo rapidamente degradaveis; o desenvolvimento
da resisténcia dos insetos a essas substancias, compostas da associacdo de varios
principios ativos, é um processo lento; além de possuirem facil obtencdo e baixo
custo de producdo (ROEL, 2001; RAKSHIT; SUDIP; ROBERT, 2015;
GOVINDARAJAN et al., 2013).

Muitos produtos utilizados pela sociedade tém como fonte a diversidade
da flora brasileira. Alimentos e seus aditivos, Oleos naturais e essenciais,
medicamentos, fibras, cosméticos, produtos quimicos e biocombustiveis, sdo alguns
exemplos. Diversas sao as classes de compostos quimicos que podem ser extraidos
de espécies vegetais. Uma delas é representada pelos polissacarideos (BURITI,
2014; CERQUEIRA et al., 2011; JIAN, 2014; PRAJAPAT et al., 2013).

2.3.1. Galactomananas

De acordo com Bento (2013), galactomananas é a denominac¢édo dada a
polissacarideos neutros de reserva energética, extraidos geralmente do endosperma
das sementes de diferentes espécies da familia Leguminosae. A estrutura desses
polimeros naturais € composta por uma longa cadeia de manose com ramificacdes
simples de galactose.

As longas cadeias de D-manose estdo unidas por meio de ligagdes B (1-
4) e conferem rigidez a sua formacao. As ramificacBes de D-galactose estao unidas
a cadeia principal por ligacdes de oxigénio do tipo a (1-6), direcionando as ligacdes
de hidrogénio das cadeias de manose para a agua envolvente e ndo para as cadeias
vizinhas de manose, favorecendo, desta forma, a solubilizacdo do polimero em agua
(PRAJAPATI et al., 2013; THOMBRE; GIDE, 2013) (Figura 7).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1806-66902016000200275&lang=pt#B12
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1806-66902016000200275&lang=pt#B12
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1806-66902016000200275&lang=pt#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1806-66902016000200275&lang=pt#B20
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1806-66902016000200275&lang=pt#B33

33
Tese de Doutorado — Milena A. Esmeraldo

Figura 7 - Estrutura geral das galactomananas e suas principais unidades
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Fonte: Elaborado pela autora

O teor e a distribuicdo das unidades a-D-galactose dependem da origem
e da espécie de leguminosa e das técnicas de extracdo utilizadas para a sua
obtencdo. Seu papel na planta também esta relacionado com a manutencdo e a
regulacdo da agua durante a germinacdo, com as propriedades fisico-quimicas e
com a sua interacdo entre si e outros polissacarideos, além da protecdo contra
predadores (POLLARD; FISCHER, 2006; BARAK; MUDGIL, 2014; PRAJAPATI et
al., 2013). Durante a germinacdo, esses polissacarideos sdo catabolizados para
fornecer energia e esqueletos de carbono para o crescimento da planta.

A razdo Manose/Galactose (M/G) apresenta variagdes da relacdo entre
tamanho e estrutura de galactomananas de mesma espécie ou espécies diferentes,
Ceratonia siliqua (M/G 3.1:1) (VENDRUSCOLO et al.,, 2009), Dimorphandra
gardneriana (M/G 1.84:1) (CUNHA et al., 2009), Caesalpinia pulcherrima (M/G 2.8:1)
(AZERO; ANDRADE, 2002), Céssia javanica (M/G 3.23:1), Mesquite seed gum (M/G
1:1:1) (RODRIGUES et al.,, 2016), Adenanthera pavonina L. (M/G 1:35:1)
(CERQUEIRA et al., 2009), e este fator caracteriza suas propriedades funcionais em
dispersdes aquosas proporcionando assim um aumento na viscosidade de solugdes
contendo Galactomananas, tornando este polimero um bom espessante (BHATIA,
GUPTA; SONI, 2014; ALBUQUERQUE et al., 2014).

Galactomananas oriundas de sementes leguminosas tém sido bastante

estudadas. Entre as diferentes espécies de sementes leguminosas presentes nos
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ecossistemas brasileiros, este trabalho avaliou galactomananas extraidas de
sementes da espécie Adenanthera pavonina L.

Adenanthera pavonina L. (Figura 8a), pertence a familia Fabaceae
(Leguminosae) e subfamilia Mimosoideae. A presenca das espécies desta
subfamilia se da nas regides da América do Sul e Central, Africa e Australia
(LORENZI, 2009, LOPES et al., 2009). Cerca de 80,0% das espécies ocorrem no
Brasil, entre as quais se destacam a Mimosa scabrella, presente nos estados do
sudeste e sul, (LOPES et al., 2009) e a Adenanthera pavonina L. bastante adaptada
e largamente distribuida nos Estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul e
Regido Nordeste (Ceara e Bahia) (CORREA, 1978).

As arvores da Adenanthera pavonina L. conseguem atingir cerca de 10 a
20 m de altura. Entre as suas caracteristicas, destacam-se a madeira de boa
qualidade bastante utilizada para a construgdo e suas folhagens com textura fina,
floracédo e frutificagdo o ano todo, permitindo desta forma seu cultivo e plantagédo em
ruas, parques e jardins de residéncias (FONSECA; PEREZ, 2003; KHARE, 2007).

As sementes desta espécie, (Figura 8b), sdo popularmente chamadas de
falso pau brasil, olho de pavao e carolina. As mesmas tém ganhado espaco no
mercado do artesanato, dos corantes e das bijuterias e seu cozimento bem como da
madeira permite a sua utilizagdo para fins medicinais, devido a seus efeitos
antiinflamatdrios e analgésicos no tratamento de infec¢des pulmonares (FONSECA,;
PEREZ, 2003; KISSMANN, 2008).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1806-66902015000200352&lang=pt#B12
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Figura 8 - Arvores (a) e sementes (b) da espécie Adenanthera pavonina L.

Fonte: Elaborado pela autora

2.3.2. Aplicacgbes das galactomananas

Atualmente, as industrias exigem a introducdo de fontes alternativas de
polissacarideos e, neste contexto, € fundamental a busca por fontes renovaveis de
espécies vegetais de facil acesso, abundancia e baixo custo. A maioria dos estudos
desenvolvidos com galactomananas visa, principalmente, o interesse comercial com
vasta aplicacdo em diversas areas da industria, com destaque para os setores
petroquimico, alimenticio (espessantes, estabilizantes e filmes), producdo de
cosmeéticos, téxtil, mineracdo, fabricagdo de explosivos, assim como veiculo de
liberacdo de farmacos e propriedades dielétricas de ceramicas de hidroxiapatita
(SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005; POLLARD; FISHER, 2006; CERQUEIRA et al.,
2010; GIANCONE et al., 2011; MAZZETO; SOMBRA; MACEDO, 2013).

As propriedades fisico-quimicas das galactomananas sdo vantajosas
tanto para a saude do organismo humano como para o uso industrial. Devido a tais
propriedades, as galactomananas séo utilizadas comercialmente em alimentos como
espessantes e agentes geleificantes por melhorarem a retencdo de agua, alterarem
parametros de congelamento e, principalmente, por aumentarem a viscosidade de
alimentos e produtos (THOMBRE; GIDE, 2013; PAWAR; LALITHA, 2014).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1806-66902016000200275&lang=pt#B33
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1806-66902016000200275&lang=pt#B24
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Segundo Sumathi e colaboradores (2002), as vantagens da utilizagéo de
biopolimeros em processos bioldgicos estdo relacionadas as caracteristicas de
estabilidade térmica, biocompatibilidade, alta capacidade de encapsulacdo e

liberacdo do farmaco de forma prolongada.

2.3.3. Galactomananas e a microencapsulacao

As primeiras pesquisas no campo da microencapsulacdo foram
conduzidas na década de 30, pela empresa norte-americana National Cash Register
Co, de Dayton. O pesquisador da NCR, Barret K. Green descobriu e desenvolveu o
sistema de formacdo de microesferas através do processo de coacervagdo. A
primeira aplicacdo comercial ocorreu em 1954, revolucionando o mundo dos
negdécios administrativos, ao originar o papel de cépia sem carbono (NITIKA et al.,
2012 WEINBRECK; MINOR, 2004; SANTOS; FERREIRA; GROSSO, 2000).

No ano de 1993, as microesferas foram descritas como embalagens
extremamente pequenas, compostas por um polimero como material de parede e
um material ativo chamado de nucleo (ARSHADY, 1993). De acordo com Ezhilarasi
e colaboradores (2013), a técnica de microencapsulacdo permite a agregacdo de
substancias a uma formulagédo alimenticia, tornando-se uma fonte de ingredientes
totalmente novos com propriedades Unicas como, por exemplo, a diminuicdo da
velocidade de evaporacdo ou de transferéncia do material de nucleo para o meio; a
melhoria da manipulacdo do material encapsulado e o disfarce das caracteristicas
de sabor e odor desagradaveis.

O material a ser encapsulado, € chamado de recheio ou nucleo, e o
material que forma a capsula, encapsulante ou cobertura. As capsulas podem ser
classificadas por tamanho em 3 categorias, macro (>5000 um), micro (0,2-5000 pum)
e nanocapsulas (<0,2 um) (GIBBS, 1999; GOUIN, 2004). Em termos de arquitetura,
as microesferas podem ser divididas em dois grupos (Figura 9): aquelas nas quais o
ndcleo é nitidamente localizado na regido central, circundado por um filme definido e
continuo do material de parede também conhecido como sistema reservatério
(microcapsula propriamente dita) (Figura 9a) e aquelas onde o nucleo é
uniformemente disperso em uma matriz - sistema matricial (microesferas) (Figura 9b)
(DEPYPERE, 2003)
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Figura 9 - Representacdo da estrutura dos tipos de microparticulas:

sistema reservatdrio ou microcapsula (a) e matricial ou microesfera (b).
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Fonte: www.ital.sp.gov.br

Um dos principais fatores que influenciam a estabilidade de compostos
encapsulados é a natureza do material encapsulante (ROSENBERG; KOPELMAN;
TALMON, 1990; MURILLO-MARTINEZ et al., 2011). A escolha deve levar em
consideracdo uma série de fatores: propriedades fisicas e quimicas do nucleo
(porosidade, solubilidade etc.) e de parede (baixa viscosidade a altas concentragbes
de solidos, baixa higroscopicidade, propriedades mecéanicas, transicdo vitrea,
capacidade de formacao de filme, compatibilidade com o nucleo, baixo custo e
mecanismo de controle) (BRAZEL, 1999; MATALANIS; JONES; MCCLEMENTS,
2011; RATCLIFFE; WILLIAMS; EVANS, 2013).

A escolha por polissacarideos como potencial material encapsulante,
deve-se a sua excelente solubilidade, a baixa viscosidade, as boas propriedades
emulsificantes, ao sabor suave e a alta estabilidade oxidativa, bem como a sua
maior disponibilidade (STIJNMAN; BODNAR; HANS TROMP, 2011; ZAMANI;
PRABHAKARAN; RAMAKRISHNA, 2013).

Entre as diversas técnicas de preparacdo de microparticulas, podemos
citar: Spray drying (secagem em atomizac&o); Spray chiling (nebulizacdo em
corrente de ar frio); Spray cooling, co—cristalizacéo, liofilizacdo e coacervagédo. A
atomizacdo por Spray Dryer é uma das técnicas mais antigas de encapsulacao,
tendo sido usada na década de 1930 para preparar 0s primeiros compostos de
sabor encapsulados (BAKHHI et al., 2013; PEREZ et al., 2013). O material a ser
encapsulado, geralmente hidrofébico, € emulsificado em uma solugdo aquosa ou

dispersdo do material encapsulante, e a emulsao resultante € bombeada através de
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um atomizador para uma camara a alta temperatura (ACEITUNO-MEDINA et al.,
2013).

A medida que as particulas s&@o lancadas no interior da camera, elas
tomam a forma esférica, com a fase oleosa “empacotada” no interior da fase aquosa.
Em contato com o ar aquecido, a 4gua se evapora rapidamente da capsula. A alta
relacdo area de superficie/volume das particulas promove uma rapida evaporagao
da agua. Com isso, o tempo de exposicdo das particulas ao calor é curto (poucos
segundos), e a temperatura do nlcleo ndo ultrapassa os 100 °C, o que reduz a
ocorréncia de alteracdes indesejaveis em compostos termossensiveis (CAL;
SOLLOHUB, 2010; PEIGHAMBARDOUST; TALFTI; HESARI, 2011).

As capsulas (na forma de p0) produzidas por atomizacdo sdo geralmente
do tipo matricial, com o nucleo distribuido na forma de microparticulas, geralmente
menores que 100 pum, na matriz seca do material encapsulante. Os mecanismos de
liberacdo do ndcleo geralmente estdo associados a atomizacdo pela acdo de
solventes e/ou por difusdo (GHARSALLOUI, 2007; CAL; SOLLOHUB, 2010;
WEINBRECK; MINOR, 2004).

Fatores como, por exemplo, viscosidade da emulsao; peso molecular dos
compostos volateis; concentracdo dos compostos; tipo e massa molecular do
encapsulante; velocidade do ar de secagem e temperatura de secagem afetam na
retencdo de volateis influenciando desta forma no menor tempo necessario para a
formacéo das capsulas (BAKHHI et al., 2013; PEREZ et al., 2013).

2.4. Caju e Liquido da casca da castanha de caju — LCC.

O cajueiro, planta tropical nativa do Brasil, de aparéncia exotica, troncos
tortuosos, localizada em sua grande maioria no litoral nordestino, pertence a familia
Anacardiaceae, género Anacardium e nome cientifico Anacardium occidentale L.
(FRANCA,1988; LIMA,1988) (Figura 10a). Tem sido utilizado como uma excelente
fonte medicinal e, como principais aplica¢des, podemos citar 0 uso como analgésico
e diurético e como produto eficaz no combate a problemas respiratorios tais como
bronquite (PELL, 2004). As folhas novas, apdés cozimento, podem ser colocadas
sobre feridas promovendo a cicatrizagdo (MAZZETTO; LOMONACO; MELLE, 2009).
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O caju (Figura 10b) origina-se da palavra tupi acaju, que quer dizer "noz
que se produz" (FRANCA, 1988). Na verdade, trata-se do pseudofruto,
cientificamente denominado de pedunculo floral, com coloracdo variante entre o
amarelo e o vermelho, suculento e rico em vitamina C e ferro. Apés o
processamento do caju na inddstria, sdo preparados sucos, doces e bebidas nao
alcodlicas, como a cajuina (EMBRAPA, 2015). O caju €é constituido de duas partes: o
pseudofruto, e o verdadeiro fruto, a castanha de caju.

Figura 10 - O Cajueiro (a) e o caju dividido em pedunculo e castanha (b).

