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RESUMO

O uso de plantas com potencial inseticida vem sendo cada vez mais freqiente
uma vez que, medidas de controle que causem menor impacto sao de primordial
importancia no controle de Spodoptera frugiperda, uma LepidOptera conhecida
como Lagarta-do-cartucho-do-milho e principal praga das agriculturas de milho e
arroz, nao somente pelos danos causados nas lavouras, mas como também pela
dificuldade do seu controle, podendo levar a lavoura a uma grande perda de
produtividade. As plantas inseticidas vém estimulando o ressurgimento de
extratos vegetais para o controle destes insetos e sendo empregadas por possuir
vantagens quando comparados aos produtos quimicos, uma vez que, sao
facilmente biodegradaveis e podem contribuir na producdo de inseticidas
botanicos. Ao contrario da utilizacdo em lavoura de pesticidas quimicos
sintéticos ndo seletivos, este trabalho tem como principal objetivo testar o
potencial das toxinas ativas das folhas de 9 plantas medicinais (Aloe sp., Mikania
sp., Casearia sylvestris, Syzygium cumini, Plectranthus neochilus, Jodina
rombipholia, Piper umbellatum, Artemisia camphorata e Phyllanthus niruri. Os
extratos foram obtidos por meio de extracdo convencional utilizando como
solventes: agua fria, agua quente por decoccdo e etanol 70%, todos em
temperatura ambiente, e extracdo com fluido supercritico com dioxido de
carbono a temperatura de 40° C e pressao a 100, 150 e 250 bar. O material
vegetal foi coletado em S&o Leopoldo/RS, de Latitude: 29° 45' 39" Leste;
Longitude: 51° 08" 50" Oeste, dentro do ciclo vegetativo e os experimentos foram
realizados no Laboratério de Microbiologia e Toxicologia da Unisinos. Os
bioensaios foram realizados utilizando lagartas de segundo instar colocadas
sobre dieta artificial de Poitout, sendo 15 individuos por tratamento e um controle
com agua e outro com o solvente utilizado. Os resultados de mostraram
significativos para Jodina rhombifoli que apresentou 31% de mortalidade
corrigida com solvente etanol 70%. Nos extratos supercriticos os resultados se
mostraram significativos para 250 bar, atingindo 97% de MC (CLs 0.00472). Os
resultados dos extratos fracionados sugerem que a eficiéncia de J. rhombifolia
para o controle de S. frugiperda esta relacionado ao efeito de sinergismo, sendo
assim eficiente para o controle da praga alvo.

Palavras-chave: Jodina rhombifolia. Plantas medicinais. Extracdo supercritica.
Controle bioldgico.



ABSTRACT

The use of plants with insecticidal potential has been increasingly frequent.
Control measures that cause less impact are of prime importance in controlling
Spodoptera frugiperda, a lepidopteran known as fall armyworm and main pest of
the agriculture of maize and rice, not only for the damage to crops, but also for
the difficulty of its control, leading to a major loss in the productivity. Insecticide
plants have stimulated a resurgence of the use of plant extracts for the control of
these insects and are being utilized for possessing advantages when compared
to chemicals, since they are easily biodegradable and can contribute to the
production of botanical insecticides. Unlike the use of chemical synthetic and
nonselective pesticides in agriculture, this work has as main objective to test the
potential of active toxins in leaves of 9 medicinal plants (Aloe sp., Mikania sp.,
Casearia sylvestris, Syzygium cumini, Plectranthus neochilus, Jodina
rombipholia, Piper umbellatum, Artemisia camphorata e Phyllanthus niruri). The
extracts were obtained by conventional extraction using the following solvents:
cold water, hot water decoction and 70% ethanol, all at room temperature, and
supercritical fluid extraction with carbon dioxide at the temperature of 40°C and
pressure of 100, 150 and 250 bar. The plant material was collected in S&o
Leopoldo / RS Latitude: 29° 45 '39 "East; Longitude: 51° 08' 50" West within their
vegetative cycles and the experiments were performed at the Laboratory of
Microbiology and Toxicology at Unisinos. Bioassays were performed using
second instar larvae placed on artificial diet of Poitout, with 15 subjects per
treatment. One control was performed with water and the other with the solvent
used. The results showed significant for Jodina rhombifolia, which showed 31%
corrected mortality (CM) with ethanol 70% solvent. The results of supercritical
extracts were significant for 250 bar, reaching 97% CM (LCso 0.00472). The
results of fractionated extracts suggest that J. rhombifolia efficiency for the
control of S. frugiperda is related to the effect of synergism, thus being effective
to control the target pest.

Keywords: Jodina rhombifolia. Medicinal plants. Supercritical extraction.
Biological control.
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1 JUSTIFICATIVA

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB
(2012) a estimativa da area a ser cultivada com as principais culturas de graos
do pais é 3,6% para a safra 2011/2012, maior que a cultivada na safra 2010/11,
passando de 49,87 para 51,68 milhdes de hectares, representando um aumento
de 1,81 milh&o de hectares. Dentre as principais culturas de verédo, a primeira e a
segunda safra de milho na temporada 2011/12 totalizaram aproximadamente
15,16 milhdes de hectares, 9,8% maior que a cultivada na safra passada.

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho. O principal destino
da safra sdo as industrias de racdes para animais. O estudo das projecdes de
producédo do cereal, realizado pela Assessoria de Gestdo Estratégica do Mapa
(2012), indica aumento de 19,11 milhGes de toneladas entre a safra de
2008/2009 e 2019/2020. Em 2019/2020, a producdo devera ficar em 70,12
milhdes de toneladas e o consumo em 56,20 milhdes de toneladas (MAPA,
2012).

Apesar da extensa area cultivada, a produtividade das lavouras de milho
no Brasil € muito baixa. Dentre os fatores responsaveis incluem-se 0s insetos
praga (FRIZZAS, 2003). Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) estima-se que enquanto, 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 a lideranca,
representando 20% do consumo mundial de agrotéxicos e movimentando, s6 em
2010, cerca de U$$ 7,3 bilhdes (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA - ANVISA, 2012).

A lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), € uma das principais pragas da cultura do milho no
Brasil e, além disso, a resisténcia desta praga ja foi relatada para diversos tipos
de pesticidas e agrotoxicos utilizados em lavouras (RODRIGUEZ; OMOTO,
2001). Estima-se que as perdas por pragas e doencas na agricultura
correspondem a 37% da producao, das quais cerca de 13% sé&o devido a
insetos. S. frugiperda é considerada inseto-praga em diversas plantas cultivadas,
especialmente nas gramineas (TAGLIARI; KNAAK; FIUZA, 2010).
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A utilizacdo de inseticidas sintéticos tem sido o principal método de
controle da praga, o uso indiscriminado e incorreto tem aumentado também o
numero de aplicacbes nas safras e diminuido sua eficiéncia, principalmente
devido ao surgimento de populacbes de insetos resistentes (BORGONI;
VENDRAMIM, 2003). Isso tem acarretado um aumento no custo da producao,
devido as aplicagcdes mais frequentes resultando num maior prejuizo ao meio
ambiente e maior dificuldade de manter a populacdo de inimigos naturais e
polinizadores (FREITAS; PINHEIRO, 2010).

O emprego de substancias inseticidas extraidas de plantas tem inUmeras
vantagens, quando comparado com 0 uso de sintéticos como a baixa toxicidade
ao meio ambiente e por serem ponto de partida para a sintese de novos
produtos (HOLZ et al., 2008). A natureza, de um modo geral, é a responsavel
pela producdo da maioria das substancias organicas conhecidas, entretanto, o
reino vegetal é responsavel pela maior parcela da diversidade quimica conhecida
e registrada na literatura (VIEGAS JR.; BOLZANI; BARREIRO, 2006). O estudo
de plantas com potencial atividade inseticida € importante para identificar novas
moléculas ativas, que poderdo ser isoladas das plantas ou sintetizadas, ou entéo
uma molécula-prototipo para modificagbes estruturais visando, por exemplo,
obter compostos ativos (D'INCAO, 2008).

As plantas apresentam enorme potencial na producdo de compostos
secundarios, que provavelmente, estdo relacionados com seus mecanismos de
defesa. Dentre essas substancias podem-se mencionar compostos fendlicos,
flavonoides, taninos, alcaloides, dentre outros compostos. Estes compostos que
conferem também propriedades medicinais as plantas, acabam por torna-las
toxicas a alguns organismos (HOLZ et al., 2009).

