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RESUMO GERAL

A traca-das-cruciferas — Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera, Plutellidae), é um
microlepiddptero de distribui¢cdo cosmopolita, considerada uma das pragas mais importantes
dos cultivares de brassicaceas em todo o mundo, como couve, brocolis, couve-flor, repolho,
entre outras. Os danos sao causados pela fase larval do inseto, que ao consumir as folhas das
plantas hospedeiras diminuem a qualidade do produto, desvalorizando ou inviabilizando sua
venda. O potencial danoso dessa espécie se deve a um ciclo de vida curto aliado a uma alta
taxa reprodutiva, o que possibilita a ocorréncia de varias geracfes ao longo do ano. Para o
Brasil as perdas causadas por esta espécie chegam a um bilh&o de ddlares por ano. Apesar da
existéncia de métodos de controle naturais como produtos feitos a base de extratos vegetais,
agentes de controle biolégico como fungos e bactérias entomopatogénicos, a utilizacdo de
agrotoxicos sintéticos ainda é o principal mecanismo empregado no controle da traga-das-
cruciferas, uma vez que esses produtos apresentam alta eficiéncia em um curto periodo.
Entretanto, um numero crescente de estudos vem demonstrando que quando utilizados de
maneira errdnea esses compostos causam inumeros maleficios a salde e ao meio ambiente
além de promoverem a resisténcia de populacdes a tais produtos. Nesse sentido, o uso de
novas tecnologias aliadas ao uso de produtos naturais como farinha de algas e os biopolimeros
tornam-se uma pratica cada vez mais necessaria. Nesse cenario a nanotecnologia surge como
uma ferramenta promissora para a formulacdo de novos inseticidas naturais menos
prejudiciais ao meio ambiente e a salde humana, que atuem no controle de pragas e doencas
que competem com os cultivares. Diante do exposto e aliado a necessidade de pesquisas
relacionadas a novas tecnologias para o controle de pragas, principalmente aquelas que sejam
menos prejudiciais ao meio ambiente e a salde humana, o presente trabalho teve como
objetivo principal desenvolver um inseticida natural nanotecnolégico a base de
Lithothamnion calcareum, uma alga vermelha pertencente a familia Corallinaceae
(Florideophyceae: Corallinales) associado a guar-guar, um biopolimero natural, com o intuito
de combater ou controlar individuos de Plutella xylostella. Inicialmente foi realizada a
interacdo da solucdo de farinha de algas com a solu¢do do biopolimero miniaturizado no
tempo de 3 minutos a uma amplitude de 100%, formando a solucdo utilizada nos
experimentos, denominada solucdo alga-biopolimero. Esta solucdo foi submetida a analise
de Espectroscopia de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) que indicou uma diminuicéo do
tamanho de particula e UV-vis que demonstrou o surgimento de um novo composto ap6s a
interacdo entre os produtos. A solucédo alga-biopolimero e seus respectivos controles (solucdo
de &cido acético, solucdo de farinha de algas, solucdo de biopolimero e dgua destilada) em
diferentes concentracdes (5,0%, 2,5% e 1,25%) foram submetidos a testes de viabilidade
inseticida por contato e ingestdo em larvas de segundo instar de P. xylostella. Para cada
tratamento foram utilizadas trés placas de Pétri contendo 10 larvas cada, feitos em triplicata.
No teste de contato, as larvas foram borrifadas com as solugdes acima mencionadas e
avaliadas a cada hora. Observou-se que apds 13 horas da exposicdo das larvas a solucéo alga-
biopolimero, 100% dos individuos estavam mortos, com as solucdes apresentando diferenca
estatistica significativa em relacdo aos controles. No teste de ingestdo as larvas foram
alimentadas com folhas de couve tratadas com as solu¢fes acima mencionadas. Observou-se
alteracdo nos aspectos bioldgicos como diminui¢do da biomassa pupal € no nimero de ovos
depositados. Para ambos 0s experimentos, as solugdes nas concentracdes de 2,5% e 1,25%
mostraram-se eficientes no controle de P. xylostella, indicando que a solucdo alga-
biopolimero pode ser empregada como uma nova estratégia de controle e minimizacéo dos
danos causados por P. xylostella a suas plantas hospedeiras. Dessa forma, este é um produto
menos prejudicial a saide humana e ao meio ambiente quando comparado aos métodos
tradicionais de controle alem de apresentar baixo custo de producdo, facil aplicacdo e
manuseio quando comparado aos métodos tradicionais de controle.
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ABSTRACT

The diamondback moth — Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera, Plutellidae), is
a cosmopolitan micro-moth, considered one of the most important pests of brassica cultivars
worldwide, such as cabbage, broccoli, cauliflower, among others. The damage is caused by
the larval stages which, when consuming the leaves of the host plants, reduces the quality,
devaluing or making the product unfeasible for sale. The damage potential of this species is
due to the short life cycle combined with a high reproductive rate, which allows the
occurrence of several generations throughout the year. In Brazil, the losses caused by this
species reach one billion dollars a year. Despite the existence of natural control methods such
as products made from plant extracts, biological control agents such as entomopathogenic
fungi and bacteria, the use of synthetic pesticides is still the main mechanism used to control
diamondback moth, since these products have high efficiency in a short period of time.
However, an increasing number of studies have shown that when used incorrectly, these
compounds cause numerous harms to the health and environment, in addition to promoting
resistance in populations to such products. In this sense, the use of new technologies
combined with the use of natural products such as seaweed flour and natural biopolymers
become an increasingly and necessary practice. In this scenario, nanotechnology emerges as
a promising tool for the formulation of new natural insecticides that are less harmful to the
environment and human health, which can act in the control of pests and diseases that
compete with cultivars. Given the above and allied to the need for research related to new
technologies for pest control, especially those that are less harmful to the environment and
human health, the main objective of this study was to develop a natural nanotechnological
insecticide based on Lithothamnion calcareum, a red alga belonging to the Corallinaceae
family (Florideophyceae: Corallinales) associated with guar-guar, a natural biopolymer, to
combat or to control individuals of Plutella xylostella. Initially, the complexation of the
seaweed flour solution with the miniaturized natural biopolymer solution in a time of three
minutes at an amplitude of 100%, was carried out forming the solution used in the
experiments, called alga-biopolymer solution. This solution was subjected to DLS analysis,
which indicated a decrease in particle size, and UV-vis, which demonstrated that there was
the formation of a new compound after the interaction between the products. The alga-
biopolymer solution and its respective controls (acetic acid solution, seaweed flour solution,
biopolymer solution and distilled water) at different concentrations (5,0%, 2,5% and 1,25%)
were subjected to tests of insecticidal viability by contact and ingestion using second instar
larvae of P. xylostella. For each treatment, three Petri dishes containing 10 larvae in each
were used, which were made in triplicate. In the contact test, the larvae were sprayed with
the aforementioned solutions and evaluated every hour. It was observed that after 13 hours
of larvae exposure to the alga-biopolymer solution, 100% of the individuals were dead, with
the solutions showing statistically significative difference among the control solutions. In the
ingestion test, the larvae were fed with cabbage leaves treated with the above-mentioned
solutions. Changes were observed in biological aspects such as decrease in pupal biomass
and number of eggs layed. For both experiments, the solutions at concentrations of 2,5% and
1,25% proved to be efficient to control P. xylostella, indicating that the solution alga-
biopolymer can be used as a new strategy to control and minimize the damage caused by P.
xylostella to their host plants. In this way, this product is less harmful to human health and
environment when compared to traditional control methods, in addition to presenting low
production costs, easy application and handling when compared to traditional control
methods.

Key words: Diamondback moth; biopolymers; Dbioinsecticide; seaweed flour;
nanotechnology.
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1. INTRODUCAO GERAL

Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera, Plutellidae), conhecida popularmente
como traca-das-cruciferas, € um inseto de distribuicdo cosmopolita, considerada uma das
pragas mais importantes no cultivo de brassicaceas no mundo, podendo ocasionar danos que
chegam a cinco bilhdes de dolares por ano (BOO et al., 2018). No Brasil, foi registrada pela
primeira vez na Bahia em 1928 (BONDAR, 1928) e desde entdo vem causando danos
significativos as culturas hospedeiras. Segundo o Comité Brasileiro de Agédo a Resisténcia de
Inseticidas (IRAC-BR, 2016), as perdas ocasionadas por P. xylostella no Brasil podem chegar
a um bilh&o de dolares por ano.