Castanha
(fruto)

Pedunculo
(pseudofruto)

Fonte: Elaborado pela autora

A castanha de caju € o principal produto comercial do cajueiro. Tem a
forma de rim (reniforme) e seu peso pode variar de 3 a 32 g. Suas partes estéo
subdivididas em casca (epicarpo), mesocarpo e améndoa (parte comestivel do fruto)
(LIMA, 1988) (Figura 11).

Figura 11 - Secdo transversal da castanha de caju.

Epicarpo

Mesocarpo
(local onde se encontra o LCC)

Améndoa

Fonte: Elaborado pela autora


https://pt.wikipedia.org/wiki/Caju%C3%ADna
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A améndoa compreende aproximadamente 25% do peso da castanha de
caju e € rica em fibras, proteinas, minerais (magnésio, ferro, cobre e zinco),
vitaminas K, carboidratos, fosforo, sodio e aminoacidos (Sindicaju, 2016).

No mesocarpo estd contido um liquido escuro, de coloracdo preta,
caustico e inflaméavel, de caracteristicas vesicantes chamado de Liquido da casca da
castanha de caju - LCC ou Cashew Nut Shell Liquid (CNSL) na nomenclatura
internacional (Figura 12). Sua finalidade é proteger a améndoa de predadores
preservando o seu poder germinativo (LIMA, 1988).

Figura 12 - Liquido da casca da castanha de caju — LCC.

Fonte: Elaborado pela autora

O LCC natural é uma das fontes vegetais mais ricas em lipideos fendlicos
insaturados, dentre os quais se destacam: acido anacéardico (60-65% em peso),
cardol (15-20% em peso), cardanol (10% em peso) além de tracos de 2-metil-cardol
(5%) (MAZZETTO; LOMONACO; MELLE, 2009). Os fenois que constituem o LCC
sdo substituidos no anel aromatico e possuem em comum uma cadeia lateral
alifitica pentadecilénica (15 atomos de carbono), com diferentes graus de
insaturacao, que podem variar de 0 a 3 (AGOSTINI-COSTA et al., 2005) (Figura 13).
Essa cadeia insaturada permanece nos constituintes do LCC comercial ou técnico,
obtido como subproduto do processamento industrial das améndoas de castanha de

caju.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Magn%C3%A9sio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ferro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cobre
https://pt.wikipedia.org/wiki/Zinco
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vitamina_K
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carboidrato
https://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cidos
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Figura 13 - Principais constituintes fenolicos do LCC.
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Fonte: Elaborado pela autora

O LCC pode ser obtido por diferentes processos: extracdo a frio
(prensas), extragdo por solvente (KUMAR et al.,, 2002) e pelo processo a 0Oleo
guente (hot oil process) um processo térmico onde o préprio LCC quente é utilizado
como meio para aquecer as castanhas naturais em temperaturas de
aproximadamente 180 °C.

Devido a sua termolabilidade em altas temperaturas (180 a 200 °C), o
acido anacéardico sofre descarboxilacdo durante o processamento térmico da
castanha convertendo-se totalmente a cardanol (Figura 14). Esta reacdo de
descarboxilacdo é irreversivel tornando, desta forma, o cardanol o constituinte
majoritario do LCC técnico (GEDAM; SAMPATHKUMARAM, 1986).

Figura 14 - Reacdo de descarboxilacdo do acido anacardico.
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Fonte: Elaborado pela autora
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O processamento industrial da castanha de caju tem por principio a
obtencdo das améndoas para fins alimenticios e nutricionais gerando como
subproduto o LCC técnico. Devido a sua classificacio como uma matéria-prima
natural renovavel e de baixo custo, o LCC e seus componentes tém sido utilizados
em varias pesquisas cientificas como base para o desenvolvimento de produtos
ambientalmente corretos e menos poluentes (BALGUDE; SABNIS, 2014).

Entre esses estudos, destaca-se a aplicacdo dos componentes do LCC
como antioxidantes (AMORATI et al., 2011, MAIA et al., 2012; RODRIGUES et al.,
2006) e como material de partida para fabricacdo de tintas, vernizes, resinas
sintéticas, esmaltes e anticorrosivos para aplicacdo em navios e submarinos. Como
verniz, apresenta grande resisténcia, elasticidade, excelente brilho e boas
propriedades adesivas. (CAVALCANTE; CANTO, 2012).

Polimeros do LCC quando comparados com as resinas fendlicas
convencionais, apresentam grande flexibilidade devido ao efeito da sua longa cadeia
alifatica. Esta cadeia lateral transmite uma natureza hidrofébica para o polimero,
conferindo-lhe uma alta resisténcia a agua, exposicdo ao ar e modificacdes
climaticas (SILVA, 2014; MAZZETTO; LOMONACO; MELLE, 2009). Por manter suas
caracteristicas sob grande atrito, estes polimeros se tornam aditivos essenciais na
formulacdo da maioria dos revestimentos internos de freios de veiculos
apresentando, como principais caracteristicas: resisténcia ao calor e corrente
elétrica.

Lomonaco e colaboradores (2009), verificaram importantes resultados
com relacdo aos valores de CLso apresentados para os derivados do LCC técnico
quando avaliada a sua atividade larvicida sobre o Aedes aegypti (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados de CLso para os constituintes do LCC sobre larvas

do Aedes aegypti
Amostra CLso (ppm)
LCC técnico 51,04 £ 0,62
Cardanol 32,89 £ 0,25
Cardol 14,20 + 0,62
Cardanol hidrogenado 68,18 + 0,50

Fonte: Lomonaco (2009).
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As amostras do LCC e seus derivados (cardanol e cardol insaturados)
bem como cardanol hidrogenado, apresentaram resultados de CLso abaixo de 100
ppm apds atuarem sobre larvas do Aedes aegypti. De acordo com Chang e
colaboradores (2008), compostos que apresentam valores de CLso < 100 ppm séo
considerados ativos e constituem-se fortes candidatos a atuar como larvicidas.

No ranking da produg¢do mundial de castanha de caju, o Brasil ocupa a
quinta colocacéo, abaixo de Costa do Marfim, india, Nigéria e Vietnd. De acordo com
o Sindicato das Industrias de beneficiamento de castanha de caju e Améndoas
Vegetais do Estado do Ceara - Sindicaju (2013), no Brasil a maior area cultivada de
castanha de caju se concentra na regido nordeste, com aproximadamente 700 mil
hectares distribuidos nos estados do Ceara, Piaui, Rio Grande do Norte, Maranh&o
e Bahia, proporcionando uma safra anual de castanhas de caju em torno de 320 mil
toneladas.

O Ceard detém cerca de 70% das industrias de beneficiamento da
castanha instaladas na regido nordeste sendo o estado com a maior producédo da
castanha de caju, seguido por Rio Grande do Norte e Piaui. A agroinddstria
processadora de castanha de caju no estado do Ceara emprega cerca de 20 mil
pessoas, além de proporcionar 280 mil postos de trabalho no campo.

Entretanto, mesmo com o0s altos investimentos na producdo das
améndoas, existe um alto grau de competitividade entre os principais paises
exportadores: Vietnd, Nigéria e India, o que acarreta reducdo do preco das
améndoas além do fato desses paises concorrentes disporem de mao de obra de
baixo custo. A india detém uma das maiores producdes e emprega um processo
manual com alto desempenho, sem producdo do LCC; enquanto que no Brasil o
processamento € semi automatico, com menor desempenho e geracdo de uma
grande quantidade de LCC como subproduto.

Com base nas estruturas quimicas dos grupos funcionais presentes nos
larvicidas tradicionais e considerando as potencialidades do LCC, este projeto
buscou desenvolver bioprodutos, através da utilizagdo de fontes renovaveis de
matéria prima, para aplicacdo larvicida e ovicida contra o0 mosquito Aedes aegypti. A
técnica de microencapsulacdo proporcionou uma melhor eficiéncia e prolongamento
do tempo de acdo destes bioprodutos a partir de liberagdo controlada do material

ativo para o meio aquoso.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Preparar novos produtos a partir da utilizagdo de biomassa vegetal mais
especificamente o Liquido da casca da castanha de caju - LCC (natural e técnico),
0S constituintes, cardol, cardanol, e sementes de Adenanthera pavonina L., para

aplicacdo como ovicidas e larvicidas contra o0 mosquito Aedes aegypti.

3.2. Objetivos especificos

e Isolar a galactomanana a partir de sementes da espécie Adenanthera pavonina L.
e caracterizar estruturalmente através das técnicas espectroscépicas de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN !H), Infravermelho (IV); Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV);

e Isolar e purificar os constituintes fenolicos do LCC técnico (cardol e cardanol) e o
LCC natural, caracterizando-os por meio das técnicas de Cromatrografia Gasosa
e Espectro de Massa (CG/EM), RMN *H;

e Obter os bioprodutos, na forma de microesferas, a partir de secagem por
atomizacdo em Spray Dryer e o0s caracterizar por meio das técnicas
Termogravimétrica (TG), MEV, Dynamic Light Scattering (DLS);

e Avaliar o potencial larvicida e ovicida dos bioprodutos contra larvas e ovos do
mosquito Aedes aegypti através de ensaios em laboratério e comparar 0S

resultados obtidos com os dados da literatura.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

As sementes de Adenhantera pavonina foram coletadas na UFC, Campus
do Pici, (Fortaleza, CE), no periodo de junho a agosto de 2012. A exsicata da
espécie encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra — EAC da Universidade
Federal do Ceara (UFC) sob n° 32.639. O LCC técnico empregado nos
experimentos foi gentilmente cedido pela Empresa Améndoas do Brasil Ltda. O LCC

natural foi obtido no Laboratério de Produtos e Tecnologia em Processos - LPT.

4.2. Métodos

4.2.1. Extracdo do LCC natural

Castanhas de caju foram primeiramente bisseccionadas, as améndoas
removidas e, em seguida, suas cascas (+ 90,0 g) foram transferidas para um béquer
de 2 L. Uma quantidade de 1 L de acetato de etila foi adicionada e as castanhas
imersas foram aquecidas a temperatura de 75 °C por 3 h. Apds esse periodo, o
extrato obtido foi entdo filtrado em funil comum e papel filtro para remocao de
residuos provenientes das cascas. Apoés filtracdo, o extrato resultante foi
concentrado em evaporador rotatorio, sob pressao reduzida, obtendo-se uma massa

final de LCC natural de aproximadamente 31,0 g (Rendimento de 34%).

4.2.2. Separacao do cardanol a partir do LCC técnico

O cardanol foi separado baseado no método proposto por Kumar e
colaboradores (2002), com algumas modificacdes descritas a seguir: a nao utilizacao
do carvao ativado na fase orgéanica e a nao filtracdo em silica gel celite. Em um
béquer (1 L) 100 g de LCC técnico foram dissolvidos em 320 mL de metanol, com
adicdo posterior de 200 mL de NH4OH 25%. A mistura foi submetida a agitagcéo
magnética durante 45 min para a desprotonacao do cardol. Passado esse periodo, a
solucédo resultante foi transferida para um funil de separacédo (1 L) e ap6s 24 h de
repouso se realizou o0 processo de separacdo das fases orgénica e aquosa

utilizando hexano (2 x 400 mL) como solvente extrator. O cardol remanescente foi
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removido da fase organica com solucdo NaOH 1,5% (3x100 mL) e depois da
primeira lavagem o sistema permaneceu em repouso por 8 h. Apés novas lavagens
a observacdo da remocédo total foi acompanhada por Cromatografia de Camada
Delgada — CCD. A fase organica obtida foi tratada com uma solucdo de HCI 10%
(100 mL) por aproximadamente 1 h para restabelecer a protonagdo do cardanol.
Apéds esse tempo, procedeu-se a lavagem utilizando agua destilada (2 x 200 mL) e
apO0s nova separacdo, a fase organica contendo o cardanol foi seca utilizando
Na:SO4 para remogdo da agua remanescente. A solucdo resultante foi filtrada em
papel filtro, concentrada em evaporador rotatorio, obtendo-se aproximadamente 48,5
g de cardanol (Rendimento de 48,5%).

4.2.3. Separacédo do cardol a partir do LCC técnico

O cardol obtido a partir do LCC técnico seguiu a mesma metodologia
utilizada por Lomonaco e colaboradores (2009), a partir da técnica de cromatografia
em coluna, visto que foi a técnica que proporcionou os melhores rendimentos de
cardol, comparados aos rendimentos obtidos por (KUMAR et al.,, 2002). Para a
separacao do cardol, 45 g de LCC técnico foram previamente pesados e transferidos
para uma coluna cromatografica de especificacdes 60 cm altura x 6 cm de diametro,
utiizando como fase fixa silica gel. Para a fase movel utilizou-se misturas de
solventes hexano : acetato de etila, em grau crescente de polaridade na proporgéo
(90:10 e 70:30), respectivamente. Apds a separacao, as fracdes (25 - 32) contendo o
cardol, depois de analisadas por CCD, foram reunidas e concentradas em
evaporador rotatorio, obtendo-se uma recuperacdo de 4,75 g (15,03 mmol) de um
produto escuro e viscoso (Rendimento de 10,5%). A pureza do cardol foi confirmada
por CG/EM.

4.2.4. Extracdo da galactomanana

Para a obtencdo da galactomanana, sementes de Adenanthera pavonina
L. (250 g) foram aquecidas (70 — 80 °C) em 1 L de &agua destilada por 40 min,
seguido de intumescimento durante 24 h. Passado esse periodo, os endospermas
foram manualmente separados retirando-se 0s tegumentos. Uma vez obtidos,
utilizou-se acetona para a secagem dos endospermas durante um periodo de 5 a 7

dias e, quando secos, os endospermas foram triturados em liquidificador industrial



47
Tese de Doutorado — Milena A. Esmeraldo

(Metvisa) e seus gréos foram selecionados em peneira Mech (ASTM 150 pm)
(Figura 15).

Figura 15 - Fluxograma das etapas de obtencdo da galactomanana
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Trituracdo e selegdo dos gréos Secagem em solvente
em peneira (ASTM 150 pm) ( Acetona durante 5 dias)

Fonte: Elaborado pela autora

4.2.5. Preparacédo dos bioprodutos

Para a obtencdo dos bioprodutos, inicialmente preparou-se uma solugéo
aguosa de 1 L do material encapsulante. Este trabalho utilizou a combinacdo de
materiais encapsulantes a partir de galactomanana (3,0 g) em adicdo a
maltodextrina DE 20 (5,0 g) com o intuito de aumentar a eficiéncia de encapsulacao.
A mistura foi colocada para aquecer a 60 °C por 10 min. Cada emulséo foi preparada
pela adi¢éo individual de 2 g do material de ndcleo aqui utilizados: LCC natural, LCC
técnico, cardol e cardanol, mantendo em todas as formula¢des a razdo 4:1 entre o
material encapsulante e o material de nudcleo.