A extragdo dos compostos biologicamente ativos pode envolver o uso de
grandes quantidades de solventes ambientalmente hostis e uma elevada
quatidade de operacdes tecnoldgicas. Uma técnica alternativa de extragcdo com
uma melhor eficiéncia e seletividade, com base em solventes alternativos,
evitando a degradacado ou a perda de substancias sensiveis e diminuicdo da alta
energia e de mao de obra empregadas de processos convencionais, é altamente
desejada. A aplicacdo da Extracdo por Fluidos Supercritico (EFS) para o
isolamento de compostos biolégicos ativos a partir de plantas tem sido

extensivamente estudada e tem aumentado o interesse dos pesquisadores nos
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altimos anos devido a limitagc@es legais dos residuos e de solventes (PAVAVELA
et al., 2008; BRUN, 2010).

Segundo a EMBRAPA Milho e Sorgo (CRUZ, 2002), o Manejo Integrado
de Pragas € o0 sistema que no contexto associa o ambiente a dinamica
populacional da espécie, utilizando técnicas apropriadas e métodos de forma téo
compativel quanto possivel e mantendo a populacdo da praga em niveis abaixo
daqueles capazes de causar dano econdémico.

Baseado na crescente preocupacdo dos produtores frente aos prejuizos
que S. frugiperda pode causar em lavouras de milho e a perda de producéo,
ocasionando assim um aumento excessivo no valor de mercado deste produto,
objetivou-se este trabalho, visando a busca por produtos naturais, retirados dos
extratos vegetais de plantas medicinais coletadas no municipio de Sé&o
Leopoldo/RS, que tenham potencial toxicidade ao inseto-alvo. De forma que
sejam de baixo custo para o produtor, causem menor impacto ao meio ambiente

e que sejam eficientes no Manejo Integrado de Pragas das lavouras de milho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade aguda de plantas medicinais frente as lagartas de
Spodoptera frugiperda, a partir de extratos obtidos por extra¢cdo convencional e

por extracdo com dioxido de carbono em estado supercritico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) determinar a toxicidade aguda de dez plantas consideradas
medicinais na cultura popular do Sul do Brasil, através de métodos de
extracado convencionais, as lagartas S. frugiperda;

b) determinar a toxicidade aguda da planta que apresentou maior
eficiéncia, através de método de extracao por fluidos supercritico;

c) determinar a Concentracao Letal para 50, 70 e 90% dos organismos
expostos (CL) ao extrato supercritico potencialmente ativo contra o
inseto-praga alvo;

d) avaliar o efeito sinergético ou antagénico dos extratos fracionados

com cromatografia de coluna seca.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SPODOPTERA FRUGIPERDA

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) € um inseto fitdfago conhecido
popularmente como lagarta-do-cartucho ou lagarta-dos-milharais. Esta mariposa
(Lepidoptera) pertencente a familia dos Noctuidae pode ocorrer durante todos os
estagios de crescimento da cultura e devido aos danos que causa na fase de
lagarta, é considerada uma das principais pragas de lavouras. Sua distribuicéo
geografica a identifica como nativa das regides subtropicais e tropicais do
Hemisfério Oeste dos Estados Unidos, Caribe e da América Central ao sul do
Brasil (BELAY et al., 2009; DEQUECH,; SILVA; FIUZA, 2005).

As mariposas de S. frufiperda péem de 1.500 a 2.000 ovos na parte
superior das folhas da planta do milho. Apos 3 dias, eclodem as lagartas, que
passam a alimentar-se raspando as folhas mais novas da planta de milho (Zea
mays) e destruindo-as completamente. A duracdo do periodo larval € de 12 a 30
dias e sua coloracdo varia de cinza-escuro a marrom. Podem-se encontrar
lagartas de instares diferentes num mesmo cartucho, separadas pelas laminas
das folhas, apesar do canibalismo ser muito comum nesta espécie. Ao final do
periodo larval, as lagartas penetram no solo e se transformam em pupas de
coloracdo marrom avermelhada, medindo cerca de 15 mm de comprimento. O
periodo pupal € de 8 dias no verdo, e 25 dias no inverno. A mariposa mede
aproximadamente 35 mm de envergadura sendo as asas anteriores pardo-
escuras e as posteriores branco-acinzentados (GALLO et al., 2002).

Estes insetos s@o especialmente prejudiciais, entretanto ainda no final da
temporada por néo realizarem diapausa no inverno, vulneravel a temperaturas
de congelamento e por isso sendo uma praga esporadica e migratoria para as
regidbes temperadas. Em regides tropicais, as aplicacbes de inseticidas
frequentes sdo necessarias em lavouras de milho para manter a populacao de S.
frugiperda abaixo dos limites de prejuizos econémicos (STORER et al., 2012).

Estudos sobre a diversidade genética deste inseto indicaram a existéncia
de duas estirpes morfologicamente idénticas que diferem na preferéncia de
acolhimento, susceptibilidade fisiolégica, comportamento e rea¢des aos
pesticidas. Uma cepa foi identificada como estirpe de milho (Z. mays) que
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essencialmente se alimenta de milho, sorgo e outras gramineas grandes, a outra
cepa foi identificada como variedade de arroz (Oryza sativa) e, principalmente,
se alimenta de arroz e outras pequenas espécies de gramineas (BELAY et al.,
2009).

Dentro do contexto sécio-econ6mico as culturas do milho e do arroz
irrigado apresentam significativa importancia para o Estado do Rio Grande do
Sul (RS), mas a acao de insetos considerados pragas tem sido um dos principais
fatores que reduzem a produtividade dos hibridos e cultivares atualmente
utilizados (GRUTZMACHER; MARTINS; CUNHA, 2000; MARTINS;
GRUTZMACHER; CUNHA, 2004).

Na cultura do milho essa lagarta ataca o cartucho chegando a destrui-lo
completamente, consumindo por completo as folhas, reduzindo a producdo em
até 20%, sendo o periodo critico de seu ataque a época préxima do
florescimento. Ja na cultura do arroz irrigado, alimenta-se de plantas novas,
antes da inundacao definitiva do arrozal, chegando a consumir a planta por
inteiro, podendo, assim, destruir a lavoura devido ao desfolhamento das plantas,
dependendo do nivel populacional desta lagarta. Nas lavouras onde o arroz
também é cultivado sobre as taipas, o atague pode estender-se até a fase de
emissdo das paniculas, pelo deslocamento das lagartas a estes locais
(GRUTZMACHER et al.,, 1999; MARTINS; GRUTZMACHER; CUNHA, 2004;
GALLO et al., 2002).

Além do milho, também ha registros de perdas causadas por estas
lagartas em diversas culturas como sorgo, trigo, alfafa, feijdo, amendoim, tomate,
batata, repolho, espinafre, abobora, couve, aveia, tabaco, grama, meldao e
violetas. E com a expansdo do algoddo e da cana-de-aglcar, o ataque de S.
frugiperda tem sido frequente, e como medidas de controle, utilizam-se
inseticidas (PINTO et al., 2006).

A frequente ocorréncia de S. frugiperda nestas culturas vem aumentando
os esforcos da pesquisa na area da bioecologia do inseto, visando o
monitoramento e o desenvolvimento de estratégias de controle (DEQUECH;
SILVA; FIUZA, 2005). No entanto, segundo Parra (2006), o controle biolégico
nao conta com a credibilidade do produtor. Em muitas regides do Brasil, ainda se
acredita que o controle biolégico ndo pode substituir o quimico. Alguns fatores

para a ndo utilizacdo de produtos alternativos seria a tradicdo em usar sintéticos



21

gue garantem a eficiéncia e ndo geram prejuizos, a especificidade do produto
biolégico a determinadas pragas, baixa disponibilidade de produtos biolégicos
formulados e a credibilidade da qualidade dos mesmos.

A utilizacdo de plantas inseticidas para o controle biolégico de pragas de
lavouras ndo € uma técnica recente, sendo muito utilizada em paises tropicais
antes do advento dos produtos sintéticos. As pesquisas com estas plantas
podem ser realizadas com dois objetivos principais: a descoberta de moléculas
com atividade inseticida para sintese de novos produtos e a obtencdo de
inseticidas naturais brutos para uso direto, em menor escala (GALLO et al.,
2002).

3.1.1 Plantas Medicinais e Inseticidas

Durante milénios, o homem vem usando substancias quimicas retiradas
da natureza com objetivos medicinais. Estima-se que 40% dos medicamentos
disponiveis na terapéutica moderna tenham sido desenvolvidos a partir de fontes
naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais. Nao tem
havido, no entanto, qualquer esforco abrangente para identificar e colocar em
uso os metabolitos secundarios inexplorados (CALIXTO, 2000; RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2001; AGOSTA, 1996).

No Brasil, o uso de medicamentos a base de plantas é muito popular
devido a sua imensa flora, aspectos culturais e da crenca popular que afirma que
as ervas, sao de origem natural, sdo seguras e sem efeitos secundarios
indesejaveis (MOREIRA et al., 2011).

