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RESUMO

BIOATIVIDADE DE OLEOS ESSENCIAIS DE Citrus spp. E Cinnamomum spp.
E NANOEMULSOES DE Cinnamomum cassia CONTRA Alphitobius

diaperinus

O cascudinho dos aviarios Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) (Coleoptera:
Tenebrionidae) € considerada a principal praga da avicultura de corte. Os
inseticidas quimicos atualmente disponiveis para o seu controle causam danos
ambientais e a saude do consumidor, por isso faz-se necessario o desenvolvimento
de pesquisas buscando por novas alternativas. Assim, esse trabalho teve como
objetivo avaliar a bioatividade de 6leos essencias (OEs) provenientes de Citrus
aurantium var. bergamia, Citrus reticulata var. tangerine, Citrus aurantifolia, Citrus
aurantium, Cinnamomum camphora var. linalooliferum, Cinnamomum camphora e
Cinnamomum cassia e nanoemulsdes (NEs) para A. diaperinus. Os OE C.
aurantium var. bergamia e C. reticulata var. tangerine apresentaram toxicidade de
forma topica em relacdo aos demais OE, porém com baixa probabilidade de
sobrevivéncia (0,68). O OE de C. cassia apresentou alta toxicidade para A.
diaperinus em ensaio de ingestao resultando em TLso = 35 h e CLso= 29,54 pg/mag,
6,4 vezes maior comparada a CLso obtida para o ingrediente ativo cipermetrina
(TLso= 48 h; CLso= 4,57 pg/mg). A analise do perfil metabdlico por CG/MS revelou
gue o E- Cinamaldeido (84,21%) foi o composto majoritario. Adicionalmente, esse
OE foi selecionado para ser submetido a ensaios visando o desenvolvimento de
NEs. Foram selecionadas duas NEs que se mostraram mais estaveis com base em
ensaio de stress termodinamico. As analises de DLS das NEs revelaram que o
diametro médio das particulas foi de 159,4 e 99,20; potencial zeta: -2,3 e -0,647 e
indice de polidispersidade: 0,43 e 0,14. Quando as NEs foram submetidas a ensaio
com A. diaperinus foi constatado que elas foram mais tdxicas (TLso= 66 h) do que
o OE nao nanoemulsionado (TLso= 96 h). Destaca-se ainda que as NEs mostraram-
se bioativas mesmo apos 21 dias da sua aplicacdo em dieta de A. diaperinus.

Assim, as NEs mostraram-se mais toxicas para A. diaperinus do que o OE.

Palavras- chaves: Inseticidas botanicos, cascudinho-do-aviario, coledptera,

nanotecnologia.



ABSTRACT

BIOACTIVITY OF ESSENTIAL OILS OF Citrus spp. AND Cinnamomum spp. AND
NANOEMULSIONS OF Cinnamomum cassia AGAINST Alphitobius diaperinus

The lesser mealworm of aviaries Alphitobius diaperinus (Panzer 1970)
(Coleoptera: Tenebrionidae) is considered the main pest of poultry. The chemical
insecticides currently available for its control cause environmental damage and
consumer health, so it is necessary to develop research seeking new methods of
control. Thus, this work aimed to evaluate the bioactivity of essential oils (EOs) from
Citrus aurantium var. bergamia, Citrus reticulata var. tangerine, Citrus aurantifolia,
Citrus aurantium, Cinnamomum camphora var. linalooliferum, Cinnamomum
camphora and Cinnamomum cassia and nanoemulsions (NEs) for A. diaperinus. The
OE C. aurantium var. bergamia and C. reticulata var. tangerine presented toxicity in a
topical way in relation to the other EO, but with low probability of survival (0.68). The
EO of C. cassia showed high toxicity for A. diaperinus, in ingestion test, resulting in
TLso =35 h and LCso = 29.54 pug/mg, 6.4 times higher compared to the LCso obtained
for the active ingredient cypermethrin (TLso = 48 h; CLso = 4 , 57 ug/mg). The analysis
of the metabolic profile by GC/MS revealed that E-Cinnamaldehyde (84.21%) was the
major compound. Additionally, this EO was selected to be submitted to tests aiming at
the development of NEs. Two NEs were selected that were more stable based on a
thermodynamic stress test. DLS analyzes of NEs revealed that the average particle
diameter was 159.4 and 99.20; zeta potential: -2.3 and -0.647 and polydispersity
index: 0.43 and 0.14. When the NEs were subjected to a test with A. diaperinus it was
found that they were more toxic (TLso = 66 h) than the non-nanoemulsified OE (TLso =
96 h). It is also noteworthy that the NEs were bioactive even after 21 days of their
application in A. diaperinus diet. Thus, NEs proved to be more toxic to A. diaperinus
than EO.

Keywords: Botanical insecticides, lesser mealworm of aviaries, Coleoptera,

nanotechnology.
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1. INTRODUCAO

A alta demanda pela carne de frango propicia a aglomeracdo das aves nos
aviarios de corte, o que cria condi¢bes ideais para o aumento da densidade
populacional de insetos pragas, tais como o cascudinho-dos-aviarios Alphitobius
diaperinus (Panzer, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae). Esse inseto € considerado a
principal praga da avicultura de corte (Japp e Bicho 2010; Loftin e Corder, 2012). Entre
0S prejuizos causados por A. diaperinus pode-se citar que esse inseto atua como
vetor e reservatério de diversas enterobactérias patogénicas (Segabinazi et al., 2005;
Ou et al., 2012; Crippen et al., 2018; Arena et al., 2020). Além disso, as aves jovens,
ao se alimentarem das larvas desse inseto, apresentam reducédo no ganho de peso
(Despins and Axtel, 1995) e lesbes gastrointestinais (Japp and Bicho, 2010).