O potencial danoso desta espécie deve-se principalmente ao seu ciclo de vida curto, de
aproximadamente 28 dias, possibilitando a ocorréncia de varias geracdes ao longo do ano,
aliado a uma alta taxa reprodutiva provocando danos significativos que podem chegar a
perdas de até 100% as plantas hospedeiras (TAKELAR; SHELTON, 1993; CASTELO-
BRANCO, 2001; ULMER et al., 2002; TORRES et al., 2006; ZHOU et al., 2011). Tais danos
sdo causados pela fase larval deste inseto, que perfuram as folhas das plantas hospedeiras
causando a desvalorizagdo e a inviabilidade para o comércio do cultivar atacado
(MACHADO et al., 2015).

Mesmo com a disponibilidade de métodos bioldgicos para o controle de P. xylostella,
como a utilizacdo microrganismos entomopatogénicos, como Bacillus thuringiensis
(Berliner) (MEDEIROS et al.,, 2006) Metarhizium anisopliae (Metschn.), Beauveria
bassiana (Bals.) (NUNES et al., 2019; GODONOU et al., 2009) e baculovirus (HARRISON;
LYNN, 2007), a utilizacdo de agrotdxicos sintéticos ainda € o principal recurso empregado
no controle desta praga, uma vez que tais produtos mostram grande eficiéncia em um curto
espaco de tempo. Estudos vém indicando que a utilizacdo desses produtos de maneira errdnea
gera impactos negativos ndo s6 para 0 meio ambiente, mas também para a saide humana
(DUTRA et al., 2017; SOARES et al., 2020). Ainda, a utilizacdo desses compostos quimicos
promove a resisténcia de individuos, além de provocarem a eliminacdo de seus inimigos
naturais (PINHEIRO et al., 2020). Segundo o banco de dados Arthropod Pesticide Resistance
Database (2021), P. xylostella apresenta resisténcia a 101 tipos de inseticidas, incluindo
inseticidas sintéticos e toxinas Bts, sendo considerado o principal desafio para o controle
dessa praga.

Nesse sentido, 0 uso de novas tecnologias associadas aos produtos naturais contribui para
a descoberta e formulacdo de novos produtos que atuem no controle ou minimizagdo dos

danos causados por P. xylostella. Nesse cenario a nanotecnologia surge como potencial
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inovador para diversas areas, dentre elas o agronegécio. A nanotecnologia é considerada a
ciéncia que trabalha e manipula matérias em escalas nanométricas. Além de permitir a
manipulagéo de qualquer tipo de material, ela favorece o surgimento de novos produtos em
qualquer area econémica (HUPFFER; LAZZARETTI, 2019). Estudos utilizando essa
tecnologia vem demostrando cada vez mais que a nanotecnologia é viavel para o controle ou
minimizacgdo dos danos causados por pragas e doencas que competem com o0s cultivares
(EMBRAPA, 2017), como na formulacdo de novos extratos e 6leos essenciais de plantas,
desenvolvimento de compostos de liberacdo controlada, controle de fitonematoides, entre
outros (LOPES et al., 2017).

Dentre os produtos naturais podemos citar, além dos extratos vegetais que estdo entre os
mais amplamente pesquisados, a farinha de algas e os biopolimeros ou polimeros naturais
(SOLTANI et al., 2021) sendo que estes, caracterizam-se por apresentarem macromoléculas
constituidas de repeticdes de pequenas e simples unidades estruturais chamadas de
mondmeros. Guar-guar € um exemplo de polimero ndo ibnico e natural, além disso, é
considerado um produto de baixo custo, renovavel, atoxico e biodegradavel, possuindo
grande importancia econdmica e ambiental (DAI et al., 2020). Ainda, guar-guar € um
polissacarideo galactomanano nao idnico e hidrofilico obtido a partir do endosperma das
sementes de Cyamopsis tetragonolobus (L.) Taub, que atua como fonte de reserva de
carboidratos. Composto maioritariamente de galactomananas (75-80%), agua (12%) e
proteina (5-6%) (SOLTANI et al., 2021) apresenta em sua estrutura uma longa cadeia
polimérica, elevada massa molecular, além de ampla disponibilidade (THOMBARE et al.,
2016).

A gama de aplicabilidade dos biopolimeros € ampla, abrangendo desde materiais simples,
até componentes importantes utilizados na medicina, industria medicamentosa, alimenticia,
producdo de cosméticos e encapsulamento de bioinseticidas (FARIAS et al., 2016).
Atualmente, esses produtos aliados a hanotecnologia estdo sendo cada vez mais utilizados na
agricultura (ROUT et al., 2017; ABDELHADY et al., 2020).

A alga Lithothamnium calcareum (Pallas) Areschoug, 1852 (Florideophyceae:
Corallinales, Corallinaceae), possui em sua composi¢cdo alto teor de calcio, enxofre e
potassio, além de possuir mais de 20 elementos em quantidades variaveis como zinco, ferro
e magnesio (COSTA NETO et al., 2010). Sabendo que o gradiente de potassio é utilizado
pelos insetos para impulsionar a absorcdo de nutrientes da hemolinfa para o limen do
intestino médio, e que, individuos gque se alimentam de plantas que tém niveis muito altos de
ions potassio tém sua forca motriz reduzida (KLOWDEN, 2007), é possivel que a farinha de

algas possa interferir na absor¢do de nutrientes comprometendo a sobrevivéncia de P.
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xylostella. Ainda, acreditamos que a solucdo nanoparticulada de L. calcareum e guar-guar (a
partir daqui chamada de solugdo alga-biopolimero), possa interagir com algum componente
presente no exoesqueleto do inseto por conta das forcas idnicas presentes tanto nessa estrutura
da membrana quanto da solucéo.

Diante das propriedades e caracteristicas dos produtos naturais citados anteriormente,
aliado a escassez de pesquisas relacionadas, principalmente, a utilizacdo de L. calcareum e a
grande demanda mundial pela aplicacdo de agrotoxicos para controle das populacbes de
insetos praga, que culminam em sérios problemas ambientais, faz-se necessario um novo
olhar frente a alternativas de controle menos prejudiciais ao meio ambiente e a satide humana.
Dessa forma, considerando as informagdes apresentadas, para o presente estudo levantou-se
a seguinte hipotese: A solucdo alga-biopolimero causara mortalidade de P. xylostella. Caso
0s insetos sobrevivam havera alteracdo em parametros bioldgicos relacionados ao ciclo
reprodutivo e sobrevivéncia de P. xylostella contribuindo assim para o controle desta espécie.

Sendo assim, acredita-se que o uso de farinha de algas e o biopolimero associado ao uso
da nanotecnologia possa ser uma alternativa para o controle de P. xylostella nas culturas de

brassicaceas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Brassicaceae constitui uma numerosa familia de plantas oleraceas e oleaginosas que sdo
amplamente utilizadas na alimentacdo humana. Segundo Ghini et al. (2011), essa familia é
representada por diversas espécies de hortalicas folhosas, com destaque para as espécies
Brassica oleracea (L.) variacOes capitata (repolho), botrytis (couve-flor), acephala (couve),
italica (brocolis); Brassica juncea (L.) (mostarda); Brassica rappa (L.) (acelga), Euruca
sativa (L.) (racula) e Raphanus sativus (L.) (rabanete). Nos Gltimos anos o consumo destas
espécies tem aumentado significativamente, impulsionado principalmente pela busca de uma
alimentacdo mais saudavel, visto que possuem elevados teores nutricionais de potassio,
calcio, ferro e vitaminas A e C e do complexo B, além de ser uma boa fonte de fibras (USDA,
2009; CAMPBELL et al.,, 2012). Além disso, o cultivo de Brassicaceae apresenta um
relevante papel social, uma vez que grande parte é cultivada por pequenos agricultores
familiares (FILGUEIRA, 2008). De acordo com o Prognéstico de Olericultura publicado pela
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Parana (2020), a area cultivada de hortalicas
no Estado no ano de 2019 foi de 117,8 mil hectares, movimentando cerca de R$ 4,87 bilhdes

no mercado de hortalicas. Ainda, segundo este boletim, o cultivo de couve ocupou uma area



17

de 1.243ha produzindo cerca de 29.161 toneladas, rendendo ao mercado cerca de R$ 79
milhdes.

