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RESUMO

Nas ultimas décadas tem aumentado o uso de inseticidas sintéticos, no controle de
insetos pragas, porém a utilizacdo desses produtos gera inimeros impactos negativos
como contaminacao do solo, da agua, do manipulador e do proprio alimento. Diante
dessa problematica, tem-se buscado novas formas de controle, mais especificos e de
menor impacto ao meio ambiente. Novas medidas alternativas estdo sendo testadas
com a utilizagao de plantas. Este estudo teve como objetivo, avaliar a ag&o inseticida
do extrato e das fracOes das sementes de Annona mucosa, no controle de Sitophilus
zeamais Mots. (Coleoptera:Curculionidade). Esta é considerada uma importante
praga de graos armazenados no Pais. O extrato foi obtido por meio de maceracdo em
etanol, e as fracdes foram obtidas em solventes organicos por particao liquido-liquido
(hexano e acetato de etila) em ordem crescente de polaridade. Foram realizados
ensaios para verificar a bioatividade do extrato e das fra¢des, neste sentido as fragbes
em hexano de A. mucosa, foram as que apresentam maior efeito inseticida para o
controle dos S. zeamais, em comparacdo com 0s demais tratamentos. As fracdes
hexanicas tiveram melhores resultados de mortalidade por via de ingestdo (100%),
quando comparado ao contato por superficie contaminada (50%). A concentracao letal
mediana (CLso= 2.824 e 4.738 ppm), apresentou maior mortalidade para o teste de
ingestdo e contato. Considerando-se os resultados obtidos, nas condi¢cdes do
presente estudo, péde se concluir que as fragdes em hexano de A. mucosa, do extrato
em etanol obtidas por particdo liquido-liquido sdo promissores protetores de graos
contra S. zeamais, propiciando niveis satisfatorios de controle. Entretanto é
fundamental analisar a fitoquimica das fra¢des, determinando qual o principio ativo
mais atuante na mortalidade dos insetos, bem como avaliar a toxicidade das fracoes
a fim de tornar os resultados deste estudo em um produto comercialmente viavel.

Palavras chave: Annonaceae, Gorgulho-do-milho, Extrato de planta, Inseticida
vegetal.
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ABSTRACT

In recent decades the use of synthetic insecticides has increased in the control of
insect pests, but the use of these products generates numerous negative impacts such
as contamination of soil, water, manipulator and food itself. Faced with this problem,
we have sought new forms of control, more specific and less impact on the
environment. New alternative measures are being tested with the use of plants. The
objective of this study was to evaluate the insecticidal action of the extract and fractions
of Annona mucosa seeds in the control of Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera:
Curculionidade). The extract was obtained by maceration in ethanol, and the fractions
were obtained in organic solvents by liquid-liquid partition (hexane and ethyl acetate)
in increasing order of polarity. In order to verify the bioactivity of the extract and the
fractions, in this sense the fractions in hexane of A. mucosa were the ones with the
highest insecticidal effect for the control of S. zeamais, in comparison to the other
treatments. The hexanic fractions had better mortality results through ingestion
(100%), when compared to contaminated surface contact (50%). The median lethal
concentration (LC50 = 2,824 and 4,738 ppm) presented higher mortality for the
ingestion and contact test. Considering the results obtained, in the conditions of the
present study, it was possible to conclude that the fractions in hexane of A. mucosa
from the ethanol extract obtained by liquid-liquid partition are promising grain
protectors against S. zeamais, providing satisfactory levels of control. However, it is
fundamental to analyze the phytochemistry of the fractions, determining the most
active active principle in insect mortality, as well as to evaluate the toxicity of the
fractions in order to make the results of this study into a commercially viable product.

Key words: Annonaceae, Corn Weevil, Plant Extract, Plant Insecticide.
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1 INTRODUCAO

A producao agricola brasileira se destaca no cenario mundial, ao longo de seu
desenvolvimento sempre esteve associada ao setor econémico do pais. O processo
de industrializagdo da agricultura impulsionou o aumento da producéo, no entanto
contribuiu para a dependéncia do uso constante de insumos organicos e inorganicos,
maquinarios, sistemas de irrigacdo mecanizado e produtos quimicos de origem
sintética (OLIVEIRA, 2010).

Entretanto os campos cultivados tornaram-se fontes de alimento para as mais
variadas espécies de insetos e roedores, que também sdo atacados por fungos e
bactérias. Essas espécies se multiplicaram rapidamente, devido a grande quantidade
de alimentos passando a interferir no bem-estar das pessoas sendo, por isso
consideradas pragas (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

O homem sempre buscou maneiras para combater as pragas que atacavam as
plantacdes: desde rituais religiosos até o desenvolvimento dos agrotéxicos. De acordo
com a Food and Agriculture Organization (FAO) sdo considerados agrotoxicos,
qualquer substancia ou mistura de substancias utilizadas para prevenir, destruir ou
controlar qualguer praga (organismo) (PERES; MOREIRA, 2003).

Para combater estes organismos, sao utilizados produtos quimicos, como
inseticidas, fungicidas, acaricidas, nematicidas, bactericidas e vermifugos. O que se
tem verificado é que a utilizagdo de inseticidas sintéticos é um dos recursos mais
utilizados pelos agricultores, para elevar a produtividade agricola e o consumo destes
produtos no Brasil é crescente (BOHNER; ARAUJO; NISHIJIMA, 2013).

A crescente utilizacdo de inseticidas sintéticos na producéo de alimentos tem
ocasionado uma série de transtornos e modificacbes no ambiente, como a
contaminacgao de seres vivos e a acumulacao nos segmentos biéticos e abibticos dos
ecossistemas (biota, agua, ar, solo, sedimentos, dentre outros) (PERES; MOREIRA,
2003; BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

A degradacdo do meio ambiente tem consequéncias em longo prazo e seus
efeitos podem ser irreversiveis. A aplicacdo de agrotoxicos pode contaminar o solo e
0os sistemas hidricos culminando numa degradagdo ambiental, que teria como
consequéncia prejuizos a saude e alteracdes significativas nos ecossistemas (VEIGA
et al., 2006).



Quando utilizados inadequadamente, em excesso ou proximos da época de
colheita, os agrotéxicos podem acarretar ainda, riscos a saude dos aplicadores e dos
consumidores causando intoxicacdes, mutacdes genéticas, cancer e morte. Além
disso, inseticidas sintéticos também séo aplicados no transporte e armazenamento,
aumentando mais ainda a possibilidade de danos a saide (BOHNER; ARAUJO;
NISHIJIMA, 2013).

Existe uma necessidade de minimizar os impactos destes produtos no meio
ambiente e na saude publica, em funcdo dos diversos problemas relacionados com
inseticidas sintéticos muito usados na agricultura. Isto levou a uma intensificagdo dos
esforcos para encontrar alternativas seguras eficazes e viaveis (TAPONDJOU et al.,
2005).

Dessa forma, métodos alternativos para o controle de insetos-praga tém sido
amplamente investigados. A utilizacdo de plantas e dos seus derivados como
inseticida € uma pratica que vem sendo adotada pelo homem desde a idade antiga
(VIEGAS, 2003).

Estudos de Braibante; Zappe (2012) afirmam que o piretro, provenientes de
flores secas de plantas do género Chrysanthemum cinerariaefolium, era utilizado
desde 400 a.c. para controlar piolhos. Os constituintes quimicos responsaveis pela
atividade inseticida séo as piretrinas. A nicotina extraida das folhas de fumo (Nicotiana
tabacum) comecou a ser utilizada no século XVII para controlar insetos em jardins, o
que perdura até hoje. A rotenona é isolada de raizes de Derris elliptica, planta comum
na Malasia e na Indonésia, e de espécies de Lonchocarpus, existentes na Africa e
América do Sul e, desde o final do século XIX, é utilizada para o controle de lagartas.

Atualmente tem crescido o interesse por substancias que apresentem menor
risco a saude e ao meio ambiente. Uma das alternativas para minimizar esses
problemas é a utilizacdo de novos produtos com acdo inseticidas extraidos das
plantas ricas em compostos bioativos de atividades inseticidas, fungicidas, ou
repelentes (ALMEIDA; SILVA; MELO, 2014).

Os diversos efeitos negativos advindo do uso indiscriminado de agrotoxicos
podem ser minimizados com o uso de produtos alternativos, como os extratos vegetais
devido as caracteristicas benéficas relativas a toxicidade, pois possuem degradacao
rapida o que geralmente pode reduzir o impacto aos inimigos naturais ao homem e ao
ambiente (BRITO et al., 2008).



Os extratos vegetais ja possuem sua atividade inseticida comprovada, além de
possuir uma grande quantidade de compostos bioativos, que podem atuar
sinergicamente, apresentando caracteristicas atraentes ou repelentes, essas
caracteristicas podem ser viaveis em sistemas de manejo integrado de pragas, como
alternativas dirigidas para controle e monitoramento das populacdes de insetos
(NAVARRO-SILVA; MARQUES; DUQUE L, 2009).

Os vegetais apresentam em sua composicdo quimica, metabdlitos
secundarios, que sao utlizados pelas plantas como forma de protecdo aos
microrganismos, insetos e outros artropodes fitéfagos (LUCAS, 2000).