O método mais empregado para o controle de A. diaperinus € por meio da
aplicacao de inseticidas quimicos sintéticos como o piretroide cipermetrina que tem
sido apontada como uma das substancias responsaveis por causar reducdo da
suscetibilidade dos insetos aos pesticidas (Hickmann et al., 2018; Katsavou et al.,
2020), acarretando na selecdo de populacbes de insetos resistentes (Singh e
Johnson, 2015; Bolzan et al., 2019; Silva et al., 2019), além de contaminacédo de
insetos ndo-alvos (Morales et al., 2020) e alimentos de origem animal causada por
serem compostos lipofilicos, facilmente se acumulando nos tecidos gordurosos como
o0 apresentado pelos autores Dallegrave et al. (2018). Diante dessa problematica,
justifica-se a importancia pela busca por métodos eficientes e de baixo impacto
ambiental para o controle de A. diaperinus.

Nesse contexto, os metabdlitos secundarios de plantas apresentam-se
promissores para o desenvolvimento de novos pesticidas. Entre os produtos do
metabolismo secundario de plantas, destacam-se os 6leos essenciais (OES), 0s quais
podem atuar em artrépodes principalmente através da inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE), modulacdo em canais mediados pelo acido gama-
aminobutirico (GABA) e acdo no sistema octopaminérgico (Jankowska et al., 2017).
Entre os OEs com atividade pesticida pode-se destacar os géneros Citrus L. spp.
(Papachristos et al., 2009; Vinturelle et al., 2017; Giunti et al., 2019) e Cinnamomum
spp. (Guo et al., 2015; Kang e Lee, 2018; Martinez et al., 2018). Entretanto, estudos

com plantas pertencentes a esses géneros para A. diaperinus sdo escassos até o
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momento (Wang et al., 2014a; Volpato et al.,, 2016; Arena et al.,, 2020), o que
encorajou essa pesquisa.

Apesar da reconhecida toxicidade de metabdlitos secundarios para artrépodes,
entre alguns fatores que impedem a comercializacdo dos OEs em larga escala sdo a
baixa estabilidade fisico-quimica e sua sensibilidade térmica, que ocasionam facil
degradacéao (Cai et al., 2015; Shetta et al., 2019; Xu et al., 2019). Em resposta a essa
problematica, uma das possibilidades é o uso de nanoformulacdes (Gorri et al., 2017;
Abdel-Tawab, 2016).

Entre as nanoformulagdes encontram-se as nanoemulsdes (NEs) que, por
apresentarem tamanho de particula reduzida, apresentam maior estabilidade e
protecdo contra a degradacao rapida (Athanassiou et al., 2018; De Castro e Silva et
al., 2019). Assim a submissdo dos produtos botanicos a nanotecnologia possibilita
reduzir a quantidade de ingrediente por facilitar maior solubilidade do produto (Sasson
etal., 2007), reduz também a dose e 0s custos a serem empregados devido a entrega
e acao direcionada do pesticidas nanoemulsionados (Yasur e Usha Rani, 2015) a um
alvo especifico, consequentemente mantendo alta eficacia no controle de pragas
(Goswami et al., 2010), além de exigir aplicacdes menos frequentes devido a
liberagc&o gradual dos produtos nanoemulsionados (Sasson et al., 2007; Athanassiou
et al., 2018).

Assim, esse estudo objetivou 1) avaliar a toxicidade dos 6leos essenciais de
Citrus L. spp. e Cinnamomum Schaeff spp. para A. diaperinus; 2) determinar e
comparar a resposta concentracao-mortalidade do OE mais toxico e do ingrediente
ativo cipermetrina 3) caracterizar quimicamente o OE de maior toxicidade para A.
diaperinus; 4) avaliar a estabilidade das NEs e avaliar sua bioatividade para A.

diaperinus.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Oleos essenciais

Os OEs empregados nesse trabalho foram adquiridos da empresa FERQUIMA
Industria e Comeércio Ltda, Sdo Paulo - Brasil (https://www.ferquima.com.br) (Tabela
1).



14

Tabela 1. Nomes cientifico e comercial, método de extracdo e Nomenclatura Internacional de Ingredientes Cosméticos (INCI)

pertencentes aos 0leos essenciais empregados nesse estudo.

Nome cientifico

Nome INCI

Método de extracéao

Nome comercial do

produto

Citrus aurantium var. bergamia

(Risso) Brandis

Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle

Citrus reticulata var. tangerine Blanco

Citrus aurantium L.

Cinnamomum camphora var.

linalooliferum (Y.Fujita) Sugim.

Cinnamomum camphora (L.) J.Presl|

Cinnamomum cassia (L.) Presl

Citrus Aurantium

Bergamia Fruit Oil

Citrus Aurantifolia Peel
Oil Distilled

Citrus Reticulata Peel Oil

Citrus Aurantium Leaf Oil

Cinnamomum Camphora

Linalooliferum Wood Oil

Cinnamomum Camphora
Bark Oill

Cinnamomum Cassia Oil

Prensagem a frio da casca dos

frutos

Destilacdo a vapor do 6leo
prensado a frio dos frutos

Prensagem a frio da casca dos
frutos

Destilac&o a vapor das folhas

Destilagéo a vapor da madeira

Destilacédo a vapor da madeira

Destilac&o a vapor das folhas,

casca, talo

Oleo Essencial de

Bergamota

Oleo Essencial de Lima
Destilada

Oleo Essencial de
Tangerina
Oleo Essencial de Petitgrain
Paraguai
Oleo Essencial de Ho Wood

Oleo Essencial de Canfora

Branca

Oleo Essencial de Canela

Céassia
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2.2 Caracterizacdo quimica

O oleo essencial proveniente de C. cassia, que apresentou maiores niveis de
toxicidade para A. diaperinus, foi analisado em Cromatégrafo a Gas Shimadzu GCMS-
QP2010 Plus em coluna capilar apolar RTx5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Foram
empregadas as seguintes condi¢cdes: modo split a uma razdo de injecdo de 1/20,
temperatura de 250°C para o injetor e fonte de iobns e 280°C para a interface. A
temperatura inicial foi programada para 60°C para 0s 5 primeiros minutos, aumentando
a uma taxa de 3°C/min até a temperatura final de 240°C, completando com uma isoterma
de 5 minutos. Os componentes foram identificados baseados em comparagbes com o
indice de retencao relativo usando dados de uma série de n-alcanos (C8-C19), espectro
de massas do banco de dados do equipamento, seguida por compara¢do com os indices
de retencéo de dados publicados (Adams, 2009).

