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RESUMO

Recentemente, a difusdo de pragas/insetos que atacam 0s graos cresceu
significativamente, devido a resisténcia adquirida por sucessivas aplicacbes de
inseticidas quimicos, causando danos fisicos e econdmicos. Assim, & necessario a
utilizacdo de um biopesticida eficaz no controle de insetos. Sendo assim, o objetivo
desse estudo foi avaliar a composi¢cdo quimica e o potencial inseticida do extrato
alcoolico de folhas e flores de Tithonia diversifolia sobre o controle das pragas
Acanthoscelides obtectus e Sitophilus spp. O material vegetal (folhas e flores) foi
coletado na EMATER em Goiés, a planta também foi coletada para a confec¢cédo de
uma exsicata, que foi enviada para identificacdo e depdsito no Herbéario da
Universidade Estadual de Goias do Campus Central - Sede Anapolis (registro n® UEG-
14411). O extrato de Tithonia diversifolia foi preparado, empregando o método de
extracdo direta em solventes, com auxilio de ultrassom por 40 minutos e
posteriormente o solvente foi evaporado sob pressédo reduzida com o auxilio de um
rotaevaporador a vacuo, sendo o processo realizado até obtencdo de 1286ml.Para
identificar as principais classes de metabdlitos secundarios presentes no material foi
realizada uma triagem fitoquimica, resultando na deteccao de alcaloides, taninos,
flavonoides, cumarinas, terpenos e saponinas. O extrato do material vegetal de
Tithonia diversifolia foram avaliados quanto a sua composicdo quimica por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Um bioensaio foi realizado para
avaliar a mortalidade dos insetos em seis concentracdes (0; 10; 100; 350; 700 e 1000
mL L 1); (0; 300; 650; 1000; 1350, e 1700 mL L ') dos extratos graxoso e
sobrenadante, respectivamente. Para testar os extratos vegetais no controle dos
insetos, cada unidade experimental constava 10 individuos adultos ndo sexados. A
cada 24 horas do controle era feito a contagem do numero de insetos mortos. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em um esquema fatorial 6 x
7, para os dois insetos, sendo os fatores concentracdes e periodos de avaliagdo, com
trés repeticoes. Os resultados obtidos permitiram concluir que, o extrato graxoso na
concentracdo de 1000 mg L' apresentou mortalidade de 90% dos insetos de
Acanthoscelides obtectus. O extrato sobrenadante na concentragdo de 1000 mg L

apresentou mortalidade de 70% dos insetos de Acanthoscelides obtectus. O extrato
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graxoso na concentragédo de 1700 mg L* apresentou mortalidade de 50% dos insetos
de Sitophilus sp e, na concentracdo de 1700 mg L1, apresentou mortalidade de 40%

dos insetos de Sitophilus spp.

Palavras-chave: Acanthoscelides obtectus. Sitophilus spp. Tagitinina c.

Bioinsumos
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ABSTRACT

Recently, the spread of pests/insects that attack grains has grown significantly,
due to the resistance acquired by successive applications of chemical insecticides,
causing physical and economic damage. Thus, it is necessary to use an effective
biopesticide to control insects. Therefore, the objective of this study was to evaluate
the chemical composition and the insecticidal potential of the alcoholic extract of leaves
and flowers of Tithonia diversifolia on the control of the pests Acanthoscelides obtectus
and Sitophilus spp. The plant material (leaves and flowers) was collected at EMATER-
GO, the plant was also collected for the manufacture of an exsiccate, which was sent
for identification and deposit in the Herbarium of the Universidade Estadual de Goias
do Campus Central - Sede Anapolis (registration no. UEG-14411). The Tithonia
diversifolia extract was prepared using the method of direct extraction in solvents, with
the aid of ultrasound for 40 minutes and then the solvent was evaporated under
reduced pressure with the aid of a vacuum rotary evaporator, the process being carried
out until obtaining 1286 ml .To identify the main classes of secondary metabolites
present in the material, a phytochemical screening was performed, resulting in the
detection of alkaloids, tannins, flavonoids, coumarins, terpenes and saponins. The
plant material extract of Tithonia diversifolia was evaluated for its chemical composition
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). A bioassay was performed to
evaluate insect mortality at six concentrations (0; 10; 100; 350; 700 and 1000 mL L -
1); (0; 300; 650; 1000; 1350, and 1700 mL L -1) of fatty extracts and supernatant
respectively. To test plant extracts for insect control, each experimental unit consisted
of 10 non-sexed adult individuals. Every 24 hours of control, the number of dead
insects was counted. The experimental design was completely randomized, ina 6 x 7
factorial scheme, for the two insects, being the factors concentrations and evaluation
periods, with three replications. The results obtained allowed us to conclude that, the
Fatty Extract at a concentration of 1000 mg L-1, had a mortality of 90% of
Acanthoscelides obtectus insects, Supernatant Extract at a concentration of 1000 mg
L-1, presented a mortality of 70% of Acanthoscelides insects obtained. Fatty Extract at

a concentration of 1700 mg L-1, showed a mortality of 50% of Sitophilus spp insects
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and, at a concentration of 1700 mg L-1, it presented a mortality of 40% of Sitophilus

spp.
Key-words: Acanthoscelides obtectus. Sitophilus spp. tagitinine c. bioinputs.
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1. INTRODUCAO

Espécies vegetais da familia Asteraceae apresentam diversos constituintes
guimicos como poliacetilenos, lactonas sesquiterpénicas, 6leos essenciais,
terpenoides, monoterpenos, alcaloides, latex com triterpenos, saponinas e
flavonoides, fazendo com que as espécies apresentem grande potencial quimico e
biolégico, sendo responsavel pela importancia econ6mica da familia, tanto na
medicina tradicional como na producdo de biopesticidas (EVANS, 2002). Nesse
sentido, a espécie Tithonia diversifolia (HEMSL.) A.GRAY (Asteraceae) se sobressai
por suas propriedades inseticidas relacionadas principalmente na presenca de
metabdlitos secundarios como lactonas sesquiterpénicas e flavonoides, que séo
encontrados em suas folhas e flores, além de altas concentracbes de fésforo e
potéassio em sua biomassa (SCHUSTER et al., 1992).

Extratos vegetais que apresentam atividade inseticida representam uma
alternativa consideravel de controle de insetos-praga tanto em &reas de grandes
extensGes, como em areas de pequeno cultivo (DEQUECH et al., 2008). Adedire e
Akinneye (2004) em seu trabalho avaliaram a atividade biolégica da Tithonia.
diversifolia sobre a praga de armazenamento Sitophilus spp, citando Kou & Lin (1999)
em que isolaram o sesquiterpeno de dinorxantano denominado diversifolida [4,15-
dinor-3-hidroxi-1(5)-xanteno12,8-olide], uma nova cromona e quatro outros
compostos conhecidos da planta Tithonia. diversifolia. Segundo os autores alguns
desses compostos sao responsaveis pela atividade inseticida da espécie.

Insetos-praga que atacam varios estagios de desenvolvimento da cultura no
campo e durante o armazenamento dos graos representam um grande desafio nos
processos de armazenamento. Inclui-se dentre essas pragas o caruncho do feijao,
denominado Acanthoscelides obtectus que € um dos principais agentes causadores
de perdas durante o armazenamento, tanto quantitativas quanto qualitativas nos graos
(GALLO et al., 2002).

Em geral, os insetos apresentam elevadas diversidades e densidades

populacionais, em especial para os graos de milho, e os insetos que ressaltam por
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sua acao direta no gréo, ou seja, por sua capacidade de danificar os graos ainda
sadios se destacam os do género Sitophilus spp. Estes insetos sédo pragas primarias
consideradas de maior importancia para os graos armazenados no Brasil por
apresentarem infestacdo cruzada, serem pragas de profundidade, terem elevado
potencial bidtico, e tanto na fase larval quanto na fase adulta causarem danos aos
graos (COPATTI; MARCON; MACHADO, 2013).

Sitophilus spp e Acanthoscelides obtectus sédo duas pragas primarias internas,
visto que tém capacidade para atacarem o grao ainda sadio alimentando-se de todo
o interior do grdo, além de possibilitarem a instalacdo de outros agentes de
deterioracdo completando seu ciclo de vida no interior do grdo. Dispdem também a
infestacdo cruzada, ou seja, mesmo no campo pode haver a ocorréncia dos mesmos
(JUNIOR, 2011). Além disso, apresentam elevado potencial de reproducdo e detém
muitos hospedeiros como o feijao, o arroz, o milho e o trigo, sendo adaptados tanto
para viverem e reproduzirem em regifes tropicais como nas temperadas em
condi¢cBes de baixa umidade (LORINI et al., 2015).