Assim, muitas pesquisas com produtos naturais derivados de plantas, como
extratos vegetais, 6leos essenciais, tém-se mostrado promissoras para o manejo de
pragas, uma vez que elas produzem metabdlitos secundarios que podem agir nas
funcdes fisiologicas e bioquimicas dos insetos (COITINHO et al., 2011; SANTOS et
al., 2010).

A familia Annonaceae € conhecida como uma fonte abundante e promissora
de metabdlitos secundarios, especialmente acetogeninas, terpendides e alcaldides
derivados de isoquinolina (SOARES et al., 2015). As plantas da familia Annonaceae
apresentam  atividade citotoxica, antitumoral, vermicida, antimicrobiana,
imunossupressora, antiemeética, inibidora do apetite e crescimento, antimalérica e
também inseticida. A atividade inseticida das anonaceas deve-se a presenca de
acetogeninas, substancias que atuam nas mitocondrias, inibindo a NADH -
ubiquinona oxidorredutase, causando a morte dos insetos (KRINSKI; MASSAROLI;
MACHADO, 2014).

O uso de residuos vegetais tem despertado a atencéo de muitos pesquisadores
e principalmente dos microempresarios, com o propoésito de aproveitar integralmente
os frutos produzidos sendo, desta maneira economicamente viavel as empresas e
extremamente favoravel ao meio ambiente (LIMA, 2013). Além da possibilidade de
obtermos um produto ambientalmente adequado, socialmente justo e
economicamente viavel para o controle de insetos.

Portanto, em funcdo dos problemas causados com as aplicacbes dos
inseticidas sinteticos, e a crescente demanda por metodologias de controle mais
eficaz, este estudo investigou a atividade inseticida dos extratos das sementes dos

frutos de A. mucosa conhecida como biriba sobre os Sitophilus zeamais.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade inseticida dos extratos organicos de A. mucosa em
diferentes concentracfes sobre adultos de S. zeamais em condi¢des de laboratério.

2.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar o potencial inseticida do extrato e das fragcdes de A. mucosa testados
no controle de S. zeamais.

e Determinar as porcentagens de mortalidade dos adultos de S. zeamais quando
expostos ao extrato e as fracdes de A. mucosa pelas vias de contato e ingestao.

e Determinar a Concentracdo Letal Mediana (CLso) quando possivel, do extrato

e das fracdes de A. mucosa, sobre adultos de S. zeamais.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Sitophilus zeamais Motschulsky

Sitophilus zeamais Mothschulsky, € um inseto vulgarmente conhecido como o
gorgulho-do-milho foi descrito em 1855, e classificado inicialmente dentro da familia
Curculionidae, entretanto existem trabalhos sugerindo uma reclassificacdo dentro da
familia Dryophitoridae. Aparentemente, ainda ndo existe consenso e muitos trabalhos
continuam a classifica-lo como Curculionidae (BARBOSA, 2015).

Suas larvas sdo de coloragdo amarelo-clara, com a cabeca de cor marrom-
escura e as pupas sao brancas conforme a (Figura 1). Os adultos sao gorgulhos de
2,0 mm a 3,5 mm de comprimento, de coloracéo castanho-escuro, com manchas mais
claras nos élitros (asas anteriores), visiveis logo apés a emergéncia tém a cabeca
projetada a frente, na forma de rostro curvado, conforme descrito na (Figura 2). Nos
machos, o rostro € mais curto e grosso, e nas fémeas, mais longo e afilado (LORINI
et al., 2015).

Figura 1: Larvas de pulpa de Sitophilus zeamais. A) Larva, B) Pulpa

Fonte: LORINI, 2008.



Figura 2: Sitophilus zeamais adulto. A) adulto dorsal, B) adulto lateral, C) adulto ventral.

Fonte: LORINI, 2008.

O periodo de oviposicao é de 104 dias, e o nimero médio de ovos por fémea é
de 282. A longevidade das fémeas é de 140 dias. O periodo de incubacao oscila entre
3 e 6 dias, e o ciclo de ovo até a emergéncia de adultos é de 34 dias (LORINI et al.,
2015).

Conforme Lorini et al. (2015), essa espécie é considerada uma praga primaria
de grdos armazenados, pode apresentar infestacdo cruzada, ou seja, infestar graos
no campo e também no armazém, onde penetra na massa de graos. Apresenta
elevado potencial de reproducéo, e possui muitos hospedeiros, como trigo, milho,
arroz, cevada e triticale.

Coitinho et al. (2011) descrevem em seus estudos que S. zeamais provoca
danos significativos ja que perfuram os grdos sadios para sua alimentacdo e
oviposicao possibilitando a instalacdo de patdgenos e pragas secundarias. Para Lorini
et al. (2015), tanto larvas como adultos séo prejudiciais e atacam graos e sementes.
A postura é feita nos graos e sementes, as larvas, ap0s se desenvolverem empupam
e se transformam em adultos ainda no grao ou na semente.

O gorgulho-do-milho, S. zeamais (Coleoptera: Curculionidae) destaca-se como
uma das principais pragas do milho (Zea mays L.) no Brasil, seus danos causam
perdas de peso dos grdos e desvalorizagdo comercial, perda no valor nutritivo e
diminuicdo no poder germinativo das sementes (LORINI, 2008; FILHO et al., 2011).
Ocasionando danos, principalmente, aos graos de milho, arroz (Oryza sativa L.) e trigo
(Triticum spp.) (FILHO et al., 2011; LORINI, 2008).



Os insetos causam frequentemente danos extensivos aos grédos armazenados
e aos produtos destes graos. As perdas quantitativas podem atingir 5-10% nas regioes
temperadas e 20-30% nas regides tropicais. No Brasil, as perdas devido ao ataque de
pragas chegam a 20% da producao total do grdo demandando a necessidade de
novas pesquisas e tecnologias para o controle destes (RESTELLO; MENEGATT,
MOSSI, 2009).

O controle de pragas é feito através de inseticidas sintéticos, que nem sempre
sao eficazes, além de apresentar toxicidade a mamiferos, causar a selecéo de insetos
resistentes, eliminar populacfes de inimigos naturais, este deixar residuos nos
alimentos e contamina o meio ambiente (CANEPPELE; SANTAELLA, 2010;
PAULIQUEVIS; FAVERO, 2015).

3.2 Inseticidas Quimicos

Os problemas relacionados aos efeitos do uso dos inseticidas sintéticos
constituem um problema reconhecido mundialmente e agravado pela utilizacdo
inadequada dos mesmos, como intoxicagdo em trabalhadores rurais que manipulam
e aplicam estes produtos, consumidores de produtos agricolas, animais domeésticos,
alimentos, frutos, vegetais, fontes hidricas e o ecossistema como um todo (PIMPAO
2006; MONTANHA; PIMPAO, 2012).

Segundo Carneiro et al. (2012), os dados da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e do Observatorio da Industria dos Agrotoxicos da UFPR,
divulgados durante o 2° Seminario sobre Mercado de Agrotéxicos e Regulacao,
realizado em Brasilia (DF), em abril de 2012, afirmam que nos ultimos dez anos, o
mercado mundial de agrotoxicos cresceu 93%, o mercado brasileiro cresceu 190%.
Em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu 0 posto de maior mercado
mundial de agrotoxicos (CARNEIRO et al., 2012).

Na safra de 2010, que envolve o segundo semestre e o primeiro semestre de
2011, o mercado nacional de venda de agrotdéxicos movimentou 936 mil toneladas de
produtos (ANVISA, 2012). Em 2010, o mercado nacional movimentou cerca de US$
7,3 bilhdes e representou 19% do mercado global de agrotéxicos. Em 2011 houve um
aumento de 16,3% das vendas, alcancando US$ 8,5 bilhdes, sendo que as lavouras
de soja, milho, algodéo e cana-de-agucar representam 80% do total das vendas do
setor (SINDAG, 2017).



Na safra de 2011 no Brasil, foram plantados 71 milhdes de hectares de lavoura
temporéaria (soja, milho, cana, algoddo) e permanente (café, citricos, frutas,
eucaliptos), o que corresponde a cerca de 853 milhdes de litros (produtos formulados)
de agrotoxicos pulverizados nessas lavouras, principalmente de herbicidas, fungicidas
e inseticidas, representando média de uso de 12 litros/hectare e exposicdo média
ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros de agrotoxicos por habitante
(IBGE/SIDRA, 2012; SINDAG, 2017).

Um terco dos alimentos consumidos cotidianamente pelos brasileiros esta
contaminado pelos agrotoxicos, segundo analise de amostras coletadas em todas as
26 Unidades Federadas do Brasil realizadas pelo Programa de Anélise de Residuos
de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) da ANVISA (2011).

A busca por novos inseticidas constitui-se um campo de investigacdo amplo. A
grande variedade de substancias presentes na flora continua sendo um enorme
atrativo na area de controle dos insetos (SANTOS et al., 2010). O uso de substancias
de origem vegetal no controle de pragas de grdos armazenados é uma alternativa
muito promissora (RESTELLO; MENEGATT; MOSSI, 2009).

Portanto, diante toda a problemética referente a utilizacdo dos inseticidas
quimicos, sdo necessarias novas substancias que sejam efetivas no controle de
pragas mas, que oferecam seguranca e também sejam economicamente viaveis
e aplicaveis em programas integrados de controle de insetos, além de possuir baixo
impacto ambiental (VIEGAS, 2003).