Apé6s a Segunda Guerra Mundial algumas plantas e extratos vegetais que
mostraram efeitos promissores, foram substituidos por inseticidas quimicos
sintéticos. Com a introducdo de inseticidas sintéticos, o uso de inseticidas
botanicos foi gradativamente substituido. Mais tarde, os efeitos adversos da
quimica inseticida foram acoplados com o0s problemas ambientais, como
contaminacdo no solo e agua, residuos em alimentos e racfes como também
resisténcia a pragas. Logo se percebeu claramente que, os tipos de inseticidas
representavam um grande perigo para o ambiente, devido aos seus efeitos
residuais. Portanto, alguns dos termiticidas como o DDT, aldrin, dieldrin, e o

heptacloro foram proibidos, e iniciados estudos em busca de outros inseticidas
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menos persistentes. O uso continuo de termiticidas sintéticos para solo, bem
como para o tratamento das culturas, foi permitido até o presente momento por
causa da falta de qualquer substituto eficaz (ELANGO et al., 2012; KUMAR et al.,
2011).

A aplicacdo de extratos com compostos quimicos com acdo inseticida
extraidos de plantas tem algumas vantagens quando comparados com
substancias sintéticas: eles sao facilmente degradaveis, isto é, elas nao se
mantém em meio o ambiente e ndo deixam residuos nos produtos alimentares
adquiridos das lavouras (ROEL et al., 2010), que levam a revitalizacdo de
interesse crescente na utilizacdo de extratos de plantas. Mais de 2000 espécies
de plantas sdo conhecidas por possuir alguma atividade inseticida (D'INCAO et
al., 2012).

Segundo Dequech et al. (2008) uma alternativa para atenuar esses
problemas é a utilizacdo de aleloquimicos extraidos de plantas para o controle
de insetos-praga, de importancia na agricultura, € o uso de extratos preparados
a partir de plantas com propriedades inseticidas ativas aos insetos alvos.

Os produtos derivados de algumas plantas, inseticidas botanicos,
desenvolveram sua propria defesa quimica contra os insetos herbivoros, ao
longo de sua evolucao, sintetizando metabdlitos secundarios com propriedades
inseticidas, que apresentam atividade téxica ou repelente. Esses produtos
podem ser a propria matéria prima vegetal, normalmente macerada ou moida até
se obter o p6é da planta. Os inseticidas botanicos apresentam uma pequena
persisténcia no meio ambiente e uma baixa toxicidade aos consumidores a aos
aplicadores, quando comparados com o0s inseticidas sintéticos usualmente
utilizados nas lavouras convencionais encontradas atualmente (DEQUECH et al.,
2010).

Plantas e insetos experimentaram um longo periodo de interagcfes
reciprocas, principalmente como resultado de insetos fitéfagos consumirem
quantidades significativas de plantas. Para repelir ou incapacitar insetos, as
plantas sintetizam uma variedade de produtos quimicos de defesa amplamente
classificados como terpendides, compostos fendlicos e alcaloides. Muitos
extratos de plantas superiores e 0S seus compostos constituintes foram
avaliados contra pragas agricolas e domésticas para possiveis atividades letais,

propriedades repelentes e inibidoras de alimentagao (WALIWITIYA et al., 2012).
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Triterpenos fazem parte da familia de terpendides, um grupo extenso de
produtos naturais, que sao abundantes no reino vegetal. Estes compostos
possuem propriedades farmacologicas e que possivelmente sdo os causadores
da atividade inseticida causada nos insetos (MARTIN et al., 2011).

O que pode-se afirmar é que as plantas com propriedades medicinais
conhecidas sao largamente estudadas e caracterizadas devido ao seu uso na
farmacologia. As pesquisas destinadas a identificacdo de novas substancias
toxicas, a fim de controlar pragas agricolas, sdo constantes nas atividades
relacionadas ao gerenciamento e controle integrado de pragas hoje em dia. Em
muitos casos, as plantas tém uma histéria como medicamentos tradicionais ou
sdo usados para matar ou repelir insetos. Apesar dos varios estudos disponiveis
sobre os efeitos entomotoxico de extratos de diferentes espécies de plantas, a

sua aplicacdo ainda € incipiente (D'INCAO et al., 2012).

3.1.2 Jodina rhombifolia

7

A ordem Santalales é reconhecida como um grupo monofilético de
distribuicdo cosmopolita. Inclui cerca de 160 géneros e 2.200 espécies em
regides tropicais e temperadas. O sistema Angiosperm Phylogeny Group (APG
2003) em sua classificacdo reconhece cinco familias dentro Santalales:
Olacaceae, Loranthaceae, Misodendraceae, Opiliaceae, e Santalaceae sensu
lato (incluindo Viscaceae e Eremolepidaceae). As Santalaceae sdao encontradas
em ervas, arbustos, arvores ou epifitas, hemiparasitas aéreas ou de raizes, as
vezes espinescentes. As inflorescéncias ndo sao vistosas, encontram-se sésseis
ou pediceladas. Os frutos sédo do tipo baga, drupa ou nucula, com uma Uunica
semente ou raramente duas. No Brasil ocorrem 9 géneros e aproximadamente
80 espécies. Santalaceae tradicionalmente s&o relativamente comuns em
diversos ecossistemas brasileiros. Dentro desta familia existe o género Jodina
gue é nativo do Brasil (SOUZA; LORENZI, 2008; DER; NICKREND, 2008).

De acordo com Sobral et al. (2006), uma nova familia de Jodina
(Cervantesiaceae), a partir das espécies do Rio Grande do Sul foi considerada
como pertencente a familia Santalaceae e foi tratada, pelo autor, sob este nome,
no entanto, estudos filogenéticos recente corroboram desmembrado em trés

familias monofiléticas: Santalaceae e Cervantesiaceae Thesiaceae.
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A espécie Jodina rhombifolia Hook. & Arn, (Santalaceae) (ICN 168190 -
Herbario UFRGS) conhecida como cancorosa-de-trés-pontas, erva-cancorosa,
espinheira-de-trés-pontas ou apenas cancorosa, € uma arvoreta ornamental e
medicinal de copa densa e ramificada com aproximadamente de 2-4 metros de
altura. No sul do Brasil é nativa e encontrada principalmente nas matas dos
pinhais de Santa Catarina e na depressao central do RS sendo, contudo, rara.
Nativa também da Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai. Suas partes aéreas
sao utilizadas na medicina popular, principalmente para o tratamento de
problemas digestivos e, externamente, para curar Ulceras e outras doencas de
pele, como por exemplo, carcinoma, erupcdo cutanea ou polipose nasal
(D’AVILA, 1910; SIMOES et al., 1998).

Possui folhas simples, alternas, curto-pecioladas, grossas e coriaceas,
de forma romboédrica com um espinho em cada um dos seus trés angulos.
Inflorescéncias aglomeradas e curtas nas axilas das folhas, pequenas e
discretas na cor résea. O fruto € uma capsula drupacea, rugosa, deiscente,
dividida em 5 partes, cada um contendo uma semente (LORENZI; MATOS, 2002;
TORETTA; BASILIO, 2009). De acordo com a Flora Digital do Herbéario da
UFRGS (FLORA DIGITAL DO RIO GRANDE DO SUL, 2012) os meses de
floracdo de J. rhombifolia sdo em Marco e Novembro que é quando acontece a

frutificacéo junto com a floracéo.

Figura 1 - Jodina rhombifolia

A B c

A) partes aéreas. B) floragcdo. C) frutos
Fonte: Sombra de toro (2012)

Esta espécie é ocasionalmente cultivada como arvore ornamental. Suas

folhas e ramos sdo empregados na medicina caseira do sul do pais. Na forma de
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infusdo é utilizada contra resfriados e na forma de cozimento (decocc¢do) da
casca tem efeito adstringente contra disenteria. O p6 torrado das folhas é
aplicado contra ulceras crbnicas, carcinomas e outros ferimentos infectados
(MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000). Internamente € empregada contra problemas
estomacais e resfriados. Um estudo fotoquimico com os glicerideos do 6leo de
suas sementes indicou a presenca de acidos graxos acetilénicos.

Mesmo sendo uma planta eficiente em varios aspectos, ndo se tem
muitos registros de estudos realizados utilizando-a. Montanha et al. (2009)
realizaram estudos referentes a avaliacdo quimica e inibidora de ulceras de
extratos de J. rombifolia, mostrando que, os extratos hidroetandlicos inibem a
formacdo de Uulceras em 37,5% dos ratos tratados e também apresentaram
atividade ranitidina. Chiari et al. (2010) comprovaram atividade inibitéria da
tirosinase de 91 plantas nativas do centro de Argentina entre estas, foram
testados extratos de J. rhombifolia, apresentando um resultado de inibicdo
superior a 90% da atividade.