Para as analises quantitativas foi empregado o Cromatografo Shimadzu Gas 2010
com Detector de lonizagao de Chama (GC-FID), em uma coluna OV-5 (30 m x 0,25 mm
x 0,25 um) sob as seguintes condi¢des: He foi usado com gas de arraste a fluxo
constante de 1 mL/min, taxa de injecao de 1/20, volume de injecdo de 1 ul do 6leo diluido
em éter etilico, com detector a temperatura de 280°C, e o injetor a 250°C. A temperatura
inicial da coluna foi de 60°C por 5 minutos, programada para aquecimento a uma taxa
de 3°C/min até atingir a temperatura final de 240°C, completando com uma isoterma por

5 minutos.

2.3 Insetos

Os insetos foram obtidos de criagdo mantida em condi¢des de laboratorio

(32 +£5°C, UR de 50% e fotofase de 14 h) de acordo com metodologia proposta por Rice

e Lambkin (2009). A dieta empregada para a manutencao dos insetos foi constituida por

farelo de trigo (76%), levedo de cerveja (7%) e racéo para frangos de corte (17%). Como
fonte de agua foram empregados pedacos de macas in natura.

Para obtencédo de insetos, de mesma idade, aproximadamente 200 adultos nao

sexados foram transferidos para a dieta artificial. Apds 72 h, os adultos foram retirados,

obtendo-se assim a dieta com 0s ovos. Assim, assegurou-se que as larvas resultantes
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desse processo tivessem diferenca méxima de 72 h de idade. Em todos os bioensaios
foram empregadas larvas com 12 dias de idade (+ 3 dias).

Todos os ensaios foram conduzidos em condicdes de laboratorio (32 £ 5 °C, UR
a 50% e fotofase de 14h). Cada ensaio foi repetido duas vezes em dias diferentes. Para
as avaliagbes de sobrevivéncia foi considerado morto o individuo que néo respondia ao

toque de um pincel.

2.4Toxicidade de OEs para A. diaperinus

2.4.1 Screening da bioatividade de OEs em ensaio de ingestao

A metodologia empregada foi a descrita por Szczepanik et al. (2018), com o
minimo de modificacdes. Os OEs (100 mg) (Tabela 1) foram solubilizados em acetona
P.A (1000 pL) e adicionados a 1 g de dieta. Ap6s evaporacdo do solvente, em capela de
fluxo laminar, por aproximadamente 1 hora, 20 mg da dieta contendo OEs foram
transferidos para tubos tipo microtubo com tampa perfurada. Para a testemunha negativa
empregou-se apenas, dieta acrescida de acetona P.A.. Em seguida, adicionou-se uma
larva do cascudinho. Para todos os tratamentos e também para a testemunha foram
utilizadas 5 repeticdes com 10 larvas cada uma. As avaliagdes da sobrevivéncia foram
realizadas apds 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a transferéncia dos insetos para a dieta.

Cada ensaio foi repetido duas vezes em dias diferentes.
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2.4.2 Screening da bioatividade de OEs em ensaio de aplicacdo topica

A metodologia empregada foi adaptada de Phillips et al. (2010). Para isso, os OEs
(Tabela 1) (10 mg) foram diluidos em acetona P.A (100 pL). Aliquotas de 1 pL foram
aplicadas no dorso das larvas utilizando um microaplicador acoplado ao aparelho
Burkard Scientific PAX 100-3 de microaplicacdo e auxilio de lupa de mesa. Apos a
aplicacao, os insetos foram individualizados em microtubos do tipo Eppendorf, contendo
20 mg de dieta. A testemunha negativa consistiu de aplicacdo de acetona P.A. Foram
empregadas 50 repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida por uma
larva individualizada. As avaliagdes da sobrevivéncia ao longo do tempo foram realizadas

apos 6, 12, 24, 36 e 48 horas da aplicacdo dos tratamentos

2.4.3 Determinacado da resposta concentracdo — mortalidade do OE de C. cassia

em ensaio de ingestéao

Foram preparadas diluicdbes do OE de C. cassia, has concentracfes de 25; 40;
70; 115 e 200 pug/mg de dieta. As faixas de concentragao foram determinadas através de
testes prévios, empregando progressao aritmética, de modo a encontrar faixas de
concentragdes que causassem mortalidade variando entre 20 e 80% (Finney, 1971).

A resposta concentracao-mortalidade foi comparada com aquela obtida para o
ingrediente ativo cipermetrina, PESTANAL®, Sigma-Aldrich Products. Para isso foram
empregadas as concentragfes de 1; 1,77; 3,16; 5,62 e 10 pg/mg de dieta.