3.3 Inseticidas Vegetais

Devido aos problemas causados pelo uso indiscriminado de inseticidas
sintéticos, nos Ultimos anos, tem aumentado o interesse pelos inseticidas vegetais
para o controle de pragas. Os problemas decorrentes da utilizacdo de inseticidas
sintéticos apontam para a necessidade de se desenvolver novos tipos de agentes de
controle mais seletivos e menos agressivos ao homem e ao meio ambiente (KIM et
al., 2003; MENEZES, 2005).

Nos ambientes naturais 0s vegetais estdo expostos a um grande numero de
inimigos naturais, esses podem ser: virus, bactérias, fungos, nematdides, acaros,

insetos, mamiferos e outros animais herbivoros. Naturalmente, as plantas ndo podem



se proteger desses organismos se deslocando, por esse motivo, elas dispdem de
alternativas para a sua protecdo. As estratégias de defesa das plantas contra esses
organismos podem ser, através de defesas quimicas ou defesas fisicas (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

Inseticidas vegetais sdo compostos resultantes do metabolismo secundario das
plantas (KIM et al., 2003). Algumas plantas, ao longo da sua evolugcéo desenvolveram
sua propria defesa quimica contra os insetos sintetizando metabolitos secundarios,
com propriedades inseticidas ou repelentes (RIBEIRO et al., 2010; VENDRAMIM,;
CASTIGLIONI; GUEDES, 2000).

Os metabdlitos secundarios das plantas sdo compostos quimicos néo
necessarios para a sobrevivéncia imediata da célula, servindo como uma vantagem
evolucionaria para a sua sobrevivéncia e reproducdo (VIZZOTTO; KROLOW;
WEBER, 2010). Os principios ativos inseticidas podem derivar de toda a planta ou
partes dela podem ser o préprio material vegetal, normalmente, moido até ser
reduzido a po, ou produtos derivados por extracdo aguosa ou com solventes organicos
(MENEZES, 2005).

As plantas desenvolveram um grande nimero de produtos quimicos de origem
do metabolismo secundério, um verdadeiro arsenal quimico eficaz para atuar na sua
propria defesa, a fim de minimizar os danos causados por seus predadores (ISMAN;
GRIENEISEN, 2014).

Extratos de plantas estdo sendo pesquisados, e em grande parte ja com efeito
comprovado, para o controle de pragas (GONCALVES; BLEICHER, 2006). Podem
agir de diferentes formas causando impactos variaveis, como repeléncia, inibi¢cdo
alimentar e de oviposicdo, alteracbes no sistema hormonal, distdrbios no
desenvolvimento, deformacdes, infertiidade e mortalidade nas diversas fases de
desenvolvimento do inseto (FERNANDES et al., 2006).

Para Amoabeng et al. (2014), os extratos de plantas com atividade contra
insetos oferecem uma alternativa mais segura para a gestdo de pragas, geralmente
também sdo mais seguros para organismos ndo-alvo, o que os torna preferivel com
relacdo aos inseticidas sintéticos.

O emprego de plantas com potencial inseticidas tem inUmeras vantagens

guando comparada ao emprego de sintéticos uma vez que sao obtidos de recursos



naturais renovaveis, ndo persistem no ambiente, esses pesticidas séo de facil acesso
e ndo deixam residuos em alimentos e possuem baixo custo financeiro (ROEL, 2001).

Pesquisas com plantas inseticidas sao realizadas com o objetivo de descobrir
moléculas com atividade contra insetos que permitam a sintese de novos produtos
inseticidas e a obtencao de inseticidas naturais para o uso direto no controle de
insetos-praga (SANTOS et al., 2010).

3.4 Familia Annonaceae

As anonaceas representam um nome genérico para designar as plantas da
familia Annonaceae, que englobam um grupo de frutiferas de importancia econémica
em diversos paises, como Chile, México, Venezuela, Australia e Brasil. No Brasil,
estas plantas sdo encontradas desde o Norte do pais até o Estado de Sdo Paulo
(SOBRINHO, 2014).

Economicamente esta familia tem uma importancia consideravel como uma
fonte de frutos comestiveis, matéria prima para a industria de cosméticos e perfumes,
e como medicamentos (COSTA et al., 2008).

As Annonaceae sdo uma familia pantropical composta por arvores, arbustos,
subarbustos, com casca fibrosa e madeira com amplos raios. Suas folhas sao simples,
alternas e disticas, com peciolo reduzido e sem estipulas. Elas desempenham um
papel ecoldgico importante em termos de diversidade de espécies, principalmente em
ecossistemas de floresta tropical (CHATROU et al., 2012).

E a familia com maior nimero de espécies. Até 0 momento, sdo descritos e
reconhecidos 109 géneros e 2.440 espécies, e estdo classificadas em quatro
subfamilias: Ambavioideae, Anaxagoreoideae, Annonoideae e Malmeoideae, estas
subfamilias representam os principais grupos da familia revelados em filogenias até o
momento (CHATROU et al., 2012).

Na regiao neotropical, sdo encontrados 34 géneros (COUVREUR et al., 2012).
Onde predominam os géneros Annona L., Duguetia St. Hil., Guatteria Ruiz et Pavon,
Rollinia St. Hil. e Xylopia L. (ALMEIDA et al., 2014).

No Brasil foram encontradas 29 géneros e 392 espécies. Sendo que destes, 3
géneros e 162 espécies sao endémicas. No estado do Amazonas sao encontrado 24

10



género 203 espécies, deste total 1 género e 32 espécies sdo endémicas do estado
(MAAS; LOBAO; RAINER, 2016).

A familia das Annonaceae esta distribuida em varios géneros, que sao ricos em
espécies, entre estes estdo os cinco géneros desta familia, (Guatteria, Uvaria,
Annona, Xylopia e Goniothalamus, listados em ordem decrescente de diversidade),
compreendendo nestes mais de um terco de todas as espécies da familia (TANG;
THOMAS; SAUNDERS, 2015).

3.4.1 Género Annona

O género Annona, é muito apreciado no Brasil, por fornecer frutos comestiveis,
como Annona crassiflora (araticum), Annona squamosa (fruta-do-conde) e Annona
muricata (graviola). Os frutos s&o normalmente consumidos in natura ou usados em
sucos, sobremesas e sorvetes. Casca, folhas, raizes, frutos e sementes de espécies
de Annona tém sido utilizados na medicina popular contra diabetes, malaria e
infeccbes (LIMA et al., 2012).

O género Annona L. compreende cerca 162 espécies de arvores e arbustos
(CHATROU et al., 2012). No Brasil, ocorrem 82 espécies; destas, 24 sdo endémicas,
estando distribuidas em florestas da Amaz6nia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e
Pantanal. No estado do Amazonas o género Annona é representado por 27 espécies
(MAAS; LOBAO; RAINER, 2016).

3.4.2 Annona mucosa (Jacq.)

Entre as Annonaceae, A. mucosa (Jacq.) que era agrupada no género Rollinia
(RAINER, 2007), é uma arvore frutifera nativa da Amazénia e da Mata Atlantica,
popularmente conhecida como "biriba", desenvolve-se bem em diferentes habitats no
qual o Brasil se apresenta como o centro de sua origem (FERREIRA et al., 2010;
LORENZONI et al., 2014).

A espécie A. mucosa (Jacg.) apresenta diversos nomes populares tais como:
Araticum, Birib4, Consessa, Fruta da Komdessa, Fruta-do-conde e Graviola brava.
Sua distribuicdo no Brasil encontra-se: na regido norte nos estados do Acre,

Amazonas e Pard. No Nordeste no estado da Bahia. No Centro-Oeste no estado de
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Mato Grosso. No Sudestes nos estados de Minas gerais, Rio de Janeiro. E no Sul no
estado de Rio Grande do Sul (MAAS; LOBAO; RAINER, 2016).

Esta planta pode atingir altura média de 8 metros e seu fruto, quando maduro,
€ de coloracdo amarela, globoso, composto por diversas partes hexagonais, muito
unidas, dando um aspecto caracteristico; sua polpa varia de esbranquicada a creme,
com muitas sementes de cor escura; possui um aroma agradavel, o fruto pode pesar
até 1,3 kg (Figura 3), (FERREIRA et al., 2010).

Figura 3: Espécie vegetal de Annona mucosa. A) arvore. B) fruto verde. C)
fruto maduro. D) sementes.

TG W

Estudos fitoquimicos e farmacolégicos revelaram a presenca de diversos
grupos de metabdlitos como acetogeninas, alcaloides, amidas como o0s principais
constituintes presentes nas diferentes estruturas da A. mucosa (RIBEIRO et al., 2013).
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Uma série de compostos isolados a partir desta espécie tém mostrado
atividades antimicrobianos, antifangicos, antiprotozoarios, e potencial antitumoral. O
gue tem gerado o interesse, na avaliacdo do potencial dos derivados de A. mucosa
como fonte de aleloquimico, com propriedades inseticidas que podem ser utilizados
no controle de insetos pragas, de grande importancia econdmica, que atacam graos
armazenados (RIBEIRO et al., 2013).