Para favorecer a homogeneizacdo do meio, em cada mistura utilizou-se
Tween 80 (1,0 g) como agente tensioativo. As emulsdes permaneceram sob
aquecimento de 60 °C por um tempo de 50 min. Ap6s preparadas, as emulsées

foram conduzidas ao atomizador. A secagem das amostras foi realizada no
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Laboratorio de Processos Agroindustriais da Embrapa onde se utilizou um mini
Spray Dryer de bancada, modelo BUCHI-B290 condicdes de (Inlet: 158 — 162 °C;
Outlet: 75 — 85 °C) regime de fluxo com corrente 1 m.s*. A Figura 16 apresenta o
fluxograma das etapas realizadas para a obtencdo dos bioprodutos.

Figura 16 - Fluxograma do procedimento de obtencdo dos bioprodutos

1L de emulsdo aquosa

8 g Agente encapsulante 2 g Composto ativo
5 g de Maltodrextina DE 20 LcC N?tu'ral
3 g de Galactomanana LCC Técnico ‘
Cardanol

Cardol

*  1gde Tween 80 foi utilizado em cada emulsdo como tensioativo

LCC natural - LCC técnico - cardanol - cardol

(Obtengdo dos bioprodutos na forma de pdé)

Secagem em mini Spray Dryer

Fonte: Elaborado pela autora

4.2.6. Ensaios da Atividade larvicida (pré - encapsulagéo)

Os ensaios de atividade larvicida foram realizados no Nucleo de Controle
de Vetores e Endemias (NUVET), Orgdo da Secretaria de Saude do Estado do
Ceard. Para avaliar a atividade larvicida dos compostos LCC técnico, LCC natural,
cardol e cardanol, bioensaios de dose - resposta foram realizados, em triplicata, no
intervalo de concentracdes (2, 4, 10, 20, 40, 100) ppm a fim de se estabelecer as
concentragcfes letais necessarias para causar mortalidade a metade das larvas
expostas aos bioprodutos (CLso).

Inicialmente solu¢des estoques de cada bioproduto foram preparadas
utilizando 20 mg solubilizados em 10 mL de DMSO e a quantidade desejada para
cada concentracdo foi obtida destas solu¢cdes com auxilio de uma pipeta analitica e

entdo solubilizadas em DMSO (dimetilsufoxido) até volume final de 0,5 mL. Cada
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amostra foi transferida para copos descartaveis de 100 mL, completando com 49,5
mL de agua destilada totalizando o volume de 50 mL.

Em cada copo adicionou-se 30 larvas do 3° estagio de Aedes aegypti
(cepa Rokefeller) eclodidas em agua potavel em temperatura entre 25 — 27 °C e
umidade entre 50 - 70%. Ensaios de controle foram realizados com 30 larvas
colocadas em um copo descartavel, utilizando 0,5 mL DMSO e 49,5 mL de agua
destilada. A leitura de mortalidade foi realizada 24 h apos adicdo das mesmas e
foram consideradas mortas todas as larvas que nao apresentaram nenhum
movimento apds serem perturbadas. A analise de Probit - Finney foi utilizada para a
estimativa da CLso, utilizando-se o programa da BioStat versdo 2009. Os testes
larvicidas foram realizados de acordo com as recomendac¢des do protocolo da WHO
(WHO 2006).

4.2.7. Ensaios da Atividade larvicida (ap0s - encapsulacao)

Os ensaios para a avaliacdo da atividade larvicida apés a encapsulacéo
dos compostos LCC técnico, LCC natural, cardol e cardanol, também foram
realizados no NUVET. Os bioensaios de dose - resposta foram realizados, em
triplicata, no intervalo de concentrac¢des (10, 20, 40, 80, 100, 200, 400, 800 e 1000)
ppm, a fim de se estabelecer as concentracdes letais CLso.

Solugbes estoques de 2 g/L de cada composto encapsulado foram
preparadas e as quantidades necessarias para cada concentracdo desejada foram
retiradas com auxilio de pipetas e provetas graduadas. As amostras foram
transferidas para copos descartaveis de 100 mL, completando-se com &gua
destilada até volume final de 50 mL.

Em cada copo adicionou-se 30 larvas do 3° estagio de Aedes aegypti
(cepa Rokefeller) mantendo as mesmas condices dos ensaios anteriores. Os
ensaios de controle foram realizados utilizando solu¢do aquosa 2% de galactomana
pura nas mesmas concentracdes. A leitura de mortalidade das larvas foi realizada
em periodos de 24, 48 e 72 h sendo consideradas mortas todas as larvas que nao
apresentaram nenhum movimento apdés serem perturbadas. A analise de Probit -
Finney foi novamente utilizada para a estimativa da CLso, utilizando-se o programa
da BioStat versdo 2009. Os testes larvicidas foram realizados de acordo com as
recomendacgdes do protocolo da WHO (WHO, 2006).
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4.2.8. Ensaios simulados de campo da atividade larvicida

A avaliacdo da atividade larvicida dos bioprodutos em condicbes
simuladas de campo foi realizada nas dependéncias do NUVET durante os meses
de abril a julho de 2015. Para a efetivacao dos ensaios, 20 recipientes plasticos, com
capacidade para 30 L de agua, foram tratados, identificados com o nome dos
bioprodutos e distribuidos em area externa sombreada.

Os bioprodutos foram aplicados nas quantidades de 2,0 e 4,0 g e em
cada recipiente foram adicionados 20 L de agua, mantendo desta forma, as
concentracbes em 100 e 200 ppm. Cada depdsito, testes e controle utilizando
apenas galactomanana, recebeu 40 larvas de terceiro estagio. Os recipientes
plasticos foram mantidos tampados com uma capa de nylon durante o periodo de
avaliacdo. A atividade larvicida dos bioprodutos foi acompanhada durante 8 dias
com leitura e contagem das larvas mortas/vivas a cada 24 h.

Os ensaios simulados de campo foram realizados com o objetivo de
observar o efeito residual e permanéncia da acao dos bioprodutos sobre as larvas e
para isso, apos 4 dias, realizou-se a troca de 4gua em cada recipiente retirando-se 5

L, seguida de uma nova reposicdo na mesma quantidade.

4.2.9. Ensaios da atividade de oviposicéao

Ensaios biolégicos para verificagcdo da atividade ovicida foram realizados
nas concentracdes (200, 500 e 800) ppm. Para investigar o efeito de oviposicéo e
contagem do numero de ovos depositados, iscas plasticas foram recobertas em fitas
de papel filtro 5 cm de largura x 10 cm de comprimento e solucBes de cada
bioprodutos, nas concentracdes desejadas, foram adicionadas deixando o volume
final em 100 mL. Para controle positivo, utilizou-se uma isca envolvida apenas com

papel filtro e solugdo aquosa 10% de galactomanana, (Figura 17a).
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Figura 17 - Iscas utilizadas nos ensaios de oviposi¢do (a) e gaiola de
criacao de mosquitos (b).

(a)

Fonte: Elaborado pela autora

Um dia apés a alimentacdo sanguinea, 250 mosquitos fémeas (em média)
da cepa Rockefelle foram selecionados e transferidos para uma gaiola de criacao de
medidas 40,0 cm de altura x 40,0 cm de largura x 40,0 cm (Figura 17b) onde
também foram colocadas as iscas. O processo de oviposicéo foi realizado em sala
climatizada a temperatura de 26 + 2 °C, umidade relativa de 80 = 5 °C, durante 4
dias.

ApOs o0 processo de oviposicdo, as cartelas obtidas foram retiradas dos
copos e dispostas em bandejas durante um dia para que pudessem secar. Em cada
cartela a contagem dos ovos foi realizada através de lupa éptica (modelo Olympus
SZ51) e a Eficiéncia de Repeléncia (ER%) foi calculada com base na equacgéo de
(RAJKUMA; JEBANESAN, 2009) (Equacéo 1).

NC - NT
ER% = x 100 (1)
NC

Fonte: Elaborado pela autora

Onde: ER = Eficiéncia de repeléncia; NC = Numero de ovos obtidos nas

iscas controle, NT = niumero de ovos obtidos nas iscas com os bioprodutos tratados.
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4.3.0. Ensaios da atividade ovicida

Para a avaliacdo da atividade ovicida dos bioprodutos utilizou-se as
cartelas obtidas nos ensaios de oviposicdo (Figura 18). De cada cartela foram
selecionados em média 150 ovos aptos para eclosdo, ou seja, aqueles sem
nenhuma anormalidade estrutural externa ou dessecamento. Estes foram colocados
em bandejas (45 x 20 x 10) cm, submersos em 1 L de agua desclorada e para
alimentacao utilizou-se ragédo para peixes (1,0 g). O controle positivo foi realizado
com (1,0 g) de galactomanana pura como fonte de alimentagdo. ApGs 72 h, foi
verificada a taxa de eclodibilidade dos ovos e contagem do numero de larvas
crescidas bem como a taxa de mortalidade para os ovos ndo eclodidos. A analise
percentual para a quantidade total de ovos postos para eclodir (QT) pela taxa de
eclosédo (TE) (Equagéao 2), seguiu as metodolologias de Chenniappan e Kadarkarai
(2008), Elango e colaboradores (2009) e Wan Fatma Zuharah e colaboradores
(2015b).

% de Mortalidade de ovos= QT -TE
QT

x 100 (2)

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 18 - Cartelas contendo ovos obtidos nos ensaios de oviposicao.

Fonte: Elaborado pela autora
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5. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

5.1. Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

Os cromatogramas - CG/EM foram obtidos no LPT para verificagdo da
pureza do cardol e cardanol. Utilizou-se um cromatégrafo CG-MS-QP 2010
(Shimadzu), equipado com uma coluna DB-5. O volume injetado de cada amostra foi

de aproximadamente 1 pL e gas Hélio foi utilizado como arraste.

5.2. Microscopia Optica

O estudo citoquimico das sementes de Adenanthera pavonina L. L. foi
realizado no Laboratério de Biologia Celular Vegetal - UFC sob a orientagdo da
professora Dra. Maria 1zabel Galldo. A analise experimental seguiu os procedimentos
descritos por Galldo e colaboradores (2007), utilizando sementes de Adenanthera
pavonina L. que foram fixadas com 4% de paraformaldeido em 0,1 M, tamp&o
fosfato, pH 7,2 e 1% de glutaraldeido, durante 24 h a temperatura ambiente. A
desidratacdo do material foi realizada em uma série de etanol (10% a 90%). Apds
incorporacdo em resina, os blocos de tecido foram seccionados a 5 um sobre um
micrétomo SLEE (Alemanha). Duas diferentes reac¢fes histoquimicas foram
realizadas: Primeiramente Xylidine Ponceau (XP), pH 2,5, foi utilizado como corante
metacromatico para detectar concentracdo de proteinas no citoplasma das células
cotiledonares. E em segundo, o reagente Periodic Acid Shiff (PAS) em reacéo
citoquimica com o acido periédico de Schiff foi empregado para a deteccdo de
polissacarideos neutros. As seccfes obtidas dessa coloracdo foram observadas em
microscépio optico.

5.3. Termogravimetria (TGA)

Para a avaliagdo da estabilidade térmica da galactomanana e dos
bioprodutos encapsulados utilizou-se um analisador térmico Mettler Toledo TGA
/ISDTA 851, sob atmosfera inerte de N2, com fluxo de 50 mL/min, sob uma faixa de
temperatura de 10-650 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min e massa de

amostra de 10 mg.
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5.4. Espectroscopia no Infravermelho (IV)

O espectro vibracional na regido do Infravermelho para a galactomanana,
foi obtido no LPT, utilizando um espectrofotometro, Perkin Elmer FT-IR/NIR
Spectrometer, Modelo Frontier, na regido de 400 a 4000 cm™, utilizando-se pastilhas
de KBr na proporgéo de 1% de amostra. Para a andlise foram utilizados 20 scans.

5.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os aspectos estruturais das microesferas foram obtidos na Central
Analitica — UFC através de um Microscopio Eletrbnico de varredura com energia
dispersiva de raios-X, MEV e ETD Inspect - F50 operando em 10 - 20 kV de
voltagem. As amostras foram fixadas diretamente em “stubs” de aluminio de 12 mm
de diametro e, em seguida, submetidas a metalizacdo (pulverizacdo) com uma fina
camada de ouro 20 nm em um Sputter Coater Q150T ES. ApGs a metalizacdo, as

amostras foram observadas com ampliacdes de 5000 a 11000 vezes.

5.6. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN)

Os espectros de RMN de *H foram obtidos em espectrometros BRUKER,
modelo Avance DPX-300, pertencente ao CENAUREMN vinculado ao Departamento
de Quimica Organica e Inorganica da UFC, operando na freqiéncia 300 MHz. Para
dissolucdo da amostra utilizou-se cloroférmio deuterado (CDCls) e padrdo interno
TMS (Tetra metil silano).

A espectroscopia de RMN para analise da estrutura da galactomanana da
Adenanthera pavonina L. os espectros foram obtidos em um equipamento Agilent
DD2 de 600 MHz (para ntcleos de *H e 13C) e equipado com uma sonda One Probe
de 5 mm de diametro interno (H-F/15N-31P) de deteccdo inversa e gradiente de
campo no eixo “z“), localizado no Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos
Naturais (LMQPN) da Embrapa Agroindustria Tropical. As amostras foram
preparadas dissolvendo-se aproximadamente 7 mg da Galactomanana em 600 pL
de agua deuterada. Em seguida, espectro unidimensional de H foi realizado a 80 °C
com um tempo de espera entre cada aquisicao de 2 s, aquisicdo de 64 transientes

em uma janela espectral de 16 ppm e 32k de niumero de pontos.
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O espectro unidimensional de 3C foi realizado a 80 °C com um tempo de
espera entre cada aquisicdo de 1 s, aquisicdo de 20 transientes em uma janela

espectral de de 251.1 ppm e 32k de numero de pontos.

5.7. Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

O tamanho de particula (DLS), indice de Polidispersibilidade e Potencial
Zeta foram determinados por meio de espectroscopia de correlagcdo de fotons,
utilizando um analizador Zetasizer Nano ZS90 da Malvern Instruments. Para
estabelecer as medidas de potencial zeta e didmetro hidrodindmico das vesiculas,
as amostras foram diluidas em agua e as dispersdes foram determindas a

temperatura de 25 °C com angulo de espalhamento de 90 °C

5.8. Cromatografia de Permeacgao em Gel (GPC).

A determinacdo da massa molar da galactomanana foi realizada por em
um instrumento Shimadzu LC-10AD com detector de indice de refracdo RID-10A a
40 °C. Foi preparada uma solucao de 0,1% da goma em agua e em seguida foi
filtrada com membrana Milipore de porosidade 0,45 pum. A analise foi realizada
utilizando uma coluna Ultrahydrogel linear 7,8 x 300 mm, fase movel de NaNO3 0,1
mol L-1, fluxo de 0,5 mL min-1. O volume injetado da amostra foi de 20 pL. A curva
padrdo para determinacdo da massa molar foi construida utilizando-se padrbes de

pululana com intervalo de massas molares de 10%a 107 g/mol.