Como testemunha negativa, utilizou-se acetona P.A. O ensaio foi conduzido
conforme ensaio de ingestdo (item 2.4.1). Foram empregadas 50 repeticbes por
tratamento, sendo a parcela experimental constituida de uma larva, mantida
individualizada. A sobrevivéncia dos insetos foi avaliada as 24, 48, 72, 96 e 120 horas

apos a transferéncia dos insetos para a dieta.
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2.5 Nanoemulsdes do OE de C. cassia

2.5.1 Obtencéo das nanoemulsdes (NE)

Para a obtencdo das NEs com o OE de Cinnamomum cassia foram empregadas
trés diferentes combinacdes de tensoativos. Na primeira combinacao a fase 1 consistiu
de Emulsogen TS160 e a fase 2 foi o0 OE; o outro tratamento foi constituido da fase 1:
Emulsogen EL360 e a fase 2: OE, obtendo-se assim as NEs 1 e 2, respectivamente
(Tabela 1). Na segunda combinacao foi empregado Emulsogen TS160 e Tween 80 como
fase 1 e o OE foi a fase 2 e o outro tratamento teve como fase 1. Emulsogen EL360 e
Tween 80 e fase 2: OE, o que permitiu a obtencdo das NEs 3 e 4, respectivamente
(Tabela 1). Na terceira combina¢édo usou-se como fase 1. Emulsogen TS160 e fase 2:
OE solubilizado em Tween 80; Emulsogen EL360 como fase 1 e OE solubilizado em
Tween 80 como fase 2, obtendo-se as NEs 5 e 6, respectivamente (Tabela 1).
Adicionalmente foram obtidas nanoemulsées em branco, sem o OE, as quais foram
denominadas NEs 7 e 8. Em todos os casos foi empregado 0,5 g do 6leo essencial, 0,5
g do Emulsogen TS160 ou Emulsogen EL360 e 0,5 g de Tween 80. O volume final da
solucao foi completado para 10 mL com agua ultrapura (Tabela 1).

Dessa forma, a agua MiliQ foi adicionado o Emulsogen e/ou Tween 80, que
consistiu na fase 1, o qual foi submetido a agitacdo em Vortex. Em seguida, a mistura foi
submetida a agitagdo em UltraTurrax® T10 basic em velocidade de 9.500 rpm.
Paralelamente, a fase 2 contendo apenas OE ou OE + Tween 80 foi gradualmente
injetada (200 pL) na fase 1. Apds o OE ser injetado na fase 1 a mistura permaneceu em
agitacdo no UltraTurrax nas velocidades de 11.500, 14.500, 20.500 e 30.000 rpm, por 3
minutos. Assim, ap0s atingir a rotacdo maxima a velocidade foi reduzida a cada 3

minutos, obtendo-se as NEs.
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Tabela 1.Combinacfes de tensoativos utilizadas na preparacéao das nanoemulsdes

com o0 6leo essencial de Cinnamomum cassia.

Nanoemulsdo Emulsogen® Emulsogen® Tween Oleo Agua  Agua
TS 160 (g) EL360 (g) 80 (g) essencial destil (Fase
C.cassia ada(F 2)(mL)
(9) ase 1)
(mL)
1 0,5287 - - 0,5218 45 45
2 0,5149 - 0,5095 0,5098 4,5 4,0
3 - 0,5068 - 0,5278 4.5 4,5
4 - 0,5285 0,5161 0,5213 45 4,0
5 0,5162 - 0,5081 0,5049 4,5 4,0
6 - 0,5012 0,5023 0,5044 4,5 4,0
7 0,5000 - 0,5000 - 4.5 4,5
8 - 0,5000 0,5000 - 4.5 4,5

2.5.2. Estudo de estabilidade das NEs

A estabilidade das NEs foi avaliada apds armazenamento das NEs, por 24

h, em diferentes temperaturas sendo, temperatura baixa (4°C), temperatura

ambiente (25°C) e temperatura alta (60°C). A estabilidade foi avaliada através da

inversdo e separacao de fases (Shafig et al., 2007). As formulacdes que se

apresentaram mais estaveis no teste de estresse termodindmico foram

selecionadas para serem caracterizadas e submetidas aos ensaios biologicos.

2.5.3 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

Para as analises de DLS foram empregadas as NEs 5 e 6, que

demonstraram estabilidade no teste de estabilidade por estresse termodinamico

através da ndo separacédo de fases (item 2.5.2). As NEs foram diluidas em agua
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ultrapura (1:9), antes das medi¢cdes serem realizadas. O tamanho e a distribuicdo
de particulas das NEs do OE de C. cassia foram determinados usando Zetasizer
Nano ZS, Malvern Instruments. O indice de refracdo foi calibrado em 1,60. As
amostras foram lidas em triplicata. Dessa forma, foram obtidos os valores para o

diametro médio das particulas, indice de polidispersidade (PDI) e potencial Zeta

(@)-

2.5.4. Ensaio de ingestdao com 0 OE e NEs de C. cassia para A. diaperinus

Foi utilizado o OE de C. cassia em concentracdo equivalente a CLso,
determinada no item 2.4.3 (29 pug/mg). As NEs 5 e 6 de C. cassia também foram
utilizadas de forma que a quantidade de OE fosse equivalente a CLso determinada
previamente para o OE (29 ug do 6leo essencial nanoemulsionado/mg de dieta). O
OE e as NEs foram previamente solubilizadas em agua destilada e incorporadas
em dieta. Aliquotas da dieta (20 mg) foram oferecidas a larvas de A. diaperinus
conforme descrito (item 2.4.1).Foram empregadas 50 repeticdes por tratamento,
sendo cada repeticdo constituida por uma larva, mantida individualizada. Como
testemunhas negativas foi empregada dieta acrescida de agua destilada e das NEs
controle (referentes as NEs 5 e 6 listada no item 2.5.1). A sobrevivéncia foi avaliada

as 24, 48, 72, 96 e 120 horas apo0s a transferéncia dos insetos para a dieta.

2.5.5 Efeito residual do OE e NEs de C. cassia para A. diaperinus

O efeito residual do OE e NEs de C. cassia foi avaliado apés 7, 14 e 21 dias
da aplicacdo dos tratamentos em dieta que foi oferecida para larvas de A.
diaperinus. Assim, o OE foi solubilizados em agua destilada e incorporados em
dieta artificial na concentragao de 29 pg/mg de dieta. Para as NEs foi utilizada a
concentracéo de 29 ug do o6leo essencial nanoemulsionado/mg de dieta. Aliquotas
da dieta com os tratamentos foram ofertadas a larvas e sobrevivéncia avaliada apos

24,48, 72, 96 e 120 horas em cada dia avaliado, de acordo com item 2.4.1.
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Como testemunhas negativas foram empregados tratamentos com as NEs
controle (item 2.5.1) e tratamento contendo apenas dieta acrescida de agua
destilada.