3.5 Atividade inseticida associada a familia Annonaceae

Na literatura, séo relatadas 42 espécies desta familia com potencial inseticida,
distribuidas em 14 géneros (Annona, Artabotrys, Asimina, Cardiopetalum, Dennettia,
Duguetia, Guatteria, Monodora, Mkilua; Oxandra, Polyathia, Rollinia, Unonopsis e
Xylopia) com destaque para as espécies Annona muricata Linnaeus (graviola) e
Annona squamosa Linnaeus (fruta-do- conde, pinha) que atualmente séo as espécies
mais utilizadas para estudos de potencial inseticida (KRINSKI; MASSAROLI,
MACHADO, 2014).

Os estudos de avaliacdo da atividade inseticida com esta familia foram
realizados, sobretudo, com as principais ordens de insetos consideradas pragas, com
destaque para Lepiddptera, Coledptera, Hemiptera, Diptera e Blattodea. A quantidade
de espécies de insetos estudadas sob a acéo destas plantas é de 65, distribuidos
entre as ordens Diptera (17 espécies); Lepidoptera (19 espécies), Coledptera (16
espécies); Hemiptera (11 espécies) e Blattodea (2 espécies) (KRINSKI; MASSAROLL;
MACHADO, 2014).

Os estudos de Llanos et al. (2008), em gque analisaram o efeito inseticida dos
extratos das sementes de Annona muricata, obtidos por extracdo a frio, maceracao
com solventes de diferentes polaridades, hexano, acetato de etila e etanol através da
ingestdo e aplicacdo topica, sobre adulto de S. zeamais mostraram-se bastantes
promissores.

No método de aplicacdo topica, o extrato em hexano apresentou maior
atividade em relacdo aos outros, em uma concentracéo de 50.000 ppm, obteve 100%
de mortalidade a partir de 48 horas. Pelo método de ingestéo o extrato que apresentou
melhor atividade insecticida foi obtida com acetato de etila a uma concentracdo de
5.000 ppm com 97% de mortalidade com 72 horas apés o inicio do tratamento

(LLANOS; ARANGO; GIRALDO, 2008).
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Nos estudos de Ashok Kumar et al. (2010) para avaliar a atividade inseticida do
extrato etanodlico das folhas de Annona squamosa, foi verificado que o extrato
ocasionou mortalidade significativa, contra Sitophilus oryzae, uma importante praga
que ataca gréos armazenados.

Estudos realizados por Asmanizar; Idris (2012) para avaliar a bioatividade de
extratos brutos das sementes de A. muricata sobre S. Zeamais, utilizando extratos
obtidos por extracdo em aparelho Soxhlet usando como solvente acetona, o resultado
dos estudos mostraram que o0 extrato bruto das sementes A. muricata s&o
promissorres como inseticida botanico para o controle deste inseto.

Segundo Uken et al. (2012), as duas espécies de Annonacea, Xylopia
aethiopica e Dennettia tripétala, tiveram resultados satisfatérios nos ensaios de
mortalidade. Os resultados indicaram que tanto os extratos quanto o 6leo essencial
de ambas as plantas causaram de forma significativa a mortalidade dos gorgulhos
adultos e a reducéo no surgimento progénie F1.

De acordo com Ribeiro et al. (2013), nas avaliacfes da bioatividade de extratos
e fragOes obtidos de diferentes estruturas (folhas, ramos e sementes) de A. mucosa.
sobre S. zeamais. Os resultados preliminares afirmam que as fracbes em hexano e
diclometano apresentaram as maiores médias de mortalidade sobre S. zeamais. Em
seguida foram conduzidos os estudos fitoquimicos e de fracionamento, os quais
revelaram a presenca de alcaléides e acetogeninas, estes compostos podem estar
envolvidos com a bioatividade desta planta, sobre S. zeamais.

Em experimentos realizados para verificar a eficacia dos extratos das sementes
de Annona squamosa e Annona muricata (Annonaceae) para o controle do Aedes
albopictus e Culex quinquefasciatus (Culicidae), foram bastantes promissores, nos
quais afirmam que os extratos das sementes destas duas plantas podem ser utilizadas
como agentes de controle dos mosquitos (RAVAOMANARIVO et al., 2014).

Nos estudos de Rodrigues et al. (2014) para testar a eficiéncia de extratos
hexanicos de Annona muricata L. (Annonaceae) no controle de A. craccivora no feijao-
caupi cultivar Gurguéia, foram avaliados os efeitos dos extratos hexanicos das folhas
e das sementes de A. muricata em condi¢des de laboratério, sobre a mortalidade dos
afideos. Os resultados desses estudos comprovam que 0s extratos hexanicos de

sementes de A. muricata causaram mortalidade significativa dos insetos.
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Nos ensaios utilizando extratos etandlicos preparados a partir das folhas,
ramos, e sementes de Annonaceae (Annona Cacans Warming, Annona montana
Macfadyen, Annona mucosa Jacquin, Annona reticulata Linnaeus, Annona sylvatica
A. St.-Hil., e Duguetia lanceolata A. St.-Hil.) para detectar fontes promissoras de
compostos com atividade sobre a Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), € possivel determinar que o extrato etandlico das sementes de A. mucosa
foi o tratamento mais ativo, causando toxicidade aguda significativa e inibicdo do
crescimento larval (ANSANTE et al., 2015).

3.6 Constituintes quimicos da familia Annonaceae

Do ponto de vista fitoquimico, a familia Annonaceae se destaca pelos variados
tipos de metabdlitos secundarios. Como os alcaldides (ALIAS et al., 2010; KOUAM et
al., 2014; MIREKU; MENSAH; MENSAH, 2016), terpendides (BOYOM et al., 2011;
SOUSA et al., 2014), flavonoides (SOMANAWAT et al., 2012; PRAWAT et al., 2012;
GALLE et al., 2013), esteréides (MOREIRA; LAGO; ROQUE, 2005; SCOTTI et al.,
2012), e acetogeninas (CHEN et al., 2012; LIU et al., 2014; MIAO et al., 2016).

Os estudos sobre fitoquimica e atividade biolégica das anonaceas estédo sendo
intensificados devido a presenca das acetogeninas que sdo uma classe de compostos
com ampla atividade biolégica, (MATSUMOTO et al., 2010; GONZALEZ-ESQUINCA
et al., 2014).

3.7 Acetogeninas

As acetogeninas constituem uma classe de produtos naturais promissora como
protétipos de agentes inseticidas, sendo encontradas nas cascas de galhos e raizes,
e, principalmente, em sementes de plantas da familia Annonaceae (BERMEJO et al.,
2005; CASTILLO-SANCHEZ; JIMENEZ-OSORNIO; DELGADO-HERRERA, 2010;
KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO, 2014).

Essa classe de produtos naturais se caracteriza por uma longa cadeia
hidrocarbénica (Figura 4), geralmente, C-35 ou C-37, sustentando um anel y-lacténico
terminal, anéis tetra-hidrofuranicos ou tetra-hidropiranicos, epoxidos ou ligacdes

duplas, e varios constituintes oxigenados (BERMEJO et al., 2005). S&do originadas
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pela condensagdo de unidades de AcetilCoa através da rota biossintética do
acilpolimalonato (SIMOES et al., 2010).

Figura 4: Estrutura geral das acetogeninas.
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Fonte: BERMEJO et al., 2005.

S&o descritas na literatura mais 400 acetogeninas, isoladas de sementes,
frutos, caules e folhas da planta, sendo que muitas delas com suas estruturas
quimicas ja estabelecidas, com predominancia dos compostos descritos para o
género Annona (MATSUMOTO et al., 2010; FERREIRA et al., 2013). Como as
acetogeninas de anonaceas, annosquamin B, a ACG bis-tetrahidrofuranica (bis-THF)
adjacente, bullatacina e a ACG bis-THF ndo adjacente, annosquatin B isoladas de
Annona squamosa (CHEN et al., 2013).

Alguns tipos de acetogeninas sdo caracterizados com base nos grupos
funcionais presentes em sua estrutura. Essa funcionalidade confere uma grande
atividade biolégica, com propriedades citotoxicas, antiparasitaria, pesticida,
antimicrobiana, imunosupressora e antitumoral (BERMEJO et al.,, 2005; LIMA;
PIMENTA; BOAVENTURA, 2010).

Estudos sobre o mecanismo de acdo mostraram que as acetogeninas sao
potentes inibidores respiratorios de insetos, superiores aqueles inibidores classicos,
como a rotenona e a piericidina A. Essas substancias agem como inibidoras do
complexo | (NADH) na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial promovendo
apoptose e levando a reducao das taxas respiratorias e cardiaca (GALLARDO et al.,
2000).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Criacao de Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855.
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A populacéo de S. zeamais foi estabelecida a partir de exemplares existentes
de uma populacdo mantida no laboratorio de Zoologia (ISB-Coari). Os individuos
foram criados em frascos de plastico com capacidade de dois litros, contendo graos
de milho (Zea mays L.) comercial, classe mesclado, tipo 2, grupo semiduro, que foram

utilizados como substrato para a criagao (Figura 5).

Figura 5: Criacdo de S. zeamais em frascos de plastico.
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Os frascos foram devidamente fechados com tampa plastica perfurada e
revestida internamente com tecido fino (voile) para permitir as trocas gasosas. O
confinamento dos insetos foi realizado durante 15 dias para efetuarem a postura e,
em seguida, foram retirados e os recipientes armazenados até a emergéncia dos
espécimes da geracao Fi1 seguindo a metodologia de Coitinho et al. (2011). A criagcdo
foi mantida para fornecer adultos entre 10 e 20 dias de idade em quantidade
suficientes para realizacdo dos bioensaios.