Nesse contexto, extratos obtidos da planta Tithonia diversifolia podem ser
alternativas viaveis no controle de insetos e demais pragas de armazenamento.
Considerando que as principais perdas quantitativas e qualitativas na pés-colheita de
gréos sao geradas por pragas e insetos de armazenamento, extratos vegetais surgem
como opc¢ao que pode ser associada a outras praticas de controle de pragas visando
reduzir o crescimento dessas populacbes (MIRANDA, 2015). Essas exigéncias
crescem a medida que os produtores preferem optar por tratamentos livres de
agrotoxicos, além da ocorréncia de resisténcia de pragas a inseticidas e
principalmente pela eficiéncia e praticidade na aplicacdo (ALMEIDA et al., 2013).

O emprego de inseticidas sintéticos vem sendo o principal método de controle
da praga. Apesar disso, 0 uso indiscriminado e usualmente de forma incorreta desses
principios ativos tem aumentado o numero de aplica¢des e diminuido suas eficiéncias
principalmente devido ao desenvolvimento de populagbes de insetos resistentes
(FREITAS; PINHEIRO, 2010). Tal uso acentua o problema de contaminagdo do
ambiente e produtos agricolas (MOHAPATRA; RAO, 2005).
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A FAO (Organizacado das NacOes Unidas para a Agricultura e Alimentacao)
publicou um relatério mostrando que o Brasil no ano de 2013 consumiu mais de 10
bilhdes de reais com a compra de inseticidas. Entre os anos de 2012 e 2014 a média
anual de agrotéxicos no Brasil totalizaram mais de 877.000 toneladas, de acordo com
o atlas Geografia do Uso de Agrotdxicos no Brasil e conexdes com a Unido Europeia
de 2017. Sendo que desse total, 334.000 toneladas no centro-oeste, 244.000 no Sul,
188.000 no Sudeste, 101.000 no Nordeste, e 28.000 no Norte. Em 2017, o Brasil
passou a ser o maior consumidor de agrotoxicos do mundo consumindo cerca de
550.000 toneladas por ano (GRIGORI, 2019).

Extratos de plantas estdo sendo cada vez mais estudados, e em grande parte
ja com efeito comprovado para o controle de pragas. A atividade inseticida de extratos
de plantas pode ser manifestada por meio da mortalidade direta, repeléncia,
esterilidade, interferéncia no desenvolvimento e modificagdo no comportamento dos
artrépodes (LIMA; MOREIRA; ARAGAO, 2013).

Os bioensaios sdo métodos de pesquisa importantes relacionados a interagéao
inseto-planta. Sao utilizados principalmente para avaliar o efeito das substancias
guimicas visando o controle de insetos, além de determinar o0 modo de acédo e a
dosagem mais eficaz que possa causar a morte de 50% da populacdo (DLso) de
determinado inseto-praga, além de identificar a resisténcia de insetos aos produtos
que s&o submetidos (CORREA; VIEIRA, 2007).
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar a composig&o quimica e o potencial inseticida do extrato alcéolico de
Tithonia diversifolia sobre o controle das pragas Acanthoscelides obtectus e Sitophilus

spp.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Cultivar as pragas Acanthoscelides obtectus e Sitophilus spp obtidas a partir
de graos infestados para posteriores aplicacdes dos extratos.

- Obter o extrato vegetal e suas fracdes a partir do material vegetal de Tithonia
diversifolia extraidas com alcool, como alternativa ao uso de inseticidas sintéticos para
tratar grdos armazenados contra o ataque e danos de Acanthoscelides obtectus e
Sitophilus spp.

- Realizar a triagem fitoquimica a fim de identificar as principais classes de
compostos presentes no material vegetal Tithonia diversifolia.

- Extrair o 6leo essencial do material vegetal e identificar os seus principais
compostos por Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas.

- Quantificar a lactona sequiterpénica tagitinina C nos extratos de Tithonia
diversifolia.

- Determinar o indice de mortalidade das pragas Acanthoscelides obtectus e
Sitophilus spp. submetidas a diferentes concentracbes dos extratos de Tithonia

diversifolia.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tithonia diversifolia (HELMS) A. GRAY

Asteraceae € a maior familia das angiospermas, atingindo mais de 25.000
espécies pertencentes a 1.600 géneros habituados em 17 tribos e trés subfamilias.
No Brasil a familia esta representada por aproximadamente 196 géneros e
aproximadamente 1.900 espécies (BREMER, 1994).

Todas essas tribos estdo retratadas no Brasil principalmente por espécies
nativas e por algumas que foram inseridas, devido a grande capacidade adaptativa
dos seus representantes. A familia € encontrada em varias formacdes vegetais
predominando nas formacdes campestres do sul do pais, onde ha uma grande
diversidade de espécies (MATZENBACHER, 2003).

A espécie Tithonia diversifolia pertence a Divisdo: Sphermatophyta, a Classe:
Dicotiledoneae, a Subclasse: Metaclamideas, Ordem: Campanulada, Familia:
Asteraceare, ao Género: Tithonia e a Espécie: Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray
(SILVA, 2004). A planta € um arbusto perene que pode crescer de 2 & 5 m de altura,
sendo conhecida também como margariddo, méo-de-Deus, botdo de ouro, unha de
gavido ou girassol mexicano. No Brasil a planta pode ser encontrada em todo o
territdrio, embora seja originaria do México esta distribuida nas Américas Central e do
Sul, na Asia e Africa. (ALMEIDA, 2018).

De acordo com Silva (2004), a anéalise da composicdo quimica do p6 da folha
da Tithonia diversifolia em porcentagem é: Umidade 11.88%, Proteina crua 22.07%,
Extrato etéreo 8.12%, Fibra crua 6.74%, Cinza 12.47%, Carboidratos (por diferenca)
38.72%, Célcio! 390.60, Fosforo! 444.85, Vitamina Al 0.299, Taninos! 83.33,
Carotenos? 130.94, Xantofilas? 333.93, Xantofilas hidroxiladas? 161.60 ((1): mg/100g de
po;(2) ng/100g de po).
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3.2 LACTONAS SESQUITERPENICAS (LSTS): UM SESQUITERPENO
USUALMENTE DESCRITO COMO COMPOSTO DOMINANTEMENTE DAS FOLHAS

DA Tithonia diversifolia

Os principais constituintes quimicos de Tithonia. diversifolia pertencem a classe
das Lactonas Sesquiterpénicas (LSTs) e flavonoides, que s&o metabdlitos
secundarios armazenados, assim como as tagitininas presentes na parte aérea da
planta. Sendo as LSTs de coloracao incolor, sabor amargo e levemente estavel,
apresentando elevada importancia bioldgica e taxondmica. A despeito de muitas
serem toxicas, as LTSs encontradas em Tithonia diversifolia sdo consideradas
medicinais (ROCHA, 2009).

Dentre os compostos isolados de Tithonia diversifolia, a tagitinina € a mais
estudada devido ao seu amplo espectro farmacolégico, sendo a mesma isolada de
uma espécie identificada como Tithonia tagitiflora que proporcionou a obtencdo de
germacranolideos com nome de Tagitininas A-F (Figura 1), sendo a A, C e F as mais
estudadas (BROERING, 2019).

Os metabdlitos secundarios apresentam-se como estruturas complexas, seu
peso molecular pode ser de baixo a alto, e podem ser polares ou apolares e ocorrem,
em pequenas quantidades. Sdo considerados metabdlitos secundarios de destaque,
para animais e plantas, os alcaloides, os terpendides, os fendis, os 6leos essenciais,
os taninos, os flavonoides e as saponinas (RODRIGUES et al., 2016). A tagitinina C,
lactona sesquiterpénica isolada de Tithonia diversifolia em estudo estd localizada
principalmente nos tricomas glandulares na face adaxial das folhas (MIRANDA, 2015).

Na area agricola, lactonas sesquiterpénicas apresentam também propriedades
benéficas, porém alguns metabdlitos secundarios podem influenciar na germinacao e
crescimento de algumas espécies de plantas apesar de que a natureza e extensao
dos efeitos produzidos dependam de diversos fatores, e entre eles a estrutura da
lactona testada, sua concentracéo e a espécie na qual ela ird atuar (PICMAN, 1986).
Esse efeito é chamado de alelopatia e pode ser de grande importancia na agricultura
para o controle de plantas daninhas, desde que se estabeleca uma correta associagao
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entre as espécies produtoras de substancias alelopéticas e as espécies cultivadas
(BARUAH et al.l, 1994).

Figura 1- Estruturas quimicas das tagitininas A, C e F.
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Fonte: Autor (2022), com auxilio de ChemDraw Pro

3.3 Acanthoscelides obtectus

Acanthoscelides obtectus, (Figura 2), medem de 2 a 4mm de comprimento,
possuem coloracdo pardo-escuros com peguenas pontuacbes avermelhadas no
abdbémen pernas e antenas, sendo os olhos perfeitamente emarginados e os fémures
posteriores apresentam um largo espinho ventral, sendo as fémeas maiores que 0s
machos. Os ovos podem ser colocados nas vagens ainda no campo ou diretamente
nos graos e sementes armazenadas, cada fémea deposita de 40 a 60 ovos e a ecloséo
ocorre em 3 a 9 dias (LORINI et al., 2015).