Ja, em outros estudos, Toretta e Basilio (2009) apresentaram resultados
referentes a dispersdo polinica e éxito reprodutivo de J. rhombifolia em um
bosque da Argentina, onde a espécie mostrou que o pélen foi encontrado nas
pecas bucais de insetos, mesmo ela sendo uma planta que floresce no inverno,
um periodo em que o0s insetos estdo em menor abundancia.

Soberon et al. (2007) testaram a atividade antibacteriana de plantas do
noroeste da Argentina usadas na medicina popular, com extratos aguosos e
alcoolicos. Todos os extratos alcoolicos mostraram atividade antibacteriana
contra as cepas testadas, sendo que, J. rhombifolia apresentou a maior
atividade.

No entanto, ndo existem relatos em estudos cientificos quanto a sua
atividade inseticida, utilizagdo para o manejo integrado de pragas, controle

biolégico e em nenhuma forma de extracdo de metabdlitos secundarios.
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3.2 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO (EFS)
3.2.1 Histoérico

O estado supercritico foi descrito pela primeira vez no ano de 1822, pelo
Bardo Gagniard de la Tour. Ele observou visualmente que os limites entre o gas
e o liquido desapareciam quando a temperatura de certos materiais era elevada
em um frasco fechado (TAYLOR, 1996).

Em 1869 T. H. Andrews determinou o ponto supercritico do gas
carbonico. Dez anos depois, em 1879, atribui-se a Hannay e Hogard (1879) a
descoberta de que o aumento simultdneo na pressao e na temperatura de certas
substancias quimicas aumentava sua solubilidade. Porém, as primeiras
aplicacbes industriais e analiticas somente ocorreram na década de 1970
(SIHVONEN et al., 1999).

Do ano de 1963 a 1972 o Instituto de Pesquisas de Krasnodar (URSS)
extrairam 80 plantas diferentes por este processo. A primeira planta industrial de
extracdo com dioxido de carbono supercritico foi instalada em 1978, para
descafeinizacdo de grados verdes de café (Kaffe HAG AG - Alemanha,
experimentos estes ampliados e melhor sistematizados por Buchner em 1906.
Entretanto, o uso em larga escala desta propriedade somente consolidou-se a
partir da segunda metade do século XX, inicialmente com o nome de gases
densos, fluidos pressurizados e, finalmente, fluidos supercriticos (LANCAS,
2002; CONTADO et al., 2009).

3.2.2 Fluido Supercritico e suas Propriedades

A Extracdo de Fluido Supercritico (EFS) € uma técnica amplamente
usada em processos de separacdo de produtos naturais, onde o solvente
normalmente utilizado ndo é toéxico, tal como dioxido de carbono (BARROSO et
al., 2011). Esta é uma das tecnologias que mais tem crescido nas ultimas
décadas, como alternativa para as tradicionais técnicas de extragdo de produtos
naturais (MUKHOPADHYAY, 2009).

Um fluido com condi¢cGes supercriticas é aquele que se apresenta acima

da temperatura critica (TC) e da pressédo critica (PC), simultaneamente,
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possuindo propriedades intermediarias Unicas entre o estado liquido e o gasoso.
O ponto critico € em funcdo apenas da natureza do fluidos (PEREIRA, 2009;
FILIPPIS, 2001). Apresentam menor viscosidade que os liquidos e maior
coeficiente de difusdo, permitindo uma maior eficiéncia nas extracdes. Além
disso, a densidade pode ser ajustada variando a pressdo e a temperatura,
proporcionando, assim, uma maior seletividade (GOMES, 2003).

A temperatura critica de um gas é aquela temperatura acima da qual ele
nao pode mais ser liqguefeito, ndo importando a quanto se eleve a pressao. A
pressao critica é definida como a pressdo acima da qual o gas ndo pode mais
ser liquefeito, ndo importando a quanto se diminua a temperatura. Nestas
condicdes, o gas comprimido apresenta elevada densidade (proxima de liquidos)
e baixa viscosidade (proxima a de gases) (LANCAS, 2002; SARTOR, 2009).

Figura 2 - Diagrama de fases do di6éxido de carbono
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Fonte: Filippis (2001)

Este diagrama, ilustrado acima, apresenta trés curvas: curvas de
sublimacéo, curva de fusdo e curva de ebulicdo. Estas curvas definem as regides
correspondentes ao estado gasoso, liquido e sélido. Os pontos pressao versus

temperatura ao longo da curva definem onde existe o equilibrio entre as duas
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fases. A curva definida pelos limites gas-liquido, denominada de pressédo de
vapor, termina num ponto, denominado ponto critico (TAYLOR, 1996).

Materiais apolares tém parametros criticos relativamente baixos (ex. COa:
TC = 31,04° C, PC = 73,8 bar), enquanto que compostos polares apresentam
elevados parametros criticos (ex: NHz: TC = 132,5° C, PC = 109,8 atm), sendo
uma caracteristica de cada substancia (TAYLOR, 1996).

Existem outros tipos de gases que sao utilizados como solventes por
apresentarem propriedades no estado supercritico, mas devido as razdes de
custo, perigo de explosdes, toxicidade, inflamabilidade e propriedades fisicas
adversas, poucos sao usados comercialmente (FILIPPIS, 2001). A tabela abaixo

mostra alguns exemplos de fluidos e suas caracteristicas quanto ao ponto critico.

Tabela 1 - Dados de pontos criticos (pressao, temperatura e densidade) para algumas
substancias

Substancia P . (bar) T.(°C) dc (g/mL)
H,O 221 374 0,322
Etano 49 32 0,207
CO, 73,8 31,0 0,467

Fonte: National Institute of Standards and Technology - NIST (2012)

Um sistema basico de EFS opera com um reservatério de CO,, um
trocador de calor para refrigeracédo do CO, (P1), uma bomba de alta pressao, um
permutador de calor para aquecer o solvente até a temperatura de extracdo (P2),
uma célula de extracdo e um restritor. O solvente extrator, apds atingir as
condi¢bes supercriticas, passa pela célula de extracdo onde contém a amostra e
a mistura resultante e vai até o restritor onde o fluido € despressurizado. O
solvente extrator € eliminado por descompressdo até alcancar temperatura
ambiente (GOMES, 2003).
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Figura 3 - Sistema de extracdo com fluidos supercriticos
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Os mecanismos deste dispositivo experimental extrator sdo formados por
uma bomba de deslocamento positivo (Thar P-200, USA) para a liberacdo de
solvente (20-200 g/min), um vaso de extracdo de 500 pL que opera a alta
pressao e um frasco separador. O vaso de extracdo € suprido com uma jaqueta
de aquecimento e um controlador de temperatura automatizado. As resisténcias
elétricas sdo utilizadas ao longo do vaso de extracdo com a funcdo de manter a
temperatura constante na secdo de extracdo. A manutencdo de uma liberacao
constante e estacionaria do solvente é garantida pela bomba que tem seu
cabecote resfriado. A vazdo do solvente é medida por medidor de fluxo, 1-300
g/min (Thar 06618-2, EUA). A valvula micrométrica € usada para controlar o fluxo
de solvente através do equipamento, regulando a pressdo no vaso de extracao.
As resisténcias elétricas com controle de temperatura também séo utilizadas no
entorno desta valvula para evitar o congelamento do solvente na etapa de
despressurizacdo. No extrator, a pressao € monitorada pelo transdutor com uma
precisdo de £1,0 bar. O controlador de temperatura € conectado a termopares
(PT-100, com uma precisédo de 0.5 K). O didmetro do vaso cilindrico, a altura do
leito e o volume do extrator séo, respectivamente, 0,13 m; 0,06 m e 0,000367 m3.
A pureza do solvente CO; liquido usado nas extracdes é de 99,9% (Air Products)
e a taxa de solvente utilizada é de 6,667x10™ kg/s (BRUN, 2010; GOMES, 2003;
FILIPPIS, 2001).
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3.2.3 Vantagens e Desvantagens da EFS

EFS-CO, tem sido amplamente aplicado no setor agricola e campos de
alimentos durante os ultimos 20 anos devido ao aumento do interesse por novos
processos de separacdo em alimentos e campos de cosméticos e farmacéuticos
(SPANOS; CHEN; SCHWARTZ, 1993).

Este € um método de separacdo e purificacdo que apresenta vantagens
quando comparada aos meétodos tradicionais entre elas a nao producédo de
residuos, quando se utiliza como solvente o dioxido de carbono (CO2), o que tem
despertado o interesse industrial por esta operacdo unitaria, classificada como
uma tecnologia mais limpa. Devido as suas caracteristicas apresenta muitos
beneficios para a extracdo de produtos naturais a partir de materiais. O fluido é
estavel e é ambientalmente seguro porque nenhum residuo € produzido
(AMBROSINO et al., 1999; BRUN, 2010).