5.9. Espectroscopia do Ultravioleta - Visivel (UV-Vis)
5.9.1. Curvas padrao

As solucbes estoque dos bioprodutos foram preparadas em agua nas
concentragbes de 200 mg/100 mL (2,0 mg/mL) e 400 mg/100 mL (4,0 mg/mL)
somente para o LCC técnico. Diferentes aliquotas destas solugdes foram
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e os volumes completados com
agua destilada a fim de obter solucdes de diferentes concentra¢gbes (0,1, 0,5, 1,0,
1,5, 2,0 mg/mL para os bioprodutos cardol e LCC natural) e (0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0

mg/mL para o LCC técnico). As absorbancias das solu¢des foram determinadas por
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Espectrometria na regido UV-Vis em 274 e 295 nm usando 4gua como branco. A
partir das curvas de calibragdo foram obtidas as equacdes de regressao linear, 0os

valores das absorbancias e as concentracées dos compostos ativos.

5.9.2. Estudo cinético da liberacéo de 6leo in vitro

O perfil cinético de liberacdo foi realizado apenas para os bioprodutos
LCC natural, LCC técnico e cardol e determinado em triplicata através de
Espectroscopia na regido do UV-Vis, calculando-se a concentracdo de 6leo presente
através das curvas de calibracdo pré-estabelecidas. Para o preparo de cada
solucdo, 20 mg do bioproduto (LCC natural e cardol) e 40 mg (LCC técnico) foram
pesados em um béquer e adicionou-se 10 mL de agua destilada. O sistema foi
mantido em temperatura entre 23 e 25 °C, sob agitacdo magnética e apos intervalos
de tempo pré-estabelecidos retirava-se uma aliquota e analisava-se por
Espectroscopia a concentracdo de 6leo liberado.

A partir da quantificacdo dos 0Oleos obtidos nos estudos de cinética, a
eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada através da razéo entre a quantidade
de Oleo determinada (QOD) nas microesferas (bioproduto) pela quantidade de 6leo

adicionada (QOA) no preparo das emulsdes — Equacéo 3.

QOD
EE (%) = QT x 100 (3)
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Isolamento do cardol

Depois de isolado em coluna, o cardol foi caracterizado através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. O espectro obtido
(Figura 19) permitiu comprovar a purificagdo do material isolado, apresentando como
pico de maior m/z igual a 316 correspondente ao cardol di-insaturado bem como
mostrou a presenca do ion m/z igual a 124 (estrutura em detalhe) como o ion mais
estavel caracteristico da fragmentacao do cardol.

Figura 19 - Espectro de massa obtido para o cardol
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Fonte: Elaborado pela autora

Através da analise do espectro de RMN H, Figura 20, foi possivel verificar
as absorcbes na regido entre 6,26 e 6,19 ppm referentes aos hidrogénios
aromaticos. O sinal em 6,26 ppm refere-se aos atomos de hidrogénio 4 e 6 e um
singleto menos intenso em 6,19 ppm refere-se ao hidrogénio 2. Os sinais
observados entre 4,98 e 5,44 ppm sao referentes aos atomos de hidrogénio ligados
aos carbonos insaturados da cadeia. Observou-se também um tripleto no intervalo
entre 2,44 e 2,49 ppm referente aos hidrogénios metilénicos ligados diretamente ao
anel aromético. Um sinal intenso em 1,31 ppm foi caracterizado como os hidrogénios
metilénicos da cadeia lateral e um tripleto no intervalo entre 0,90 e 0,95 ppm é
referente aos atomos de hidrogénio do grupo metila terminal. Os principais sinais
observados no espectro estdo de acordo com os resultados mostrados por

Lomonaco e colaboradores (2009) também para o cardol.
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Figura 20 - Espectro de RMN *H para o cardol.
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6.2. Isolamento do cardanol

ApoOs obtencdo e purificacdo, o cardanol foi analisado através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. O espectro obtido,
Figura 21, apresentou um pico de m/z igual a 302 correspondente ao cardanol
monoinsaturado, bem como a presenca do pico m/z em 108 (estrutura em detalhe)
correspondente ao ion molecular mais estavel apés a fragmentacéo do cardanol.

Figura 21 - Espectro de massa para o cardanol.
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O espectro de RMN *H, Figura 22, apresenta as principais absorcdes para
os hidrogénios arométicos entre 6,64 a 7,14 ppm correspondente aos hidrogénios 2,
4,5 e 6. O tripleto em 7,14 ppm foi atribuido ao hidrogénio 5, o dubleto em 6,77 ppm
é referente a hidrogénio 4, o singleto em 6,67 ppm é referente ao hidrogénio 2 e um
dubleto sobreposto em 6,64 ppm referente ao hidrogénio 6.
Entre 4,98 a 5,86 ppm verificou-se os sinais referentes aos hidrogénios
olefinicos da cadeia lateral. Observou-se também a presenca do multipleto em 2,82
ppm atribuido aos hidrogénios metilénicos situados entre os atomos de carbono sp?
da cadeia lateral; um multipleto entre 2,53 e 2,59 ppm referente aos hidrogénios
metilénicos ligados diretamente ao anel benzénico; o sinal em 1,32 ppm referente
aos hidrogénios metilénicos da cadeia lateral e um tripleto na regido entre 0,87 e
0,91 ppm esta relacionado aos hidrogénios do grupo metila terminal. Os resultados
observados para as principais absor¢gbes do cardanol estdo de acordo com o0s
obtidos por Jie Chen e colaboradores (2016).
Figura 22 - Espectro de RMN 'H para o cardanol.
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6.3. Isolamento do LCC natural

A Figura 23 apresenta o espectro de RMN 'H do LCC natural. O LCC
natural € constituido por uma mistura de meta alquenil fendis substituidos que
diferem no grau de insaturagéo da cadeia lateral e tem por maior constituinte o acido
anacardico (60-65%) seguido de cardol (15-20%), cardanol (10%), além de 2-metil-
cardol (5%) (MAZZETTO; LOMONACO; MELLE, 2009).

O maior indicativo da obtencdo do LCC natural € o surgimento do sinal
em 10,95 ppm (sinal ausente no LCC técnico - Figura 24) caracteristico de
hidrogénio acido. Os sinais na regido entre 6,65 e 7,27 ppm correspondem aos
hidrogénios aromaticos. Os multipletos observados na regido entre 2,89 e 2,87 ppm
foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos ligados diretamente ao anel benzénico.
Verificou-se ainda um sinal em 1,20 ppm referente aos hidrogénios metilénicos da
cadeia lateral e um tripleto sobreposto em 0,75 e 0,79 ppm referente aos hidrogénios
dos grupos metilas terminal. O tripleto na regido entre 4,85 e 4,91 foi atribuido aos
hidrogénios olefinicos da cadeia lateral.

Figura 23 - Espectro de RMN 'H do LCC natural
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Figura 24 - Espectro de RMN *H do LCC técnico.
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Fonte: Elaborado pela autora

O espectro de RMN H para o LCC técnico, Figura 24, apresenta 0s
principais sinais para os hidrogénios aromaticos entre 6,64 a 7,17 ppm
correspondente aos hidrogénios aromaticos. Entre 4,98 a 5,87 ppm verificou-se os
sinais referentes aos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral. Observou-se também
a presenca do multipleto em 2,80 ppm atribuido aos hidrogénios metilénicos
situados entre os atomos de carbono sp? da cadeia lateral; um multipleto entre 2,52
e 2,59 ppm referente aos hidrogénios metilénicos ligados diretamente ao anel
benzénico; o sinal em 1,33 ppm referente aos hidrogénios metilénicos da cadeia
lateral e um tripleto na regido entre 0,88 e 0,95 ppm estd relacionado aos
hidrogénios do grupo metila terminal. Os resultados observados para o LCC técnico
estdo coerentes aos sinais obtidos no espectro do cardanol, ja que este é o maior

constituinte, bem como a auséncia do sinal para hidrogénio acido.
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6.4. Caracterizagdo da galactomanana.

Entre os diferentes métodos utilizados para a obtencdo de
galactomananas de espécies leguminosas podemos ter: a extracdo a quente e a
precipitacdo em etanol. A presente pesquisa utilizou a extracdo a quente que
também utilizada por Cerqueira e colaboradores (2009) e Rui Guo e colaboradores
(2016).

Para obtencdo de galactomanana a partir dos endospermas extraidos,
solucdes aquosas foram preparadas e postas sob aquecimento a 80 °C. A extracdo
ocorreu a partir de 150 g de endospermas para 1 L de agua destilada, sob
aguecimento por um periodo de 2 h e agitacdo constante, até a obtencédo de uma
solucéo viscosa. As solucbes resultantes, apoés filtracdo a vacuo em malha nylon
5um, foram conduzidas a secagem por atomizacdo em um mini Spray Dryer para a
obtengcdo do material em p6. Os baixos rendimentos obtidos (abaixo de 5%)
inviabilizou a escolha de obtencédo da galactomanana através desta metodologia.

Por esta razao, utilizou-se uma nova metodologia a partir da secagem /
desidratacédo dos endospermas em acetona durante 7 dias. Os endospermas depois
de secos precisaram passar por trituragao para a obtencdo de um material na forma
de p6é e embora esta metodologia ndo tenha proporcionado um grau de pureza ao
material obtido foi a que apresentou os melhores rendimentos 25% em média.

Os rendimentos de galactomanana obtidos através da secagem em
acetona mostraram-se compativeis com o0s rendimentos (apdés processos de
extracdo) observados na literatura para outras sementes leguminosas: Caesalpinia
ferrea 14,0% (SOUZA et al.,, 2010), Adenanthera pavonina L. 17,11%, Gleditsia
triacanthos, 24,73% (CERQUEIRA et al., 2009), Gleditsia macracantha, 21,7%
(RAKHMANBERDYEVA; SHASHKOV, 2005); Trigonella foenumgraecum, 22,6%
(BRUMMER; CUI; WANG, 2003); Cassia javanica, 26,0 % (ANDRADE et al., 1999).

A massa molar da galactomanana de Adenanthera pavonina L.
determinada pelo cromatografo de permeacdo em gel foi de 2,53 x 108 g mol?, um
valor proximo ao encontrado na literatura por Cerqueira e colaboradores (2009),
para a Adenanthera pavonina L. 1,81 x 10° g/mol e 6.4 x 10° g/mol, para
galactomanana da espécie Caelsaphinia férrea por Souza e colaboradores (2010) e
Dimorphandra guardeneriana 3.9 x 107 por Andrade e colaboradores (2009).



64
Tese de Doutorado — Milena A. Esmeraldo

Os diferentes valores de massa molar média entre as galactomananas
observados entre as varias espécies sao influenciados pelos processos de extracao,
purificacdo, pré-tratamento a altas temperaturas (que leva a degradacéo das cadeias
poliméricas formadoras da sua estrutura) bem como com a razdo M/G e a
distribuicdo das unidades de manose e galactose que influenciam também nos

valores de viscosidade intrisceca.

6.4.1. Citoquimica - galactomanana

Uma representacdo da semente de Adenanthera pavonina L. pode ser
observada na (Figura 25a) e seu corte transversal mostrando a estrutura interna
tegumento (TEG) e cotilédone (COT) bem definidos (Figura 25b). Caracteristicas
semelhantes também foram encontradas por Galldo e colaboradores (2013) em
sementes da espécie leguminosa Caesalpinia ferrea.

Na (Figura 25c) observou-se na regido do endosperma (EN) uma intensa
coloracdo apds reacdo com o Acido Periodico de Schiff (PAS) confirmando a
presenca de polissacarideos. O método PAS é bastante utilizado para detectar a
presenca de polissacarideos neutros nas paredes celulares de células vegetais e a
identificacdo ocorre através da oxidagdo dos grupos hidroxilas (OH) dos carbonos
adjacentes pelo acido periddico (HIO4), formando dois radicais aldeidicos.

Em um segundo momento, esses radicais se ligam ao reativo de Schiff, o
qual é uma solucéo incolor. Esse corante, apresenta cor purpura e, sob a acao do
anidrido sulfuroso, tem o seu grupo cromoférico alterado, originando uma solugéo
sem cor. Essas moléculas incolores ligam-se aos grupos carbonila (formados pela
oxidacdo das hidroxilas), restabelecendo assim, a regido cromofdrica do corante
(CORTELAZZO; VIDAL; MELLO; 1983; VIDAL, 1987).

A semente de Adenanthera pavonina L. apés coloracdo com o corante
Xylidine Ponceau (XP) (Figura 25d), apresentou intensidade da coloracdo (cor
alaranjada) na regido do cotilédone, em virtude da maior concentracdo de proteinas
no citoplasma das células cotiledonares. O XP €& um corante, que apresenta dois
radicais sulfato. Em pH 2,5, as proteinas podem ser visualizadas, pois neste pH
seus grupos amino estdo protonados e se ligam eletrostaticamente ao XP, que por
sua vez, apresenta seus radicais sulfato desprotonados (CORTELAZZO; VIDAL,
1991).
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Figura 25 - (a) Semente de Adenanthera pavonina L.; (b) Corte de secao
transversal apresentando as estruturas internas; (c) semente apds reacdo com 0
PAS, destacando a intensa coloracdo do endosperma (EN) e (d) semente corada

com XP destacando a presenca de proteinas citoplasmaticas - Barras: 100 um

Fonte: Elaborado pela autora

6.4.2. Andlise estrutural da galactomanana pura.

O espectro de RMN 'H para a galactomanana (Figura 26), mostra a
atribuicdo dos deslocamentos quimicos para obter a razdo Gal/Man a partir da
integracdo na regido anomérica. A partir da analise do espectro, foi possivel
observar dois deslocamentos bem resolvidos em campo mais baixo (& = 5,02 ppm e
0 = 4,75 ppm), um referente aos hidrogénios ligados aos carbonos anoméricos das
unidades monossacaridicas de a-D-galactopiranose (1) e outro referente aos
hidrogénios ligados aos carbonos anoméricos das unidades monossacaridicas de [3-
D-manopiranose (2), respectivamente. Os valores de integracdo obtidos (41,15 e
558,85), proporcionou uma razdo Gal/Man de 1.00 :1,42 e esta razdo mostrou-se
equivalente aos resultados obtidos por Cerqueira e colaboradores (2009) para

Man/Gal de 1.35:1,0, também para a espécie Adenanthera pavonina L..
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Figura 26 — Espectro de RMN do Hidrogénio - 'H da galactomanana de

Adenanthera pavonina L. para obtencao da razdo Gal/Man.
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Fonte: Elaborado pela autora

A razdo G/M da galactomanana também foi determinada através do
espectro 13C a partir dos diferentes desvios quimicos para os atomos de carbono
anoméricos. A regido anomérica RMN 3C (3 = 90 -110) mostrou dois sinais, 0s
quais foram atribuidos como C -1 de a-D-galactose na (6 = 100.65) e C -1 de B -D-
manose no (0 = 99.486) resultando em uma razdo G/M de 1.00/1.013. Os sinais de
H2/C2 (4.01/70.6 ppm), H3/C3 (3.84/72.0 ppm), H4/C4 (3.91/77.3 ppm) e H5/C5
(3.83/74.0 ppm) correspondem as unidades monossacaridicas a-D-galactopiranose,
enquanto os sinais H2/C2 (3.76/69.1 ppm), H3/C3 (4.13/70.15 ppm), H4/C4
(4.12/70.0 ppm) e H5/C5 (4.20/71.83 ppm) foram atribuidos as unidades (-D-
manopiranose (Figura 26 e Figura 27). O sinal em 61.82 ppm foi atribuido ao C6 de
unidades a-D-galactopiranose ndo substituidos, enquanto que em 67.1 ppm foi
associado ao C6 de unidades B-D-manopiranose substituidas por unidades a-D-
galactopiranose. As regides espectrais dos atomos de carbono anoméricos estédo
coerentes com os dados encontrados na literatura por Cerqueira e colaboradores
para galactomananas da espécie Adenanthera pavonina L.. (2009) e Albuquerque e
colaboradores (2014) para galactomananas da espécie Cassia grandis
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Figura 27 - Espectro de RMN Carbono - '3C da galactomanana da

Adenanthera pavonina L. para obtencao da razdo Man/Gal.
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Fonte: Elaborado pela autora

A razdo G/M das galactomananas, ou seja, a distribuicdo das unidades a-
D-galactose nas cadeias de D-manose, depende da origem e da espécie de
leguminosa e das técnicas de extracdo utilizadas para a sua obtenc¢do, possuindo,
desta forma, diferentes relagbes que pode variar de 1,0 a 5,0 (PETKOWICZ et al.,
1999). Esta razédo exibe fundamental importdncia na solubilidade desses
polissacarideos em solucdes aguosas.