Apesar da grande importancia na producdo para o territorio nacional, alguns problemas
fitossanitarios, como o ataque de pragas e doencas nas areas de cultivo de Brassicaceae, sdo
frequentes e acarretam grandes prejuizos econdmicos para os produtores (HOLTZ et al.
2015). No que se refere as pragas que assolam esta familia destacam-se as fases jovens de
lepiddpteros, com destaque para P. xylostella, Ascia monuste orseis (Latreille, 1819), Hellula
phidilealis (Walker, 1859), Trichoplusia ni (Hibner, 1802), Spodoptera eridania (Cramer,
1782), além de outras pragas como Liriomyza huidobrensis (Blanchard, 1926) e Brevicoryne
brassicae (Linnaeus, 1758) (CAPINERA 2001; CARDOSO, 2010).

Plutella xylostella (Lepidoptera, Plutellidae), conhecida popularmente como traga-das-
cruciferas, é considerada a principal praga das brassicaceas no mundo (ZALUCKI et al.,
2012). Esta espécie € um microlepidoptero de coloracdo castanho-acinzentado com
aproximadamente 1 cm de comprimento (GALLO et al., 2002), com uma longa faixa de
coloragdo castanho-claro na regido da margem anal das asas (CAPINERA, 2012).
Apresentam habitos crepusculares, permanecendo escondidos nas folhas da planta hospedeira
durante o dia e saindo ao entardecer para se alimentar e se reproduzir (VACARI, 2012). Estas
micromariposas realizam voos curtos, geralmente a cerca de 2 m do solo, sendo facilmente
carregadas pelo vento, o que facilita a sua dispersdo (CAPINERA, 2012). Os adultos
depositam os ovos em geral na face abaxial da folha proximo a nervura central e ap6s 3 ou 4
dias as larvas eclodem. A lagarta de primeiro instar € minadora e a partir do segundo instar
abandona a galeria e passa a se alimentar da epiderme inferior das folhas até o quarto instar
quando constrdi um casulo e empupa (GALLO et al., 2002; MEDEIROS et al., 2003). A
duracdo da fase larval varia conforme as condicdes climéticas e alimentares podendo ser
completada em 12 dias em temperaturas mais elevadas o que confere a esta espécie um grande
namero de geragdes por ano (CASTELO BRANCO et al., 1997; THULER et al., 2007).

Assim, é durante a fase larval que ocorrem os danos ao cultivar por conta da sua alta taxa
de predacédo aliada a alta capacidade reprodutiva dos adultos e ao aparecimento de vérias
geracOes ao longo do ano (HAMILTON et al., 2005; TORRES et al., 2006; SHELTON et al.,
2008; SRINIVASAN et al., 2011). Com isso, P. xylostella é responsavel por prejuizos de
US$ 2,7 bilhdes por ano na safra mundial e os custos associados ao controle deste inseto
variam de US$ 1,3 bilhdes a US$ 2,3 bilhGes anuais (ZALUCKI et al., 2012).

Atualmente, o principal método utilizado para o controle de P. xylostella é o uso de
agrotoxicos sintéticos. Ao longo dos anos, estudos vem indicando que quando utilizados de

maneira errdnea e desenfreada, os agrotoxicos sintéticos podem trazer uma série de prejuizos
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ambientais, como a diminuicdo de espécies, a contaminacdo das aguas superficiais e
subterraneas, prejuizos de curto e longo prazo a salde humana, além da alta capacidade de
selecionar populacédo de insetos resistentes (SANTOS et al., 2011; DUTRA et al., 2017;
PEREZ et al., 2020). Ainda, a utilizacio desses compostos quimicos, além de promoverem a
resisténcia desses individuos, provocam também a eliminacao de seus inimigos naturais (DE
BORTOLI et al., 2013).

O alto nivel de exposicéo a agrotoxicos sinteticos fez com que P. xylostella desenvolvesse
resisténcia a uma ampla gama de inseticidas (ZHAO et al., 2002; WRIGHT, 2004; ZHAO et
al., 2006; WANG et al., 2013; RIBEIRO et al., 2017). Com o intuito de diminuir a selecéo
de individuos resistentes, o Programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP) propde a
utilizacdo de diferentes técnicas e estratégias de controle. Dentre elas, a utilizacdo de produtos
naturais passou a ser considerada uma alternativa promissora no controle de pragas
(STEVENSON et al., 2009; PERUMALSAMY et al., 2010; PARRA et al., 2014).

Dentre os produtos naturais que vém sendo estudados e que tém mostrado resultados
promissores estdo o uso de extratos vegetais e controle microbiano. Esses produtos s&o
compostos da associagdo de varias substancias bioativas, fazendo com que tenham diferentes
modos de acao além de induzirem a resisténcia de insetos a tais compostos muito lentamente
(ROEL, 2001). Por exemplo, Boica Junior et al., (2005), avaliaram o potencial inseticida de
18 extratos de espécies de plantas da regido tropical contra P. xylostella e determinaram que
dentre os extratos, Enterolobium contortisilliquum (Vell.) Morong; Nicotiana tabacum (L.),
Sapindus saponaria (L.) (frutos) e Trichilia pallida (Swartz) (ramos) causaram 100% de
mortalidade das larvas, sendo que as demais espécies analisadas apresentaram indices
variaveis de mortalidade. Torres et al. (2006), apontam que o0 cOrtex lenhoso de
Aspidosperma pyrifolium (Mart.) e frutos de Melia azedarach (L.) apresentam efeitos toxicos
sobre a oviposicdo de P. xylostella. Segundo Boo et al. (2018), extratos de Achyranthes
japonica (Mig.) Nakai, mostraram-se eficientes no controle de populacGes de P. xylostella.
O potencial inseticida desta espécie deve-se pela presenca de fitoecdisteroides,
particularmente 20-hydroxyecdysone (20E), compostos quimicos sintetizados pela planta e
utilizados como mecanismo de defesa contra predacdo de insetos, apresentando alto potencial
inseticida (CAMPS; COLL, 1993; TANAKA; TAKEDA, 1993; BLACKFORD; DINAN,
1997; DINAN, 2001).

Em relagdo a utilizagdo de mecanismos de controle microbiano para controle de P.
xylostella destacam-se 0s microrganismos entomopatogénicos como Metarhizium anisopliae
e Beauveria bassiana (GODONOU et al., 2009; NUNES et al., 2019). Neste sentido, diversos

autores vém trazendo inovacOes referentes a novas formulacGes de diferentes isolados de B.



19

bassiana (AROR et al., 2017; BATCHO et al., 2018; NUNES et al., 2019; AGBOY!I et al.,
2020) e M. anisopliae (OUYANG et al.,, 2015; CORREA-CUADROS et al., 2016;
GUSTIANA et al.,, 2019; QUINTERO et al., 2020) para controle de P. xylostella.

Além das estratégias citadas anteriormente, surge a nanotecnologia que € considerada um
dos pilares tecnoldgicos do seculo XXI, sendo apresentada como uma area que cria,
caracteriza, desenvolve e aplica estruturas, materiais, dispositivos e técnicas por meio do
controle da matéria em escala nanométrica (ISO/TC 229, 2015). Recentemente, a
nanotecnologia vem sendo estudada e implementada na preparacéo de nanobiopesticidas com
0 intuito de facilitar a liberacdo controlada do principio ativo na planta (GAHUKAR et al.,
2020). Além disso, a utilizagdo da nanotecnologia pode aumentar a estabilidade e
solubilidade de produtos naturais aumentando assim a sua eficacia (YANG et al., 2009;
BHAWANA et al., 2014). Adicionalmente, podem minimizar qualquer tipo de efeito toxico
indesejado e melhorar significativamente a estabilidade e fotoestabilidade das moléculas
ativas em solucdo (CHARCOSSET et al., 2005).