Usando CO2 como solvente, é possivel afirmar que seu uso é limpo,
seguro, barato, ndo inflaméavel, atéxico e ndo poluente. Tem sido amplamente
utilizado na extracdo de principios ativos presentes em plantas, visto que o
solvente universal no caso da extracdo supercritica. O CO2 apresenta inumeras
vantagens em relagcao aos solventes organicos tradicionais usados em processos
de extracdo, sendo que sua ndo toxicidade é uma propriedade fundamental
quando se trata de produtos naturais (BRUN, 2010; FILIPPIS, 2001). Além disso,
0 custo da energia associada a esta técnica de extracdo € menor do que o custo
com meétodos de extragdo com solventes tradicionais. Porém, esta técnica é
eficiente em escala laboratorial, devido aos altos custos de instalacéo, operagao
e manutencdo em escala industrial (SARTOR, 2009).

O solvente de extracdo de CO, tem uma forte seletividade lipofilica, e
substancias polares, tais como organicas e sais inorganicos, acucares,
aminoacidos, glicosideos, saponinas, taninos, e fosfolipidios sdo completamente
insoluveis, assim como os polimeros, tais como proteinas, polissacarideos, e
politerpenos. Isto oferece uma vantagem de obtencdo de um extrato que é
virtualmente livre destas substancias e, portanto, de seletividade na extracdo
(REVERCHON; OSSEO; GORGOGLIONE, 1994).
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4 ARTIGO: AVALIACAO DO EFEITO TOXICO DE EXTRATOS DE PLANTAS
MEDICINAIS OBTIDOS POR DIFERENTES METODOS DE EXTRAC AO NO
CONTROLE BIOLOGICO DAS LAGARTAS DE SPODOPTERA
FRUGIPERDA (J.E. SMITH, 1979) (LEPIDOPTERA, NOCTUIDAE) *
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Resumo: Spodoptera frugiperda é uma praga polifaga, conhecida na cultura do
milho como lagarta-do-cartucho-do-milho. Esse inseto-praga de importancia
agricola tem sido controlado com inseticidas sintéticos, que podem causar
elevados impactos ambientais. Extratos vegetais podem contribuir na producao
de inseticidas botanicos, pelo efeito toxico que causam. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a toxicidade de dez plantas medicinais, e a concentragcdo letal média
(CL) frente a lagartas de S. frugiperda. As plantas foram coletas em S&o
Leopoldo/RS e no preparo dos extratos vegetais, utilizou-se agua esterilizada em
temperatura ambiente, decoccao, etanol 70% e extracdo com CO, supercritico a
40°C e 100, 150 e 250 bar. Os bioensaios foram divididos em triagem das
plantas medicinais através de efeito agudo com o0s extratos convencionais,
aplicacdo da extracdo supercritica na planta selecionada, seguido de
fracionamento com cromatografia de coluna seca e determinacdo da CLsy do
extrato selecionado. Nos resultados da triagem de plantas, os extratos com agua
nado se mostraram eficientes, j& com etanol 70% Jodina rhombifolia apresentou
31% de mortalidade corrigida (MC). Os resultados dos extratos supercriticos se
mostraram significativos para 250 bar, atingindo 97% de MC (CLso 0.00472). Os
resultados do fracionamento do extrato sugerem que a eficiéncia da planta no
controle da lagarta esta relacionada ao efeito de sinergismo. Conclui-se que J.
rhombifolia é eficiente para o controle de S. frugiperda.

Palavras-chave: Jodina rhombifolia, plantas medicinais, extracdo supercritica,
controle biolégico.

Abstract: Spodoptera frugiperda is a polyphagous pest in corn known as fall
armyworm. This insect pest of agricultural importance has been controlled with
synthetic insecticides, which can cause high environmental impacts. Plant
extracts may contribute to the production of botanical insecticides, for the toxic
effect they cause. The aim of this study was to evaluate the toxicity of ten
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medicinal plants, and the mean lethal concentration (LCso) to the larvae of S.
frugiperda. Plants were collected in Sdo Leopoldo / RS and for the preparation of
the plant extracts, three solvents were used: sterile water at room temperature,
decoction, and 70% ethanol extraction with supercritical CO, at 40°C and 100,
150 and 250 bar. Bioassays were divided into screening of medicinal plants
through acute effect with conventional extracts, application of supercritical
extraction from the selected plant followed by fractionation with dry column
chromatography and determination of lethal concentration (LC) of the selected
extract. The results of the plants screening showed that none of the extracts with
water were efficient. On the other hand, Jodina rhombifolia with 70% ethanol
showed 31% of corrected mortality (CM). The results of the supercritical extracts
were significant at 250 bar, reaching 97% CM (LCso 0.00472). The result of
fractionation of the extract suggests that plant efficiency in controlling the fall
armyworm is related to the effect of synergism. It is concluded that J. rhombifolia
is effective for the control of S. frugiperda.

Keywords: Jodina rhombifolia, medicinal plants, supercritical extraction,
biocontrol.

4.1 INTRODUCAO

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera, Noctuidae)
popularmente conhecida como lagarta-do-cartucho-do-milho, constitui-se de uma
praga de importancia agricola, ndo somente pelos danos provocados nas
lavouras, como desfolhamentos das plantas e perda de producdo, mas também
pela dificuldade de seu controle que é realizado com o uso de inseticidas
quimicos (SANTIAGO et al., 2007; RODRIGUES et al., 2008; STORER et al.,
2012). O controle quimico com agrotéxicos ndo seletivos e sem a rotacdo de
produtos do mesmo género, pode causar desequilibrios mediante a eliminacéo
de insetos benéficos as lavouras (BRITTAIN; POTTS, 2010), explosdes
populacionais de pragas e a perda de eficacia de inseticidas mediante a selecéo
natural de linhagens de insetos resistentes a estes compostos (MUNIZ et al.,
2008; BORGONI; VENDRAMIM, 2003; BELAY et al.,, 2009). Na busca de
alternativas a estes problemas, existe um interesse crescente em produtos
naturais toxicos de plantas (ELANGO et al., 2012). O emprego de substancias
inseticidas extraidas de plantas tem inameras vantagens, quando comparado
com o uso de sintéticos como a baixa toxicidade ao meio ambiente e por ser
ponto de partida para a sintese de novos produtos (HOLZ et al., 2008).

As plantas medicinais sdo uma fonte de compostos quimicos que servem

como alternativa no controle de agentes causadores de danos em lavouras. Elas
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tém sido relatadas por mostrar atividades bioativas, como inseticidas, antifungica
e nematicida. Muitos trabalhos tém estudado os extratos de plantas ou
fitoquimicos como fontes potenciais de controle bioldgico (SEO; PARK, 2012).
Os compostos responsaveis por realizar este controle sado produtos do
metabolismo secundario das plantas (MANN, 1995; CAVALCANTE; CARRANO;
DIAS, 2006) que estdo relacionados com mecanismos de defesa das plantas
(COLEY; BARONE, 1996; HOCHULI, 2001; CATEHOUSE, 2002). Os efeitos séo
variaveis podendo apresentar mortalidade aguda, repeléncia, infertilidade de
machos e fémeas, modificar o comportamento de vida, o desenvolvimento ou
reduzir a alimentacdo da lagarta (MOREIRA et al., 2004).

Neste contexto ha um aumento significativo na busca por inseticidas
alternativos que causem menores impactos nas comunidades biolégicas
existentes nas lavouras, assim como a reducao dos fatores contaminantes dos
produtos gerados destas lavouras e dos aplicadores de inseticidas sintéticos.

A extracdo com fluido supercritico (EFS) € um potencial método para
auxiliar na busca por estas moléculas ativas nas plantas medicinais, esta em
conformidade com os principios da Quimica Verde e tem vantagens ao extrair
compostos bioativos a partir de uma matriz natural. Em particular, a utilizacéo de
CO, supercritico como solvente, permite a extracdo em condi¢cdes de
temperatura critica (31°C) e pressado (71 bar) evitando assim a degradacao
térmica dos compostos extraidos (MARTIN et al. 2011). No entanto, este método
ainda ndo é explorado suficientemente com fins de produtos para controle
bioldgico.

Neste sentido, foi verificada a importancia do uso de plantas medicinais
para o controle de pragas de lavouras, como uma alternativa natural para
resolver este problema. O objetivo deste trabalho foi avaliar os extratos vegetais
de dez plantas, consideradas popularmente como medicinais no sul do Brasil,
através de meétodos de extracdo convencionais e por extracdo supercritica,

visando sua aplicacdo no controle biologico de lagartas de S. frugiperda.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Material Vegetal

No presente estudo foram utilizadas as partes aéreas (folhas) (Tabela 2),
de nove plantas para realizar uma triagem inicial do potencial pesticida das
mesmas. Todas as plantas foram coletadas no Municipio de Sao Leopoldo/RS,
de localizacdo geogréafica Latitude: 29° 45" 39" Leste; Longitude: 51° 08’ 50"
Oeste. As coletas foram realizadas na parte da manha, em dias sol, nao
antecedidos de chuva para minimizar a interferéncia dos fatores ambientais na

composic¢ao quimica existes nos tecidos das plantas.