O experimento foi conduzido com 50 repeti¢cdes por tratamento, sendo cada

repeticdo constituida por uma larva, mantida individualizada.

2.6 Analise dos dados

Todos o0s ensaios foram conduzidos empregando delineamento
experimental inteiramente aleatorizado.

Para realizar a andlise conjunta dos dados, os mesmos foram submetidos
ao teste de Bartlett (p=0,05). Os dados referentes a sobrevivéncia dos insetos ao
longo do tempo foram submetidos a andlise de sobrevivéncia empregando a
distribuicdo de Weibull. O ajuste dos dados a distribuicdo de Weibull foi verificado
através do teste de aderéncia de Kolmogorov—Smirnov. Ainda, realizou-se a analise
de contraste visando a formacéo de grupos de efeitos semelhantes. O tempo letal
mediano (TLso) para cada grupo formado foi calculado empregando-se a formula:

S(LT50) = exp (—(LT50/6)), onde: S = sobrevivéncia; & = parametro de
forma; a = parametro de escala.

Para a determinacdo da resposta concentracdo — mortalidade os dados
foram submetidos a analise de Logit, sendo que a concentracdo letal mediana
(CLso) foi estimada empregando a férmula:

f(x) =1/1+ exp(b(log(x) — log(e))), onde “b” e “e” = coeficientes da
equacao

Todas as andlises estatisticas empregaram o software R® (R Development
Core Team, 2019).
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagdo quimica

Atraveés de analises por CG-MS do OE C. cassia revelou que o constituinte
majoritario foi o E- cinamaldeido (84,21%). O segundo composto mais abundante
foi o E- cinamaldeido-p-metoxi (7,98%) (S1T2).

3.2 Screening da bioatividade de OEs em ensaio de ingestéo

A analise de sobrevivéncia de A. diaperinus, submetido aos tratamentos com
OEs em ensaio de ingestao, permitiu a formacao de dois grupos congéneres (y2 =
439.14; df = 7; p < 0,01). O grupo 1 foi formado pelo OE de C. cassia, com TLso de
35 h e probabilidade de sobrevivéncia de apenas 0,01, ao passo que 0 grupo 2
englobou os tratamentos com OE de C. aurantium var. bergamia, C. aurantifolia, C.
reticulata var. tangerine, C. aurantium, C. camphora var. linalooliferum, C.

camphora e a testemunha negativa acetona com sobrevivéncia acumulada de 0,94
(Fig. 1).



28

Grupo 1 (TLgg =35 h)
............... Grupo 2 (TLs, =120 h)

S(tempo) (grupo 1)= exp (-(tempo/ 45.31) 14345}

S(tempo) (grupo 2)= exp (-(tempo/ 869.15) 1-4341)

Probabilidade de
Sobrevivéncia

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

0 24 48 72 96 120

Tempo (horas)

Fig 1. Sobrevivéncia de Alphitobius diaperinus ao longo do tempo em ensaio de
ingestado com os 0Oleos essenciais de Citrus spp. e Cinnamomum spp. S (t) = exp (-
(tempo / d) a), onde: & = parametro de forma; a = parametro de escala. Grupo 1:
Cinnamomum cassia (n=100). Grupo 2: Citrus aurantium var. bergamia (n=100),
Citrus aurantifolia (n=100), Citrus reticulata var. tangerine (n=100), Citrus aurantium
(n=100), Cinnamomum camphora var. linalooliferum (n=100), Cinnamomum

camphora (n=100) e a testemunha negativa acetona (n=100).

3.2.1 Screening da bioatividade de OEs em ensaio de aplicacéo tépica

Foi constatada diferenca estatistica entre os tratamentos (y2 = 74,26; df = 7;
p < 0,05) na analise de sobrevivéncia de A. diaperinus, sendo possivel a formacao
de trés grupos congéneres (S1F1). O grupo 1 foi formado pelos OEs de C.
aurantium var. bergamia e C. reticulata var. tangerine, com TLso de 48 h e
probabilidade de sobrevivéncia de 0,68. O grupo 2 englobou os tratamentos com
os OEs de C. aurantifolia, C. aurantium, C. camphora var. linalooliferum, C.

camphora e C. cassia com probabilidade de sobrevivéncia de 0,89. Ao passo que
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grupo 3 foi representado pela testemunha negativa acetona com sobrevivéncia

acumulada de 0,97.

3.2.3 Determinacdo da resposta concentracdo — mortalidade do OE de C.

cassia em ensaio de ingestao e ingrediente ativo cipermetrina

Apos 48 h, a CLso do OE de C. cassia para A. diaperinus foi de 29,54 (LI:
26,74; LS: 32,34) e a CLoo foi de 58,70 (LI: 50,55; LS: 66,84) ug/mg (x>=452,75;
df=498, p=0,92).

Para o ingrediente ativo cipermetrina os valores de CLso e CLoo foram de
4.57 (LI: 3,87; LS: 5,27) e 22,56 (LI: 13,68; LS: 31,44) ug/mg, respectivamente (x?=
491,87; df=498, p= 0,56).

3.2.4 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

As NEs denominadas 5 e 6 mostraram-se estaveis ao ensaio de estresse
termodinamico por isso selecionadas para essa etapa (S1F2) (Tabela 1). Para a
nanoemulsdo 5 os valores foram de 159,4; -2,3 e 0,43, respectivamente, para o
diametro médio das particulas, potencial zeta e PDI. No que se refere a emulsao 6
foram obtidos os seguintes valores: 99,20 (diametro médio das particulas); -0,647
(potencial zeta) e 0,14 (PDI).