4.2 Obtencao do material vegetal

A coleta do material vegetal foi realizada em uma é&rea localizada no Km 14 da
estrada Coari-ltapéua (Lat: 04°06’, 21”S, Long: 66°02’, 09” O). O clima da regido de
Coari apresenta um ciclo sazonal de distribuicdo de precipitacdo bem caracteristico,
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alternando uma estacdo seca de junho a novembro e uma estacdo chuvosa de
dezembro a maio. A vegetacdo € composta por palmeiras, arvoretas, ervas e arvores
altas e finas, troncos retos e copas globosas (PRUDENTE et al., 2010). A espécie foi
identificada pelo Prof. Dr. Valdely Ferreira Kinupp - Fundador-Curador do Herbéario
EAFM — Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas (IFAM-
CMZL) — Campus Manaus. Uma exsicata foi depositada no herbario do EAFM sob o

namero 16109 e o fruto na carpoteca numero C1319.

4.3 Método de coleta

O material vegetal foi coletado com a utilizacdo de tesouras de poda e podao.
Apds a aquisicdo, os frutos maduros foram devidamente higienizados em agua
corrente e separados os residuos de suas respectivas polpas. Posteriormente, 0s
residuos foram limpos, secos em estufa de madeira, com lampadas internas para
aguecimento a 40 °C até a obtencao do peso constante, este procedimento visava a
retirada do excesso de umidade com objetivo de evitar sua deterioracao pelos fungos
(BARBOSA, 2015). Em seguida o material desidratado foi triturado em um moinho de
quatro facas tipo Willey (Figura 6), até se obter um fino p6 das sementes, que foram
armazenados, em fracos de vidros hermeticamente fechados e mantidos refrigerados

aproximadamente -10 °C a até sua utilizacdo (RIBEIRO et al., 2015).

Figura 6: Moinho de quatro facas tipo Willey
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4.4 Obtencao dos extratos organicos

O preparo dos extratos foi realizado com o acompanhamento da equipe de
pesquisa do Laboratério de Quimica de Biomoléculas da Amazobnia - Q-Bioma, na
UFAM em Manaus, Amazonas. Os extratos organicos foram obtidos por meio da
técnica de maceracdo em solvente etanol seguindo a metodologia de Yang et al.
(2009). A extracao por maceracéo a frio (MF), foi realizada a temperatura ambiente,
(aproximadamente 25°C).

Para o preparo da solucdo (p6 vegetal + etanol) foram necessario 668 g dos
residuos triturados que foram depositados em um Erlenmeyer (2,0 L de capacidade)
e imersos em 800 mL de etanol 96% (quantidade suficiente para cobrir todo o material
vegetal. Em seguida, com auxilio do Agitador Multifuncional VDRL (Kline), a solugéo
foi agitada por 10 minutos e mantida em repouso por 48 h. Apds esse periodo, 0

macerado foi submetido a filtragdo simples, conforme descrito na Figura 7.

Figura 7: Filtragdo simples

O material residual remanescente foi novamente submetido a extragédo
utilizando-se as mesmas proporcdes po vegetal:solvente. Esse procedimento foi
repetido por trés vezes, totalizando seis dias de extracdo. O solvente remanescente
na amostra filtrada foi eliminado em Rotaevaporador (Figura 8) em temperatura de 40
°C e pressao: -600 mmHg. Foi reutilizado o solvente recuperado.
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Apos a eliminacdo do solvente, os extratos permaneceram na capela para
eliminacao do solvente. Em seguida, os extratos foram congelados e concentrados
em liofilizador onde ocorre a retirada da agua, que passa da fase soélida para a gasosa
através de vacuo, deixando apenas o extrato vegetal bruto, conforme descrito na
Figura 9. Posteriormente o material concentrado (desidratado) foi pesado para o

calculo do rendimento.

Figura 9: Liofilizagdo dos extratos

Y
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4.5 Particdo liquido-liquido dos extratos

A particdo liquido-liquido, também conhecida como extragdo por solvente ou
particdo, € um método para separar compostos baseados em suas diferentes
solubilidades em dois liquidos imisciveis, normalmente dgua e um solvente organico
(RIBEIRO et al., 2013). Desta forma, o extrato seco (concentrado) obtido na etapa
anterior, foi solubilizado em metanol:dgua, na proporcéo (8:2). Em seguida submetido
a particdo liquido-liquido, utilizando-se um funil de separacéo e solventes organicos
de polaridades crescentes, Hexano e Acetato de Etila (Figura 10), seguindo a

metodologia adaptada de Yang et al. (2009).

Figura 10: Particao liquido-liquido.

As particBes (fracBes) obtidas foram concentradas em rotaevaporador sob as
mesmas condicbes de temperatura e pressdo jA mencionadas anteriormente. A
determinacao dos rendimentos foi realizada baseada nas massas dos respectivos

extratos brutos.

4.6 Testes preliminares

Para a escolha das concentracdes teve-se como base os resultados dos testes
preliminares, a partir dos quais chegou-se nas respectivas concentracdes utilizadas

no bioensaios.
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4.6.1 Bioensaios

Os experimentos foram conduzidos durante cinco dias para o teste de contato
em superficie contaminada e dez dias para o teste de ingestédo de graos tratados com
extratos, ambos a temperatura de 27,4 + 1,9 °C, e umidade relativa de 61,5 +7,0%.
Nos bioensaios de ingestdo foram utilizados graos de milho como substrato. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em ambos os ensaios de

mortalidade (superficie contaminada e ingestédo de graos).

4.6.2 Avaliagdo da atividade inseticida em superficie contaminada

Os ensaios de contato em superficie contaminada seguiram a metodologia
proposta por Huang et al. (1997) e Huang; Ho (1998) com modificac6es de Tavares;
Vendramim (2005). Nesse bioensaio, foram utilizadas placas de Petri de vidro (90 mm
de diametro x 10 mm de altura) contendo papel de filtro com 90 mm de diametro
(Figura 11). Com auxilio de uma pipeta automatica, foi possivel aplicar sobre os discos
de papel-flitro 1,0 ml dos extratos organicos das sementes de A. mucosa em cada

placa de acordo com as concentracdes estabelecidas para cada tratamento.

Figura 11: Placas de Petri com papel filtro no ensaio de
superficie contaminada.

P

As placas foram expostas a temperatura e umidade mencionadas no item 4.6.1
por um periodo de uma hora para que ocorresse a secagem dos extratos no papel-

filtro. ApoOs este periodo, foi realizada a transferéncia de 20 insetos de S. zeamais
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adultos ndo-sexados com 10 a 20 dias para cada placa de Petri utilizada no ensaio.
Posteriormente, as placas foram identificadas e tampadas, para evitar a fuga dos
insetos. Apos cinco dias da aplicacdo do bioensaio, foi possivel contabilizar os
individuos mortos, nos quais foram considerados mortos os individuos que
apresentaram auséncia total de movimento.

Para realizacao do ensaio experimental de contato em superficie contaminada
(Figura 12), foi avaliado um extrato e duas fracGes, sendo que tanto para o extrato
guanto para as frac6es foram utilizadas cinco concentracdes diferentes: 1.000, 2.000,
3.000, 4.000 e 5.000 ppm. Para cada concentracdo foram realizadas quatro
repeticdes. No experimento com 0 grupo controle a substéncia utilizada para
impregnar o papel filtro, ao invés do extrato, utilizou-se o proprio solvente utilizado na
ressuspensdo do extrato (em experimentos com extrato etandlico a substancia

utilizada no controle foi o solvente etanol).

Figura 12: Desenho experimental do bioensaio de contato em superficie contaminada

20
insetos
. :

4.6.3 Avaliacao da atividade inseticida por ingestao de graos tratados com extratos
organicos.

20
insetos

Controle

Os experimentos de ingestéo tiveram como base os trabalhos realizados por
Llanos; Arango; Giraldo (2008) com modificacdes de Barbosa (2015). Nesse
experimento, foram utilizados frascos plasticos de 250 mL de capacidade nos quais
foram pesados e transferido para o seu interior 20 g de milho comercial, classe

mesclado, tipo 2, grupo semiduro (Figura 13). Em seguida, 2,0 mL dos extratos das
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sementes de A. mucosa foram pipetados de acordo com as concentracdes propostas
para cada tratamento sobre a massa dos graos de milho. Posteriormente, os frascos
foram agitados por um minuto para que pudessem ser homogeneizados e expostos
por uma hora para a secagem dos extratos a temperatura de 27,4 + 1,9° C e umidade
relativa de 61,5 £7,0%.

- &

\ s

ApGs esse periodo, foram transferidos para os frascos 20 adultos ndo-sexados
de S. zeamais com 10 a 20 dias de idade, os frascos foram vedados com tampa
plastica perfurada e com tecido voile, conforme descrito na figura 13. Essa vedacao
permitiu a livre passagem de ar e impediu a fuga de S. zeamais. Ap6s 10 dias da
aplicacé@o do bioensaio, foram contabilizados os individuos mortos que foram aqueles
gue apresentaram auséncia total de movimento.