De acordo com Sierakowski e colaboradores (2000), ocorre uma
tendéncia ao aumento da solubilidade em agua com o aumento de unidades de
galactose na cadeia principal direcionando as ligagdes de hidrogénio das cadeias de
manose para a agua envolvente e ndo para as cadeias vizinhas de manose,
favorecendo, desta forma, a solubilizagdo do polimero em &agua bem como o
aumento na viscosidade deste polimero (LARIZADOU; BILIADERIS; 1IZYDORCZYK,
2000; SECOUARD; GRISEL; MALHIAC, 2007; PRAJAPATI et al., 2013).

As principais espécies leguminosas estudadas e sua respectivas razao
M/G séo dadas a seguir: Ceratonia siliqua (M/G 3.1:1) (VENDRUSCOLO et al.,
2009); Dimorphandra gardneriana (M/G 1.84:1) (CUNHA et al., 2009), Caesalpinia
pulcherrima (M/G 3.23:1 e Cassia javanica (M/G 2.8:1) (AZERO; ANDRADE, 2002),
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Caesalpinia férrea (M/G 2.65:1) (GALLAO et al., 2013), Caesalpinia ferrea var Ferrea
(M/G 2.1:1.0) (SOUZA et al., 2010), Mesquite seed gum (M/G 1.1:1) (RODRIGUES et
al., 2016).

6.4.3. Espectroscopia no Infravermelho - galactomanana

A Figura 28 mostra o espectro no infravermelho da galactomanana de
Adenanthera pavonina L. e as principais bandas de absor¢bes (Tabela 2) sendo as
atribuicbes em 814 e 871 cm™ relacionadas a presenca de unidades a-D-
galactopiranose e 3-D-mannopiranose, respectivamente.

A banda em 966 cm™ é tipica de deformagédo axial (5 = C—OH) no C-4
das unidades de manose. A banda observada em 1150 cmfoi atribuida a vibracéo
de estiramento da ligagédo (& = C-0), assim como as em 1028 e 1078 cm™ foram
atribuidas a deformacéo axial de ligagbes (6 = C-0O), correspondentes ao anel
piranosidico. A banda de absorgdo em 2926 cm™ é indicativa da presenca de grupo
alifatico C—H. O alongamento da banda em 3391 cm™ é correspondente a presenca
de grupos O-H de alcodis da estrutura dos polissacarideos.

Os resultados das atribuigcdes no infravermelho estdo em concordancia
aos obtidos para galactomanana de sementes de Adenanthera pavonina L. por
Cerqueira e colaboradores (2011) e galactomananas de outras espécies
leguminosas: Cyamopsis tetragonolobus L. (SUMEDHA et al., 2015),
polissacarideos extraidos de Cogumelos florais (WANG et al., 2015), Eremurus
anisopterus (HU et al., 2011), Ceratonia siliqua (VENDRUSCOLO, et al., 2009) e
Dimorphandra gardneriana (CUNHA, et al., 2009).
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Figura 28 - Espectro na regiao do infravermelho para a galactomanana
natural.
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Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 2 - Principais bandas no infravermelho com as correspondentes
vibracfes para galactomanana de Adenanthera pavonina L.

N° Onda (cm ?) Vibragao

3391 V O-H

2926 V c-H

1150 dco

1028 e 1078 Bandas caracteristicas de polissacarideos

966 0 connoC-4

871 B-D-mannopiranose

814 a-D-galactopiranose

Fonte: Elaborado pela autora
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6.4.4. Microscopia Eletronica de Varredura - galactomanana

As microesferas de galactomanana pura obtidas na secagem por
atomizacao foram analisadas por microscopia eletronica de varredura (Figura 29). A
morfologia externa dessas microesferas revelou-se aspera, esférica, irregular e com
a presenca de cavidades e apresentaram um didmetro médio que variou de 0,55
para 3,35 mm. Tais caracteristicas tém sido associadas as caracteristicas das
microesferas e também ao processo de secagem. As superficies externas das
goticulas pulverizadas na cAmara, ao entrar em contato direto com o ar quente, pode
sofrer novos rearranjos das cadeias poliméricas constituintes da galactomanana.
Apoés o encapsulamento e com a adicdo de material de nucleo néo foi observada a
presenca de cavidades obtendo-se assim microesferas mais esféricas, regulares e
menos rugosas.

Estes resultados corroboram com os de Casanova e colaboradores (2016)
guando utilizou quitosana modificada encapsulando acido rosmanirico através de
atomizacdo bem como com os trabalhos de outros autores no estudo do
encapsulamento de extratos a partir de biopolimeros naturais como material de
parede (ESTEVINHO et al., 2014; HARRIS et al., 2011).

Figura 29 - Fotomicrografia das microesferas de galactomanana

Adenanthera pavonina L. produzidas ap0s secagem por atomizacao.

A
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Fonte: Elaborado pela autora
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6.5. Caracterizacdo dos Bioprodutos encapsulados.

6.5.1. Microscopia Eletronica de Varredura

A Figura 30 apresenta as fotomicrografias externas de MEV dos pos
produzidos apds a secagem de emulsdes aquosas quando a concentracao entre o
material de parede e o material de nucleo foi estabelecida em 2:1. As imagens apés
encapsulacdo dos bioprodutos cardanol Fig.30 (A), LCC natural Fig.30 (B), cardol
Fig.30 (C) e LCC técnico Fig.30 (D) mostraram um agrupamento das microesferas.
Tal comportamento foi observado para todos os pds produzidos o que nos levou a
concluir que em concentracbes mais baixas de material de parede, como na
propror¢do utilizada, ocorreu a diminuicdo da difusdo do material de nucleo no
interior das goticulas de polimeros, aumentando o seu teor na superficie resultando
desta forma em uma menor eficiéncia de encapsulacao.

Figura 30 - Fotomicrografias dos bioprodutos produzidos apés
encapsulacdo. Concentragdo galactomanana/material de ndcleo (2:1). cardanol (A),
LCC natural (B), cardol (C) e LCC técnico (D).

+ 000 KV WO 12 4080 mm
G 100 k¢ Det SE
Datetmidiy) 0227114 LMA

(C) (D)

Fonte: Elaborado pela autora
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Outro fator que influenciou na baixa eficiéncia de encapsulamento foi a
utilizacao de apenas um tipo de material de parede. Estudos realizados por Tonon e
colaboradores (2011) e Soottitantawat e colaboradores (2005), mostraram que a
combinacédo e utilizacdo de varios materiais de parede no preparo das emulsées
além de favorecer o aumento da concentracdo destes em relagdo as quantidades de
material de nucleo determinam também a eficiéncia de encapusulagdo. As
condicbes de secagem também é um parametro importante para a obtencdo das
microparticulas. Fernandes e colaboradores (2008), verificaram que temperaturas a
partir de 160 °C sdo as mais indicadas para os processos de obtencdo de materais
secos por pulverizagao.

Com intuito de melhorar a eficiéncia e os rendimentos de material
encapsulado, novas emulsdes aquosas foram preparadas a partir da combinacéo de
material de parede empregando desta vez 3 g de galactomanana e 5 g de
maltodextrina totalizando (8 g) e aumentando a quantidade de material de ndcleo
para 2 g estabelecendo a proporcéo entre esses materiais em 4:1. O material de
parede escolhido (maltodrextina) para combinacdo com a galactomanana deveu-se
as suas caracteristicas de boa solubilidade em &gua, baixa viscosidade em altas
concentracOes, estabilidade na emulséo, baixa higroscopicidade. Em combinacéo
esses dois materiais de parede favoreceram uma melhor protecdo ao produto
encapsulado, gerando microcapsulas com estruturas mais esféricas, definidas e néo
aglomeradas (Figura 31)

A goma arabica que é constituida de polissacarideos naturais entre eles a
D-galactose, L-arabinose, L-ramnose também foi utilizada em diferentes
concentracfes 25% e 50% m/v para reter substancias volateis, como timol, através
de atomizacao para aplicacdo na industria alimenticia (VAIDYA et al, 2006). A razao
de material de parede de 4:1 também foi utilizada por Carneiro e colaboradores
(2013) com o objetivo de avaliar o potencial da combinacdo de maltodextrina com
diferentes materiais de parede na microencapsulacédo do 6leo de linhaca através de
secagem por pulverizagdo, a fim de maximizar a eficiéncia de encapsulagdo e

minimizar a oxidacao de lipidos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Galactose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Arabinose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ramnose
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Figura 31 - Fotomicrografias da morfologia externa dos bioprodutos
produzidos apoOs encapsulagcdo. Concentracdo galactomanana/material de nucleo
(4:1). LCC natural (A), cardanol (B), cardol (C), LCC técnico (D)
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Fonte: Elaborado pela autora

Apés a combinacdo de material de parede o didmetro médio de todas
microesferas obtidas apds os processos de atomizagdo LCC natural (Figura 31A),
cardanol (Figura 31B), cardol (Figura 31C), LCC técnico (Figura 31D), variou na
ordem de (1,68 mm a 4,75 mm), (2,33 mm a 5,03 mm), (1,54 mm a 4,50 mm) e (1,35
mm a 4,28 mm) respectivamente e estes tamanhos s&o caracteristicos de
microesferas tipicas da secagem por atomizacdo (TONON et al., 2011). De acordo
com Garcia (2013), o aumento da viscosidade das emulsdes, que ocorre pela adi¢cdo
de agentes espessantes, melhora a retencdo da fase aquosa em Oleo. Este
melhoramento reduz a velocidade de sedimentacdo das particulas, resultando em
uma melhor estabilizacdo e evitando a coalescéncia permitindo assim, uma melhor

formacao de po.
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6.5.2. Termogravimetria

As andlises termogravimétricas foram realizadas com o objetivo de
estudar o padrdo de decomposicdo e a estabilidade térmica. As curvas
termogravimétricas e as DTG da galactomanana e dos bioprodutos LCC natural,
LCC técnico, cardol e cardanol estdo apresentados nas Figura 32 e Figura 33,
respectivamente.

Todas as amostras apresentaram um evento inicial, evento (I), de perda
de massa variando entre 8 a 12% no intervalo de temperatura de (135-150 °C).
correspondente a perda de umidade absorvida pela galactomanana e bioprodutos.
Resultados de perda de massa entre 10 a 16% e 11 a 14 % correspondente a
absorcdo de agua em galactomananas de sementes leguminosas, também foi
observado para as espécies Prosopis pallida, Mimosa scabrella e goma guar
investigadas por Chaires-martinez e colaboradores (2008), Vendruscolo e
colaboradores (2009) e Cunha e colaboradores (2009) respectivamente.

Figura 32 - Curvas de TG dos bioprodutos estudados.
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Figura 33 - DTG da galactomanana e dos bioprodutos a 10 °C/min em

atmosfera inerte de Na.
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Fonte: Elaborado pela autora

A curva de estabilidade térmica da galactomanana para o (evento Il),
(Figura 32), mostra a perda de massa ocorrendo no intervalo de temperatura entre
226-320 °C e sua curva diferencial, DTG, observada na Figura 33 apresentou
maxima variacdo de massa a 312 °C relativa a temperatura de degradacéo total da
galactomanana. A quantidade final de cinzas observada em 600 °C foi de 15,77%.
Os resultados termogravimétricos para a galactomanana de Adenanthera pavonina
L. estdo coerentes com os obtidos por Macédo e colaboradores (2010).

Para os bioprodutos encapsulados, foram observados mais dois eventos
térmicos, considerados eventos (Il e 1ll) (Figura 32) e DTG (Figura 33), resultantes
da perda de massa correspondente a decomposicao destes. Os processos térmicos
mostraram perdas de massa em intervalos de temperatura que variou entre 210 —
340 °C para o segundo evento e 330 — 533 9C para o terceiro evento
correspondendo a decomposicao final dos bioprodutos. O conteudo final de cinzas

variou entre 8,58 — 9,63% também observados na temperatura de 600 °C. Os
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parametros termogravimeétricos observados para a Galactomanana e os bioprodutos

estao ilustrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros de estabilidade térmica das amostras estudadas.

Amostras T (°C) nos eventos Umidade Residuos (%)
(%) em 600 °C
| Il 1]
Galactomanana 135 226-328  ----- 11,76 15,77
LCC natural 142  238-327 359-441 10,36 8,56
LCC técnico 149 217-330 379- 9,75 9,44
445

Cardol 150 218-333 330- 8,5 9,63
533

Cardanol 150 209-335 344- 8,0 8,58
511

Fonte: Elaborado pela autora

Os resultados obtidos sugerem que os bioprodutos encapsulados, embora
com maior perda de massa global, mostraram uma melhor estabilidade térmica de
decomposicdo em relacdo ao agente encapsulante (galactomanana).