3.2.5. Ensaio de ingestdo com o0 OE e NEs de C. cassia para A. diaperinus

Foi constatada diferenca significativa entre os tratamentos (y2 = 206,68; df
= 5; p < 0,05), sendo possivel a formacao de trés grupos congéneres (Fig. 2). O
grupo 1 foi formado por NEs 5 e 6 com TLso de 66 h e probabilidade de
sobrevivéncia de 0,20. O grupo 2 englobou os tratamentos com OE de C. cassia

com TLso de 96h sobrevivéncia de 0,39. Ao passo que o grupo 3 foi constituido
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pelas NEs controle (7 e 8) e a testemunha negativa agua destilada com

sobrevivéncia acumulada de 0,80.

Grupo 1 (TLsy =66 h)
______ — Grupo 2 (TLsy = 96 h)
........ Grupo 3 (TL 5, >120h)

S(tempo) (grupo 1)= exp (-(tempo/ 86,49)1’4257)

Probabilidade de
Sobrevivéncia

S(tempo) (grupo 2)= exp (-(tempo/ 126.86) 1-4029)

S(tempo) (grupo 3)= exp (-(tempo/ 357.59) 1-4023)

Tempo (hora)

Fig. 2. Sobrevivéncia de Alphitobius diaperinus ao longo do tempo em ensaio de
ingestdo com oOleo essencial (OE) e nanoemulsdes (NEs) de de Cinnamomum
cassia. S (t) = exp (- (tempo/ d) a), onde: & = parametro de forma; a = parametro de
escala. Grupo 1: NEs 5 (n=100) e 6 (n=101). Grupo 2: OE de Cinnamomum cassia
(n=105) . Grupo 3: NE 7 (n=101); NE 8 (n=100) e agua destilada (n=100).

3.2.6 Efeito residual do OE e NEs de C. cassia para A. diaperinus

Apbs 7 dias da incorporacdo do OE e NEs de C. cassia na dieta de A.
diaperinus houve efeito toxico dos tratamentos para o inseto (y2 = 224,15; df =5; p
< 0,05). Foi possivel a formacao de trés grupos, o grupo 1 foi formado por NEs 5 e
6 com TLso de 67 h e probabilidade de sobrevivéncia de 0,20. O grupo 2 englobou
o tratamento com OE de C. cassia com TLso de 93 h sobrevivéncia de 0,37. As
testemunhas das NEs (7 e 8) e o tratamento com agua destilada formaram o
terceiro grupo com sobrevivéncia acumulada de 0,82 (S1F3A).
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De forma anéloga, também foi verificado efeito toxico residual para A.
diaperinus apés 14 dias da incorporagdo dos tratamentos em dieta (y2 = 49,77; df
= 5; p <0,05). O primeiro grupo foi formado pelas NEs 5 e 6 e pelo tratamento com
OE de C. cassia, com probabilidade de sobrevivéncia de 0,61. Ao passo que o
segundo grupo foi constituido pelas NEs controle (7 e 8) e agua destilada com
probabilidade de sobrevivéncia de 0,84 (S1F3B).

Apoés 21 dias da incorporacdo dos tratamentos em dieta ainda pode ser
constatada toxicidade para A. diaperinus (y2 = 49,77; df = 5; p <0,05). O grupo 1
foi formado por NEs 5 e 6 com TLso de 120 h probabilidade de sobrevivéncia. O
grupo 2 foi formado pelo OE de C. cassia; NEs controle (7 e 8) e agua destilada
com probabilidade de sobrevivéncia de 0,79 (S1F3B).

4. DISCUSSAO

O OE proveniente de C. cassia foi toxico para A. diaperinus em ensaio de
ingestéo, para os demais OEs avaliado nao foi detectada alta toxicidade para A.
diaperinus em nenhum dos ensaios realizados, apesar de existirem relatos desses
OEs para coledpteros. Nesse sentido, C. camphora, € descrito por apresentar
toxicidade para Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera, Curculionedae) (Cansian et
al., 2015), Oryzaephilus surinamensis (L.) (Coleoptera: Silvanidae) (Wang et al.,
2014a), Tribolium castaneum (H.) e Lasioderma serricorne (Fabr.) (Guo et al.,
2016). Por outro lado, C. aurantium j& foi reportado por afetar aspectos da biologia
de Rhyzopertha dominica (F.) (Souza et al., 2016) e Callosobruchus maculatus F.
(Coleoptera: Bruchidae) (Jayakumar, 2010). Por sua vez, Ci. reticulata apresenta
toxicidade para Cryptolestes ferrugineus (Steph.) (Ld, 2017), S. zeamais (Fouad e
Camara, 2017), T. castaneum (Mobki et al., 2014) e S. oryzae (Mishra et al., 2014).
De maneira andloga, C. aurantifolia € conhecida por apresentar efeito letal e
subletal para C. maculatus (Boodram e Khan, 2019) e T. castaneum (Abdelgaleil et
al., 2015).

A diferenca entre os resultados pode ser devida a bioatividade é espécie-
espefica (Gao et al.,, 2020). Também, é possivel que as plantas apresentem

variacdo na producdo de metabolitos secundarios, tais como a existéncia de
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quimiotipos (Haghighi et al., 2019), local de coleta (Khalid et al., 2018); Ray et al.,
2019), idade da planta (Boukhris et al., 2015) e a parte vegetal analisada (Lebanov
et al., 2019).

O OE de C. cassia é reportado em literatura por apresentar atividade toxica
para alguns coledpteros, tais como T. castaneum, L. serricorne e S. oryzae (Lee
et al., 2008; Wang et al., 2018). Entretanto, esse € o primeiro relato do efeito toxico
do OE de C. cassia em ensaio de ingestao para A. diaperinus.

Estudos mostraram que o OE extraido de folhas de C. cassia causou apenas
aproximadamente 30% de mortalidade em A. diaperinus, em ensaios de contato e
de fumigacdo (Wang et al., 2014a). A diferenca entre os resultados aqui
encontrados e aqueles previamente descritos na literatura pode ser devido a
variacao na producdo de metabdlitos secundarios de C. cassia (Gao et al., 2020) e
diferencas entre as metodologias de contato empregadas (Wang et al., 2014a).