Nanobiopesticidas sdo compostos bioldgicos nanoformulados de maneira que a molécula
bioativa da solucdo seja potencializada em decorréncia da presenca da nanomolécula.
Diferente dos pesticidas convencionais, trata-se de novas formulacfes, uma vez que possuem
propriedades inerentes, como liberacdo dirigida diretamente ao alvo, ndo degradacdo de
moléculas bioativas, aumento da solubilidade de compostos ativos pouco solUveis e
diminuicdo da dose aplicada nos cultivos para controlar pragas agricolas (HAYLES et al.,
2017). Geralmente as nanoparticulas sdo obtidas a partir de materiais biodegradaveis e
biocompativeis como biopolimeros ou os polimeros sintéticos (COHEN-SELA et al., 2009;
YANG et al., 2009; BHAWANA et al., 2014). Dentre as técnicas usualmente utilizadas para
a preparacdo das nanomoléculas estdo nanoprecipitacdo, emulsificacdo, evaporacdo de
solvente, emulsificacdo-difusdo de solvente e emulsificacdo dupla-evaporacdo do solvente
(COHEN-SELA et al., 2009; MORO-HUERTAS et al., 2010).

Visto que a nanotecnologia pode contribuir positivamente para melhorar a produtividade
agricola utilizando os recursos e insumos de forma mais eficaz e sustentavel que os métodos
tradicionais, a busca por propostas de formulacéo de novos biopesticidas é uma abordagem
valida a ser pesquisada e estudada.

Apesar da escassez na literatura de trabalhos relacionados ao uso de algas no controle de
populacdes de insetos, alguns estudos como os de Manilal et al. (2009), Ravikumar et al.
(2011), Ali et al. (2013) e Ribeiro e Vendramim (2019), demostraram que a utilizacdo deste
composto se mostra eficiente no controle de pragas. Quanto ao uso da nanotecnologia,
trabalhos como os de Grillo et al. (2016), Luiz de Oliveira et al. (2018), Oliveira et al. (2019)
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e Pascoli et al. (2019) também vem demonstrando seu potencial de aplicabilidade para o
controle de pragas agricolas. Nesses estudos, misturas dos compostos botanicos foram
encapsuladas em nanoparticulas melhorando a estabilidade e eficiéncia dos extratos (DE
OLIVEIRA et al., 2019; PASCOLI et al., 2019). Além disso, os autores também discutem a
ampla gama de nanomateriais destinados a melhorar a eficacia e a seguranca dos produtos
quimicos agricolas que sdo utilizados no controle de pragas (GRILLO et al.,, 2016;
OLIVEIRA et al., 2018).

Sendo assim, estudos sobre o0 uso de novas tecnologias como a nanotecnologia associada
a produtos naturais tais como L. calcareum e biopolimeros como guar-guar (Cyamopsis
psoraloides DC. Leguminosae, Papilionoideae), torna-se uma alternativa promissora para o
manejo das populagdes de P. xylostella. Desta maneira, neste estudo buscou-se a partir de
ensaios realizados em laboratorio verificar se a solucdo alga-biopolimero apresenta potencial

inseticida sobre populacdes de P. xylostella.

3. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um inseticida natural nanotecnol6gico a base de Lithothamnion calcareum,
Corallinaceae (Florideophyceae: Corallinales) associado ao biopolimero guar-guar (solucéo

alga-biopolimero), visando combater ou controlar Plutella xylostella.
3.1 Objetivos Especificos
e Caracterizar aspectos fisico-quimicos da solucdo alga-biopolimero em diferentes

concentracdes;

e Avaliar a eficiéncia da solucdo alga-biopolimero na causa da mortalidade de P.
xylostella por contato;

e Auvaliar a eficiéncia da solucdo alga-biopolimero na mortalidade de P. xylostella por
ingestdo;

e Auvaliar se a solucéo alga-biopolimero interfere no ciclo reprodutivo de P. xylostella.

4. HIPOTESES
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e A solucdo alga-biopolimero causard mortalidade de P. xylostella. Caso 0s insetos
sobrevivam, havera alteracdo em parametros bioldgicos relacionados ao ciclo

reprodutivo e sobrevivéncia de P. xylostella.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Criacéo de P. xylostella

A criacdo teve inicio a partir de larvas e pupas coletadas em plantacdo de couve organica
no municipio de Realeza-PR. A criacdo estoque foi mantida sob temperatura de 25+2 °C,
umidade relativa de 60+2% e fotoperiodo 12/12 no laboratério multiusuérios de biologia da
Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Realeza, Parana. O procedimento de criacao
dos individuos de P. xylostella foi realizado de acordo com a metodologia proposta por
Barros et al. (2012).

5.2 Producdo da Solucdo Alga-biopolimero

A producdo da solucdo alga-biopolimero consistiu em trés etapas (Figura 1), sendo a
primeira referente a producdo da solucéo de L. calcareum, a segunda consiste na producao
da solucdo biopolimérica, por fim a terceira etapa corresponde a interacdo da solucédo
biopolimérica com a solucdo de L. calcareum obtendo-se entdo a solucéo alga-biopolimero,
tendo-se assim:

e Paraaproducdo da solucdo de L. calcareum foram adicionados 5 g de farinha de algas
previamente moida com auxilio de almofariz em 250 ml de &cido acético (P.A). A
solugéo foi submetida a temperatura de 40°C e agitacdo constante por 24 horas a fim
de que todos os compostos fossem extraidos (ALMEIDA et al., 2020), apds esse
processo a solucdo foi filtrada;

e Para a segunda etapa do processo, foram adicionados em um baldo volumétrico 0,1g
de guar-guar (biopolimero). Em seguida o baldo foi aferido com 100 ml de agua
deionizada e mantido sob agitacdo constante por 24 horas em temperatura ambiente
a fim de que ocorresse a solubilizacdo completa do biopolimero. Apoés agitagdo, com
0 intuito de miniaturizar as particulas em solucdo para a escala manométrica, a
solucdo biopolimérica foi submetida a tratamento de ultrassom em processador

ultrassonico modelo MARCONI, UP 200S com ponteira de calibre grosso, no tempo
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de 3 minutos e uma amplitude de 100%, visto que resultados obtidos em estudos
anteriores indicam este como o melhor tempo para miniaturizacdo de guar-guar
(ALMEIDA et al., 2020).

e Por fim foi realizada a complexacédo da solucdo de L. calcareum e guar-guar, na qual
foi preparada uma solucdo na concentracdo de 10%, que consistia na complexacgao de
1 ml da solucdo de L. calcareum para 9 ml da solucdo de nanoparticulada de
biopolimero. A partir dessa solugdo foram preparadas novas solugdes (solucédo alga-
biopolimero) nas concentracfes de 1,25%, 2,5% e 5,0%, as quais foram submetidas a
agitacdo por um periodo aproximado de 4 horas e em seguida utilizadas nos testes

com individuos de P. xylostella.

Produgao da solucao de farinha de algas Producao da solucao biopolimérica
~ 250mL SgdeFarinhade | 100 mL. de Agua 0,1 g de Guar-
Acido Acético Algas o Desonizada guar
s
+¥
=2 ..
A40°C por
24 horas Agitagdo Tratamento ultrassénico
até diluig3o completa 3min/100%

Producio da soluciao Alga-Biopolimero

N\
1 mL da Solugdo de 9 mL da Solugio
Farinha de Algas Biopoliménica

Figura 1. Processo de producdo da solucdo alga-biopolimero utilizada nos testes com P.
xylostella.

Em cada teste (ver abaixo) foram utilizadas a solucdo alga-biopolimero nas concentracées
1,25%, 2,5% e 5,0% e seus respectivos controles, sendo eles i) solugdo apenas de
biopolimero, ii) solucdo apenas de farinha de algas, iii) solu¢do apenas de acido acético e iv)
agua destilada como controle negativo. Para cada controle, foram utilizadas as mesmas

concentragdes da solucdo alga-bipolimero (1,25%, 2,5% e 5,0%), totalizando 13 tratamentos.

