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Resumo:

O uso de pesticidas sintéticos é considerado um fator importante para
manutengao e aumento da produgdo agricola mundial, contudo, o seu uso de
forma indiscriminada tem promovido impactos negativos ao meio ambiente e ao
homem. No Brasil, a produgéo do milho (Zea mays L.) é considerada de grande
importancia socioecondmica para a regido Nordeste, especialmente para o
Estado do Ceara. Porém, podem ser observadas algumas limitacdes na
produgao desse cereal, entre estas destacam-se o recorrente ataque de pragas
como a lagarta-de-cartucho (Spodoptera frugiperda) e fungos como o
Asperqillus flavus e Fusarium verticillioides. Considerando esta problematica, o
uso de produtos naturais como bioinseticidas tem sido uma alternativa viavel
para o controle de pragas que afetam diferentes culturas.

Palavras-chave: nanoformulagao, Croton zehntneri, 6leo essencial, praguicida,
fungicida, controle alternativo.
1. Introdugao

O uso indiscriminado de pesticidas sintéticos para manutencdo da
produgao agricola traz diversos impactos negativos ao meio ambiente e ao
homem. Dentre estes, estda a contaminacdo de reservatdrios aquaticos e a
toxicidade direta em humanos e animais. No Brasil o milho (Zea mays L.) é
considerado de grande importancia socioeconémica para a regidao Nordeste,
especialmente para o Estado do Ceara. No entanto, existem algumas
limitacbes para producido desse cereal dentre estes, esta o ataque recorrente
de pragas como a lagarta-de-cartucho (Spodoptera frugiperda) e fungos como
o Aspergillus flavus e Fusarium verticillioides (SULONG et al., 2019).

Os ¢6leos essenciais estao envolvidos em diferentes mecanismos de defesa
contra insetos e microrganismos, sendo considerados boa alternativa para o
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desenvolvimento de biopesticidas (RIBEIRO et al., 2020). O interesse no

encapsulamento de Oleos essenciais em sistemas nanométricos esta

relacionado a capacidade de que essas estruturas tém de proporcionar maior

estabilidade dos compostos presentes nesses produtos, além de evitar a

volatilizagdo, melhorar a biodisponibilidade e promover a entrega controlada

(MATOS et al., 2019).

A espécie Croton zehntneri (Euphorbiaceae) é uma planta aromatica nativa
do Nordeste brasileiro. Seu 6leo essencial apresenta atividade larvicida,
antimicrobiana, anticancer entre outras. Na sua composi¢cao esta presente o
estragol, que possui atividade fumigante, antifungica e antimicrobiana
(ANDRADE et al., 2015; WANG et al., 2021). Assim, esse projeto tem como
perspectiva o desenvolvimento de nanocapsulas ricas em 6leo essencial de
Croton zehntneri, capaz de controlar pragas que afetam diretamente a
produgao e o armazenamento do milho.

2. Objetivo

2.1 Objetivo geral

e Desenvolver nanocapsulas de PLGA ricas em 6leo essencial de Croton
zehntneri para o combate a pragas que afetam a cultura e armazenamento
do milho.

2.2 Objetivos especificos

e Obter e determinar a composicdo quimica do 6leo essencial de Croton
zehntneri por técnicas de cromatografia gasosa GC/MS e GC/FID;

e Desenvolver nanocapsulas de PLGA contendo diferentes concentragdes do
Oleo essencial de Croton zehntneri,

e Avaliar a capacidade inseticida das nanocapsulas ricas em 0leo essencial
frente a Spodoptera frugiperda;

e Avaliar a capacidade fungicida, fungistatica e de liberagdo de micotoxinas
das nanocapsulas ricas em Oleo essencial frente aos fungos Asperqgillus
flavus e Fusarium verticillioides;

e Determinar a fitotocixidade das nanocapsulas em relacdo ao
desenvolvimento do milho;

e Elaboragio e publicagao de artigos cientificos.

3. Metodologia

3.1 Coleta, obtencdo e analise quimica do 6leo essencial
O material vegetal sera coletado no horto de plantas medicinais da

Universidade Regional do Cariri-Urca com coordenadas latitudinais 7°14°20.1”

S e longitudinais de 39°24'53.1 W, e sera identificado de acordo com as

técnicas convencionais de herborizacdo e, posteriormente, incorporado ao

Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima da Universidade Regional do

Cariri- URCA.

O dleo essencial sera obtido das folhas de C. zehntneri por hidrodestilacao
em aparelho do tipo Clevenger por um periodo de 4 h. A analise quimica sera
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS). Os
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constituintes serdo identificados por pesquisa de computador usando
bibliotecas digitais de dados espectrais de massa (NIST 08) e por comparagao
de seus espectros de massa auténticos (ADAMS,2001).