A CLso para larvas de A. diaperinus submetidas a dieta contendo 6leo de C.
cassia foi de apenas 29 pg/mg de dieta, que foi 6,3 vezes maior do que a constatada
para a dieta com inseticida cipermetrina (4,5717 pg/mg de dieta). Todavia, esse
resultado apresenta-se promissor para o controle de larvas de A. diaperinus, haja
vista que o Oleo essencial de C. cassia é constituido por uma mistura complexa de
substancias. Assim € possivel que apenas uma das substancias presentes no OE
apresente bioatiidade, o que reduzia o valor de CLso.

Na analise do perfil metabdlito de C. cassia foi constatada a presenca do E-
cinamaldeido, como constituinte majoritario, tal como observado por Jardim et al.
(2018), Ma et al. (2019) e Zhang et al. (2019) que também constataram o mesmo
constituinte majoritario para C. cassia.

A atividade inseticida do E- cinamaldeido € descrita na literatura para outros
artréopodes como o coledptero Sitophilus oryzae L. (Coleoptera: Curculionidae)
(Saad e Abdelgaleil, 2018) submetidos a ensaios com monoterpenos e
fenilpropenos, e o lepidoptero Spodoptera littoralis (Boisd.) (Abdelgaleil et al., 2020;
Al-Nagar et al.,, 2020) que foram submetidos a ensaios com terpenos e
fenilpropenos.

No que se refere ao modo de acdo do E- cinamaldeido em insetos, ja foi
reportado que ele como potente inibidor de a-amilase (Abdelgaleil et al., 2020) e da
acetilcolinesterase (Saad et al., 2018) e também causou moderada inibicao de
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ATPases (Saad et al., 2019). Entretanto, apesar do E- cinamaldeido ser o
constituinte majoritario do OE ndo se pode afirmar que 0 mesmo seja 0 composto
ativo. E possivel que algum composto presente em menor quantidade também seja
bioativo (Tabari et al., 2020) ou ainda que haja sinergismo entre as substancias
(Tak e Isman, 2017; Scalerandi et al., 2018; Feng et al., 2020).

Em relacdo as NEs obtidas com o OE de C. cassia, o diametro médio das
particulas foi de 159,4 e 99,20 nm para as NEs 5 e 6. Esses valores estdo de acordo
com o reportado por Pongsumpun et al. (2020) que concluiu, que no geral o
tamanho das particulas de nanoemulsées variam entre 20 e 500 nm. Segundo
Tadros et al. (2004), quanto menor o tamanho, menor € a forca de atracado entre as
particulas causando maior estabilidade, corroborando Pongsumpun et al., (2020),
quando diz que menor tamanho melhora a eficiéncia de retengéo (Pongsumpun et
al., 2020).

As NEs 5 e 6 apresentaram valores de PDI de 0,43 e 0,14, respectivamente.
Valores de PDI abaixo de 0,2 indicam uma distribuicdo de tamanho homogénea o
que pode conferir maior estabilidade da NE a longo prazo (Adak et al., 2020). Assim,
no presente trabalho verificou-se que o dispersante Emulsogen EL360 conferiu
maior homogeneidade e menor diametro médio de particula a NE do OE de C.
cassia, comparado ao Emulsogen TS160. Por outro lado, foram detectados valores
baixos de potencial zeta, -2,3 e -0,647, respectivamente para as NEs 5 e 6. O
potencial zeta é uma medida da estabilidade do sistema, sendo que quanto maior
o seu valor absoluto melhor a estabilidade do sistema (Liao et al., 2020).

As NEs de C. cassia foram mais toxicas para A. diaperinus do que o OE. A
reducdo no tamanho das particulas pode ter favorecido a penetracdo direcionada
dos componentes ativos no sitio de acdo no organismo do inseto, pois como
apresentado por Adak et al. (2020), os OEs podem ser reduzidos de 3,5 a 4,8 vezes
guando submetidos ao processo de nanoemulséo, além de melhorar a estabilidade
do OE.

Destaca-se ainda o efeito residual prolongado constatado para as NEs,
sendo verificado que apods 21 dias da incorporacdo das NEs em dieta em atrtificial,
a probabilidade de sobrevivéncia de A. diaperinus foi de apenas 0,59. Isso pode ser

explicado pelo fato de que as NEs favorecem o aumento da bioatividade dos OEs
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por impedirem a volatilidade e a degradacdo prematura dos ingredientes ativos
(Jesser et al., 2020).

Assim, pode-se constatar a alta atividade inseticida do OE de C. cassia para
A. diaperinus. Foi possivel também o desenvolvimento de NEs as quais mostraram-
se mais toxicas para A. diaperinus do que o OE ndo nanoemulsionado. Além disso,
as NEs apresentaram aumento no periodo residual, quando comparadas com 0s
OEs.

Quanto a aplicabilidade das NEs néo foram encontrados trabalhos voltados
a realidade do cascudinho em aviarios, demonstrando uma lacuna entre os estudos
e a pratica em larga escala ja apontada por Athanassiou et al. (2018). Todavia,
Volpato et al., (2016) avaliaram os efeitos das NEs e nanocépsulas (NCs) contendo
OE de Cinnamomum zeylanicumem contra A. diaperinus e em amostras de solo
com o colémbolo Folsomia candida Willem (utilizados como bioindicadores de
qualidade, por ndo sobreviverem em solos contaminados), em condi¢cdes de
laboratério. Foi observado que o OE em sua forma livre afetou a sobrevivéncia de
F. candida, ao passo que, quando nanoestruturacao esse efeito sobre F. candida
foi minimizado sem afetar sua acao contra o coledptero avaliado.