O desenvolvimento larval compreende 4 instares e dura de 12 a 150 dias de
acordo com as condi¢cdes ambientais. O ciclo de vida pode ser completado em apenas
23 dias e é por isso que a espécie tem um grande potencial de desenvolvimento.
Condicdes otimas de desenvolvimento sdo de aproximadamente 30 °C e 70% de UR,
sendo o desenvolvimento mais lento abaixo de 18 °C (PEREIRA, 1993).

Normalmente, a fémea deposita seus ovos entre vagens ainda no campo ou
em graos expostos em seu armazenamento. Apos a eclosédo as larvas transpassam

para esses graos através do tegumento onde desfrutam dos cotilédones, onde séao
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realizadas as camaras. Em seu periodo larval eles se nutrem constantemente, e no
fim do seu ultimo instar empupam no interior de camaras com auxilio de suas
mandibulas dirigidas a janela de saida dos adultos de Acanthoscelides obtectus.
Assim, permanecem por varios dias no interior dessas camaras, até que impulsionam
a janela com cabeca e pernas, ocorrendo a emergéncia para acasalar e novamente
recomecar o ciclo reprodutivo (BALDIN, 2001).

A espécie pode causar prejuizos consideraveis aos grdos, como perda de
massa, reducdo da qualidade nutricional e do poder germinativo das sementes, além
da introducdo de contaminantes secundarios como fungos e micotoxinas. Diversas
infestagcBes iniciam ainda no campo, assim as larvas alimentam-se dos graos ainda
em maturacdo. Em razéo do seu rapido desenvolvimento hd um alto potencial para o
seu crescimento populacional. (PEREIRA, 1993).

Segundo GALLO et al. (1970), o periodo de postura hos armazéns chega a ser
de sete dias, e mais de 70% dos ovos sd0 postos nos quatro primeiros dias. A postura
média por fémea pode atingir 60 ovos. Adultos de Acanthoscelides obtectus
apresentam forma ovoide, de dois a quatro milimetros de comprimento e coloracdo
pardos escura com pontuacdes avermelhadas na parte vertical do abdome e no
pigidio, pernas e antenas. As larvas sao de coloracéo branco-leitosa com trés a quatro
milimetro de comprimento e as pupas sao da mesma cor passando a marrom quando
préximas a emergéncias dos adultos (GALLO et al., 2002).

Para Halstead (1963), a distingdo entre os sexos de Acanthocelides obtectus
se da pelo tamanho, sendo que a fémea é maior, além disso sua curvatura de
extremidade do pigidio € menos realcada, e a abertura anal é terminal. Quanto aos

machos, sua inclinacao é mais vertical que nas fémeas e sua abertura anal é ventral.

Figura 2 - Adulto de Acanthoscelides obtectus
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Fonte: Autor (2022)

3.4 Sitophilus spp

E uma praga primaria interna de suma importancia pois pode apresentar
infestacdo cruzada, ou seja, infestar grdos no campo e no armazém, onde penetra na
massa de grdos. Além de apresentar elevado potencial de reproducdo, sendo os
principais hospedeiros do trigo, milho, arroz, cevada e triticale. Mesmo em sua fase
larval j& sdo considerados prejudiciais e atacam graos e sementes. A postura é feita
nos graos e sementes, as larvas apos se desenvolverem empupam e se transformam
em adultos ainda no gréo ou semente, sendo alguns dos danos causados, a reducéo
e qualidade do grdo (LORINI, 2008).

Os adultos de Sitophilus spp (Figura 3), séo gorgulhos de 2,0 a 3,5 mm de
comprimento, de coloracdo castanho-escura, com manchas mais claras nos élitros
(asas anteriores) visiveis logo apos a emergéncia. O periodo de oviposicdo é de 104
dias, e o numero médio de ovos por fémea é de 282. A longevidade das fémeas é de
140 dias. O periodo de incubacado oscila entre 3 e 6 dias, e o ciclo de ovo até a
emergéncia de adultos € de 34 dias (LORINI, 2008).

A postura é realizada de forma individual nos graos, por orificios cavados pelas
fémeas com auxilio de sua mandibula, assim o ovipositor excreta uma substancia com
aspecto gelatinoso, usado para fechar a cavidade (COTTON & WILBUR, 1974;

EVANS, 1981), ficando os orificios de postura com dificil visualizag&o. Feita a ecloséo,
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a larva se alimenta do interior dos grdos, completando assim o seu estagio larval
(quatro instares) que é realizado dentro do grdo, empupando a seguir e culminando
com a emergéncia do adulto do seu interior (LOECK, 2002).

Segundo Mound (1989) e Booth et al. (1990), conforme citado por Antune e
Dionell (2010) as larvas sao apodes, apresentando coloracdo amarelo clara e cabeca
marrom-escura, e exibem perfil dorsal semicircular, sendo seu perfil ventral retilineo e
os trés primeiros segmentos abdominais com duas pregas ou sulcos transversais no
dorso, e as pupas sdo brancas. O seu comprimento varia de 2 a 3 mm, sendo a pupa

de cor branca leitosa.

Figura 3 - Adulto de Sitophilus spp.

Fonte: Autor (2022)

3.5CONTROLE BIOLOGICO DE PRAGAS

O emprego de inseticidas sintéticos vem sendo o principal método de controle
de pragas agricolas, apesar disso o uso indiscriminado e usualmente de forma
incorreta desses principios ativos tem aumentado o nimero de aplicagdes e diminuido
suas eficiéncias, principalmente devido ao desenvolvimento de populacdes de insetos
resistentes (BHISASHI, 2002). Tal uso acentua o problema de contaminacdo do
ambiente e produtos agricolas (MOHAPATRA & RAO, 2005).
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O uso de plantas inseticidas para o controle de pragas ndo é recente,
principalmente em paises tropicais antes mesmo da introducdo dos inseticidas
sintéticos. Alguns dos primeiros inseticidas a base de plantas foram a nicotina,
extraida do fumo (Nicotiana tabacum), e a rotenona extraida de Derris spp. e
Lonchocarpus spp. Com o surgimento dos inseticidas sintéticos os mesmos deixaram
de ser comercializados e s6 depois de alguns anos o uso de extratos vegetais no
controle de pragas foi retomado. Esse retorno deve-se a crescente necessidade de
Nnovos compostos para o controle de pragas que sejam mais amigaveis ao ambiente,
deixem menos residuos nos alimentos e auxiliem no controle de insetos mais
resistentes, sendo essas as caracteristicas presentes em inseticidas vegetais (GALLO
et al., 2002).

Extratos de plantas inseticidas estdo sendo cada vez mais estudados como
alternativa no manejo integrado de pragas. A espécie da familia Asteraceae tem se
destacado pela eficiéncia de seus extratos (ROEL et al., 2000). A atividade inseticida
de extratos de plantas pode ser manifestada por meio da mortalidade direta,
repeléncia, esterilidade, interferéncia no desenvolvimento e modificacdo no
comportamento dos artrépodes (LIMA; MOREIRA; ARAGAO, 2013).

De acordo com Sampaio (2015), a aplicacéo de extratos de Tithonia diversifolia
na area agricola vem sendo suportada por trabalhos que reportam a atividade toxica
dos extratos etandlicos das folhas sobre operarias de uma espécie de formiga
cortadeira (Atta cephalotes), principalmente os extratos obtidos a partir das folhas
secas a sombra, 0s quais foram capazes de causar uma taxa de mortalidade de até
97,5% entre as formigas operarias apés um periodo de cinco dias de tratamento,
sugerindo assim o potencial desta planta para o controle de pragas agricolas.

Segundo Pavela, et.al (2018), os extratos de Tithonia diversifolia vem atraindo
cada vez mais pesquisadores, como sendo um mecanismo na protecdo de diversas
lavouras. Através de diversos estudos, um deles foi contra o fitéfago generalista Atta
cefalotes onde a acao inseticida se deu por ingestéo e contato do extrato metanoico
sobre os insetos. Um outro trabalho realizado por Pavela et al. (2018) mostrou que o

extrato alcoolico de folhas de Tithonia diversifolia, € também ativo contra as principais
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espécies de pragas (por exemplo, pulgdes e besouros) em plantas de feijdo comum
(Phaseoulus vulgaris).

3.6 TOXICIDADE

A ecotoxicologia prognostica a aplicagdo de testes de toxicidade com
organismos, que sdo também conhecidos como bioensaios, que sao realizados testes
em laboratério, a fim de gerar efeito biolégico de uma substancia conhecida.
Normalmente esses testes séo realizados em uma populacdo de organismos testes,
ou até mesmo em células. Através dos testes de toxicidade é possivel encontrar a
concentragcdo na qual a substancia conseguiu matar 50% da populacdo observada
(MARIANI, 2006).
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4. MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Secagem e
Armazenamento de Produtos Vegetais e no laboratorio de Pesquisa Desenvolvimento

& Inovacéao de Produtos da Biodiversidade, da Universidade Estadual de Goias.