Tabela 2 - Plantas medicinais utilizadas nos bioensaios com lagartas de Spodoptera

frugiperda
Nome Comum Nome Cientifico Familia Principio Ativo
Babosa Aloe sp. Aloeaceae Antracénicos
Guaco Mikania sp. Asteraceae Polifendis e taninos
Cha-de-Bugre Caseatria sylvestris Flacourtiaceae Flavonas e saponinas
Jambolao Syzygium cumini Myrtaceae Fenilpropanoides
Boldo-rasteiro  Plectranthus neochilus Lamiaceae Quinonas
Cancorosa Jodina rombipholia Santalaceae Polifendis
Pariparoba Piper umbellatum Piperaceae Fendis e esteroides
Alcanfor Artemisia camphorata Asteraceae Terpenos volateis
Quebra-pedra Phyllanthus niruri Euphorbiaceae =~ Saponinas e terpenos

Fonte : Simd@es et al. (2007), Lopes, Ritter e Rates (2009), Pinto et al. (2005)
e Ferrante et al. (2007)

4.2.2 Extratos

4.2.2.1 Extratos Brutos

As folhas das 9 plantas medicinais utilizadas neste estudo (Tabela 2)
foram maceradas com nitrogénio liquido (-196°C) a fim de se obter um pd. Apés
a maceracao, este po foi suspenso em tubo do tipo Falcon na proporcao de 1g
de pé para 5 mL de solvente (1w:5v). Os solventes utilizados para as extracdes
foram: i) agua destilada autoclavada a temperatura ambiente; ii) agua destilada
autoclavada quente por decoccéo (80°C por 30 min); iii) etanol na concentracao

de 70% em temperatura ambiente. Estes foram armazenados por 24 horas a 4°C
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e posteriormente filtrados em papel filtro esterelizado. Os extratos brutos obtidos
foram armazenados em microtubos de 1 mL e mantidos sob congelamento a
-18°C.

4.2.2.2 Extracdo Supercritica

O processo de extragcdo supercritica, com CO, como solvente, foi
utilizado para a obtencdo dos extratos de J. rhombifolia apds a realizacdo dos
ensaios agudos e a selecdo da mesma. A matéria-prima utilizada consiste no po
das folhas secas a 50°C por 48 horas em estufa, apds a secagem das folhas foi
feita a moagem com triturador para obtencdo do p6. Uma quantidade de 150g foi
usada para realizar a extracdo em uma unidade piloto automatizada,
desenvolvida para trabalhar com CO;, em condi¢cdo supercritica, que se encontra
no Laboratério de Operacdes Unitarias da Pontificia Universidade Catdlica do
Rio Grande do Sul - PUCRS, Porto Alegre. ApGs a extracdo supercritica foram
obtidos os extratos coletados nas condicbes de temperatura igual a 40°C e
pressdo de 100, 150 e 250 bar, sem a utilizacdo de co-solventes. A massa
resultante do processo foi diluida em acetona na proporcdo de 1:2 g/mL e

mantida em frascos do tipo Scotch a 4°C.

4.2.3 Insetos

As coldnias de insetos da espécie S. frugiperda, oriundas das culturas do
milho e arroz, se encontram estabelecidas em condi¢des controladas na Sala de
Criacdo de Insetos, no Laboratério de Microbiologia e Toxicologia da
Universidade do Vale do Rio dos Sinos — UNISINOS, Sao Leopoldo — RS.
Durante todas as fases do ciclo de vida, a espécie se mantém em sala
climatizada a temperatura aproximada de 25°C, fotofase de 12 horas e 60% de

umidade relativa (U.R.) do ar.
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4.2.4 Bioensaios

4.2.4.1 Toxicidade Aguda: Triagem de Plantas

Nos ensaios de toxicidade aguda dos 9 extratos das plantas medicinais
foram utilizadas lagartas de 2° instar acondicionadas individualmente em 15
placas de acrilico, de 35 mm de didmetro, contendo dieta artificial de Poitout,
onde foram aplicados 100 pL dos extratos. Cada experiemnto foi realizado em
triplicata, totalizando 45 lagartas por tratamento, sendo na testemunha o extrato
substituido por agua destilada autoclavada e outro pelo solvente (agua, etanol
70% ou acetona). Os bioensaios foram mantidos em cameras do tipo Biological
Oxygen Demand (B.O.D.) (25°C, 12 h fotofase e U.R. 60%) e observados num

periodo de 7 dias para avaliacdo dos efeitos agudos.

4.2.4.2 Toxicidade Aguda dos Extratos por Fluido Supercritico (EFS)

Nos ensaios de toxicidade aguda dos extratos de Jodina rhombifolia com
CO;, supercritico foram utilizadas lagartas de 2° instar acondicionadas
individualmente em placas de acrilico de 35 mm contendo dieta artificial de
Poitout onde foram aplicados 100 pL dos extratos. Cada tratamento foi
constituido por 15 insetos e realizados em triplicata, sendo no controle o extrato
substituido pelo solvente acetona e outro com agua esterilizada. Os bioensaios
foram mantidos em cameras do tipo B.O.D (25°C, 12 hrs fotofase e UR 60%) e

observados durante 7 dias para avaliacdo dos efeitos agudos.

4.2.4.3 Concentracgao Letal (CLsg, CL79 € CLgo) do extrato a 250 bar

Para os ensaios de concentragao letal (CL) foram utilizadas lagartas de
2° instar. Estas foram mantidas individualmente em 15 placas de acrilico (35 mm
de diametro), contendo a dieta artificial especifica de Poitout, onde foram
aplicados 100 pL dos extratos. Os tratamentos foram obtidos através de diluicéo
seriada, reduzindo a massa a metade da solugdo mée (100; 50; 25; 12,5; 6,25;
3,125; 1,5625 e 0,78125%). O controle foi substituido por agua destilada

esterilizada e outro utilizando o solvente acetona. Ao final do bioensaio, 45
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lagartas foram utilizadas por tratamento, em triplicata totalizando 135. Os
experimentos foram mantidos em incubadora do tipo B.O.D., (25°C, 12 h de
fotofase e U.R. 60%). A mortalidade foi avaliada diariamente durante 7 dias apos

a aplicacao dos tratamentos.

4.2.4.4 Toxicidade Aguda dos Extratos Fracionados

Os bioensaios para avaliacdo da toxicidade dos extratos fracionados
foram realizados utilizando lagartas de 2° instar acondicionadas em 10 placas de
acrilico de 35 mm contendo dieta artificial de Poitout. Sobre as placas foram
aplicados 100 pL de extrato por tratamento. Para este bioensaio, 0s extratos
utilizados foram as fracées de 250 bar supercritico gerados da cromatografia de
coluna seca. Os extratos foram divididos em fracbes sendo a fracdo 1
denominada de F1 e assim sucessivamente para as 5 fraces (F1, F2, F3, F4 e
F5). A diluicdo dos extratos foi feita com acetona pura. Os tratamentos controle
foram feitos com &gua esterilizada e outro com o solvente utilizado. Os
bioensaios foram mantidos em camara climatizada do tipo B.O.D., (25°C, 12 hrs
de fotofase e U.R. 60%) e avaliados durante 7 dias ap0s a aplicacdo dos

tratamentos.

4.2.5 Fracionamento dos Extratos Supercriticos

4.2.5.1 Cromatografia em Coluna Seca (CCS)

Na coluna foram colocados aproximadamente 50 g de silica gel 60 (0.063
— 0.200 mm Merck). Antes dos extratos, foram colocados os solventes puros e
apos, os solventes novamente para a elui¢cdo. Foi utilizado o solvente acetato de
etila para o fracionamento de compostos apolares e o solvente hexano para o
fracionamento de compostos polares. Deste procedimento foram gerados 5
frascos (dois apolares e trés polares) contendo fracdes diferentes (F1, F2, F3, F4
e F5) que, com o auxilio de um Rotavapor (Blichi R-114), foram concentrados,
pesados e diluidos em acetona para aplicacdo nos bioensaios.
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4.2.6 Andlises Estatisticas

A mortalidade obtida a partir dos bioensaios foi corrigida pela férmula de
Abbott (1925) gerando assim os resultados de mortalidade corrigida (MC). Os
resultados dos testes de toxicidade aguda foram submetidos a ANOVA One Way
e as médias comparadas por Tukey a 5% de probabilidade com o programa
estatistico SISTAT 13. Os indices de mortalidade para os diferentes tratamentos
foram comparados pela Analise de Probit de acordo com Finney (1971) e para a
determinacdo das doses letais, causando 90%, 70% e 50% de eficacia, em

intervalos de confianca de 95%.