Microesferas obtidas de galactomananas de sementes da espécie Delonix
regia e a avaliacdo do seu potencial como encapsulante do acido L-ascérbico (AA)
através de atomizacao foram investigados por Souza e colaboradores (2015). A
analise de TGA das microesferas obtidas nesses experimentos apresentou um
comportamento térmico compativel com os bioprodutos aqui estudados mostrando
diferencas na estabilidade térmica da galactomanana apos o encapsulamento com o

acido ascorbico (AA).
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6.5.3. Dinamic Light Scatering - DLS e Potencial Zeta

O espalhamento de luz dinamico (DLS) é uma técnica utilizada para
medicdo do raio hidrodindmico de particulas baseada no movimento Browniano.
Pela relacdo entre a velocidade de movimentacdo da particula e a intensidade e
mudanca de frequéncia da luz espalhada (efeito Doppler) € possivel mensurar tanto
0 raio quanto a distribuicdo estatistica das particulas (BERNE; PECORA, 2000). O
aumento dos raios das particulas em solucdo observados para a galactomanana
(82,90 d.nm) em comparacéo aos raios dos bioprodutos com adicdo dos compostos
fendlicos LCC natural (237,5 d.nm), LCC técnico (264,2 d nm), cardanol (195,86
d.nm), cardol (198,42 d.nm) se justifica pela adicdo destes apds a encapsulacéo —
Tabela 4.

Tabela 4 - Valores obtidos do tamanho de particula e Potencial Zeta dos

bioprodutos e galactomanana.

Amostras Raio da particula PDI Potencial Zeta
(d.nm) (mV)
Galactomananab 82,90+0,77 0,419 -13,0+5,66
Cardol 198,42+0.85 0,435 -31,6%4,75
Cardanol 195,86+1,9 0,420 -32,9+5,25
LCC natural 237,523 0,420 -39,8+5,58
LCC técnico 264,2+2,55 0,337 -33,6+4,80

Fonte: Elaborado pela autora

A polidispersdo, ou indice de polidispersividade, indica a distribuicéo
média do tamanho das nanoparticulas em uma solucdo. Os valores de
polidispersividade Pl observados (média de 0,337 a 0,453) para 0S compostos
estudados mostraram uma homogeneidade. Estes valores sédo desejados para
manter a estabilidade da disperséo coloidal sem a formacgédo de microparticulas ou
precipitados. As dispersdes coloidais preparadas ndo apresentaram precipitados
mesmo apds um més de armazenamento.

O potencial zeta é uma medida da magnitude da repulsdo ou da atracao
eletrostatica ou das cargas entre particulas, e € um dos parametros fundamentais

gue, afetam a estabilidade de solu¢des. Quanto maior o potencial zeta (valor medido
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em modulo) mais provavel que a suspensdo seja estavel pois as particulas
carregadas se repelem umas as outras e essa for¢ca supera as forcas de van der
Waals, as quais promovem agregacdo (Zeta Potential Using Laser Doppler
Electrophoresis).

Sabe-se que o pH influencia nas interacdes entre as particulas
coagulantes e a agua na formacdo de espécies hidrolisadas. No presente estudo
nao ocorreu verificagcdo do pH, porém todas as medidas do Potencial Zeta foram
realizadas utilizando suspensdes diluidas em agua ultrapura, na propor¢éao 1:10, e
portanto, contendo baixos teores de analito na solugdo que pudessem interferir na
andlise. O potencial zeta observado para a suspensdo contendo apenas a
galactomanana foi medido em |-13 mV|. Os valores de potencial zeta observados
para os bioprodutos tiveram um aumento significativo e variou, em maédulo, de 31,6 a
39,8 mV e de acordo com a literatura (HU et al., 2005; HAYATI, et al., 2009,
DICKINSON, 2003; DESPLANQUES et al., 2012) estes valores demonstram que
ocorreu uma estabilidade das particulas em solucdo proporcionada pelo aumento
das cargas negativas formadas sobre suas superficies resultando no aumento das
forcas repulsivas o que evitou a sua aglomeragéo.

Particulas coloidais com cargas de mesma natureza (+/-) tendem a
repelir-se entre si impedindo a aproximagao entre as mesmas por conta das forgcas
de repulsdo e gquanto maior o tamanho ou volume hidrodindmico das micelas
suspensas, maior o efeito da repulsdo fazendo com que permanecam afastadas
estabilizando a sua homogeneizacdo na suspensao ou no meio.

Os valores de potencial zeta (Tabela 4) mostraram que os polimeros de
longas cadeias (galactomanana) sem a adicdo dos componentes fendlicos séo
estruturas de menor tamanho didametro de particula (DP) de 82,90 d.nm favoreceu a
coalescéncia, resultante também da contribuicdo da atracdo da sua carga superficial
de natureza oposta as cargas entre as particulas do meio favorecendo a
aproximacdo dessas particulas e sua aglomeracdo. O aumento das cargas na
superficie das particulas com a adi¢cdo dos produtos oleosos influenciou no potencial
zeta aumentando a repulséo entre as particulas e evitando a coalescéncia ajudando

desta forma, na manuntecao destas em solucéo estabilizando o sistema.
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6.5.4. Estudo cinético da liberac&do dos bioprodutos em meio aquoso.

A Tabela 5 apresenta as taxas (mg/mL) de liberacdo in vitro, em funcéo
do tempo, dos materiais de nucleo LCC natural, LCC técnico e cardol a partir dos
produtos encapsulados e a Figura 34 expressa essas taxas através da quantidade
liberada em (%). Todos os bioprodutos analisados LCC natural, LCC técnico e
cardol, mostraram perfis de liberacdo semelhantes nos intervalos de tempo
estudados com 52,75%, 46,4%, 53,25% no To, 92,75%, 80,5%, 82,5% e 95,5%,
81,25%, 83,5% respectivamente para os tempos Tzo e Teo.

Tabela 5 - Resultados obtidos no estudo cinético e Eficiéncia de

Encapsulamento (EE) para os bioprodutos.

Tempo (em min) de LCC natural LCC técnico Cardol
liberacao do 6leo Quant. em Quant. em Quant. em

mg/mL mg/mL mg/mL

To 0,211 (+0,001) 0,371(x0,004) 0,213 (x0,004)

Tio 0,301 (+0,001) 0,631 (+0,003) 0,312 (x0,001)

T2o 0,352 (+0,001) 0,640 (+0,002) 0,323 (+0,001)

T30 0,371 (x0,002) 0,644 (+0,002) 0,330 (x0,002)

Teo 0,382 (+0,002) 0,650 (+£0,002) 0,334 (x0,002)

EE (%) 95,5 81.25 83,5

Fonte: Elaborado pela autora

Uma vez que as condicbes experimentais como temperatura,
concentracdo dos compostos encapsulados e pH do meio foram mantidas
constantes, pode-se afirmar que o principal mecanismo envolvido na liberacdo dos
materiais de nucleos LCC natural, LCC técnico e cardol, para o0 meio externo deve-
se as caracteristicas de solubilidade em meio aquoso do material encapsulante
influenciando desta forma numa rapida liberacdo logo nos primeiros tempos de
analise. Os perfis de liberacdo dos componentes ativos com percentuais acima de
80% e estabilidade apdés uma hora (tempo Teo) S@0 satisfatorios para a aplicagédo
larvicida destes bioprodutos nos ensaios de liberagé&o in vivo.

Biopolimeros tais como a quitosana, amido, celulose, dextrano, alginato,
carboidratos sdo os materiais de encapsulamento com maior interesse para
aplicacbes como cosmeéticos, inseticidas, sistemas de liberacdo de drogas, industria
alimenticia e farmacéutica (CASANOVA; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; PRAJATAPI
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et al., 2013; BHATIA; GUPTA; SONI, 2014). E entre estes biopolimeros, as
galactomananas sao as que apresentam um grande potencial para a utilizagdo em
sistemas de liberacdo controlada em meio aquoso por conta de suas propriedades
de solubilidade além de formar emulsdes estaveis.

Figura 34 — Gréfico da comparacédo dos perfis de liberacdo em agua dos
bioprodutos LCC natural, LCC técnico e Cardol.
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Fonte: Elaborado pela autora

Oliveira e colaboradores (2014), preparou nanoparticulas contendo a
combinacdo dos biopolimeros alginato (ALG) e goma do cajueiro (GC) atuando
como material de parede encapsulando o 6leo essencial Lippia sidoides visando o
emprego destas nanoparticulas como larvicidas para combate do Aedes aegypti.
Também foi realizado o estudo através dos perfis de cinética de liberacdo de 6leo in
vitro para as diferentes propor¢coes ALG:CG utilizadas e estes perfis foram mais
rapidos quando ocorreu 0 aumento da quantidade de goma de cajueiro na propor¢ao
ALG:CG 1:1 para ALG:CG 1:3.

Esta diferenca na velocidade de liberagdo deveu-se ao maior carater
hidrofilico caracteristico da goma de cajueiro quando comparado ao do alginato
maximizando desta forma a dissolu¢cdo do material de parede em solucdo. Além
disso, o perfil de liberacdo de 6leo revelou que a utilizacdo de alginato em sinergia

com a goma de caju para encapsulamento 6leo Lippia sidoides apresentou-se como
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um sistema de entrega potencial com taxas de liberagdo sob medida e Eficiencia de
Encapsulamento acima de 55%.

Os perfis de liberacdo dos nucleos através da dissolucdo do material de
parede podem também ser justificados pelas propriedades das microparticulas
obtidas que foi do tipo matricial (microesferas propriamente ditas) e néo
microcdpsulas ou sitemas reservatorio onde o nucleo é mantido internamente até o
momento da liberacdo. As capsulas produzidas por atomizacdo sdo geralmente do
tipo matricial, com o nucleo distribuido na forma de microparticulas na matriz seca
do material encapsulante o que permite o contato direto com o solvente, neste caso
a agua, facilitando desta forma uma melhor dissolucéo e liberacdo (FRASCARELI et
al., 2012).

As micrografias eletrénicas das microesferas obtidas exibiram estruturas
mais esféricas, menos porosa e mais lisas comparadas as microesferas antes da
adicdo do material de nucleo e tais modificagcbes sugerem que ocorreu a
incorporacao ou retencdo do material de nacleo na matriz polimérica.

Apesar do encapsulamento ser uma técnica importante para a avaliacao
dos processos de liberacdo controlada do nucleo, outros fatores como melhorar o
manuseio da amostra, preservar as caracteristicas do nucleo e reduzir as interacées
deste com fatores ambientais externos bem como melhorar a solubilidade de
substancias hidrofébicas foram aqui consideradas.

A partir dos estudos de liberacéo, a Eficiéncia de Encapsulamento (EE) —
(Equagdo 3 — Pag.55) foi calculada através da raz&o entre a Quantidade de Oleo
Determinada (QOD) nos ensaios de liberacdo pela Quantidade de Oleo Adicionada
(QOA) a emulsdo de origem a qual mostrou como melhor propor¢cdo de
encapsulamento a razdo 4:1 material de parede: material de nucleo
respectivamente.

Os resultados de EE (%) obtidos para o LCC natural 95,5%, LCC técnico
81,25% e Cardol 83,5% - Tabela 5, mostraram que a proporcédo utilizando 20% do
material de nacleo e 80% do material de parede foi satisfatéria levando a uma boa
retencdo de 6leo na matriz polimérica. Sabe-se que a eficiéncia de retencédo dos
materiais de nucleo durante os processos de formacdo das microesferas esta
diretamente ligada a estabilidade das emulsbes de secagem, a proporgédo e
interacdo com o material de parede e a combinagédo entre estes. Quanto maior o

conteudo de solidos maior sera a eficiéncia de retencdo e encapsulamento (KAUR,;
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SHARMA; GULERI, 2013). Os resultados obtidos sé&o de grande importancia para
aplicacdo proposta neste trabalho que é acdo destas bioprodutos como agentes

larvicidas e ovicidas no combate ao Aedes aegypti.

6.6. Ensaios de laboratério da atividade larvicida sobre o Aedes aegypti

(antes da encapsulacao).

Na busca por controle quimico alternativo contra o Aedes aegypti, muitas
pesquisas sdo desenvolvidas no intuito de se descobrir novas substancias de origem
vegetal com atividade pesticida (inseticida ou larvicida). O potencial de acéo
exercido pelas biomoléculas no controle de vetores de doencas endémicas é
justificado pela complexidade de sua composi¢cdo quimica, pela diminuicdo do
desenvolvimento da evolucdo da resisténcia por parte dos insetos, por serem
biodegradaveis, pelos minimos efeitos colaterais sobre organismos nao-alvo, bem
como menor toxicidade para o meio ambiente (LOPEZ et al., 2005); (BENELLI et al.,
2013); (PAVELA, 2014) e (KHAN et al., 2016).

Entre estas plantas, a familia Anacardiaceae, em especial as espécies
Pistacia terebinthus L. (CETIN; YANIKOGLU; CILEK, 2011), Spondias purpurea L.
(LIMA et al., 2011), se destacaram pelas atividades biologicas de seus extratos e
metabdlitos como larvicidas contra o Aedes aegypti. Estudos realizados por
Lomonaco e colaboradores (2009) demonstraram que o LCC técnico e seus
derivados, substancias pertencentes a espécie Anacardium occidentale L., também
se mostraram ativos para atuarem como agentes larvicidas contra o Aedes aegypti.

Considerando estes resultados, e com base nas caracteristicas fenodlicas
do LCC natural, LCC técnico e os constituintes (cardol, cardanol), no presente
estudo foi avaliada a atividade larvicida antes e apds encapsulacdo em
galactomanana. Os resultados obtidos nos ensaios larvicidas estdo dispostos na
Tabela 6.
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Tabela 6 - CLso para o LCC e seus derivados antes da encapsulagéo.

Produto CLso0 (ppm)
LCC técnico 57,28 £ 0,53
LCC natural 15,00 £ 0,11
Cardol insaturado 9,93 +0,13
Cardanol insaturado 22,10 £ 0,05

Fonte: Elaborado pela autora

Através da Tabela 6 pdde-se observar as ClLso ideais para causar efeito
toxico sobre as larvas do Aedes aegypti. A avaliacdo da atividade larvicida exercida
pelos produtos estudados mostrou bons resultados na faixa de concentragéo entre
(0,1% a 1,0% m/v) correspondente as concentracdes, (CLso), de 10 a 100 ppm.
Nenhum dos produtos apresentou atividade toxica sobre as larvas em
concentracfes abaixo de 10 ppm.

A atividade toxica para o bioproduto LCC natural com concentracdo ClLso=
15,00 ppm, foi maior que o observado para o LCC técnico CLso= 57,28 ppm para um
mesmo numero de larvas estudadas. Ambos LCC natural e LCC técnico possuem 0s
mesmos constituintes lipidicos diferenciando-se apenas no grau de composicao (%).
Porém, o melhor efeito observado, pode ser justificado pela presenca do acido
anacérdico, componente majoritario do LCC natural, bastante estudado e conhecido
pelas suas propriedades antisséptica, antibactericida e vermifugicida (MAZZETTO;
LOMONACO; MELLE, 2009).