Para a realizacdo do bioensaio de ingestdo de graos (Figura 14), foi avaliado
um extrato e duas fracdes, sendo que tanto para o extrato quanto para as fracdes
foram utilizadas cinco concentragdes diferentes: 1.000, 2.000, 3.000, 4.000 e 5.000
ppm. Para cada concentracdo foram realizadas quatro repeticdes No experimento
com o grupo controle ao invés do extrato, utilizou-se o préprio solvente utilizado na
ressuspensdo do extrato (em experimentos com extrato etandlico a substancia

utilizada no controle foi o solvente etanol).
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Figura 14: Desenho do experimento, bioensaio de ingestdo de graos.

c2 C4

Controle C1

c3 C5

2 mL e 20 insetos para cada tratamento

4.7 Analises dos dados

Foram realizadas andlises dos pressupostos necessarios para escolha do tipo
de teste estatistico a ser utilizado. A independéncia dos dados foi verificada com o
teste de Durbin Watson (DURBIN e WATSON, 1971), bem como a homogeneidade
das variancias pelo teste de Bartlett (BARTLETT, 1937), e a normalidade de residuos
foi verificada com o teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965).

A partir desta verificacdo foi possivel separar as andlises em: dados que
apresentaram distribuicdo normal e que foram submetidos a analise de variancia —
ANOVA (ZAR, 1984). Dados que ndo apresentaram normalidade, mesmo apos
passarem pela transformacéo de poténcia maxima de Box-Cox (BOX; COX, 1964) e
que foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-willis.

Os valores médios das taxas de mortalidade em cada tratamento foram
comparados seguidos pelo teste de comparacédo multipla (teste de Duncan) que foram
usados para comparar as médias dos tratamentos com o controle. Todos os testes
com a nivel de confianca de 95%, para analise entre as médias de dois grupos, optou-
se pelo teste da Minima Diferenca Significativa (MDS), nivel de confianca de 95%.
Essas andlises foram realizadas no programa versédo R-3.1.1, 2014.

Nas fracdes mais promissoras foi realizado o teste de Correlacdo de Pearson
(IC 95%) para avaliar o grau de relacionamento entre as variaveis concentragao e
mortalidade. Para a realizacdo dessas analises foi utilizado o programa Bioestat -
versao 5.3. Finalmente, os valores da CLso para os dados que apresentaram maior
interesse foram determinados pelo método de Probit (Finney, 1971) nivel de confianca

de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacédo do rendimento de extracao

O extrato do residuo vegetal foi obtido pela técnica de maceragéo que utilizou-
se como solvente o etanol, obtendo-se um rendimento de 14% conforme descrito na
Tabela 1. O rendimento dos extratos de sementes de Annona pode ser explicado pela
presenca de 6leo, que apresenta como constituinte majoritario os triacilglicerois, e que

podem ser extraidos com etanol (BRANCO et al., 2009).

Tabela 1 - Rendimento do extrato organico obtido pelo processo de maceragéo, estrutura vegetal e
espécie utilizada.

Rendimento
9 (%)

Annona mucosa Sementes 668 Etanol 96% 95 14

Espécie Estrutura Material Vegetal (g) Solvente

Segundo Brito (2014), o etanol permite que praticamente todos os constituintes
de interesse sejam extraidos, ja que a grande maioria apresenta alguma solubilidade
em misturas etandlicas. Além disso, a utilizacdo de solventes obtidos de fontes
naturais, que sao biodegradaveis e produzidos por fontes renovaveis adequam-se aos
preceitos da quimica verde.

Existem diversos fatores que influenciam no processo do rendimento da
extracao, tais como: o método de extracdo, o solvente empregado (ROCKENBACH
et al., 2008; BIMAKR et al., 2011), os estagios fenoldgicos das espécies e de suas
variacfes fisioldgicas sazonais no acumulo e sintese de compostos organicos
(BORELLA et al., 2006; STEFANELLO et al., 2010), as peculiaridades do ambiente
de cultivo das espécies (FIGUEIREDO et al., 2007) e da variacdo genética
intraespecifica (RIBEIRO, 2010).

Outro fator interferente no rendimento da extragdo € o tamanho das particulas
do material vegetal processado, quanto menor o tamanho das particulas do material
vegetal o solvente pode atuar em maior contato com a area superficial (LAROZE;
SOTO; ZUNIGA, 2010). Desta forma, inimeros fatores podem interferir nos

rendimentos dos extratos, e que a otimizacao das condi¢des de extracdo proporciona
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0 maior rendimento de extragdo. Assim, o comportamento dessa variavel assume
dificil comparacgéo entre estudos disponiveis na literatura (MENDES, 2012).

De acordo com Rockenbach et al. (2008), aléem do rendimento, existe uma
grande variacdo na composicao dos extratos em funcéo do sistema solvente utilizado.
Para Ribeiro (2010), a concentracao relativa das possiveis substancias bioativas nos
respectivos extratos brutos € outro aspecto que deve ser considerado, o que pode ndo
condizer com os maiores rendimentos obtidos. Assim, tal variavel deve ser analisada
conjuntamente com as doses necessarias para produzir os efeitos bioativos que
justificam o emprego dos referidos compostos no manejo integrado do inseto-praga
alvo do estudo.

5.1.2 Avaliacdo do rendimento das fracdes

Para a avalicdo do rendimento das fracdes, foi retirado 5 g do extrato obtido
pelo método de maceracdo, solubilizado em metanol/agua (8:2) e submetido a
particdo com hexano e acetato de etila, obtendo-se uma fragdo hexanica de 3,0 g e
uma em acetato de etila de 1,5 g respectivamente (Tabela 2). O maior rendimento da
fracéo foi obtido com solvente que apresenta maior polaridade neste caso o hexano

seguido do acetato de etila.

Tabela 2- Rendimento das fragBes organicas obtidas pelo processo particAo com hexano e acetato
de etila.

) ) Rendimento
Espécie Estrutura Material Vegetal (g) Solvente -

(9) (%)

Annona mucosa Sementes 5 Hexano 3 60%

Acetato de etila 15 30%

O alto rendimento dos extratos em hexano obtido nesse estudo, a partir das
sementes das Annona avaliadas, € decorrente do alto teor de 6leo nessa estrutura
vegetal, o qual é majoritariamente extraido pelos solventes mais apolares no sistema
de extracdo empregado. Estudos de Ribeiro (2010) e Lima et al. (2012) afirmam que
as espécies do género Annona acumulam significativas quantidades de 6leo nas
sementes, as quais vém sendo pesquisadas para utilizagdo na producdo de

bioenergia e de 6leos alimenticios.
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Em experimentos com espécies do género Annona, os testes histoquimicos das
secgdes tratadas com corantes, evidenciaram a presenca de lipidios nas sementes
devido a reacao positiva ao teste com Sudan IV, em propor¢ao maior do que proteinas,
carboidratos e compostos fendlicos, o que pode ser indicio de que a principal reserva
energética das sementes do biribazeiro seja de origem lipidica (SOARES et al., 2014).

Estes dados sdo semelhantes aos resultados obtidos por Mastruri et al. (2012)
e Abdualrahman et al. (2016), os quais verificaram que as sementes de Annona
muricata e Annona squamosa, respectivamente, possuem maior teores de lipidios
em detrimento das proteinas e dos carboidratos. As sementes tém sido estudadas
quanto a composi¢ado quimica de suas reservas, e tal interesse ndo se da apenas por
seu teor nutritivo, mas por serem Uteis na confeccdo de produtos industrializados
(BUCKERIDGE, 2010).

5.1.3 Avaliacéo do efeito dos solventes organicos sobre S. zeamais

Foram utilizados o hexano, acetato e etanol como solventes organicos para
ressuspenséao dos extratos. Primeiramente foram realizados testes com o objetivo de
verificar o efeito negativo do solvente sobre a sobrevivéncia dos insetos.

Nos resultados obtidos, foi possivel verificar que ndo ocorreu efeito significativo
de mortalidade sobre a sobrevivéncia dos insetos em funcéo do uso dos respectivos
solventes, levando em consideracao as duas vias de exposicéo, contato e superficie.
De acordo com o teste de ANOVA, nado houve diferenga significativa (p < 0,05), entre
0s solventes e seus respectivos controles (Tabela 3 e 4). Com base nos referidos
dados, foram utilizados os solventes nos bioensaios em funcdo de ndo haver

interferéncia significante dos solventes sobre a sobrevivéncia dos individuos.

Tabela 3 - Mortalidade-resposta para os solventes considerando as vias de exposi¢ao,
contato por superficie contaminada utilizando o teste ANOVA.

Solventes Média do solvente Média do controle p-valor
Hexano 1,25+1,00 1,00+0,80 0,75
Acetato 1,00+0,82 1,00+0,82 1,00
Etanol 1,00+0,82 0,75+0,50 0,62
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Tabela 4 - Mortalidade-resposta para os solventes considerando as vias de exposicao,
ingestado utilizando o teste ANOVA.