4.1 Obtengao dos materiais vegetais

Foram coletadas manualmente entre os meses de maio e julho de 2021 no
periodo da manha, 21kg de material vegetal constituido pelas flores e folhas da
espécie Tithonia diversifolia (HEMSL.) A.GRAY (Asteraceae) (Figura 4). O material foi
coletado na Agéncia Goiana de Assisténcia Técnica, Extensdo Rural e Pesquisa
Agropecuaria Estacdo (Emater), localizada no municipio de Anapolis-GO, com
latitude: 15°47°50”S, longitude: 43°18°31”0 e altitude de 1017 m. A temperatura local
varia de 16 °C a 33 °C de acordo com a Classificacdo de Koppen, do tipo Aw. Logo
apos a coleta, os materiais vegetais foram transportados para o Laboratério de
Secagem e Armazenamento de Produtos Vegetais, onde foram realizados os
experimentos.

Ramos floridos da planta também foram coletados e submetidos a técnica de
herborizacéo para a confeccdo de exsicatas, que foram depositadas no Herbario da
Universidade Estadual de Goias do Campus Central -Sede Anapolis (registro n® UEG-
14411).
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Figura 4 - Tithonia diversifolia (HEMSL.) A.GRAY registrada no local de coleta,
Agéncia Goiana de Assisténcia Técnica, Extensdo Rural e Pesquisa Agropecuéria

Estacao (Emater).(A) Viséo geral da planta. (B) Flor. (C) Folhas.

i,

Fonte: Autor (2021).
4.2 Planejamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC) em um esquema fatorial 6x 7 com trés repeticdes, sendo os fatores
dosagens utilizadas (0; 10; 100; 350; 700; 1000 mg L) Acanthoscelides obtectus; (0;
300; 650; 1000; 1350; 1700mg L) para Sitophilus spp em sete periodos de avaliacdo
(24; 48; 72; 96; 120; 144; 168h).

4.3 Secagem e armazenamento do material vegetal de Tithonia diversifolia

O material vegetal de Tithonia diversifolia depois de transportados e levados
ao laboratorio, foram selecionados para retirada daqueles com danos fisicos e
posteriormente lavados em agua corrente. Os mesmos, foram secos em estufa com

circulacdo de ar quente por 72h a 40° C. Em seguida foram triturados em um moinho
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de martelo SP 33 LABOR® e armazenados em frascos de vidro protegidos da luz e

umidade para posteriores extracdes e analises.
4.4 CARACTERIZACAO FARMACOGNOSTICA DO MATERIAL VEGETAL

As determinagfes de granulometria de pés, cinzas e perda por dessecacao
foram realizadas em triplicata de acordo com os métodos descritos na Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2019).

4.4.1 Determinacdo da granulometria dos pés

A granulometria foi determinada com o auxilio de tamizes operados por
dispositivo mecéanico (Agitador de peneiras para andlises granulométricas. Foram
utilizados tamises com abertura de malha (250, 425, 1000, e 1400 um) acomodados
da maior abertura para a menor abertura, apoiados sobre um coletor. Amostra de 25
g foi pesada e transferida para o tamis superior distribuindo uniformemente o p6. O
aparelho foi acionado por cerca de 15 minutos em velocidade 2 com vibragao
adequada e, estimado o percentual retido em cada tamis. O tamanho das particulas
foi avaliado pelo percentual de retencédo de pé em cada tamis por meio da Equacéo
1.

% Retida pelo tamis = P x 100 (Eq. 1)
P2

Em que:
P1 = peso da amostra retida em cada tamis (em gramas); e
P2 = soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas).

4.4.2 Determinacédo de cinzas totais

O método foi baseado na determinacdo da perda de peso do material
submetido a queima em temperaturas entre 550-570°C (MOREIRA et.al, 2008). A
determinacao de cinzas permite verificar a adicdo de matérias inorganicas ao produto

com exatiddo. 3 g da amostra pulverizada foram transferidas para cadinhos de
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porcelana previamente tarados e incinerados, sendo a temperatura aumentada
gradativamente até 600 + 50 °C, até que todo o carvao fosse eliminado. O gradiente
de temperatura utilizado foi 30 minutos a 200 °C, 60 minutos a 400 °C e 90 minutos a
600 °C. Ao término do ensaio, os cadinhos foram resfriados em dessecador. A

porcentagem de cinzas totais foi calculada conforme Equagéo 2:

(peso cadinho com cinzas (g))—peso cadinho vazio(g)

% cinzas totais = X100 (Eq.2)

peso inical da amostra(g)

4.4.3 Determinacao de cinzas insoltveis em &cido

Cinzas insoluveis em acido constituem o residuo obtido na fervura de cinzas
totais ou sulfatadas com acido cloridrico diluido apés filtragem, lavagem e incineracao.
O método destina-se a determinacéo de silica e constituintes silicicos da droga. Sendo
gue, as cinzas obtidas no ensaio anterior foram aquecidas até ebulicdo com 25 mL de
acido cloridrico 2 M durante cinco minutos em um cadinho coberto por um vidro de
relégio. Lavou-se o vidro de relégio com 5 mL de agua quente, juntando a agua de
lavagem ao cadinho. O material insoltvel em &cido foi recolhido em um papel de filtro
com teor de cinzas conhecidas, lavado com agua quente até que o filtrado se
mostrasse neutro. O papel de filtro contendo o residuo foi transferido para o cadinho
original, seco sobre chapa e incinerado a 500 °C. O célculo da porcentagem de cinzas
insoluveis em &cido em relacdo a droga seca foi obtido por meio da Equacéo 2.

% cinzas totais =

(peso cadinho com cinzas (g))—peso cadinho vazio(g)

X 100 (Eq.2)

peso inical da amostra(g)

4.4.4 Perda por dessecacao

Para a determinacdo da perda por dessecacao, foi empregado o método
gravimétrico (dessecacdo). Foi utilizada uma balanca de aquecimento halégeno
UniBloc MOC63u SHIMADZU, em que foi pesado 1 g da amostra, em temperatura de

105 °C. O ensaio foi realizado em triplicata. O ensaio se destina a determinar a
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guantidade de substancia volatil de qualquer natureza eliminada nas condi¢fes
especificadas na monografia individual.

4.45 Determinacédo de Oleos essenciais

Para determinacdo de Oleos essenciais no material vegetal foi realizada a
extracao utilizando o Aparato de Clevenger. Para tanto, 80g do material vegetal foram
transferidos para baldo de fundo redondo de 1000 mL, e acrescentou-se agua
purificada até metade do volume do baldo que foi colocado na manta aquecedora, e
acoplado ao Aparato de Clevenger. O processo de extracdo durou 3 horas, contadas
a partir do inicio de ebulicdo da agua. Ao término deste periodo o 6leo essencial foi
coletado, lavado com éter dietilico (Sigma- Aldrich) e, dessecado com sulfato de sédio
anidro. Todo o éter foi retirado por evaporacdo em capela de exaustdo. Ao fim da
evaporacao, o 6leo essencial foi pesado em frasco escuro previamente tarado, a fim

de obter o rendimento, de acordo com a Equagéo 4.

R%:massad"sé(;:" ® X100 (Eq.4)

4.4.6 Determinacdo dos constituintes do 6leo essencial por cromatografia a
géas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

O dleo essencial foi analisado na Universidade Federal de Goias (UFG), em um
cromatégrafo a gas acoplado a espectrébmetro de massas (Shimadzu GC-MS
QP5050A) equipado com coluna capilar de silica fundida SBP-5 (30 m x 0,25 mm D.l.;
0,25 pm de espessura de filme) composta por 5% de fenil-metilpolissiloxano e
temperatura programada da seguinte forma: 60-240 °C a 3 °C/min, depois a 280°C a
10 °C/min, terminando com 10 min a 280 °C. Hélio foi utilizado como gas de arraste a
um fluxo de 1 mL/min, e o modo split a uma proporgéo de 1:20. A temperatura da
injecdo foi ajustada para 225 °C. Os parametros operacionais significativos do
espectrometro de massas quadrupolo foram: temperatura de interface de 240 °C;
ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV com uma faixa de massa de 40-350 m/z
em uma taxa de amostragem de 1 varredura/s. Os constituintes foram identificados

por comparacao de seus indices de retencao (van Den Dool and Kratz, 1963) relativos
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a uma série de n-alcanos (C9 C28) e espectros de massas, com dados da literatura
(Adams, 2017). Alguns compostos também foram confirmados pela comparagcdo com
dados da biblioteca do equipamento (NIST).

4.4.7 Triagem fitoquimica

O material vegetal foi rastreado quanto a presenca de metabdlitos secundarios
como alcaloides, saponinas, esteroides, glicosideos cardioativos, taninos e
flavonoides utilizando métodos adaptados de Costa (2001), Matos (2009) e da
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019).