4.3 RESULTADOS

4.4 TRIAGEM DE PLANTAS: EXTRATOS BRUTOS

Nos bioensaios de efeito agudo dos extratos preparados com agua fria e
quente (temperatura ambiente e decocc¢ao) verificou-se que nao houve
resultados significativos para a mortalidade da praga alvo em relagcdo ao
controle, devido a baixa mortalidade que as dez plantas causaram. A planta que
apresentou maior mortalidade com agua fria foi a Babosa (Aloe sp.) tendo MC =
17% e p= 0,167. Nos testes com agua quente, a planta que apresentou maior
mortalidade foi o Cha-de-brugre (Casearia sylvestris), tendo MC = 15% e p=
0,349, no periodo de avaliagdo (7 dias). Estes resultados ndo sdo considerados
positivos para indicacdo de manejo integrado de pragas.

As mortalidades corrigidas dos bioensaios realizados com extratos
alcodlicos a 70% de todas as plantas sdo apresentadas na Figura 4a, onde
Cancorosa (J. rhombifolia) apresentou maior eficiéncia, com MC = 31% nos
bioensaios. A analise de variancia (Figura 4b) apresenta o valor de p < 0,009, em
relacdo ao tratamento controle. As demais plantas apresentaram mortalidades
inferiores a 15%, no periodo de avaliacdo (7 dias). O controle de agua
esterilizada se manteve dentro do limite aceitavel de 10%.
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Figura 4 - Eficiéncia dos extratos brutos frente a S. frugiperda
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b) Tratamentos

a). Mortalidade Corrigida (MC) em raiz quadrada, dos extratos alcodlicos a 70%, das
dez plantas medicinais frente a Spodoptera frugiperda

b). Andlise de variancia dos extratos alcodlicos das dez plantas (p < 0,009). (CTR agua)
controle de 4gua; (CTR et) controle de etanol; (T1) Aloe sp; (T2) Artemisia camphorata;
(T3) Casearia sylvestris; (T4) Jodina rhombifolia; (T5) Mikania sp.; (T6) Phyllanthus
niuri; (T7) Plectranthus neochilus; (T8) Piper umbellatum; (T9) Syzygium cumini.
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4.4.1 Extracdo Supercritica com J.rhombifolia

Os resultados obtidos a partir dos bioensaios de efeito agudo dos
extratos supercriticos de J. rhombifolia (Figura 5a) mostraram que 0 mais
eficiente foi com a extracdo a 250 bar, apresentando 97% de mortalidade
corrigida em comparacdo aos extratos a 100 e 150 bar, que apresentaram 92 e
95% respectivamente. A analise de variancia (Figura 5b) apresentou resultados
significativos com p= 0,001 e o controle de acetona e agua esterilizada se

mantiveram dentro do limite aceitavel de 10% nos dois testes.

Figura 5 - Eficiéncia dos extratos supercritico de J. rhombifolia frente a S. frugiperda

100%
90% 97%
209, 92 95%

70% .o
60%
50% = MC
40%
30%
20%

10%
O‘V: o - l

CTR4gua CTRac 100 bar 150bar 250 bar

Mortalidade Corrigida (MC)

i

HH

_,
]
I
|

Mortalidade (Log)
[
|

0.0
CTR T T2 T3

b) Tratamentos

a) Mortalidade Corrigida (MC) e porcentagem (%) total de lagartas mortas dos extratos
feitos por extragdo supercritica a 100 bar, 150 bar e 250 bar. (CTR agua) tratamento
controle com agua; (CTR ac) tratamento controle com acetona,;

b) Analise de variancia (valor em Log) dos extratos feitos por extracao supercritica a
100 bar (T1), 150 bar (T2) e 250 bar (T3) frente a Spodoptera frugiperda. (CTR) controle
com solvente acetona (p = 0,001).



a7

4.4.2 Concentragao Letal dos Extratos Supercriticos de J. Rhombifolia

A concentracao letal (CL) do extrato obtido a 250 bar (Tabela 3) foi
determinada para 90, 70 e 50% de mortalidade de S. frugiperda. A CL foi
realizada com estas consideracdes de extracao (40°C e 250 bar) que apresentou
maior mortalidade corrigida nos bioensaios de efeito agudo com o0s extratos
supercriticos e a determinacdo da CL foi analisada até o segundo dia de
tratamento. Os resultados mostraram que ha uma equivaléncia entre massa e
porcentagem de mortalidade. Quanto maior a massa do extrato, a 250 bar, maior
a porcentagem de mortalidade da praga alvo, onde a CLgo= 0.03973, CL7o=
0.01129 e CLso= 0.00472.

Tabela 3 - Concentracao Letal dos extratos de J. rhombifolia obtidos por extracéo
Supercritica frente as lagartas de S. frugiperda.

Concentracdo Letal (CL) do extrato a 250 bar com CO, supercritico
(g/mL) (1C 95 %: LI-LS)

250 bar
Clgo 0.03973

(0.02394 — 0.09232)
ClLyo 0.01129

(0.00783 - 0.01767)
CLs, 0.00472

(0.00298 —0.0682)

IC — Intervalo de Confianca: LI= Limite Inferior; LS= Limite Superior.

O valor da mortalidade de S. frugiperda de cada tratamento da
concentracdao letal foi calculado utilizando o total de individuos mortos para cada
uma das diluicbes seriadas. Na Figura 6, pode ser observado que os extratos a
250 bar diluidos a 100 e 50% apresentaram 100% de mortalidade e a
mortalidade mais baixa foi encontrada na diluicdo 1,5625% que apresentou
31,1%.
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Figura 6 - Eficiéncia dos extratos diluidos de J. rhombifolia frente a S. frugiperda
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Mortalidade total em porcentagem (%) de S. frugiperda em relacdo a massa
resultante das diluicbes seriadas da CL do extrato a 250 bar. (D1) 100%:
0,08733 g/mL; (D2) 50%: 0,04366 g/mL; (D3) 25%: 0,02183 g/mL; (D4) 12,5%:
0,01091 g/mL; (D5) 6,25%: 0,00545 g/mL; (D6) 3,125%: 0,00279 g/mL; (D7)
1,5625%: 0,00136 g/mL.

4.4.3 Fracionamento com CCS dos extratos a 250 bar de J. rhombifolia

Todas as fracdes dos extratos a 250 bar apresentaram uma mortalidade
de 100%. Os controles de acetona e agua esterilizada se mantiveram dentro do
limite aceitavel de 10%. Na tabela 4, pode ser observado que as fracdes F2, F4 e
F5 causaram mortalidade dentro das primeiras 24 horas e as fracbes F1 e F3

causaram mortalidade no periodo de avaliacéao (7 dias).

Tabela 4 - Mortalidade total das fracbes em relacdo aos dias de exposicdo ao tratamento

Dias/ Fragdes CTRagua CTRac F1 F2 F3 F4 F5

12 dia 0 0 0 10 3 10 10
22 dia 0 1 2 - ] - -
32 dia 0 - b - 10 - -
42 dia Sabado - - - - - -
52 dia Domingo - - - - - -
62 dia 0 - 10 - - - -
72 dia 0 - - - - - -

(-) ndo avaliado; CTR agua: tratamento controle de 4gua; CTR ac: tratamento controle
de acetona; (F1) fracéo 1; (F2) fracdo 2; (F3) fracéo 3; (F4) fracdo 4 e (F5) fracédo 5
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4.5 DISCUSSAO

As plantas tém sido usadas comumente como uma fonte de moléculas
ativas para medicina popular, repelente de insetos, cosmeéticos, pigmentos,
sendo uma pratica muito difundida no mundo. Entre os agentes quimicos
encontrados nas plantas, ha muitas substancias que estdo sendo empregadas
atualmente pelas populagbes humanas, para o tratamento de varios tipos de
doencas. No entanto, 0 uso destes extratos para o controle bildégico de pragas de
lavouras é uma técnica pouco empregada. Sabe-se que os extratos vegetais
podem apresentar atividade tOxica contra insetos, pois com a ameaca continua
de diferentes insetos fitdfagos nas lavouras, as plantas desenvolveram um
arsenal de estratégias de defesa (GULL et al., 2012; SILVEIRA e SA; LEITE;
ALMEIDA, 2012; VANDENBORRE et al., 2011).