Solventes Média do solvente Média do controle p-valor
Hexano 1,25+0,50 0,75+0,50 0,21
Acetato 1,0040,82 0,7540,50 0,62
Etanol 1,25+,050 1,00+0,82 0,62

De acordo com a literatura, foi observado que os extratos vegetais tém sido
ressuspendidos em diversos solventes, tais como acetona, agua destilada,
diclorometano, dimetilsulféxido (DMSO), etanol e Tween 20®. No entanto, o critério
de escolha dos solventes a serem utilizados na ressuspensao de extratos de plantas
e metabdlitos secundarios esta focado no menor efeito negativo sobre o organismo
alvo (CARVALHO, 2008; CASTILLO; JIMENEZ-OSORNIO, 2010; RIBEIRO, 2010).

Os estudos de Ribeiro (2010) corroboram em parte com os resultados obtidos
neste trabalho. Nos quais avaliaram o efeito dos solventes orgénicos sobre a
sobrevivéncia dos adultos de S. zeamais. Foi possivel constatar que os solventes
acetona, metanol e etanol (puros) ndo ocasionaram mortalidade significativa e nem
reduziram o tamanho da progénie F1 de S. zeamais conforme os parametros
empregados no referido estudo.

Os resultados dos estudos proposto foram semelhantes aos resultados obtidos
por Souza et al. (2010), que realizaram testes preliminares para avaliar o efeito dos
solventes (metanol, etanol, cloroféormio e hexano) sobre os adultos de S. zeamais. De
acordo com os resultados desses estudos, os solventes empregados néo afetaram a
sobrevivéncia dos insetos.

Conforme os estudos de Lawal; Opoku; Ogunwande (2015) em que analisaram
os extratos das folhas de Chromolaena odorata (Asteraceae) com diferentes
solventes sobre S. zeamais, em experimentos de contato em superficie contaminada.
E possivel afirmar que os solventes metanol, acetato de etila, cloroférmio e hexano

nao apresentaram efeito negativo sobre os insetos.
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Com base nos dados obtidos por ndo causarem efeitos significativos e pelo fato
de solubilizar os extratos, os solventes foram utilizados na solubilizagdo dos extratos
hexano para extrato hexanico, acetato de etila para o extrato acetato de etila e etanol
para extrato etandlico, podendo dessa forma, serem empregados para este trabalho

como solubilizantes dos extratos vegetais.

5.2 Andlises dos bioensaios de mortalidade

Na avaliacéo da atividade inseticida em superficie contaminada conforme os
dados das analises dos resultados descritos na Tabela 5, é possivel verificar, com
base no teste ANOVA, gque os tratamentos a base dos extratos vegetais em acetato e
etanol ndo diferiram estatisticamente entre si, independentemente da concentracao

testada.

Tabela 5 - Mortalidade de S. zeamais em bioensaios da atividade inseticida por superficie
contaminada

Mortalidade (%) p-valor
Extratos/ Concentragbes ~ 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000
ppm ppm ppm ppm ppm
Sementes/Acetato 13%a  12%a 16%a 20%a 16%a 0,138
Sementes/Etanol 11%a  13%a 14%a 26%a 15%a 0,268
Sementes/Hexano 16%c 25%bc 43%ab 46%a  50%a  1,25x10°

-p-valor calculado por meio do teste de ANOVA (p = 0,05),

-Médias seguidas pela mesma letra na linha as variancias nao diferem entre si, determinado pelo
teste ANOVA para semente/acetato e semente/etanol.

-Médias seguidas pela mesma letra na linha as variancias nao diferem entre si, determinado pelo
teste Duncan para semente/Hexano.

-Para o extrato Semente/Hexano foi realizada a transformacéo de box-cox.

-A mortalidade foi corrigida pela férmula de Schenider-Orelli.

Mortal. (%) em T — Mortal. (%)C
MC (%) =( %) (%) )* 100

100 — Mortal. (%) em C

Melhores resultados para este bioensaio foram observados com a fragdo em
hexano, em que todas as cinco concentracdes testadas ocasionaram a mortalidade
dos adultos de S. zeamais. O nivel de toxicidade neste tratamento variou entre baixa
e média, a fracgdo em hexano na concentracdo 5.000 ppm registrou 50% de

mortalidade sobre individuos adultos de S. zeamais, e seu nivel de mortalidade foi
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considerada média. Os resultados obtidos mostraram que o extrato hexanico obtido
das sementes de A. mucosa interfere significativamente sobre a sobrevivéncia dos
adultos de S. zeamais.

Nos resultados obtidos das fracdes em acetato de etila e extrato em etanol, os
mesmos podem estar associados ao estabelecimento das concentragcdes, como
também a forma de aplicagcéo do extrato.

Com relacdo aos efeitos dos extratos no teste de mortalidade por ingestao
conforme descritos na Tabela 6, os dados referentes a interacdo dos extratos e a
mortalidade do S. zeamais, (que foram baseados teste ANOVA) confirmaram que 0s

trés tratamentos tiveram resultados promissores.

Tabela 6 - Mortalidade de Sitophilus zeamais em bioensaios da atividade inseticida por ingestao de
gréos

Mortalidade (%) p-valor
Extratos/Concentragdes ~ 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000
ppm ppm ppm ppm ppm
Sementes/Acetato 16% ¢ 31% b 40% b 60% a 70% a 1,39x1010
Sementes/Etanol 5% d 27% ¢ 32% ¢ 53% b 86% a 4,3x10°
Sementes/Hexano 9%d  16%d  46%c 67%b 100%a  0,0008

-p-valor calculado pelo teste de Kruskal-Wallis (p=0,05) para o extrato semente/Hexano e pelo teste
ANOVA (p=0,05) para os demais extratos.

-Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si. Determinado pelo teste de Dunnett
para os extratos semente/Acetato e Semente/Etanol, e pelo teste de Wilcoxon para o extrato de
Semente/Hexano

Foi observado que as maiores concentracfes testadas para a fracdo em
acetato de etila ocasionaram maior numero de mortalidade sobre os adultos de S.
zeamais. Sendo assim, as maiores concentracdes de 4.000 e 5.000 ppm controlaram
respectivamente 60% e 70% os adultos de S. zeamais. Contudo, ndo existe diferenga
estatistica (determinado pelo teste de Dunnett) entre essas medias.

A maior concentracdo do extrato etandlico (5.000 ppm) obteve 86% de
mortalidade dos insetos e nivel de toxicidade estatisticamente diferente da segunda
maior concentracgéo (4.000 ppm) que controlou 53% dos insetos. Em relagao a fracao
hexéanica, a concentracéo de 5.000 ppm controlou os adultos de S. zeamais em 100%
diferenciando estatisticamente da concentracao de 4.000 ppm que controlou 67% dos
insetos.

As diferencgas observadas nos dois tratamentos podem estar relacionadas com

a composi¢ao quimica qualitativa dos extratos, das caracteristicas de lipofilicidade dos
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compostos ativos ou mesmo devido a diferencas nos niveis quantitativos dos
compostos bioativos de cada extrato (RIBEIRO, 2010).

Os dados mostram que os extratos/fracdes tiveram melhores resultados por via
de ingestdo quando comparado ao contato por superficie contaminada. Os resultados
mais promissores foram registrados na fracgdo em hexano, que interferiu
significativamente sobre a sobrevivéncia dos adultos de S. zeamais, tanto no
bioensaio de superficie contaminada quanto por ingestdo, seguido do extrato etandélico
e da fracdo em acetato de etila.

Segundo os estudos de Ribeiro (2010), é possivel inferir que o grau do contato
com os extratos nas diferentes formas de contaminacdo e as diferentes regides do
corpo dos insetos expostos, pode ter influenciado os resultados observados. Desta
forma, recomenda-se que estes extratos/fracdes sejam analisados em outra forma de
aplicacao em testes de controle com S. zeamais.

Esses estudos sédo de fundamental importancia levando em consideragao a
grande biodiversidade existente na regido amazoénica e o baixo nimero de pesquisas
relacionadas ao controle de insetos S. zeamais utilizando plantas pertencentes flora
amazonica. Outro fator relevante quando se compara aos demais estudos, é o fato do
aproveitamento do material vegetal (sementes) utilizado para confeccao dos extratos,
que sdo tratados como residuos no qual sdo descartados sem qualquer utilizacéo.
Portanto, esses estudos além de estar fazendo o reaproveitamento dos residuos
vegetais, esta contribuindo para elucidacédo de um produto de origem amazbnica que
vem a contribuir para o controle alternativo de insetos, neste caso os S. zeamais.

Muitas plantas pertencentes a familia Annonaceae, ja possuem atividade
inseticida comprovada, ha registros na literatura de 42 espécies com atividade
inseticida comprovada (KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO, 2014). Desta forma, com
base nos resultados obtidos, a espécie de A. mucosa demonstrou ser eficiente no
controle dos insetos S. zeamais, e 0s resultados desses estudos corroboram em parte
com alguns os estudos ja descritos.

De acordo com Ribeiro et al. (2013), ao analisarem os extratos de varias
estruturas vegetais de Annona montana (Annonaceae), Aristolochia paulistana
(Aristolochiaceae) e C. sylvestris (Solanaceae) através de grdos contaminados
ingeridos por S. zeamais, 0s extratos hexanico e diclorometanico de semente de A.

montana foram os mais efetivos para a concentracéo de 1,5 mg/kg, obtendo-se 100%
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de mortalidade ap6s 10 dias; 0,5 insetos emergidos apdés 60 dias; 2,7 de graos
danificados.