As atividades antioxidante e larvicida do LCC natural e seus constituintes
também foram estudadas por Oliveira e colaboradores (2011), onde demonstrou em
seus experimentos o constituinte acido anacardico (CLso = 12,40 ppm), seguido de
cardol (CLso = 10,22) ppm e cardanol (CLso = 14,45) ppm como agentes no controle
do Aedes aegypti. Os resultados aqui alcancados mostraram-se compativeis e
dentro do mesmo intervalo de concentracéo letal.

Com o objetivo de diminuir a resisténcia por parte dos mosquitos e poder
contribuir com novos mecanismos de acao eficiente sobre as larvas, os bioprodutos
aqui sintetizados mostraram-se bastante satisfatorios e com concentracfes letais

CLso abaixo de 100 ppm. Estes valores de concentracdo estdo de acordo com 0s
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indices preconizados pela OMS como sendo satisfatorios para 0 uso em agua
potavel e consumo (WHO, 2006).

6.6.1 Ensaios de laboratério da atividade larvicida sobre Aedes aegypti
(ap06s encapsulacéao)

Ensaios de laboratério para a avaliacdo da atividade larvicida dos
bioprodutos (cardanol, cardol, LCC natural, LCC técnico), ap0ds encapsulacao,
também foram realizados no NUVET. A faixa de concentragdo variou entre (10, 20,
40, 80, 100 ppm) e (200, 400, 800, 1000 ppm) a fim de se estabelecer as
concentracgdes letais (CLso) ideais para causar mortalidade ou toxidade a metade das
larvas expostas aos bioprodutos.

A leitura de mortalidade das larvas foi realizada em intervalos de 24, 48 e
72 horas, periodo preciso para a observacdo da liberacdo e atividade toxica dos

bioprodutos. Os dados obtidos estdo dados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados de mortalidade de larvas e CLso obtidos nos ensaios

de laboratério para os bioprodutos encapsulados.

E

Bioprodutos N°. de N°. de
larvas larvas
mortas mortas Clso
LCC 07 08 12 16 20 27 30 197,5
Natural
LCC técnico 04 06 10 12 16 21 26 282,1
Cardol 06 06 11 14 18 23 27 219,9
Cardanol 03 08 09 11 15 19 25 | 316,8
Concentragcdo 40 80 100 200 400 800 1000
(ppm)

Fonte: Elaborado pela autora

A Tabela 7 apresenta os resultados do niamero de larvas mortas apés
exposicdo aos bioprodutos encapsulados. Os mesmos resultados obtidos em analise
percentual mostraram-se acima de 35% a partir da concentracdo de 200 ppm para
todos os bioprodutos estudados. Nao foi observada mortalidade efetiva nas
concentracbes abaixo de 100 ppm. Através dos resultados da eficiéncia de

encapsulamento (Tabela 5), foi possivel calcular o % de material de nucleo contido
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no interior das microesferas e para o composto LCC natural esse valor foi de
(19,1%), cardol (16,7%) e para o LCC Técnico (16,25%) todos menores do que o
percentual de 20% teoricamente calculado. A partir de 200 ppm tém-se o0 equivalente
a (38,2 - 32,5 - 33,4 ppm) de cada material de nucleo respectivamente. A partir da
Tabela 6 observa-se que o intervalo das concentragbes (CLso) antes do
encapsulamento ocorreu entre 57,28 ppm para o LCC técnico, 22,10 ppm para o
cardanol, 15,00 ppm para o LCC natural e 9,93 ppm para o cardol o que justificou a
maior mortalidade observada a partir de 200 ppm. Os resultados de mortalidade das
larvas foram maiores para os bioprodutos LCC natural e cardol seguidos dos
bioprodutos LCC técnico e cardanol com percentuais % de mortalidade entre (52 e
40) - (44 e 48%) e (65 e 51) - (51 - 59%) observado para as concentracfes 200 e
400 ppm respectivamente.

Ensaios de controle foram feitos apenas com galactomanana e
maltrodrextina mantendo as mesmas concentragdes nao ocorrendo nenhuma
mortalidade de larvas. Sabe-se que a atividade larvicida de materiais encapsulados
estéd associada a sua capacidade de liberacdo a partir do material de parede e a sua
solubilidade no meio aquoso. Os resultados avaliados no estudo cinético de
liberagcdo controlada sdo coerentes com os resultados de mortalidade obtidos para
os bioprodutos confirmando desta forma que a boa atividade larvicida deveu-se a
boa solubilidade dos produtos encapsulados no meio aquoso.

Figura 35 - Gréafico do numero de larvas mortas apés a acao larvicida dos

bioprodutos.

ATIVIDADE LARVICIDA DOS
BIOPRODUTOS

B LCC Natural LCC Técnico M Cardol Cardanol
o
i i
o
-
[e)]
o] [e0]
™~
(o] 0 o
I<r I ‘ | ‘ | | | ‘ ‘ | ‘
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40 (PPM) R0 (PPM) 100 (PPM) 200 (PPM) 400 (PPM) 800 (PPM) 1000 (PPM)

Fonte: Elaborado pela autora
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Ensaios de controle positivo, nas mesmas condi¢cdes, também foram
realizados com o composto pyriproxyfen que € o IGR atualmente utilizado pela
Secretaria de Saude nas campanhas de controle e combate a dengue no pais. Por
ser um regulador de crescimento, analogo ao hormoénio juvenil, sua acdo € mais
eficaz sobre as pupas impedindo-as que se tornem adultas (KHAN et al, 2016; SOIN
et al., 2010). Desta forma, os melhores resultados s6 foram obtidos ap6s 72 h com
mortalidade das larvas de 37% observada na concentracdo de 400 ppm, 50% para
800 ppm e mortalidade maxima de 71% para 1000 ppm. A CLso obtida foi de 511
ppm.

Apos 5 dias, observou-se mortalidade acima de 80% em todos os testes
com os bioprodutos, confirmando a atividade larvicida aqui proposta e tornando

estes novos bioprodutos uma alternativa para o controle de larvas do Aedes aegypti.

6.6.2. Ensaios simulados de campo da atividade larvicida dos produtos

encapsulados

Os ensaios simulados de campo sem a troca de 4gua mostraram um alto
percentual (%) de mortalidade para as larvas dos recipientes contendo os
bioprodutos cardol (85%), LCC natural (100%), cardanol (65%) e mortalidade de
(37.5%) para o LCC técnico (Tabela 8). Apds a aplicacao dos bioprodutos observou-
se que durante os primeiros 5 dias as larvas ndo alcancaram o estagio de pupa, o
gue seria esperado considerando o ciclo natural de crescimento para larvas em 3°
estadgio. Apés uma semana, pdde-se observar o maior nimero de larvas vivas
apenas nos ensaios dos recipientes contendo o LCC técnico (média de 25 larvas) e
mortalidade 100% para o LCC natural, resultados estes também observados nos
ensaios de laboratério para ambos os bioprodutos.

N&o houve emergéncia de pupas em nenhum dos recipientes expostos
aos bioprodutos (Tabela 8), o que seria esperado acontecer considerando o ciclo
natural de crescimento para larvas em 3° estagio e estes resultados confirmaram de

fato a eficiente atividade larvicida dos bioprodutos.
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Tabela 8 - Resultados da avaliacdo da atividade larvicida dos bioprodutos

nos ensaios realizados sem troca de agua.

Produtos Ocorréncia de pupas Mortalidade das larvas
(200 mg/Litro) (ap6s 8 dias) (ap6s 8 dias)
" LCC natural Sem pupas 100% (40)
LCC técnico Sem pupas 37.5% (13-15)
Cardanol Sem pupas 65% (20-26)
Cardol Sem pupas 85% (32-34)
CONTROLE
Galactomanana + 87.5% (35 pupas) 0%
Maltodrextina apos 4 dias
Pyriproxyfen 0,5G 30% (12 pupas)
(Sumilarv® 0,5 G) apos 4 dias 0%

Fonte: Elaborado pela autora.

Os ensaios com substituicdo de agua foram realizados com o objetivo de
avaliar o efeito da atividade residual dos bioprodutos em solugédo e a sua acdo
larvicida quando em menores concentracfes. Desta forma, apds 3 dias da adicéo
dos bioprodutos, 5 L (25% do volume total) foram removidos de cada recipiente e a
mesma quantidade de agua (retirada do abastecimento publico) foi readicionada.

A partir do momento da troca das aguas nos recipientes, a avaliacdo da
atividade larvicida e a contagem de larvas foram verificadas em periodos de 24 h,
durante 5 dias. Observou-se alteracdo da atividade larvicida em todos os ensaios.
Para o cardol, 0 % de mortalidade decresceu de 85% para 10%, para o LCC natural
de 100% para 72,5%, para o cardanol de 65% para 5% e nenhuma mortalidade (0%)
para o LCC técnico (Tabela 9). Os resultados obtidos mostraram que a diminuicdo
da concentracdo ou a acdo da atividade residual dos bioprodutos em solucéo
resultou em um menor indice de mortalidade das larvas bem como favoreceu o
crescimento das larvas permitindo o seu desenvolvimento para o estagio de pupa.

Porém, mesmo com a emergéncia de pupas, nenhuma se desenvolveu
para a fase alada. Nos ensaios realizados com os controles negativo galactomanana
+ maltodrextina e com o controle positivo Pyriproxyfen 0,5G a verificagdo da

quantidade de pupas (35) e (12) respectivamente, apos 4 dias, proporcionou o



88
Tese de Doutorado — Milena A. Esmeraldo

desenvolvimento normal da metamorfose das larvas confirmando desta forma a
acao larvicida bioprodutos.

A atividade inibidora de crescimento sobre as pupas geradas comprova a
acdo dos bioprodutos como inibidores do crescimento ja que influenciou no
desenvolvimento da metamorfose normal do mosquito.

Tabela 9 - Resultados da avaliacdo da atividade larvicida dos bioprodutos

nos ensaios realizados com troca de agua.

Produtos Ocorréncia de pupas Mortalidade das larvas
(200 mg/Litro) (ap6s 8 dias) (ap6s 8 dias)
LCC natural 5% (2 pupas) 72.5% (29)
LCC técnico 30% (12 pupas) 0%
Cardanol 5% (5 pupas) 5% (1-2)
Cardol 7.5% (3 pupas) 10% (3-5)
CONTROLE
Galactomanana + 87.5% (35 pupas)
maltodrextina apos 4 dias 0%
Pyriproxyfen 0,5G 30% (12 pupas) 0%
(Sumilarv® 0,5 G) apos 4 dias

Fonte: Elaborado pela autora

A analise da morfologia externa das larvas resultantes dos ensaios sem
troca de agua foi realizada com o objetivo de verificar a acao ativa dos bioprodutos
sobre estas. Apds serem retiradas dos recipientes de origem, as larvas mortas foram
cuidadosamente dispostas em laminas de vidro, identificadas e levadas para leitura
em um microscépio (Microscope micrometer 300X). As fotos obtidas estdo
representadas na Figura 36.

A Figura 36a apresenta a morfologia externa das larvas expostas ao
grupo controle (galactomanana + maltodrextina). Através da figura, € possivel
perceber que ocorreu preservacdo da estrutura da larva que é dividida em: cabecga,
torax e abddémen subdividido em 8 segmentos n&do sendo observada nenhuma

alteracdo ou danificacao.
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bY

Para as larvas expostas a acdo dos bioprodutos, ap6s 8 dias, todas
mostraram alteracées nas suas estruturas externas. As principais foram: perda de
cerdas, reducdo na espessura do exoesqueleto observado principalmente para as
larvas expostas ao bioproduto LCC natural (Figura 36c¢), destruicdo corporal interna
para as larvas expostas ao bioprodutos cardanol (Figura 36b), cardol (Figura 36d) e
LCC técnico (Figura 36€) e inchaco do térax observados em todas as larvas.

Figura 36 - Fotos de larvas do 3° estagio do Aedes aegypti apés a acao

dos bioprodutos: Controle (a), cardanol (b); LCC natural (c); cardol (d) e LCC técnico

(€).

Fonte: Elaborado pela autora

Os resultados obtidos a partir da analise morfolégica externa mostram
gque a exposicdo aos bioprodutos influenciou diretamente na modificacdo da
estrutura das larvas (como a perda de cerdas importantes na captacédo de oxigénio
para a sobrevivéncia), perda da estrutura interna dos segmentos do abdomem,
perda de quitina (estrutura importante para a mudanca de fase) e deformacao
corporal sdo algumas das modificagbes que consequentemente culminaram para a
morte das larvas.

As concentracdes utilizadas para causar mortalidade nas larvas estédo de
acordo com os indices preconizados pela OMS como sendo satisfatérios podendo
estes bioprodutos encapsulados serem utilizados com potencial biolarvicidas frente

as larvas do Aedes aegypti.
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6.6.3 Ensaios da atividade de oviposicao

A escolha dos locais de oviposicao pelas fémeas do Aedes aegypti
envolve a presenca de caracteristicas como sabores e odores que sao
frequentemente induzidos pelos metabdlitos secundarios de espécies vegetais,
como por exemplo, compostos fenélicos mistos que executam papéis de defesa e
protecdo a planta (CROTEA; KUTCHAN; LEWIS, 2000). Outros fatores que
influenciam a oviposicdo estdo associados as caracteristicas visuais como cor e
tamanho do recipiente, cor da agua e caracteristicas térmicas (HARRINGTON et al.,
2008; LIMA et al., 2014; MOHAMAD; ZUHARAH, 2014).

As fémeas sempre avaliam os locais de postura sendo os mais favoraveis
para atrair e estimular a oviposi¢do aqueles que possuem maior superficie e volume
de agua e presenca de nutrientes. O conhecimento dos tipos de locais de oviposicdo
€ de fundamental importancia para um combate efetivo e controle do
desenvolvimento de populacées do vetor (OBENAUER; ALLAN; KAUFMAN, 2010;
ZETTEL et al.,2013).

Em nossos estudos, ap6s 24 h da alimentacdo sanguinea, as cartelas
(iscas) de oviposicdo foram colocadas na gaiola de criacdo e a atividade de
oviposicdo foi observada durante 4 dias. Ocorreu oviposicdo em todas as iscas,
porém a maior quantidade de ovos postos foi observada nas cartelas das iscas
controle (solucdo aquosa 10% de galactomanana + maltodrextina) — (Figura 37a)
comparada as quantidades postas nas iscas tratadas com os bioprodutos — (Figura
37b).
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Figura 37 - Fotos ap0s a oviposicdo: isca controle (galactomanana +
maltodrextina) (a) e iscas contendo os bioprodutos nas concentracdes avaliadas (b).