5.3 Teste de Contato
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Para o teste de contato foram colocadas 10 larvas de 2° instar de P. xylostella em
placas de Petri, junto com discos foliares de couve (8 cm 2 @) previamente higienizadas. A
higienizacdo foi realizada em solucdo de hipoclorito de sédio 5% durante 5 minutos, em
seguida as folhas foram enxaguadas em &gua corrente e secas com papel filtro a fim de
remover 0 excesso de solucdo. Posteriormente, com o auxilio de um borrifador de 100 ml,
foi borrifado uma Unica fez, a 30cm de distancia cerca de 0,324 ml da solugdo alga-
biopolimero assim como dos controles sobre as larvas em cada placa.

As larvas foram avaliadas sob microscopio estereoscépio de hora em hora apos o
contato com a solucdo até o tempo de 16 horas de exposicdo para verificar se houve ou néo
mortalidade. Foram realizados estimulos mecénicos nas larvas com pincel as quais somente

eram consideradas mortas quando nenhum movimento era observado.

5.4 Teste de Ingestdo

Para o teste de ingestédo, discos foliares de couve (8 cm 2 @) previamente higienizados
conforme descri¢do acima (Item 5.3), foram imersos na solucdo alga-biopolimero assim
como em seus respectivos controles, por 60 segundos e colocadas sobre papel filtro a fim de
remover 0 excesso de solucao.

Em seguida 10 larvas de 2° instar de P. xylostella foram mantidas nas placas de Petri
e alimentadas diariamente com discos foliares de couve, também tratadas diariamente,
conforme descrito acima até a obtencdo das pupas. Apds 24 horas da obtencao das pupas, 35
pupas de cada tratamento foram pesadas com o auxilio de balanca eletrénica de precisdo com
5 casas decimais Shimadzu AUY2020. Todas as pupas obtidas foram transferidas
individualmente para tubos de ensaio até a emergéncia dos adultos, que foram entdo sexados
por meio de diferenciacdo de terminalia (CAPINERA, 2008). Em seguida foram formados
seis casais com até 24 horas de emergéncia para cada tratamento. Os casais foram transferidos
para gaiolas de postura contendo algodao embebido em solucao de mel a 10 mg/ml, um disco
de papel filtro e 1 disco de couve (8 cm 2 @).

As gaiolas foram acompanhadas diariamente e os discos de posturas substituidos
diariamente durante quatro dias (FERRREIRA et al., 2021) para verificar a fecundidade das
fémeas através da contagem do ndmero de ovos. Os casais foram mantidos nas gaiolas e
alimentados seguindo a metodologia descrita no item 5.1, sendo acompanhados até sua morte
para verificacdo da longevidade. Além disso, foram avaliados os seguintes parametros,

viabilidade larval que foi determinada por meio da porcentagem de larvas que atingiram o
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estagio de pupa; viabilidade pupal, correspondendo a porcentagem de adultos que emergiram
das pupas, além do peso médio pupal (SILVA et al., 2019).

Em cada um dos testes (contato e ingestdo), para cada um dos 13 tratamentos foram
realizadas trés repeticdes, sendo cada repeticdo representada por trés placas de Pétri contendo
10 larvas em cada, totalizando 30 larvas por repeticdo e um N final de 1.170 individuos de P.

xylostella utilizados em cada experimento.

5.5 Caracterizacdo da solucdo alga-biopolimero

A caracterizacdo da solucédo foi realizada em triplicata por meio de medidas de pH
(MS Tecnopon mPA 210), Condutividade (Omega, CDH-7021), Espectroscopia de
Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) (Zetasizer Nano ZS Malvern) que tem como intuito
determinar o tamanho e a polidispersséo (distribuicdo de tamanho das moléculas na solucéao)
das particulas em suspensdo presentes na solugdo (GOTO, 2011; LIU et al., 2015; XU et al.,
2015). Além disso, foram realizadas anéalises de Espectroscopia UV-Vis (Thermo Scientific
Evolution 201) na faixa de absorcdo de 190 a 1100 nm para determinar se houve ou nao a
interacdo entre L. calcareum e guar-guar quando estas foram complexadas. E, a fim de se
verificar a estabilidade da nanoformulacdo, foi avaliado o Potencial Zeta (PZ) (Zetasizer
Nano ZS Malvern) da solucédo, ainda foram realizadas analises de Infravermelho (FTIR)
(Shimadzu) na faixa de 1000 a 4000 cm™. Estas analises foram realizadas no laboratorio

multiusuarios de quimica da Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Realeza, PR.

5.6 Analise de dados

Os resultados obtidos nos testes de contato e ingestdo foram submetidos a analises
estatisticas executadas no programa estatistico Past4Project®. A normalidade dos dados foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Confirmando-se a ndo normalidade dos dados foi
realizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste Mann-Whitney.
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6. RESULTADOS

6.1 Eficiéncia Inseticida
6.1.1 Teste de Contato

Avaliando a eficiéncia da solucdo alga-biopolimero, foi verificado que no teste de
contato, todas as solucdes causaram 100% de mortalidade das larvas de P. xylostella em até
13 horas ap0ds a exposicdo (Figura 2). Entretanto, apenas as solugdes nas concentracfes
1,25% e 2,5% diferiram significativamente (p<0,05) dos tratamentos controle (Tabela I). Ndo
houve diferenca significativa (p=0,9431) quando comparada a eficiéncia entre as solucdes
alga-biopolimero a 5,0%, 2,5% e 1,25% (sem se considerar os controles). No entanto, foi
observado que a solucdo alga-biopolimero a 5,0% e seus respectivos controles causaram
injurias as folhas da couve (aspecto de queimado) apds o contato com a solucao,
possivelmente devido a maior concentragdo de acido acético na solucdo. Dessa forma, serdo
apresentados apenas 0s resultados para as solucBes nas concentracfes 1,25% e 2,5%,

inclusive no teste de ingestdo (ver item 6.1.2).



Tabela I. Avaliacdo da mortalidade de P. xylostella tratadas com solucdo alga-biopolimero no teste de contato, em diferentes concentragdes.

Tratamentos 1,25% 2,5% 5,0%

Me Md p Me Md p Me Md p
Sol. A-BP 5,625 6 - 5,625 6 - 5,625 4 -
CFA 0,625 0 0,00054 0,5625 0 0,00038 4,75 45 0,96970
CBP 0,0625 0 0,00002 0,25 0 0,00011 0,0625 0 0,00066
CAA 0,5 0 0,00029 1,5625 1 0,01072 49375 25 0,87860

H20 D 0,0625 0 0,00002 0,0625 0 0,00002 0,0625 O 0,00066

Valores de p em negrito indicam diferenca significativa (p < 0,05) na mesma coluna em relagdo a solugdo alga-biopolimero. Sol. A-BP (Solucédo alga-biopolimero), CFA
(Controle farinha de algas), CBP (Controle biopolimero) e CAA (Controle acido acético), H.,O D (agua destilada). M. (média de mortalidade por hora), My (mediana).




O pico de mortalidade para a solucéo alga-biopolimero a 2,5% ocorreu 2 horas ap0s
0 contato, sendo que a maioria das larvas (69%) morreram em até 6 horas de exposicao. Para
a solucéo alga-biopolimero a 1,25% o pico de mortalidade ocorreu apds 9 horas de exposicéo,

periodo este em que a maior parte das larvas (70%) morreram (Figura 2).
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Figura 2. Percentual de mortalidade de P. xylostella em 13 horas de contato com a solugéo
alga-biopolimero a 2,5% e 1,25%.

6.1.2 Teste de Ingestdo

Em relacdo ao teste de ingestdo, quando as larvas foram alimentas com folhas tratadas
com as solugdes nas diferentes concentragdes, observou-se mortalidade inferior & observada
no teste por contato. Entretanto, ndo houve diferenca significativa quanto a viabilidade larval
para as solucBes alga-biopolimero e seus respectivos controles nas concentracdes 2,5% e
1,25% (Solucéo 2,5% p=0,1966; Solucdo 1,25% p= 0,1658) (Tabela Il). Também nédo houve
diferenca significativa quanto a viabilidade pupal nas diferentes concentracfes e seus
controles (Solugdo 2,5% p= 0,5592; Solucéo 1,25% p= 0,6504) (Tabela I1).