4.50BTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO

Foram utilizados 400g do material vegetal para 1800 mL do solvente (solugcao
alcodlica a 95% P.A), totalizando 18L de solvente para 4 kg de material vegetal,
conforme metodologia adaptada de DE ALMEIDA et al. (2015). O recipiente contendo
o material vegetal e o etanol 95% P.A, foi mantido no banho em ultrassom UltraSonic
Cleaner, UNIQUE durante 40 minutos a temperatura ambiente (25°C). O método de
ultrassom consta com um aparelho que emite ondas na frequéncia 50/60 Hz,
aumentando a penetracao do solvente na matriz do soluto, por meio da fragmentacao
das membranas celulares (PANDEY, TRIPATHI, 2014).

Passado esse periodo, a mistura foi filtrada em funil de Buchner, com auxilio
de uma bomba a vacuo. O residuo foi descartado e o extrato recolhido foi concentrado
sob pressdo reduzida com o auxilio de um rotaevaporador a vacuo (IKA® RV 10

control) (Figura 5), em temperatura de 40°C até obtencédo de 1286ml.
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Figura 5 - (A) Extracdo do material vegetal pulverizadas de Tithonia diversifolia,
em banho de ultrassom; B) Rotaevaporacdo do extrato alcodlico de Tithonia

diversifolia
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Fonte: Autor (2021)

Os extratos concentrados foram transferidos para pequenos frascos de vidro
de boca larga e levados para capela de exaustdo, a fim de terminar o processo de
retirada do solvente. Com o auxilio de um mini ventilador foi realizada a evaporacéo
completa do solvente em temperatura ambiente. O solvente foi considerado como
totalmente evaporado, apds constatacdo de que o peso do extrato se manteve
constante ao ser submetido a seguidas pesagens dos frascos em balanca analitica.
Durante esse processo observou-se que o0 extrato se separou, espontaneamente, em
duas fases distintas denominadas neste estudo, de Extrato Sobrenadante (ES), Figura
6A, e Graxoso (EG), Figura 6B. O EG apresentou uma consisténcia pegajosa/graxosa,
de coloracdo verde escuro, enquanto que o ES apresentou consisténcia oleosa e
coloragcao marrom.

Figura 6 — (A) Extrato Graxoso do material vegetal de Tithonia diversifolia; (B)
Extrato Sobrenadante do material vegetal de Tithonia diversifolia.
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Fonte: Autor (2021)

4.6 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS EXTRATOS GRAXOSO (EG)
E SOBRENADANTE (ES)

4.6.1 Rendimento da extracao

O rendimento da extracao foi estimado segundo a Equacéo 5:

MEScTD

Re =
MFf

x 100 (Eqg. 5)

Em que:

Re: rendimento extrativo (%),

Mf: massa das folhas em gramas, e

MEScTD: massa do extrato da Tithonia diversifolia.

4.6.2 Viscosidade

A determinacéo da viscosidade foi realizada apenas no ES, por ter consisténcia
liquida. Utilizou-se um viscosimetro da marca Brookfield (Modelo RVT), disponivel no
Laboratério de Quimica da Universidade Estadual de Goias, sendo o instrumento
equipado com cilindros de diametros diferentes (spindles). Cada spindle € apropriado
para medir a viscosidade de fluidos em uma faixa especifica: os de menor diametro
sdo utilizados para determinar as maiores viscosidades; e os de maior diametro, as

menores viscosidades.
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Foi utilizado o manual de instrugcbes da Brookfield Dial Viscometer, e
metodologia conforme descrito na Farmacopéia Brasileira 62 edicdo. Dentro destas
especificacdes, ficou determinado o spindle adequado (LV1), para as amostras
analisadas, bem como o recipiente ideal (Béquer de 250 mL) para receber o contetdo
da amostra, sendo que o raio do copo influencia no torque. Durante o ensaio a amostra
foi submetida a velocidade de 100 rpm, torque: 6,4%, temperatura de 23,8 °C. Os
ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados foram expressos em centipoise

(cP) em funcéo da velocidade de rotacao.

4.6.3 Determinacéo da densidade relativa

A densidade relativa do ES foi determinada em triplicata, conforme
Farmacopeia Brasileira 6° edicdo (BRASIL, 2019) por método gravimétrico, com
utilizacdo de picnémetro de 10 mL, limpo, seco, previamente calibrado e pesado. A
densidade relativa foi calculada pela razédo entre a massa da amostra e a massa da

agua purificada expressa na Equacao 13.
(Pe—Pv)
(Pa—Pv)

Densidade Relativa =

(Eq.8)
Em que:

Pe-massa do picnGmetro com Extrato Sobrenadante (ES);

Pv- massa do picnémetro vazio

Pa-massa do picnbmetro com agua purificada.

4.6.4 Determinacéo de tagitinina C

A identificacdo e a quantificacdo do composto tagitinina C no ES e no EG foram
realizadas por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), em um equipamento
Agilent Technologies 1260 Infinity Il, software Openlab CDS, equipado com detector
de arranjo de iodo (DAD) modelo G7115A e injetor automatico. As corridas
cromatograficas com volume de injecdo de 10 pL foram realizadas utilizando uma
coluna Ascentis® C18 SUPELCO de 250 mm x 46 mm x 5 ym em forno equilibrado a
35 °C.
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O método foi constituido de um sistema de eluicdo em gradiente de Acetonitrila
grau HPLC J.T.Baker (A) e acido acético VETEC 1% (v/v) (B), na proporcao 40:60 (O-
5 min); 70:30 (5-15min), 40:60 (15-20 min), com fluxo de 1,0 mL/min. Os
cromatogramas foram analisados no comprimento de onda de 254 nm, segundo
metodologia proposta no trabalho de Almeida et al. (2018). As amostras e padroes
foram filtrados em membrana PTFE 0,45 pum para vial ambar.

Tagitinina C foi utilizada como padréo externo para a confec¢do da curva de
calibragdo, nas concentragcbes de 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000 pg/mL,
preparadas em acetonitrila grau HPLC, em triplicata. Para tanto, a tagitinna C foi
cedida pela Universidade Federal de Alfenas (UFA) onde foi isolada de folhas de
Tithonia diversifolia de acordo com Abe et al. (2015) e sua estrutura quimica foi
elucidada pelos dados espectrais obtidos por Ressonancia Magnética Nuclear de H*
e C13 e comparados com a literatura (BARUAH et al., 1979; SCOTT; ZDERO;
BOHLMANN, 1987).

Para o preparo das amostras do EG e ES realizadas em triplicata, foi pesado
0,1 g de cada amostra e dissolvido em 10mL de metanol grau HPLC, em seguida
assistidos em ultrassom (Ultronique mod. Q5. 9/40 A, frequéncia 40 kHz e poténcia
200W) por 2 minutos. As amostras foram filtradas em papel de filtro e centrifugadas
(mini centrifuga G IKA). O sobrenadante foi filtrado em PTFE 0,45 um para vial ambar.
Ambas as amostras foram mantidas a -18 °C em freezer, protegidas da luz até o
momento das inje¢cdes no CLAE. Para quantificar as concentracfes de tagitinina C
presentes em cada amostra, utilizou-se a equacao da reta obtida por meio da analise
de regressao linear, Método dos Minimos Quadrados Ponderados (MMQP). Para
calcular o teor (%) de tagitinina C em cada extrato (EG e ES) foi utilizada a Equacéo
7.

TT (%) = concT X FD x 100 (Eq. 7)

Em que:

TT (%) = teor de tagitinina C no extrato, expresso em percentual,

concT = concentracdo de tagitinina C na amostra do extrato, calculada pela

equacao da reta e expressa em g/mL;
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FD = Fator de diluicdo da amostra calculado pela razéo entre o volume da
diluicdo (mL)/massa de extrato (g).

Foram anotadas e calculadas as médias das areas das concentracfes
preparadas no programa Microsoft Excel. A curva analitica e demais analises

estatisticas foram realizadas utilizando o programa Action Stat (2014) versao 3.0.

4.6.5 Determinacéo de lipideos

Foi enviada ao laboratério do Instituto SENAI de Tecnologia em Alimentos e
Bebida, de Goiania, 100mL do ES para realizacdo da analise de lipideos/gordura. Ndo
foi possivel o encaminhamento do EG, por ser de dificil manuseio e quantidade de

produto insuficiente.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA

4.7.1 Cultivo de insetos-praga

Acanthoscelides obtectus e Sitophilus spp. foram obtidos de gréos de feijdo e
milho respectivamente, naturalmente infestadas e adquiridas de experimentos
anteriores no Laboratério de Secagem e Armazenamento de Produtos Vegetais, da
Universidade Estadual de Goias. Os insetos foram transportados para um recipiente
de vidro transparente, contendo aproximadamente 200 g de gréos integros e ndo
infestados, e tapados com tecido de organza, e mantidos em temperatura ambiente.
O tecido de organza permite a ventilagdo, porém impede a entrada ou saida de outros
insetos. A partir deste estoque, novas geracdes de insetos-praga foram criadas e as
culturas mantidas substituindo continuamente os graos infestados e consumidos, por
graos sadios e nao infestados (ALMEIDA et al., 2013).