Da Costa et al. (2014) observaram que o OE Azadirachtina indica A. Juss.
sofreu degradacao total ao 7° dia de exposicao a radiacdo UV, diferentemente das
nanoparticulas contendo o OE de A. indica que sofreram apenas 20% de
degradacdo em 14 dias de exposicdo. Além disso, o OE nanoestruturado
apresentou capacidade de dispersédo 13 vezes maior que o OE apenas diluido em
agua.

Apesar da escassez de estudos em campo, a confiabilidade do
desenvolvimento e aplicacdo de produtos nanoestruturados mais seguros e
eficazes, indicam o potencial para promover mudancas nos métodos de controle
do cascudinho, tornando a avicultura mais sustentavél e segura ao consumidor,

devido a reducéo no uso de produtos quimicos.

5. AGRADECIMENTOS
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A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela concessdo de bolsa, a Fundacdo Araucaria e ao Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico pelo suporte financeiro.

6. MATERIAL SUPLEMENTAR

O material suplementar relacionado a este artigo pode ser encontrado no

anexo 1 deste trabalho.
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ANEXO 1

MATERIAL SUPLEMENTAR

S1T1. Nanoemulsdes obtidas com o 6leo essencial de Cinnamomum cassia.
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Nanoemulsées Emulsogen® Emulsogen® Tween Oleo Volume Volume
TS 160 EL360 80 essencial de de
agua agua
na fase nafase
1 2
1 0,5287 g - - 0,5218g 4,5mL 45mL
2 0,5149 ¢ - 0,5095 0,5098g 45mL 4,0mL
g
- 0,5068 g - 0,5278g 45mL 45mL
- 0,5285¢g 0,5161 0,5213g 45mL 4,0mL
g
5 0,5162 g - 0,5081 0,5049g 45mL 4,0mL
g
6 - 0,5012 g 0,5023 0,5044g 45mL 4,0mL
g
0,5000¢g - 0,5000¢g - 45mL 45mL
8 - 0,5000g 0,5000g - 45mL 45mL
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S1T2. Perfil metabdlico do 6leo essencial de Cinnamomum cassia empregando

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.

Compostos RI2 RI®  Cinnamomum cassia
Benzaldeido 959 960 0,75
Fenil-etil-alcool 1114 1108 0,33
Borneol 1166 1169 0,13
Z- Cinamaldeido 1220 1219 0,30
O-Anisaldeido 1244 1242 0,38
E- Cinamaldeido 1282 1270 84,21
a-Copaeno 1375 1376 0,38
Coumarin 1439 1434 1,31
E- Acetato de cinamina 1449 1446 2,82
E- cinamaldeido - p-metoxi 1537 1564 7,98
Porcentual de compostos 98,59

(%)

RI2: Valores de indices de rentencéo relativa calculado utilizando a coluna RTX-5 (CG-EM) e a série de n-

alcanos C8-C19.RIb: indices de rentencéo relativa publicados com uma coluna DB-5; ND: néo detectado

ou <0,10%.
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S1F1. Sobrevivéncia de Alphitobius diaperinus ao longo do tempo em ensaio topico com
0s 0leos essenciais de Citrus spp. e Cinnamomum spp. S (t) = exp (- (time / &) a), onde:
6 = paramentro de forma; a = parametro de escala. Grupo 1: 6leos essenciais de Citrus
aurantium var. bergamia (n=100) e Citrus reticulata var. tangerine (n=100). Grupo 2:
Oleos essenciais de Citrus aurantifolia (n=100), Citrus aurantium (n=100), Cinnamomum
camphora var. linalooliferum (n=100), C. camphora (n=100) e C. cassia (n=100). O

grupo 3: testemunha negativa acetona (n=100).
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S1F2. Teste de estabilidade termodindmica com amostras das nanoemulsdes controles
contendo Emulsogen TS 160 e Emulsogen EL 360 e nanoemulsdes contendo Emulsogen
TS 160 + 6leo essencial de C. cassia e Emulsogen EL 360 + 6leo essencial de C. cassia.
(A) Temperatura baixa (4 °C) (B) Temperatura ambiente (25 °C) (C) Temperatura alta (60
°C).
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S1F3. Sobrevivéncia de Alphitobius diaperinus ao efeito residual do 6leo essencial e NEs
de Cinnamomum cassia em ensaio de ingestao. S (t) = exp (- (time / d) a), where: & =
form parameter; a = scale parameter. (A) 7° dia da aplicacdo dos tratamentos. Grupo 1.
nanoemulsdes contendo Emulsogen TS 160+ Oleo essencial de C. cassia (n=100) e por
nanoemulséescontendo Emulsogen EL360+ 6leo essencial de C. cassia (n=100). Grupo
2. Oleo essencial de C. cassia diluido em agua destilada (n=100). Grupo 3 nanoemulsdes
controle contendo Emulsogen TS 160 (n=100) e Emulsogen EL360 (n=100) e
testemunha negativa agua destilada (n=100). (B) 14° dia da aplicacdo dos tratamentos.
Grupo 1 nanoemulsdo com Emulsogen TS 160+ OE de C. cassia (n=100), por
nanoemulsdo contendo com Emulsogen EL360+OE de C. cassia e por OE de C. cassia
diluido em agua destilada (n=100). Grupo 2. Nanoemulsdes controle contendo
Emulsogen TS 160 (n=100) e Emulsogen EL360 (n=100) e testemunha negativa agua
destilada (n=100). (C) 21° dia da aplicagdo dos tratamentos. Grupo 1 nanoemulséo
contendo Emulsogen TS 160+ OE de C. cassia (n=100), por nanoemulsado contendo
Emulsogen EL360+ 6leo essencial de C. cassia (n=100). Grupo 2 Oleo essencial de C.
cassia diluido em agua destilada (n=100), nanoemulsdes controle contendo Emulsogen
TS 160 (n=100), Emulsogen EL360 (n=100) e a testemunha negativa agua destilada
(n=100).