Nos bioensaios dos extratos das dez plantas medicinais com etanol a
70% foi possivel verificar uma maior eficiéncia no controle de S. frugiperda em
comparacdo aos métodos de extracdo com agua, que apresentaram baixa
mortalidade. O etanol possui uma polaridade mais baixa em relacdo a agua, o
que pode explicar a extracdo de parte dos compostos apolares neste extrato. As
plantas J. rhombifolia e U. dioica apresentaram maior atividade (Tabela 1) para o
controle de S. frugiperda. Estas plantas sdo ricas em compostos como polifenois
e flavonoides. Nencu et al. (2012) realizaram estudos preliminares sobre o uso
terapéutico de U. dioica e encontraram uma predominancia destes dois
compostos em suas partes aéreas. Analise cromatografica dos compostos ativos
dos extratos aquosos e hidroetandlicos das folhas de J. rhombifolia, Montanha et
al. (2009) revelaram a predominancia de flavonoides e C-glycosylflavonoides.
Em estudos sobre a superexpressao de polifenol oxidase de tomateiros, Mahanil
et al. (2008) sugeriram que tal superexpressdo deste composto aumenta a
resisténcia da planta frente as lagartas de Spodoptera litura. Em estudos com
polifendis, Isayama et al. (2011) mostraram que alguns polifendis, presentes nas
folhas do morangueiro, sdo responsaveis pelos efeitos inibidores sobre a
atividade inseticida de uma planta Bt (Bacillus thuringiensis) em S. litura. Ja em
relacdo aos flavonoides, estudos recentes realizados por Jadhav et al. (2012),
evidenciaram que ha um efeito significativo de flavonoides sobre a inibicdo do

crescimento das lagartas de Helicoperva armigera. Todos estes estudos sao
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relacionados a algum tipo de agricultura que utiliza recursos de controle
biolégicos para o combate de lepidopteros praga, que, no caso do presente
estudo, podem ser comparados quanto a eficiéncia dos compostos ativos
presentes nos tecidos vegetais das plantas testadas e relatados pelos autores
citados .

A mortalidade corrigida do extrato alcodlico de Urtiga (U. dioica)
apresentou resultado mais significativo do que Cancorosa (J. rhombifolia). A
escolha de J. rhombifolia para realizar a extragdo supercritica foi baseada no
fato que para esta planta ainda ndo foram feitos registros cientificos do seu
potencial toxico para o controle de Lepidopteros e na facilidade de obter folhas
do campo de coletas.

O extrato supercritico € amplamente empregado nos processos de
extracdo de compostos de origem vegetal e influenciado pelas condi¢des
operacionais (BARROSO et al., 2011). Os resultados obtidos de mortalidade
corrigida de S. frugiperda com o extrato supercritico (Figura 4a) apresentaram
maior eficiéncia a 250 bar (97% - CLso= 0.00472) do que 100 e 150 bar (92 e
95%), porque quanto maior a pressdo durante a extracdo, maior serd o tamanho
das moléculas extraidas e estas podem apresentar uma menor polaridade.
Corroborando com o fato de o etanol também ter sido mais eficiente na triagem.
Este método de extracdo a 40°C e 250 bar foi selecionado a partir destes
resultados para os testes de concentracao letal e fracionamento dos extratos. No
estudo de Pavavela et al. (2008) foi empregada a extracdo supercritica de
Camomila (Tanacetum parthenium) para o controle de S. littoralis mostrando que
0s extratos tiveram reacdo inibidora de alimentacdo e inibidor de crescimento
com dose letal de 0,53 pL/g e este foi sugerido por possuir potencial inseticida.

Os bioensaios com o extrato a 250 bar fracionado com cromatografia em
coluna seca foram realizados para avaliar os efeitos sinergéticos ou antagbénicos
causadores da mortalidade das lagartas. O extrato fracionado a 250 bar
apresentou mortalidade igual em todas as fracbes (Tabela 4), sendo este, um
indicativo de sinergismo. Este efeito causado na mistura do extrato € sugerido
para explicar a sua alta eficiéncia. Assim como Martin et al. (2011) sugeriu o
mesmo efeito quando realizaram estudos utilizando extrato supercritico de
Artemisia absinthium para o controle de Spodoptera littoralis e outras duas

espécies de pulgdes. Os extratos supercriticos foram consideravelmente mais
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ativos contra S. littoralis. Quase todos os extratos supercriticos exibiram uma
atividade inibidora de alimentacdo superior a 80% e a atividade bioldgica destes
extratos variou de acordo com a sua composicao.

A massa total resultante dos extratos a 250 bar obtidos na extracéo
supercritica e utilizada nos bioensaios foi de 0,2483 mg/mL. O produto Arrivo
200 EC é um inseticida do grupo dos piretréides que age por contato e ingestao
proporcionando um efeito de repeléncia. Atua no sistema nervoso central da
praga bloqueando a transmissdo de impulsos nervosos (RURAL CENTRO,
2012). De acordo com a bula deste produto, séo utilizadas 200 g de Cipermetrina
(ingrediente ativo sintético contra S. frugiperda) por litro de emulsionaveis para
10 litros de agua em aplicacédo nas lavouras (ha). Os boletins de recomendacéo
técnica da quantidade de Cipermetrina necessaria para o controle de 50% de S.
frugiperda para milho (FEPAGRO, 2009) é de 80 mg/mL e para arroz (SOSBAI,
2012) é de 75 mg/mL.

O extrato supercritico possui uma maior concentracdo de compostos que
0s extratos brutos convencionais. Quando diluido e a massa por mL reduzida,
este pode estar com seus valores proximos aos extratos brutos, confirmando que
a extracdo supercritica apresenta vantagens quando comparadas a outros
meétodos de extracao.

Os bioinseticidas podem ser eficazes, seletivos, biodegradaveis, com
pouca ou nenhuma resisténcia pela praga e nenhuma toxicidade para o
ambiente. O uso comum de extratos vegetais na medicina popular significa que
as substancias contidas nos extratos podem ser seguras para o ambiente. No
entanto, mais estudos precisam ser realizados para identificar os compostos
ativos e avaliar o custo, a eficacia e a rentabilidade destes extratos contra a
grande variedade de pragas e a favor da grande variedade de inimigos naturais
encontrados nas lavouras de producdes agricolas.

4.6 CONCLUSOES

Baseado nos presentes resultados € possivel concluir-se que os extratos
supercriticos com diéxido de carbono, a partir de J. rhombifolia, tém efeito toxico
agudo contra S. frugiperda sob as condi¢cbes de exposi¢cdo, principalmente o

extrato a 250 bar que apresentou eficiéncia em todos os testes realizados. Por
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conseguinte, estes extratos podem ser usados como inseticidas naturais
eficientes contra a praga alvo do presente trabalho (estudos sobre insetos

polinizadores devem ser realizados).
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados positivos dos testes de toxicidade aguda conferem a
Jodina rhombifolia uma alternativa promissora para o controle das lagartas de
Spodoptera frugiperda. O controle biol6gico, mesmo sendo muito conhecido no
mundo, ainda é pouco utilizado quando se refere ao uso de plantas como
ferramenta de controle das pragas agricolas. S&8o necessarias grandes
quantidades de material vegetal (folhas) para realizar a extragdo por método
convencional, onde o rendimento de extrato e a concentracdo de compostos,
neste método de extragdo, sdo muito baixos. Em comparacdo ao método de
extracdo por fluido supercritico (EFS) que realiza tal extracdo com uma
quantidade moderada de material vegetal e o rendimento e concentracdo de
compostos quimicos é maior.

Através deste trabalho, podemos evidenciar que a extracdo supercritica €
um método eficiente e que pode ser uma ferramenta promissora para a extracao
dos compostos quimicos ativos de J. rhombifolia contra as lagartas de S.
frugiperda.

Diante dos resultados encontrados, as perspectivas sao:

a) estabelecer um método de extracdo supercritica padrdo para J.
rhombifolia;

b) realizar curva de rendimento dos extratos supercritico de J.
rhombifolia;

C) identificar os principais compostos ativos presentes nos extratos
através de método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);

d) purificar os extratos com cromatografia de coluna seca (CCS) a fim
de realizar testes de toxicidade aguda com as lagartas de S.
frugiperda,;

e) determinar os efeitos citotoxicos que ocorrem nos insetos e outros
organismos que ocorrem nas populacdes das lavouras agricolas;

f) determinar os efeitos tdéxicos que ocorrem nos tecidos das planta
utilizadas em lavouras (milho e arroz), avaliando a germinacéo e mal

formacéo das plantas;
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Sabe-se que ainda ha muito a investigar, mas acredito no potencial da
integracdo de métodos alternativos de extragcdo de compostos vegetais para o
controle biolégico de pragas de lavouras e, principalmente, na atividade
inseticida que J. rhombifoliai demonstrou nos testes realizados neste trabalho.
Por isso, seguiremos com a busca por respostas desta planta a mortalidade de

S. frugiperda.
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