4.7.2 Dosagens utilizadas
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Para a determinagcdo da DLso, foram testadas as seguintes dosagens para
Acanthoscelides obtectus; 0,0; 10,0; 100,0; 350,0; 700,0 e 1000,0 mg L, jA para os
ensaios realizados com Sitophilus spp, as concentragdes utilizadas foram; 0,0; 300,0;
650,0; 1000,0; 1350,0, e 1700,0 mg L. As diferentes concentracdes foram obtidas a
partir de uma solucdo mée preparada na concentracdo de 1000,0 e 1700,0
respectivamente do extrato, em agua e 10% de dimetilsulféxido (DMSO) P.A. da
marca Synth. Como controle do veiculo foi utilizada agua +DMSO, tanto para
Acanthoscelides obtectus, como para Sitophilus spp, em quantidades proporcionais a
maior concentragéo testada, a fim de avaliar se houve ou néo influéncia do solvente
(veiculo) na mortalidade dos insetos, conforme a Figura 7(A) e (B).

As diferentes dosagens foram utilizadas com auxilio de papel germiteste com
gramatura de 65g/m? da marca GERMILAB.

Figura 7 — (A) Concentracdes da solucdo do Extrato Graxoso de Tithonia

diversifolia. (B) Concentracdes da solucdo do Extrato Sobrenadante.

Fonte: Autor (2022)

4.7.3 Determinacdo do indice de mortalidade de Acanthoscelides obtectus e de
Sitophilus spp.

Vinte gramas de grdos nao infestados de feijao e milho adquiridos em
mercado local de Anapolis-GO, foram imersos em 100 mL de extrato e posto sobre
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papel germiteste, em placa de Petri. As diluicbes foram obtidas por meio de uma
solucdo méae a 1000 mg L, sendo as seguintes diluigées, 10 ,100; 350; 700 mg L
para Acanthoscelides obtectus, e solugdo mée de 1700 mg L, sendo as seguintes
diluicdes 300; 650; 1000; e 1350 mg L para Sitophilus spp, sendo a dose controle
para ambos, contendo apenas agua e DMSO, foram feitas em triplicata contendo 10
insetos cada, por concentracdo. Apos a completa evaporacdo do solvente os insetos
foram acondicionados na placa contendo aproximadamente 20g de gréos tratados e
posteriormente cobertos com a tampa da placa de Petri, conforme Figura 8.

Acanthoscelides obtectus e Sitophilus spp em avaliagdo permaneceram por 7
dias em Camara de Germinagdo TECNAL® TE-402, a 25 °C. O numero total de insetos
mortos foi contado e registrado na Tabela 10. O inseto foi considerado morto quando
nao respondeu a estimulos quando tocado com auxilio de uma espatula (JUNIOR,
2011). Os dados foram submetidos a andalise de ProBit, utilizando o programa
Statistic® para a obtencdo da dose letal DLso.

Para avaliar a toxicidade do extrato sobre os insetos, os mesmos foram
expostos por um periodo determinado a varias concentracdes aqui descritas, assim
foram avaliados ao decorrer dos dias com auxilio de uma lupa, os efeitos causados
nos insetos. Os efeitos toxicos vao desde a mortalidade até efeitos chamados
subletais, bem como mudancas de comportamento, além de alteracdes fisiologicas
logo apés a aplicacdo dos extratos, sendo algumas dessas alteracoes:
hipersensibilidade, hipoatividade, e morte dos mesmos (ABRAHAO; SILVA, 2002).

Figura 8 - (A) Aplicacdo de diferentes dosagens de extrato, em sementes de
milho; (B) Aplicacéo de diferentes dosagens de extrato, em sementes de feijao; (C)

Sementes tratadas e com 0s insetos em estudo.
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Fonte: Autor (2022).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para analise quimica dos extratos, os dados foram submetidos a regresséo
linear pelo Método dos Minimos Quadrados ponderados. Sendo que, foram
ajustadas equac0Oes de regressao aos dados experimentais de dosagem aplicada.O
coeficiente de determinacgéo (R2) também foi estimado, utilizando o programa Excel
(2014).

Para encontrar a DLso, para determinacdo do indice de mortalidade de
Acanthoscelides obtectus e Sitoplhilus spp, foi feita a analise de regressao ProBit,

utilizando o programa Statistica 12.



36

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO MATERIAL VEGETAL

Tabela 1 - Analises fisico-quimica do material vegetal de Tithonia diversifolia

Parametros Média
Diametro médio (um) 355
Perda por dessecacéao (%) 6,89
Cinzas totais (%) 12,67
Cinzas insoluveis em acido (%) 0,0031
Oleos essenciais (g) 0,21

Fonte: Autor (2022)

Os resultados obtidos com a determinagdo da granulometria do pé de Tithonia
diversifolia (Tabela 1), demonstraram que a caracteristica do pé € semifino, assim o p6
cujas particulas passaram em sua totalidade pelo tamis de abertura nominal de malha de
355 um e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 180 um,
representando 64,16% de todo o material.

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2016), o teor de cinzas totais e cinzas
insollveis em acido consiste no residuo néo volatil obtido por incineracdo, na presenca e
auséncia de acido sulftrico. A avaliacéo visa determinar o teor de impurezas inorganicas
e constituintes presentes em substancias organicas. Esse tratamento prévio da droga
vegetal com acido sulfarico é recomendado para promover uma maior reprodutibilidade
do método.

O material vegetal de Tithonia diversifolia apresentou teor de cinzas totais e cinzas
insoluveis em acido dentro dos valores encontrados na literatura. Sarria et al. (1999),
analisando somente as folhas de Tithonia diversifolia, encontrou 17%, enquanto,
Premarante et al. (1998) encontraram 12,38%, e Sesbania (6,17%). Ja Rosales (1992),
encontrou 21,4%. De acordo com o ultimo autor, este valor encontrado para a Tithonia
diversifolia € alto e que provavelmente é um indicativo de alta concentracdo de minerais
como relata Kwabiah et al. (2003).

O resultado da analise de perda por dessecacdo, estd de acordo com o

estabelecido pela SBFgnosia (2009), cujo limite € na faixa de 8-14% para droga vegetal.
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Este parametro de controle de qualidade é geralmente utilizado pois permite um melhor
monitoramento e conservacédo do material vegetal (BRASIL, 2019).

5.2RENDIMENTO DE OLEOS ESSENCIAIS

Com a extracao do Oleo essencial do material vegetal de Tithonia diversifolia foi
obtido 0,219 de 6leo, o que conferiu um rendimento de 0,15%.

O rendimento encontra-se superior quando se comparado com o0s citados na
literatura sobre rendimentos de Oleos essenciais de Tithonia diversifolia. No trabalho
realizado por Silva (2003), com 521,3 g de material vegetal, obteve 0,3mL de éleo
essencial (0,06%).

5.3 ANALISE DE OLEOS ESSENCIAIS

O 6leo extraido e analisado usando GC-MS, como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas e flores de Tithonia diversifolia.

Conteudo

N° Compostos IR RI Lit. Referéncia relativo (%)
1 NI 900,00 - - 2,650
2 NI 939,49 - - 2,420
3 Isoborneol 1159,53 1155 A 1,220
4 E-cariofileno 1411,80 1417 A 5,130
5 E-B-lonona 1479,82 1487 A 1,650
6 1-Pentadeceno 1488,92 - N 2,000
7 Kessane 1518,72 1529 A 6,510
8 E-Nerolidol 1559,03 1561 A 3,080
9 Espatulenol 1568,77 1577 A 43,410
10 Oxido de cariofileno 1573,70 1582 A 26,790
11 Pogostol 1645,12 1651 A 5,130
Total de monoterpenos 1,220
Monoterpenos oxigenados 1,220

Total de sesquiterpenos 90,050
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Sesquiterpenos

hidrocarbonetos 5,130
Sesquiterpenos oxigenados 84,920
Fenilpropanoides 1,650
Outros 7,070

Total % 99,990

Fonte: Autor (2022)

Ao comparar a razédo da area do pico do composto detectado com a area total de
todos os compostos detectados, os conteudos relativos dos componentes do 6leo foram
determinados e os compostos foram identificados comparando o indice de retencéo (IR)
com a literatura (ADAMS, 2017) e o banco de dados do National Institute of Standards
and Technology (NIST). Os componentes majoritarios do 6leo essencial do material
vegetal de Tithonia diversifolia sdo os sesquiterpenos oxigenados espatulenol (43,410%)

e oxido de cariofileno (26,79%).

5.3 TRIAGEM FITOQUIMICA

Dentre os diversos métodos para identificacdo de metabdlitos secundarios em
extratos, a avaliacdo qualitativa se destaca, como por exemplo a triagem fitoquimica na
gual foi realizada nesse trabalho. As reacdes colorimétricas indicam a presenca ou nao
de compostos fendlicos, taninos, flavonoides, cumarinas, quinonas, saponinas e
alcaloides (ROCHA, 2017). Os resultados encontrados para a Tithonia diversifolia podem
ser observados na Tabela 3.