Embora a viabilidade larval e pupal ndo tenham sido alteradas significativamente,
quando as larvas se alimentaram de folhas tratadas com a solucéo alga-biopolimero observou-
se alteracGes significativas quanto ao peso médio pupal (Solugéo 2,5% p= 7,19 e Solugio
1,25% p= 1,65"?) e a fecundidade das fémeas (Solugio 2,5% p= 4,81 e Solugdo 1,25% p=

4,661% em ambas as concentragdes. Quanto ao peso médio das pupas houve aumento
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significativo do peso para ambas as solugdes em relagdo ao controle negativo e apenas a
solucdo alga-biopolimero a 1,25% diferiu significativamente de todos os tratamentos
controles, com reducgéo no peso em relacdo aos observados nos tratamentos controle (exceto
controle negativo) (Tabela Ill).

Em relacdo a fecundidade, houve reducdo significativa no niUmero de ovos postos
pelas fémeas tratadas em ambas as concentracdes da solucdo alga-biopolimero em
comparagao com o controle negativo com reducdo de cerca de 1/3 no nimero de ovos postos
(Tabela I11). Quanto a longevidade dos adultos ndo foi observada diferenca significativa entre
as solucdes (Solucéo 2,5% p= 10,2493 e Solucdo 1,25% p=0,3581) (Tabela III).

Tabela Il. Efeito da ingestao de folhas tratadas com solucdo alga-biopolimero em diferentes
concentracdes na viabilidade de larvas e pupas de P. xylostella.

Tratamentos Larvas Pupas

Viabilidade® p Viabilidade® p

Sol. A-BP 2,5% 64,44% - 64,44% -
CFA 2,5% 72,22% 0,65500 89,23% 0,35370
CAA 2,5% 68,88% 0,34810 83,87% 0,50660
CBP 2,5% 75,55% 0,78920 85,30% 0,38270
H20 D 84,44% 0,02320 90,79% 0,26830

Sol. A-BP 1,25% 57,77% - 97,00% -

CFA 1,25% 75,55% 0,46700 83,83% 1

CAA 1,25% 67,77% 0,59360 80,33% 1
CBP 1,25% 67,77% 0,53710 75,40% 0,65790
H20D 84,44% 0,03140 90,79% 0,64280

Valores de p em negrito indicam diferenca significativa (p < 0,05) na mesma coluna em relacéo a solucéo alga-
biopolimero e seus respectivos controles. Sol. AB-P: Solucdo alga-biopolimero; CFA: Controle de Farinha de
Algas; CAA: Controle de Acido Acético; CBP: Controle de Biopolimero; H,O D (controle negativo, 4gua
destilada).

2 A viabilidade larval corresponde a porcentagem de larvas que atingiram o estégio de pupa;
b A viabilidade pupal corresponde & porcentagem de pupas que atingiram o estagio adulto;



Tabela I11. Efeito da ingestdo de folhas tratadas com solucéo alga-biopolimero em diferentes concentracdes no peso de pupas, fecundidade e longevidade
de P. xylostella.

Tratamentos Peso médio?(mg) Fecundidade Longevidade
Pupas Ovos postos® Adultos®

Média Mediana p Média Mediana p Média Mediana p

Sol A-BP 2,5% 0,00022%  0,00023 - 7,762 2,5 - 12,52 1 -
CFA 2,5% 0,00021* 0,00021 0,70660 17,06° 16,64  0,00374  11,8649% 2 0,56870
CAA 2,5% 0,00031°  0,00031 0,73270 18,87 15 0,00507  11,60872 2 0,26280
CBP 2,5% 0,00021*  0,00022 0,00008 17,1° 12 0,00018 10,10642 2 0,24490
H20 D 0,00018° 0,00019 0,02606 23,76° 24 0,00000 9,36735% 3 0,13830

Sol A-BP 1,25% 0,00023*  0,00023 - 7,36° 7 - 8,84375% 2 -
CFA 1,25% 0,00026° 0,00027 0,04201 9,933% 55 0,95860  10,7619% 3 0,88330
CAA 1,25% 0,00027°  0,00027  0,00022 22,63 20 0,00016 10,8782 3 0,09594
CBP 1,25% 0,00028°  0,00029  0,00640 17,2° 14 0,00000 9,93548% 1 0,75320
H20 D 0,00018° 0,00019 0,00024 23,7 24 0,00000 9,36735% 3 0,80310

Valores de p em negrito indicam diferenca significativa (p < 0,05) na mesma coluna em relacao a solugéo alga-biopolimero e seus respectivos controles. Sol A-BP: Solugdo alga-
biopolimero; CFA: Controle de Farinha de Algas; CAA: Controle de Acido Acético; CBP: Controle de Biopolimero; H>O D (controle negativo, agua destilada). Médias seguidas de letras
diferentes em cada coluna indicam diferencas (p < 0,05) entre os tratamentos de acordo com o teste de Mann-Whitney.

2 0 peso medio pupal corresponde ao peso dos individuos que chegaram ao estagio pupal;
b A fecundidade das fémeas de cada tratamento foi avaliada determinando o niimero de ovos postos;
¢ A longevidade dos adultos corresponde ao nimero de dias que 0s mesmos sobreviveram.
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6.2 Caracterizacdo fisico-quimica da solugdo nanoparticulada de Lithothamnium

calcareum e guar-guar (solucdo alga-biopolimero)

Considerando que somente as solucdes alga-biopolimero nas concentracfes a 2,5% e

1,25% apresentaram valores significativos para o controle de P. xylostella, a caracterizacédo

foi realizada apenas para essas concentragfes. Resultados obtidos por meio da analise de

Espectroscopia de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS), possibilitaram estimar o tamanho

médio das particulas presentes nas solucdes teste. Observou-se por meio desta analise que

quando a solucdo de L. calcareum € complexada junto a solu¢do nanoparticulada de guar-

guar ocorre um aumento substancial no tamanho da particula, aliado também a um aumento

da polidispersao das moléculas presentes na solucéo (Tabela V), mostrando que houve uma

interacdo entre os compostos.

Tabela V. Andlise de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) para os tratamentos em suas

respectivas concentragdes.

Rh (hm) Dev. PD.I
Guar-guar 3 min 294,8 0,009 0,384
Solugdo 2,5% 492,1 0,073 0,494
Solugéo 1,25% 425,1 0,063 0,733

Rh: Raio hidrodindmico, Dev: Desvio Padr&o e PD.I: Indice de Polidispersao.

Além disso, ap0s a interacdo das solucdes de L. calcareum e de guar-guar foi possivel

verificar o aparecimento de duas populacdes de particulas, uma com um tamanho aproximado

de 30,92 nm e uma segunda populacdo com aproximadamente 497,8 nm, indicando que as

moléculas da solucdo de L. calcareum e guar-guar ndo se encontram dispersas na solucéo,

mas sim majoritariamente na forma de agregados moleculares (Figura 3).
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Figura 3. Espectro de DLS obtido a partir da interagdo da solucéo de L. calcareum e guar-
guar.

A interacdo observada na analise de DLS pode ser confirmada pela espectrofotometria
na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis), a qual nos permitiu visualizar os picos de
absorcéo, possibilitando reconhecer quais foram as bandas de transicdo e as modificagdes
ocorridas com as espécies complexadas. Desta forma, podemos verificar que apos a interagcdo
de L. calcareum e guar-guar houve o surgimento de uma nova banda na faixa de 900 a 1100
nm na regido do visivel (Figura 4) o que indica um novo agregado molecular na solucéao e

consequentemente a formagao de um novo composto.
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Figura 4. Espectro de absorcdo referente a solucdo alga-biopolimero (Sol. A-BP) e seus
respectivos controles.
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Porém, como a banda formada apresentou-se na regido entre 900 e 1100 nm foi
necessario realizar uma andlise de espectroscopia de infravermelho (FTIR) para melhor

elucidar quais foram as modificagOes apresentadas (Figura 5).
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Figura 5. Espectro Infravermelho da solucdo alga-biopolimero a 2,5% e seus respectivos
controles. (CAA (Controle acido acético), CFA (Controle farinha de algas), CBP (Controle
biopolimero).