3.2 Preparagao das nanocapsulas poliméricas

As nanocapsulas (NC) serdo preparadas pelo método de deposicao
interfacial de polimero pré-formado (FESSI et al. 1989), a partir da mistura de
duas fases. Uma mistura organica contendo o polimero poli (acido
latico-co-acido glicdlico) PLGA 50:50 (0,150mgq), fosfatidilcolina de soja
(0,150mg), Span 80 (0,100mg) e dleo essencial nas concentragdes de 0,5, 1 e
2%, solubilizados em acetona (15ml) sera introduzida lentamente na fase
aquosa constituida de Tampéao Fosfato pH 7,4 (30ml) e Tween 80 (0,150 mg)
sob agitacdo magnética por 10 min. Na sequéncia o solvente organico deve ser
eliminado em evaporador rotativo a 60 rpm em 30-35 oC (FLORES et al.,,
2011). Nanocapsulas vazias serao preparadas seguindo o mesmo método, sem
a incorporagao do 6leo essencial (NCV) e utilizadas como controle negativo.
3.3 Ensaio com S. frugiperda

Neste ensaio, folhas de milho serdo selecionadas, lavadas com agua
destilada e sequencialmente serdo pulverizadas dos dois lados com
concentragdes variadas das NCs e agua destilada como controle. Cada folha
sera transferida para placas de acrilico (6,5 cm x 2 cm) e infestada com 10
lagartas recém-eclodidas e pesadas, as placas serdo cobertas com plastico
filme para impedir a fuga das lagartas. Cada tratamento sera realizado com 50
lagartas, sendo colocados 10 individuos por folha. Todos os ensaios seréo
realizados em triplicata com o oleo essencial isolado e as nanocapsulas
contendo diferentes concentragdes do 6leo. Os parametros avaliados serédo:
mortalidade, estrutura e peso das larvas nos tempos de 24 h, 48 h e 72 h.
(SOUZA, 2009).

3.4 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Para determinacdo da CIM das NCs e do 6leo essencial isolado, sera
utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo. As diluicdes do teste serdo
preparadas contendo 1350 uyL de CSD (Sabouraud Dextrose Broth) duplamente
concentrado e 150 pL do in6culo contendo os fungos A. flavus e F
verticillioides (correspondente a 10% da solugao total). As microdiluigdes serao
realizadas em quadruplicata. As placas serdo levadas a estufa por 24 horas a
37 ° C (JAVADPOUR, et al, 1996). Apdés serao realizadas leituras
espectrofotométricas no aparelho de ELISA com comprimento de onda de 630
nm e os resultados serdo utilizados para obtencdo de uma curva de viabilidade
celular e IC50.

3.5 Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e analise de
liberagdo de micotoxinas

Para a determinagcdo da concentracdo fungicida minima sera utilizada a
metodologia proposta por Ernest et al (1999), com modificagdes. A partir do
teste da CIM sera homogeneizado o meio contido em cada pogo com haste
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estéril e subcultivado em placa de Petri contendo meio de cultura ASD
(Sabourand Dextrose Agar). As placas serdo incubadas a 37° C por 24 horas
onde sera verificado o crescimento ou supresséo de coldnias fungicas.

As analises de micotoxinas serao conduzidas por métodos eletroanaliticos
desenvolvidos em potenciostato/galvanostato (Autolab PGSTAT
128N/FRA32M, Metrohm-Autolab), conectado a uma célula eletroquimica
equipada com um sistema de trés eletrodos: (i) sensor eletroquimico de
trabalho, (ii) eletrodo auxiliar de platina e (iii) Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L-1) como
eletrodo de referéncia. As medidas serao feitas por técnicas voltamétricas e
cronoamperométricas, que permitem obter informagdes mecanisticas, cinéticas
e termodinamicas acerca dos eventos ocorridos na interface eletrodo/solugao,
ap6s a otimizagcdo dos parametros experimentais e operacionais que
influenciam a performance do método. Todos os ensaios serdo feitos em
triplicata e apresentados como média aritméticas das medidas.

3.6 Analise fitotdxica das nanocapsulas

Para cada concentracdo do produto, serao usadas 4 plantas de milho em
um experimento inteiramente casualizado com 6 tratamentos (3 concentragdes
da nanocapsula contendo o 6leo essencial e o 6leo isolado) e 3 repeti¢des,
totalizando 12 plantas por tratamento. As aplicagdes dos produtos serdo feitas
a partir da terceira semana de crescimento (periodo vegetativo do milho),
sendo realizada a pulverizag&o 2 vezes ao dia a cada 72 horas durante 15 dias,
utilizando um vidro de spray previamente testado para o trabalho.

As avaliagdes de fitotoxicidade serao feitas a cada 3 dias apo6s a aplicagao
dos produtos, no qual serdo avaliados os parametros, altura da planta e dano,
sendo aplicado as seguintes notas:

Nota 0 - Planta como um todo (ramos e folhas) sem nenhum sintoma de dano,
manchas, queimaduras ou pontos amarelos.

Nota 1 — Planta com, no maximo, dois pontos amarelos e sem sintoma
aparente de manchas ou queima nas folhas

Nota 2 — Planta com folhas com bordas queimadas e mais de dois pontos
amarelos sobre as folhas.

Nota 3 — Planta com folhas manchadas e de bordas queimadas e ja com um
sintoma de morte aparente.

4. Resultados

O projeto tem como perspectiva a avaliagcdo da capacidade inseticida de
um produto natural, com caracteristicas quimicas elucidadas, alto grau de
estabilidade, determinagdo de seu perfil fitotdxico e com potencial para o
desenvolvimento de um bioproduto. A formulacido em nanoestrutura obtida visa
viabilizar a utilizacdo do 6leo essencial por diferentes veiculos, o que permitira
um maior espectro de acdo do bioproduto. Outro beneficio atrelado a esta
formulagédo é a nao acumulagdo do fitoinseticida no meio ambiente, por se
tratar de um produto natural, biodegradavel e n&o téxico. E importante destacar
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que a elaboragdo das nanocapsulas tera o menor custo possivel, sendo
totalmente viavel a sua produ¢ao em larga escala.
5. Conclusao

Espera-se que a realizagao desta pesquisa possa contribuir com o
aumento da produtividade agricola da regido, reduzir o uso de pesticidas
sintéticos, protegdo do meio ambiente, além da valorizagdo da biodiversidade
brasileira.
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