Nota-se, que o material vegetal de Thitonia diversifolia apresentou-se positivo para
Flavonoides, sendo identificados flavondis por meio da reacao de Shinoda (fluorescéncia
verde-amarelada) e reacdo Oxalo-Borica (fluorescéncia amarela-esverdeada). A reagao
com &acido sulfarico concentrado foi positiva (fluorescéncia), assim como a rea¢cdo com
Hidroxidos alcalinos (amarelo escuro). As flavononas foram identificadas pela reagdo com
Cloreto férrico (verde-castanha), e a reacéo com Cloreto de aluminio se mostrou negativa.

Para as cumarinas, a reacao foi positiva, dando origem a fluorescéncia verde.
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Para os Taninos, todas as reacOes foram positivas sendo que, 0s teores se
mostraram elevados de acordo com a intensidade das cores. A partir dos resultados
obtidos pelas Heterosideos Cardioativos, foi possivel identificar a presenca de esteroides
na reacdo de Liebermann-Burchard (coloracdo castanha da solucdo); e reacbes de
Compostos Terpenicos pela reacao de Pesez (fluorescéncia verde amarelada), sendo que
a reacao de Keller-Kiliani e reacédo de Kedde nédo foram identificadas, sendo negativas.

Foram encontrados alcaloides, de acordo com as reacfes de identificacdo dos
Compostos nitrogenados em todos os reativos. Para as saponinas, o indice de espuma
foi positivo. Entretanto para os Heterosideos cianogénicos foi negativo para o reativo de
Guibgard quanto para a reacao de azul de Prussia.

Em sintese, a Tithonia diversifolia apresenta compostos com acéo inseticida, visto
gue a possivel presenca de alcaloides e taninos, sdo metabdlitos secundarios que
possuem acéao inseticida. Os Taninos por exemplo, sao classificados como substancias
guantitativas, por serem redutores digestivos, com efeito proporcional a concentracao,
além de reduzirem significativamente o crescimento e a sobrevivéncia de insetos,
inativando enzimas digestivas e criando um complexo de taninos, uma proteina de dificil
digestdo (CAVALCANTE; MOREIRA; VASCONCELOS, 2006).

Tabela 3-Caracterizacéao fitoquimica do material vegetal Thitonia diversifolia

CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

Metabdlito Secundario Reativo Reacéo
Acido Cloridrico concentrado +
Acido bérico 3% +
Cloreto de aluminio 5% +
Flavonoides i
Acido sulfurico concentrado +

Cloreto férrico 4,5%

Hidréxido de sodio 20% +
Cumarinas Hidréxido de sodio 1N +
Gelatina 2,5% em cloreto de sédio 5% +

Taninos Sulfato de quinino 1% em acido sulfarico

5% +




Solucgéo de brucina em acido sulfarico 5%
Acetato de Cobre 4%
Cloreto férrico 2%

Solugédo de Hidroxido de sddio 20%

40

Reativo de Mayer

Reativo de Dragendorff +
_ Reativo de Bouchardar +
Alcaloides
Reativo de Bertrand
Reativo de Hager +
Acido Tanico +
Reacéo de Liebermann-Burchard +
Reacao de Pesez +
Terpenos o
Reacéo de Keller-Kiliani
Reacdo de Kedde
Saponinas Teste de espuma +

Heterosideos

Cianogénicos

Papel reativo de Guignard
Hidroxido de sodio 5%+ Sulfato ferroso

10%-+ Cloreto férrico 9%

(+) Presente; (-) Ausente
Fonte: Autor (2022).

5.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS EXTRATOS EG E ES

5.4.1 RENDIMENTO DA EXTRACAO

O rendimento da extracdo do material vegetal de Tithonia diversifolia

previamente secas e trituradas foi estimado de acordo com a Equacao 1, com massa
de 248,889 devEG, e massa de 179,829 de ES, sendo obtido o valor de 2,04% de

Rendimento Extrativo total.

5.4.2 DETERMINACAO DA VISCOSIDADE

O ES apresentou valor de viscosidade de 0,80cP.
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5.3.4  DETERMINACAO DE LIPIDEOS

Os resultados mostram ainda que o ES de Tithonia diversifolia utilizado neste

estudo, apresentou presenca de lipideos, sendo 0,799/100g de extrato.

5.4 QUANTIFICACAO DA TAGITININA C POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA RESOLUGCAO (HPLC) EM FASE MOVEL

A andlise por HPLC-DAD foi realizada no extrato aquoso de Tithonia
diversifolia, e para o padréo tagitinina C, sob comprimento de onda de 254nm. Com a
analise dos cromatogramas, encontraram-se varios picos coincidentes em todas as
amostras de Tithonia diversifolia. Na identificacdo dos compostos foi tido em conta o
seu tempo de retencao, que para o EG foi de + 10,272 minutos, para o ES foi de +
10,222 e para o padréo tagitinina C foi de = 10,203 minutos, assim como 0 seu
espectro UV caracteristico.

De acordo com a Figura 9, (A) e (B) quando comparados, o cromatograma e o
espectro do Padrdo de Tagitinina C (C), se mostraram iguais, afirmando assim a
presenca do composto, tendo em vista que 0s picos se encontraram NOS MesSMOos

comprimentos de onda.

Figura 9 -Cromatograma do EG (A), ES (B) de Tithonia diversifolia e do padrao tagitina
C (C) obtido em CLAE-DAD (mAu x min), volume de injecdo de 10.000 ul e UV A =
254,4 nm.
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Figura 10-Cromatograma Padrao de Tithonia diversifolia obtido em HPLC (mAu
X min) 10.000 pl, UV A = 254,4 nm.
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Fonte: Autor (2022).

Podemos verificar de acordo com a Figura 10, que o tempo de retencdo da

tagitinina C ficou no meio da corrida cromatografica (10,203 minutos) conforme
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esperado, de acordo com a literatura. Sendo que a separacdo foi adequada e o
composto saiu no meio da corrida.

Como podemos notar na Figura 10, o espectro da tagitinina C quando
submetida a regifes de 254nm, geram dois maximos de absorcdo, onde mostra as
regides da estrutura da tagitinina que mais sdo cromoforas, onde mais absorve na
regido do ultravioleta, que sdo os grupamentos cromoéforos que a tagitinina possui. No
caso da tagitinina C, ela gerou dois maximos de absor¢céo, em regides bem

Como podemos notar na Figura 10 (A), o espectro na regido do ultravioleta
(UV) do padréo tagitinina C possui dois maximos de absor¢cdo, um na regido de
comprimento de onda em torno de 225 nm e outro que se inicia em 250 nm e finaliza

Como podemos notar na Figura 11 A, o espectro na regido do ultravioleta (UV)
do padrdo tagitinina C possui dois maximos de absor¢cdo, um na regido de
comprimento de onda em torno de 225 nm e outro que se inicia em 250 nm e finaliza
em 254 nm, mostrando que o comprimento de onda escolhido de 254 nm é a regiédo
em que a tagitinina absorve melhor. Ademais, os espectros de absorcdo na regido do
UV dos picos da tagitinina C no EG e ES mostram méaximos de absorcdo em regides
idénticas as do padrdo tagitinina C, confirmando a identidade desta substancia nos
extratos, principalmente quando comparados com o espectro padrdo classico de
Lactonas Sesquiterpénicas (MADUREIRA, 2009).

Figura 11 - Espectro de absorcdo na regido do Ultravioleta (UV) do padréo tagitinina
C (A), e dos picos correspondentes a tagitinina no extrato graxoso (B) e no extrato
sobrenadante (C)
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Em relacéo a tagitinina C, encontrada no extrato liquido concentrado em estudo
de Goffin et al. (2003), foi observado maximo de absorcdo no espectro de UV, em
torno de 254nm para o padrdo. Na substancia selecionada no cromatograma da
amostra para comparar com o padréo tagitinina, em 5,860 minutos, demonstrando que

0 pico da amostra se tratava da tagitinina C.
5.4QUANTIFICAC}AO DE TAGITININA C NOS EXTRATOS
A representacdo grafica da analise de regressdo linear das diferentes

concentracOes preparadas com o padrao tagitinina C, a equacao da reta e o valor do

coeficiente de determinacéo (R?) séo apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Analise de regressao linear (Area x Concentracdes) do padrao tagitinina C
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Fonte: Autor (2022)
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As concentracdes e teores de tagitinina C nos extratos estdo demonstrados nas
Tabelas 4 e 5. Pode-se verificar que o teor de tagitinina C no EG foi superior ao do
ES.