Em todos os espectros em estudo observou-se a formacao de uma banda significativa
na regifo proxima a faixa de absorcao de 1660cm™. Uma banda de intensidade fraca também
é observada na regido de 2250 cm™. E entre 3250 a 3500 cm™ est4 concentrada uma banda
larga de forte intensidade, devido as ligacGes de hidrogénio presentes na solucdo alga-
biopolimero e seus respectivos controles. As principais bandas de absor¢do observadas para
a amostra de acido acético ultrapuro estdo concentradas nas regides de 1717 cm™; 1623 cm-
11383 cmt e de 1273 cm™®a 1015 cm™.
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Quanto a solucéo de L. calcareum, as bandas observadas no espectro estdo entre 870
a 700 cm, entre 1400 cm™ e 870 cm™ e em 1400 cm™. Para a solucéo de guar-guar as
principais bandas observadas no espectro foram as bandas nas regides entre 3500 cm™ e 3250
cm?, e bandas presentes entre 3000 cm™ e 2840 cm™. Para a solugo alga-biopolimero por
meio do espectro de FTIR foi possivel observar a formacdo de pequenas bandas que

apareceram entre 1500 cm™ e 1300 cm™, um pico préximo a 2100 cm™,

Ainda, podemos observar por meio da analise de potencial zeta (PZ) que as solucdes
2,5 e 1,25% apresentaram uma carga liquida negativa de PZ (Tabela V) e que as amostras
apresentam pH &cido com destaque para a solugdo 2,5% que apresentou pH de 2,47 e PZ de
-15mV.

Tabela V. Analise de pH, condutividade e Potencial Zeta (PZ) para a solucdo alga-
biopolimero a 2,5 e 1,25% e solucdo controle de guar-guar.

Solucéo pH Condutividade pS PZ mV Mob pm
Guar-guar 3,5 0,0510 -12,9 -1,304
2,5% 2,47 0,409 -15,0 -0,06148
1,25% 2,68 0,725 4,77 -0,01209
7. DISCUSSAO

7.1 Eficiéncia Inseticida

Extratos de algas marinhas s&o utilizados na agricultura como bioestimulantes e
fertilizantes, onde se observa uma maior resisténcia das plantas em relagdo as doencas
causadas por insetos e microrganismos apés a aplicacio (ESPINOSA-ANTON et al., 2020).
Entretanto, o uso de macroalgas no setor agricola ainda é limitado devido a baixa exploracao
das mesmas na formulacdo e comercializac¢do de produtos naturais agricolas (CARVALHO;
CASTRO, 2015). Até onde sabemos este é o primeiro trabalho que testou o efeito inseticida
de Lithothamnion calcareum aliado a nanotecnologia para o controle de uma praga.

De acordo com as analises realizadas no presente estudo, a solucdo alga-biopolimero foi
eficiente podendo ser utilizada como método de controle das populagdes de P. xylostella.
Estudos realizados por Thakur et al. (2004), apontam que extratos obtidos a partir de
organismos marinhos apresentam efeitos letais a larvas de alguns artropodes. Alguns

trabalhos disponiveis na literatura apontam que extratos das algas Acrosiphonia orientalis
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(J.Agardh) P.C.Silva, 1996, Padina tetrastromatica Hauck, 1887 e Centroceras clavulatum
(C.Agardh) Montagne, 1846, reduzem significativamente o numero de larvas de Culex
quinquefasiatus Say, 1823 (Diptera, Culicidae) (MANILAL et al., 2009). O mesmo foi
observado por Ravikumar et al. (2011), que determinaram que extratos etandlicos de
Enteromorpha intestinalis (Linnaeus) Nees, 1820, Dictyota dichotoma (Hudson)
J.V.Lamouroux, 1809 e Acanthopora spicifera (M.Vahl) Borgesen, 1910, demonstraram
atividade larvicida sobre Aedes aegypti (Linneus, 1762) (Diptera, Culicidae). Quando
utilizado o extrato de Caulerpa racemosa (Forsskal) J.Agardh, 1873, foi observado a
atividade larvicida sobre Anopheles stephensi Liston, 1901, Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus (ALI et al., 2013). Os resultados citados anteriormente véo ao encontro dos
dados obtidos no presente estudo, no qual a solugdo nanoparticulada de L. calcareum
associada a guar-guar causou 100% de mortalidade da fase larval de P. xylostella quando a
mesma foi pulverizada sobre os individuos. E importante mencionar que na concentragio de
5,0% a mortalidade deve-se provavelmente a maior concentracdo de &cido acético presente
na solucéo ja que esta ndo diferiu significativamente dos controles. Vale ressaltar ainda, que
qualitativamente a solucdo alga-biopolimero a 5,0% causou injurias a folhas de couve
utilizadas tanto para os testes de contato quanto de ingestdo o que nao foi observado nas
concentragdes de 2,5% e 1,25%, ndo sendo dessa forma, indicado o uso da solucéo a 5%.

O principal componente quimico presente na estrutura da cuticula externa dos artrépodes
é a quitina (FARNESI et al., 2012), um polissacarideo natural caracterizado por apresentar
cargas elétricas positivas (KUMAR DUTTA et al., 2004; PARK; KIM, 2010; CROISIER;
JEROME, 2013). Essa condic&o pode ter favorecido a interacdo das nanomacromoléculas da
solucdo alga-biopolimero com a cuticula externa das larvas aumentando a eficiéncia de
captacdo por conta da atragdo entre os polos positivos e negativos, justificando assim a alta
taxa de mortalidade das larvas observadas no teste de contato.

O mesmo pode ter ocorrido no teste de ingestdo, uma vez que a membrana peritrofica que
recobre e protege 0 meséntero dos artropodes apresenta pH alcalino e é composta em sua
maioria por quitina (PINTO, 2019). Segundo Maroneze e Gallegos (2009), o peso pupal esta
relacionado diretamente com a qualidade e a quantidade de alimentos que é consumido pelo
inseto durante o periodo larval, desta forma acredita-se que as cargas negativas da solucéo
alga-biopolimero, juntamente com o pH &cido quando ingeridas pelas larvas podem ter
favorecido a hidrolise da quitina e corrompido a membrana peritrofica o que afetou a
absorcdo de nutrientes, por isso, pardmetros bioldgicos como diminuigdo da oviposicao e
peso médio das pupas tenham sido alterados. Além disso, sabe-se que guar-guar apresenta
alta capacidade de retencdo de agua (VERNAZA; CHANG, 2012) o que pode justificar o
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maior peso das pupas alimentadas com as folhas tratadas com a solucdo alga-biopolimero
quando comparadas ao controle negativo.

Embora a utilizacdo de produtos naturais possa ser menos eficiente que inseticidas
sintéticos na promocéo de efeitos agudos em determinados periodos da vida dos insetos, seu
uso apresenta vantagens como baixa persisténcia no meio ambiente e menor toxicidade aos
organismos ndo alvos (PONTUAL et al., 2012; CAMAROTI et al., 2018). Além de
apresentar efeito sobre a viabilidade larval, alteracdo no peso pupal e diminui¢gdo na
oviposicdo de P. xylostella, a solugédo alga-biopolimero controlou 100% dos individuos de
segundo instar deste inseto em 13 horas apds aplicacdo da solugdo, mostrando-se mais
eficiente que extratos aquosos de folhas e ramo de cinamomo e p6-de-fumo, que apesentaram
efeito positivo no controle de larvas de P. xylostella somente a partir do segundo, quinto e
sexto dia, respectivamente, apos a aplicacdo (DEQUECH et al., 2009).

Apesar das hipoteses levantadas anteriormente, ainda ndo sabemos ao certo quais Sao 0s
mecanismos de ac¢do da solucdo alga-biopolimero. Desta forma, acreditamos que pesquisas
futuras relacionadas a esse tema devem ser realizadas para melhor elucidar como de fato esta
solucdo age quando em contato com P. xylostella. Contudo, o produto desenvolvido no
presente estudo mostra-se uma alternativa altamente promissora a ser empregada no controle
e minimizacdo dos danos causados por P. xylostella aos cultivos de brassicaceae, uma vez
que apresenta baixo custo de producdo, facil aplicagdo e manuseio, além de ser menos
prejudicial ao meio ambiente e a salde humana quando comparado aos métodos tradicionais
de controle. Ainda, em relacdo as trés concentracGes testadas neste estudo a solucdo alga-
biopolimero a 1,25% foi a que consideramos mais eficiente para o controle de P. xylostella,

principalmente em relacdo aos parametros biolégicos observados.