Nesse presente estudo, foi possivel verificar que os extratos organicos de
sementes de A. mucosa apresentam efeito de contato e ingestdo para S. zeamais,
com maior eficicia via ingestdo. Resultados semelhantes foram descritos por Llanos
et al. (2008) com extratos em hexano de sementes de Annona muricata L. a 5.000
ppm sobre adultos de S. zeamais. Segundo os autores, ap0s 72 horas 27% dos
individuos morreram por contato, enquanto, 77% individuos morreram no ensaio de
ingestao.

Segundo Martinez (2002), a azadiractina apesar de afetar os insetos por
ingestao e contato, em geral € mais eficaz quando ministrada pela via de ingestédo. De
acordo com Barbosa (2015), em estudos de mortalidade por via de contato e ingestao,
foi observado por meio da analise dos dados de mortalidades e de correlagéo, que as
substancias extraidas dos galhos de C. javitensis com diclorometano e aplicadas por
meio de ingestéo de graos foi 0 método mais promissor no controle de S. zeamais.

Para Oliveira (2010), os adultos de S. zeamais foram mais susceptiveis quando
expostos aos tratamentos pela via de ingestdo de graos contaminados em
comparacdo a via de contato em superficie contaminada. A porcentagem de
individuos mortos por contato se estabeleceu abaixo de aproximadamente 4,0%, ao
passo que, nos tratamentos por ingestédo os valores encontrados se estabeleceram a
partir dos 4%.

Foi observado que nas fracdes mais promissoras (fracdo hexanica) em ambos
0S ensaios que ocasionaram a maior mortalidade, houve uma tendéncia do aumento
da mortalidade em funcdo do aumento da concentracdo. Esta observacdo pode ser
confirmada por meio da analise de correlacdo, conforme descrito nas Figuras 15 e 16.

A relacéo estabelecida entre a fracdo hexanica das sementes de A. mucosa e
a mortalidade de adultos de S. zeamais nos bioensaios de contato com superficie
contaminada € positiva e a mortalidade aumenta em funcdo do aumento das
concentracdes. De acordo com o coeficiente de correlacao, existe uma relacdo do tipo
forte positiva (r= 0,97), e o coeficiente de determinacédo (R?2) aponta que cerca de 95%
da variag&o que ocorre com a mortalidade tem como responsavel esta fracao e neste

tipo de aplicacéo.
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Figura 15: Rela¢éo entre mortalidade de Sitophilus zeamais e
a fracdo hexanica das sementes de Annona mucosa aplicados
em superficie contaminada. 0 = controle.
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Nos bioensaios de ingestdo de grdos a relagdo também € positiva, a
mortalidade cresce com o aumento das concentracdes (Figura 20). De acordo com o
coeficiente de correlacdo, existe uma relacdo do tipo forte positiva (r= 0,91), e 0
coeficiente de determinacdo (R2?) aponta que cerca de 83% da variacdo que ocorre

com a mortalidade tem como responsavel esta fracdo e nesse tipo de aplicacao.

Figura 16: Relagdo entre mortalidade de Sitophilus zeamais e a
fracdo hexénica das sementes de Annona mucosa testados
através de ingestdo de grdos de milho contaminados. 0 =
controle.
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Com base nos resultados obtidos, foi realizado o teste para estimar a CLso.
Usualmente definida como concentracdo letal mediana (CLso), € por meio desta
gue é possivel determinar a concentracdo de uma substancia que causa a mortalidade
da metade dos individuos de uma populacéo. Foi realizado o calculo da (CLso) das
fragOes mais promissoras. Neste caso, a fragdo em hexano na concentragéo de 5.000
ppm foi a que ocasionou as maiores porcentagens de mortalidade em ambos os
bioensaios.

As analises estatisticas mostraram que a concentracéo letal média (CLso) das
fragOes hexanicas nos testes de contato e ingestao foram respectivamente de 4.738
e 2.824 ppm como descrito na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultado da estimativa do célculo da Concentracéo Letal Média (CLso) das fracdes
hexanica do extrato em etanol das sementes de Annona mucosa, por meio da andlise de Probit.

Intervalo de confianga (95%)

Fragoes CLso ppm) Inferior Superior
1 Hexénica (contato) 4.738 3.801 6.903
2 Hexanica (ingestéo) 2.824 1.832 4.337

Os resultados deste estudo corroboram em parte com os resultados obtidos por
Llanos et. al. (2008), avaliando a bioatividade do extrato hexanico de sementes de A.
muricata sobre adultos de S. zeamais, em bioensaios de ingestao, foi possivel estimar
os valores de CLso de 4.009, 3.854 e 3.760 ppm ap0s 24, 48 e 72 horas de exposicao,
respectivamente.

Segundo Ribeiro (2010), o modo de contaminacdo € outra variavel que
influencia nas concentracdes letais. Os extratos metanodlicos de sementes de A.
squamosa e de A. atemoya sado toxicos para larvas de terceiro instar de Tricloplusia
ni (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) via ingestdo e aplicacéo topica, sendo que o
extrato de A. squamosa foi mais téxico por meio de ingestdo, enquanto que o extrato
de A. atemoya exerceu maior atividade via aplicagéo topica.

Sao relatados na literatura a utilizacdo de anonaceas no controle de insetos,
mostrando que até o momento, apenas 42 espécies de anonaceas possuem
informacdes de atividade inseticida contra pouco mais de 60 espécies de insetos-
praga. Estas informacfes mostram que muita pesquisa ainda € necessaria,
principalmente para conhecer a atividade inseticida de outras espécies de anonaceas,
além de seus efeitos sobre insetos-praga ainda ndo estudados (KRINSKI;

MASSAROLI; MACHADO, 2014).
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De acordo com Lima (2007), os novos estudos da fitoquimica, em relacao a
anonacea, nao estdo focados apenas nos alcaléides, mas em uma nova classe de
compostos extremamente bioativos que sdo denominadas como acetogeninas de
anonacea. Estes compostos possuem variadas acles biologicas e relevantes
atividades citotdxica, antitumoral, antiparasitaria, imunossupressiva e pesticida.

Com base nos resultados pode-se inferir que, 0s compostos bioativos estao
presentes, nos trés extratos/fracdes estudadas. Um ponto muito importante que deve
ser levado em consideracdo € que tais substancias foram extraidas com solventes
diferentes (etanol, hexano e acetato). Neste sentido recomendamos que 0s extratos
desta planta sejam analisados com o objetivo de identificar quais as substancias que
sao de fato responsaveis pela atividade inseticida.

Nos bioensaios realizados observou-se uma diferenca na taxa de mortalidade
entre os tratamentos e suas respectivas concentragdes. Podemos considerar que
ocorreu uma variagao de baixa para muito alta, com relacdo aos niveis de toxicidade
observados para este estudo.

Devido as propriedades inseticidas, esses extratos naturais podem ser de
grande utilidade no manejo do Sitophilus zeamais em sementes de milho
armazenadas, principalmente em pequenas propriedades rurais, necessitando,
portanto, de uma padronizac&o nos processos de coleta, secagem do material vegetal,
bem como a quantificacdo dos compostos bioativos, a fim de que os resultados obtidos
possam ser reproduzidos e/ou comparados. Entretanto, para a recomendacéo de uso
no tratamento de graos de milho que se destina ao consumo humano e animal, ha a
necessidade de estudos complementares, visando oferecer ao mercado um produto

eficiente e seguro do ponto de vista toxicolégico (JUNIOR, 2011).

36



6 CONCLUSOES

Em funcdo das caracteristicas e condigdes relacionadas ao presente estudo,
foi possivel obter as seguintes conclusdes:

Levando em consideracéo as variaveis do rendimento das fracdes organicas
obtidas pelo processo particdo, o maior rendimento foi obtido com a fragdo hexanica.

Considerando os resultados dos testes estatisticos foi possivel utilizar os
solventes nos bioensaios em funcdo dos mesmos nado afetarem negativamente a
sobrevivéncia dos insetos.

O melhor resultado para atividade inseticida foi obtido com a fragdo hexanica,
mortalidade de 100% via ingestdo e 50% via de contato por superficie contaminada.
No teste de ingestédo ocorreu o maior percentual de mortalidade.

Foi observado nas fracdes mais promissores (hexanica) que o aumento da
mortalidade ocorreu em funcdo das maiores concentracdes. Com base no teste de
correlacgéo, foi possivel verificar esta relacdo entre as variaveis dose/resposta.

A concentracao inibitoria da atividade inseticida obtida neste trabalho para as
fracbes hexanicas das sementes foram (CLs0=4.738 ppm) para o teste de contato e
(CLs0=2.824 ppm) para o teste de ingestao.

As fracBes em hexano da A. mucosa obtidas por particao liquido-liquido sédo
promissoras, atuando como protetores de gréos contra S. zeamais, propiciando niveis
satisfatorios de controle.

Os resultados obtidos nesse estudo, nao viabilizam as fragbes mais
promissoras para o uso no controle dos insetos em campo, tendo em vista que para
tanto, é de fundamental importancia analisar a fitoquimica das fracdes, determinando
qual o principio ativo mais atuante na mortalidade dos insetos. Como também, avaliar
a toxicidade das fracoes.

Sao0 necessarios estudos posteriores para investigar o potencial biolégico
destes extratos. Ressaltando a importancia dos residuos dos frutos os quais podem

ser de enorme valor cientifico e econémico para nossa regiao.
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