Fonte: Elaborado pela autora

A Tabela 10 apresenta a quantidade de ovos depositados e contados em
cada quadrante escolhido. A cartela controle (galactomanana + maltodrextina) foi
utilizada como referéncia de comparacéo de oviposi¢cdo. Selecionou-se uma média
de 600 ovos desta cartela e observou-se que a quantidade de oviposi¢cdo nas
demais decresceu com o0 aumento das concentracbes dos bioprodutos
principalmente observado para 500 e 800 ppm. Os bioprodutos que apresentaram 0s
maiores valores de Eficiéncia de Repeléncia (E.R), foram o LCC natural (45 e
66,6%) e cardol (36,3 e 56,6%) resultado que confirma a atividade mais nociva e

toxica destes como observado anteriormente nos ensaios larvicidas.
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Tabela 10 - Ensaios de atividade de oviposi¢cdo os para os bioprodutos em
funcdo das concentracdes e E.R (Eficiéncia de Repeléncia).

Bioprodutos Concentragéo NUumero médio de E.R
(ppm) ovos (%)
LCC natural 200 500 16,6
500 330 45,0
800 200 66,6
LCC técnico 200 540 10,0
500 500 16,6
800 350 41,6
Cardanol 200 500 16,6
500 440 26,6
800 320 46,6
Cardol 200 500 16,6
500 380 36,6
800 260 56,6

Controle _ _

(ga|act0manana OVIpOSIQéO normal

+ maltodrextina) 600 ovos em média

Fonte: Elaborado pela autora.

Sabe-se que os compostos fendlicos estudados se situam na castanha do
caju e tem como caracteristicas odor forte, sdo causticos e vesicantes. Esses fendis
exercem a funcdo de proteger a améndoa de predadores e insetos bem como
preservar o seu poder germinativo (LIMA, 1988). Uma vez que os fatores visuais
(tamanho e cor das iscas), temperatura ambiente e umidade foram mantidos sob as
mesmas condicdes, e com base nas caracteristicas acima mencionadas, entende-se
gue os fendis da espécie Anacardium occidentale, exerceram uma efetiva acao
positiva para deter (repelir) a oviposicdo, no entanto, os modos de acdo destes
fendis ainda ndo estdo totalmente compreendidos, mas diante os bons resultados
obtidos, estes bioprodutos podem vir a serem usados para prevenir e combater
insetos vetores.

Compostos derivados de espécies da Famila Anacardiacea, Gluta rengas
e Melanochyla fasciculiflora apresentaram atividade de repelir a oviposicdo e
também ovicida (WAN FATMA; ALl YOUSAF, 2015b). Elango e colaboradores da
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mesma forma mostraram dupla propriedade de oviposi¢édo e ovicida para o extrato
em hexano de folhas de Andrographis lineata, espécie da Familia Acanthaceae, uma
planta de origem indigena indiana, para o controle do Anopheles subpictus (vetor da

malaria) mesmo em baixa concentracao e curto tempo de exposicao

6.6.4. Avaliacdo da atividade ovicida sobre a eclosdo de ovos Aedes
aegypti

AplOs a oviposicdo e secagem das cartelas, os ovos obtidos foram
contados com auxilio de um microscopio selecionando-se apenas 0s que se
mostraram aptos a ecloséo a partir de caracteristicas como: dessecamento, brilho e
formato. Apdés contagem e selecdo, os ovos foram submersos em bandejas
plasticas, adicionando-se um 1 L de agua desclorada para a avaliacdo da eclosao.

A exposi¢do dos ovos as concentracdes dos bioprodutos (200 — 500 —
800) ppm induziu diferentes graus de eclosdo e mortalidade. Os dados da Tabela
11, mostram que a maior taxa de eclosdo, em média de 75%, foi observada para os
ovos oriundos das cartelas expostas a concentracdo de 200 ppm, onde os maiores
valores de eclodibilidade ocorreram para os bioprodutos LCC técnico, cardanol e
cardol.

Observou-se também que o bioproduto LCC natural apresentou as
menores taxas de eclosao (25% e 12,5%) para as concentracdes de 500 e 800 ppm
respectivamente, seguido do bioproduto cardol, com taxas entre (25% e 20%) nas
mesmas concentracbes. Os bioprodutos cardanol e LCC técnico mantiveram as
taxas dentro de um intervalo de (30 a 37,5%) para 500 ppm e (21 a 30%) para 800
ppm. Estes resultados mostraram que o0 aumento das concentracfes dos
bioprodutos interferiu diretamente sobre o processo de eclosdo dos ovos e

desenvolvimento dos estagios larvais iniciais.


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Acanthaceae&usg=ALkJrhhF28UAZYNkXUdchZzlt8eP2LmpPw
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Tabela 11 - Resultados da atividade ovicida dos bioprodutos para diferentes

concentragoes.
Bioprodutos N° de ovos N° de ovos eclodidos
utilizados [ 1 200 500 800 (ppm)
LCC natural +120 +(70-80) £ (20-30) *(5-15)
LCC técnico +130 * (100) +(40-50) +(20-35)
Cardanol +130 * (100) *(30-40) +(20-25)
Cardol +130 * (100) +(20-30) +(20-25)

Fonte: Elaborado pela autora

A atividade ovicida pode ser afetada por diferentes fatores tais como: a
idade do ovo, a concentracdo e o periodo de exposicao aos produtos utilizados no
controle destes (TENNYSON, et al 2011). As condi¢Bes de incubacéo, a absorcéo
de umidade para o desenvolvimento embrionario efetivo também sdo parametros
envolvidos nos processos de eclosédo dos ovos do Aedes aegypti e Aedes albopictus
(BYTTEBIER; De MAJO; FISCHER, 2014; SAIFUR; DIENG; HASSAN, 2010).

Os ovos do Aedes aegypti sdo resistentes e de dificil controle sendo ainda
escassos 0s produtos quimicos disponiveis nho mercado com acdo ovicida para
serem utilizados em campanhas de saude publica. De acordo com Pereira e
colaboradores (2006), a rigidez da camada proteica que reveste o ovo (coérion)
aumenta quando estes ficam mais velhos e esta camada é umas das caracteristicas
responsavel pela resisténcia a desidratacdo, as temperaturas extremas, a radiacao
ultravioleta e a tolerancia a acdo de patdégenos e produtos com atividade ovicida,
influenciando assim para o controle efetivo do mosquito.

No presente estudo, ap0s os ensaios de eclosdo, as cartelas utilizadas
foram recolhidas para a avaliacdo dos ovos que néo eclodiram. Estes foram
novamente analisados em um microscopio de dessecacdo. Todos 0s ovos utilizados
tinham tempo de vida médio entre 3 a 5 dias (sendo, portanto, considerados jovens)
foram expostos aos mesmos intervalos de tempo (72 h) e as mesmas concentracdes
dos bioprodutos. Desta forma, tendo mantido as mesmas condi¢cdes de tempo de
exposicdo, concentracdes, temperatura (27 °+ 2 °C) e umidade relativa de (70 a

80%), a atividade ovicida causada pelos bioprodutos (LCC natural, LCC técnico,
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cardol e cardanol) foi a responsavel pela inibicio da embriogénese e
consequentemente mortalidade dos ovos.

A andlise mostrou que aqueles submetidos, principalmente as
concentracfes 500 e 800 pppm, apresentaram morte dos seus embrides. Estes
resultados confirmam que a acdo dos bioprodutos sobre os ovos interferiu no
desenvolvimento dos embrides impedindo o seu amadurecimento, interrompendo
dessa forma, a eclosdo. Possivelmente, as baixas taxas de incubacéo resultaram em
baixos indices de eclosdo quando comparados aos indices de eclosdo dos ovos
oriundos das iscas contendo apenas agua e com processo de incubac¢ao normal.

Sabe-se que o0s processos de alimentacédo, as trocas gasosas bem como
a perda de agua por meio de osmose durante o desenvolvimento dos ovos ocorrem
através da camada protetora (ELUMALAI et al., 2012). As diferengas observadas
nas respostas para incubacdo podem ter sido devido a elevada quantidade de
bioprodutos presente o que restringiu a transferéncia de 4gua através do cérion para
dentro dos ovos, aumentando assim a probabilidade de nédo eclodibilidade.

Resultados de altas taxas de mortalidade também foram observadas por
Govindarajan e colaboradores (2011) onde relatou que quando os ovos de Culex
quinquefasciatus, Aedes aegypti e Anopheles stephensi foram expostos diretamente
a concentracbes mais elevadas de compostos bioativos derivados de extratos
botanicos, estes ovos tiveram sua embriogénese prejudicada. O tempo de exposi¢cao
também tem um papel crucial em causar toxicidade, periodos de exposi¢cdo mais
longos também influenciam em uma maior penetracdo dos compostos através das
cascas de ovos, aumentando assim a sua atividade ovicida (GOVINDARAJAN et al.,
2011).

Diferencas nos processos de incubacdo e taxas eclosdo de ovos do
Aedes albopictus foram observadas por Satho e colaboradores (2015) utilizando po
café, em varias concentracbes, como substratos toxicos. As diferentes taxas de
incubacdo foram explicadas pelas modificacbes nas atividades enziméticas que
ocorreram durante o processo de maturagao, escurecimento e endurecimento da
camada protetora do ovo — corion. Aqui, ndo nos detemos a estudar e avaliar esses
processos, pois foge ao escopo da pesquisa, porém torna-se um ponto de partida
para estudos futuros no entendimento do comportamento das baixas taxas de

eclosao.
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Sabe-se que os compostos fendlicos estudados se situam na castanha do
caju e tem como caracteristicas odor forte, sdo causticos e vesicantes. Esses fendis
exercem a funcdo de proteger a améndoa de predadores e insetos bem como
preservar o seu poder germinativo (LIMA, 1988). Uma vez que os fatores fisicos
foram mantidos sob condi¢cdes de laboratério, especificamente na quantidade de
hidratante utilizada, temperatura ambiente, umidade e com base nas caracteristicas
acima mencionadas, entende-se que os fendis da espécie Anacardium occidentale,
exerceram uma efetiva acdo positiva para deter (repelir) a aproximacao da fémea
durante a alimentacéo, no entanto, os modos de acéo destes fendis ainda ndo estédo
totalmente compreendidos, mas diante os bons resultados obtidos estes compostos
hidratantes podem vir a serem usados para prevenir e combater insetos vetores.

Com base em repeléncia, compostos derivados de espécies da Famila
Anacardiacea, Gluta rengas e Melanochyla fasciculiflora apresentaram atividade de
repelir a oviposicdo da fémea (Wan Fatma et al., 2015b). Elango e colaboradores
(2009), da mesma forma mostraram propriedade de oviposicdo para o extrato em
hexano de folhas de Andrographis lineata, espécie da Familia Acanthaceae, uma
planta de origem indigena indiana, para o controle do Anopheles subpictus (vetor da
malaria) mesmo em baixa concentragdo e curto tempo de exposi¢ao

De um modo geral, acdo dos bioprodutos quando aplicados em larvas do
3° estagio, retardou o crescimento e desenvolvimento do exoesqueleto (ecdise)
destas. Verificou-se também, um bom efeito ovicida resultando em baixas taxas de
eclosdo, e também em baixos indices de oviposicdo quando os bioprodutos foram
utilizados como fonte de alimentacdo. O percentual de mortalidade das larvas foi
diretamente proporcional ao aumento das concentracbes testadas. Apds
encapsulamento, os melhores resultados apresentados por todos os bioprodutos

foram observados a partir da concentragéo de 200 ppm.


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Acanthaceae&usg=ALkJrhhF28UAZYNkXUdchZzlt8eP2LmpPw
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7. CONCLUSAO

De forma geral, este projeto de pesquisa teve por principal propdsito a
obtencéo, caracterizacdo e aplicacdo de bioprodutos a partir da combinacdo de
derivados de biomassa regional, mais precisamente o Liquido da casca da castanha
de caju (técnico e natural) e os constituintes, cardol, cardanol, encapsulados em
solucbes de galactomanana natural derivadas de sementes de Adenanthera
pavonina L. para aplicagédo larvicidas e ovicidas contra 0 mosquito transmissor da
Dengue, Zika e Chikungunya.

Todos os bioprodutos encapsulados exibiram bom efeito larvicida e
ovicida com percentuais de mortalidade de larvas e ovos diretamente proporcionais
as concentracoes testadas antes e apos encapsulamento. Os resultados aqui
obtidos indicaram que o uso destes bioprodutos, derivados de biomassa vegetal,
podem vir a ser utilizados como potencial larvicidas, ovicidas contra larvas do 3°

estagio e ovos da espécie Aedes aegypiti.
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GLOSSARIO

- Arbovirus: trata-se de virus essencialmente transmitido por vetores artrépodes,
como, por exemplo, 0S mosquitos.

- Arbovirose: termo derivado da expressao inglesa “Arthropod Borne Viruses”,
utilizado para designar grupo de doencas virais, transmitidas para o homem por
meio de artropodes (insetos e aracnideos).

- Biomassa: quantidade total de matéria viva existente em um ecossistema ou numa
populacao animal ou vegetal.

- Bioproduto: novo produto desenvolvido a partir de organismos vivos e/ou partes
constituintes destes, que podem substituir ou elevar a producdo de produtos de
fontes ndo renovaveis.

- Bioensaio: ou ensaio biolégico € um tipo de experimento cientifico que investiga
os efeitos de uma substadncia em um 0rgdo isolado ou em um organismo Vvivo
essencial no desenvolvimento de novas drogas e monitoramento de poluentes no
meio ambiente.

- Concentragdo letal (CLso): consiste da concentragdo letal média ou a
concentracdo que causa 50% de mortalidade na populagdo de organismos
submetidos a um agente toxico. Através da ClLso € possivel determinar o grau de
toxidade ou letalidade que causa o agente toxico. Geralmente o tempo de exposicdo
varia entre 24 a 96 h.

- Encapsulacdo: termo derivado do latim capsula, que significa pequena caixa; €
uma técnica que consiste em isolar do meio externo, através de uma barreira
material, uma molécula quimica ou biol6gica, uma particula soélida, liquida ou
gasosa, por um tempo determinado. A diferenca entre encapsulacao,
microencapsulacdo e nanoencapsulacédo baseia-se apenas no tamanho da capsula
formada.

- Iscas: sdo armadilhas com larvicida que atraem o mosquito da dengue; através
delas a contagem de vetores € mais eficiente.

- Larvicida: substancia utilizada no controle ou no combate de larvas.

- Ovicida: substéncia utilizada no controle ou no combate de ovos.

- Oviposigao: postura de ovos por fémeas de animais invertebrados.

- Polissacarideos: sdo polimeros naturais (macromoléculas) formados pela unido

de muitas unidades de monossacarideos; alguns exemplos sdoo amido, a
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celuloseea glicose. Apresentam massa molecular muito elevada, que depende do
namero de unidades de monossacarideos que se unem. NOS organismos, 0S
polissacarideos sdo classificados em dois grupos, dependendo da funcao bioldgica

gue exercem: polissacarideos de reserva energética e polissacarideos estruturais.