7.2 Caracterizacdo da solucdo alga-biopolimero

O processo de cisalhamento (quebra) das moléculas para a escala nanométrica é
extremamente eficiente, visto que a pequena dimensao da particula pode aumentar a atividade
do composto, uma vez que aumenta a superficie de contato, melhorando por exemplo
aspectos como a absorcdo (SOLE et al., 2012; AHMAD et al., 2014; YUKUYAMA et al.,
2015). Pela anélise de DLS foi possivel observar que de fato ocorreu a miniaturizagdo das
particulas de guar-guar por meio do tratamento ultrassénico. Além disso, 0 aumento da
polidisperssdo (PD.l) pode estar diretamente relacionada a recombinagéo e ligacdo de
macrorradicais presentes na estrutura quimica de ambas as solugdes (JONES, 1999). Esse

aumento da PD.I pode ser indicativo de que houve a formagdo de um novo composto, quando
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combinamos esses resultados ao aumento substancial do tamanho das particulas como
observado na Tabela IV momento que € adicionado a solucdo de L. calcareum a solugdo
nanificada de guar-guar.

Por meio da andlise de Uv-Vis foi possivel melhor elucidar se de fato houve ou nédo a
interacdo entre as solucdes, uma vez que foi possivel identificar a formacdo de uma banda na
regido entre 900 e 1100 nm indicando a formagdo do composto. Entretanto, é dificil extrair
maiores informagdes de um espectro UV quando n&o se tem pelo menos uma ideia geral das
estruturas e comportamento da amostra estudada (PAVIA et al., 2015) como é o caso de L.
calcareum, por isso fez-se necessario realizar a analise de infravermelho.

As bandas observadas na regifo de 1660 cm™ para ambos o0s espectros podem ser
atribuidas a presenca de grupos carbonila (C=0) nas amostras, ja a banda de intensidade fraca
observada na regido de 2250 cm™ deve-se a presenga de compostos presentes no grupo dos
alcinos (C=C). Também observou-se nos espectros bandas de estiramento axial de hidroxilas
(-OH) entre 3250 e 3500 cm™ (PAVIA et al., 2015; SILVERSTEIN et al., 2007).

Para a amostra de acido acético a absorcdo em 1717 cm™ deve-se ao estiramento de
C=0 do grupo carboxilico, enquanto que em 1623 cm™ a banda observada correu por conta
da deformacéo angular do grupo O-H do &cido, para este espectro também foi identificada a
deformacéo angular C-H do grupo metila indicado no espectro na regido de 1383 cm™. Por
fim, as bandas observadas na regido entre 1273 cm™ a 1015 cm™ podem ser atribuidas a
ligacGes de C-O que ocorrem por conta do acoplamento da deformagéo angular no plano do
grupo O-H aliado ao estiramento de C-O (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

No espectro de L. calcareum, as bandas de absorgéo formadas proximas a 1400 cm*
e 870 cm s&o caracteristicas de grupos carbonatos (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et
al., 2010). A banda de absorcio presente na regido de 1400 cm™ ¢ atribuida ao estiramento
assimétrico de C-O, enquanto as bandas de menores intensidade observadas entre 710 cm™e
870 cm! s&o decorrentes de deformages angulares no plano (O-C-0O) e fora do plano (COs)
(SILVA et al, 2010; CALETTI, 2017). Ainda segundo Silva et al. (2010), essas bandas
observadas para L. calcareum correspondem majoritariamente a presenca de carbonato de
calcio (CaCOs3) em forma de calcita presente em sua composi¢do quimica.

As pequenas bandas de estiramento axial de O-H observadas entre 3500 cm™ e 3250
cm na amostra de guar-guar sobrepostas ou ndo estio relacionadas ao estiramento das
ligacGes C-O com algumas contribuicdes do estiramento C-OH (SILVERSTEIN et al., 2007;
PAVIA et al., 2010). A banda proxima a 1660 cm™ pode ser atribuida a deformacéo axial de
C=0 presente na estrutura quimica de guar-guar, enquanto as deformagdes aquixiais
observadas entre 300 cm™ e 2840 cm sdo atribuidas a C-H (SILVERSTEIN et al., 2007;
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PAVIA et al.,, 2010). Vale ressaltar que esse biopolimero sempre apresentara grupos
carbonila que aparecem no espectro em decorréncia de sua estrutura quimica.

Para a solucdo alga-biopolimero, acredita-se que as pequenas bandas que aparecem
entre 1500 cm™ e 1300 cm™ sdo decorrentes do estiramento dos grupos C-O presente no
biopolimero, e o pico proximo a 2100 cm™ refere-se a deformagdes relacionadas as ligacdes
C=0 que ocorreram devido a interacdo fisica entre L. calcareum e guar-guar causando
perturbacdes nas bandas. Desta forma, acredita-se que a formagdo do novo composto causou
0 aparecimento das bandas na faixa de 1500 cm™ e 1200 cm™ como mostram os resultados
obtidos pela anélise de infravermelho e também observadas na andlise de UV-Vis.

O potencial zeta de uma solucdo refere-se ao potencial eletrostatico na camada da
mobilidade eletroforética das particulas, ou seja, ele retrata a carga superficial das
nanoparticulas e pode ser influenciado por diversos fatores, como forca iénica, concentracao
e pH das solucdes (GREENWOOD, 2003; BHATTACHARJEE, 2016). Particulas que
apresentam valores de PZ menores que -30mV ou maiores que +30mV podem ser
consideradas amostras estaveis (LOPES, 2016). Sendo assim, podemos avaliar por meio
desta andlise que a solucdo aqui testada apresenta baixa estabilidade, uma vez que apresentou

uma carga liquida negativa de potencial zeta combinado ao pH acido e a alta polidispersao.

8. RELEVANCIA SOCIAL, ECONOMICA OU CULTURAL DA PESQUISA

Visto que existem 101 ingredientes ativos ineficientes no controle de P. xylostella,
aliado a escassez de pesquisas relacionadas ao uso de novas tecnologias que sejam menos
prejudiciais a0 meio ambiente e a salde humana quando comparadas aos métodos
tradicionais empregados no controle e minimizacdo dos danos causados por populacdes
de espécies consideradas prejudiciais aos cultivos agricolas tradicionais, o0
desenvolvimento de novos produtos capazes de controlar as populacdes desses insetos
sdo indispensaveis, além da necessidade de apresentarem baixo custo para a producdo e
aplicacdo.

Nesse sentido, 0 presente estudo € de extrema relevancia uma vez que buscou
desenvolver um produto natural, seguro e eficiente desenvolvido a partir da utilizagéo de
solucgéo de algas marinhas aliado a nanotecnologia para controle de P. xylostella. Sendo
assim, esta pesquisa apresenta relevancia ambiental ja que busca a descoberta de novos

produtos utilizando novas tecnologias que ndo agridam o meio ambiente e a saude
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humana e econdémica uma vez que utiliza produtos de baixo custo e facil aplicacdo e

manuseio.

9. CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos no presente estudo podemos concluir que a tecnologia
aplicada para a miniaturizacéo da solucao alga-biopolimero é adequada, uma vez que reduziu
significativamente o tamanho das particulas presentes na solugdo. Além disso como esperado,
apos a complexacdo de L. calcareum e guar-guar houve a formagdo de um novo composto
que quando aplicado sobre P. xylostella, controlou 100% dos individuos em apenas 13h apds
exposicao, comprovando a eficacia do produto formado.

Referente ao teste de ingestdo, ndo se observou valores significativos referentes a
mortalidade larval quando folhas tratas com a solu¢édo alga-biopolimero foram ofertadas para
a alimentacdo da fase jovem de P. xylostella. Entretanto, observou-se que esta solugédo
interfere no ciclo reprodutivo desses individuos, uma vez que atuou na diminuicdo de
oviposicdo, além de apresentar acdo larvicida e pupicida podendo ser utilizado como uma
nova ferramenta de controle menos prejudicial ao meio ambiente e a sade humana quando

comparada aos agrotoxicos sintéticos.
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