Tabela 4 - Concentracdes e teores de tagitinina C nas amostras do Extrato Graxoso
(EG)

Teor Percentual

Tratamentos Repeticoes i Concentracdo  Concentragao o
Area pg/mL g/mL ()
EG1 6504,7 329,3055 0,0329 3,2930
EG EG2 5649,2 285,7076 0,0285 2,8570
EG3 6391 323,5112 0,0323 3,2351
Média 6181,6333 312,8414 0,0312 3,1284

Fonte: Autor (2022)

Tabela 5 - Concentragdes e teores de tagitinina C nas amostras do Extrato
Sobrenadante (ES)

Tratamentos Concentracdo Concentracdo
Repeticoes  Area pg/mL g/mL Teor Percentual (%)
ES1 436,2 20,0429 0,0020 0,2004
ES ES2 444 20,4404 0,0020 0,2044
ES3 476,6 22,1018 0,0022 0,2210
Média 452,2667 20,8617 0,0020 0,2086

Fonte: Autor (2022).

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA

5.6.1 Determinacédo do indice de mortalidade de Acanthoscelides obtectus

e Sitoplhilus spp.
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A toxicidade do extrato de Tithonia diversifolia foi avaliada por meio da
determinacdo da dose letal 50% (DLso), dose capaz de matar 50% dos insetos
testados. Por meio do resultado foi observado que o uso do extrato de Tithonia
diversifolia, se ajustou ao modelo de ProBit, apresentando potencialidade do extrato
sobre Acanthoscelides obtectus e Sitophilus spp para o tratamento de graos.

Na Figura 13, encontra-se os dados de mortalidade de Acanthoscelides
obtectus em funcéo da concentracéo aplicada, apds um periodo de avaliacdo de 168
horas de aplicacdo. Testemunha de Acanthoscelides obtectus e Sitophilus spp

apresentaram eficicia nula dos adultos (0,0% de mortalidade).

Figura 13 - Curva dose-resposta de Acanthoscelides obtectus submetidos ao Extrato
Graxoso (EG) de Tithonia Diversifolia, nas diferentes dosagens estudas, com nivel de
confianca 95%, ap6s 168 horas de exposicao dos insetos.

Scatterplot of Previsto against Concentragdo mg L*
Spreadsheet2 10v*13c

Previsto = b,3869+0,0006*x; 0,915 Conf.Int.

Previsto

0,3

0 200 400 600 800 1000 1200

Concentragdo mg L*?

Fonte: Autor (2022)
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Assim, a imobilidade total dos organismos-teste ap0s a exposicdo a
concentragdes superiores a 100 mg L, demonstram a existéncia de uma forte
evidéncia de compostos no extrato de Tithonia diversifolia, sendo que a
concentragdo de 1000 mg/L? indicou maior poder téxico no controle eficaz de
Acanthoscelides obtectus, que podem ter agao inseticida. A Figura 13 mostra
gue, quanto maior a concentracdo, maior € a taxa de mortalidade, sendo que, as
taxas de mortalidade aumentaram significativamente com o aumento das doses a

partir de 100mg L e do periodo de exposicéo, a partir do 3° dia.

Tabela 6 - Valores previstos de DLso de Acanthoscelides obtectus utilizando EG.

Valores preditos (Mortalidade EG)

Variavel Variavel: Concentragdo mg L*
Peso Valor DLso
Previsto 1520,271 0,5 760,136
Previsto -577,869
-95% 182,266
95% 132,638

Fonte: Autor (2022)

Pode-se notar na Tabela 7, que a dose letal necesséria para atingir 50% de
mortalidade de adultos de Acanthoscelides obtectus utilizando o EG, é de 182,266
mg/L1, como observado pela curva dose-resposta, estando entre as concentracdes
de 350 e 700mg L, no qual obteve uma eficiéncia significativa em relacdo aos
demais tratamentos. As mortes tiveram inicio ja nas primeiras 24 a 48 horas apés o
tratamento, indicando que o extrato deve ter uma absorcdo bastante rapida nos
tecidos de Acanthoscelides obtectus, levando a morte prematuramente dos mesmos
(MARIZ et al., 2006). Assim, a utilizacdo do extrato pode alterar a forma como os
produtos sdo utilizados para o controle de insetos-praga agricolas (FORIM, et.al,
2013).
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Figura 14- Curva dose-resposta de Acanthoscelides obtectus submetidos ao Extrato
Sobrenadante (ES) de Tithonia diversifolia, nas diferentes dosagens estudas, com

Fonte: Autor (2022)

O extrato sobrenadante ES nas condi¢cdes experimentais utilizadas, mostrou
eficiéncia para o controle do Acanthoscelides obtectus, no intervalo das doses 700 e
1000 mL Lt alcancando mortalidade de 50% dos insetos na concentragéo de 539,804

mg L conforme andlise estatistica.
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Tabela 7 - Valores previstos de DL50 de Acanthoscelides obtectus, utilizando o ES

Valores preditos (Mortalidade ES)

Variavel Variavel: Concentragéo mg L
Peso Valor DLso
Previsto 1868,528 0,5 934,264
Previsto -394,460
-95% 539,804
95% 532,712

Fonte: Autor (2022).

O inicio de mortalidade nesse grupo, teve inicio a partir do terceiro dia de
avaliacdo, houve uma reducédo dos grupos de animais tratados com o ES, mostrando
uma menor concentracdo de compostos ativos do mesmo. No entanto, os insetos
apresentaram alteracdes fisiol6gicas nas primeiras 48hs de avaliagdo, morrendo mais
tardiamente dentro do periodo de 7 dias.

O desempenho obtido nos dois extratos em estudo, correspondeu aos
resultados de Addedire e Akinneye (2004), em que realizaram um estudo com o
extrato de Tithonia diversifolia, aplicado em Callosobruchus maculatus, um caruncho
do feijdo, e relataram que o extrato causou maior taxa de mortalidade nas duas
maiores concentragdes utilizadas pelos autores, logo em 24 horas apds o tratamento.
Ja em relacdo as duas menores concentragdes, 0s autores conseguiram taxa de

mortalidade somente apés 48h de exposicao.
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Figura 15- Curva dose-resposta de Sitophilus ssp. submetidos ao Extrato
Sobrenadante (EG) de Tithonia diversifolia, nas diferentes dosagens estudas, com
nivel de confianga 95%.

A forma de aplicagdo dos extratos foi a mesma para os dois insetos. A
diferenca na mortalidade pode ser explicada por serem insetos mais resistentes
tendo assim comportamentos diferenciados. A partir da realizagéo da analise (Figura
15), para causar entre 70 e 100% de mortalidade de Sitophilus spp, seria necessario
concentracdes superiores a 2531,104 mg L1, dose que estaria entre a dose limite
de aplicacéo segundo a OECD (2001).

Lacerda et al. (2011), estudaram os efeitos do extrato bruto etanoico de folhas e
galhos de Tithonia diversifolia, também foram demonstrados nesta planta a presenca
de compostos bioativos no controle de microcrustaceos. Assim, a DLso-24h deste

material foi de aproximadamente 270 mg.Lt em nauplios de Artemia salina. Este
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organismo-teste tem sido sugerido como organismo modelo na avaliagao de extratos

vegetais com potencial inseticida (VIDOTTO et al. 2013).

Tabela 8 - Valores previstos de DLso de Sitophilus spp, utilizando EG.
Valores preditos para (Mortalidade EG)

Variavel variavel: Concentracéo mg L*
Peso Valor Peso- Valor
Previsto 3672,285 0,5 1836,142
Intercepto -223,110
Previsto 1613,033
-95% 1527,245
95% 1698,821

Fonte: Autor (2022).

Figura 16- Curva dose-resposta de Sitophilus spp. submetidos ao Extrato
Sobrenadante (ES) de Tithonia diversifolia, nas diferentes dosagens estudas.

Scatterplot of Previsto against Concentragdo mg/L*
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Tabela 9 - Valores previstos de DLso de Sitophilus spp., utilizando ES.

Valores preditos para (Mortalidade ES)

Variavel variavel: Concentragdo mg L
Peso Valor Peso- Valor
Previsto 3765,895 0,5 1882,947
Intercepto 37,537
Previsto 1920,485
-95% 1731,864
95% 2109,106

Fonte: Autor (2022)

Sendo assim, de acordo com o guia 423 da OECD (2001), o extrato Tithonia
Diversifolia, se enquadra na Classe 4, com toxicidade média (substancia com DL50
superior a 300 mg/Lte menor que 2000 mg/L?). Nos ensaios realizados até 7 dias
apos a aplicagdo dos extratos, todos os tratamentos apresentaram 50% de
mortalidade apds 96 horas de exposicao.

Cada vez mais, empresas e produtores rurais estdo em busca de produtos que
causem menos problemas aos seus produtos, por meio da tecnologia sustentavel,
produtos eficazes a fim de minimizar o ataque de pragas e doencas que podem
comprometer a lavoura/armazenamento e também controlar plantas invasoras
(EMBRAPA, 2022). Sendo assim, olhando pelo ponto de vista econémico e também
ambiental, o uso de bioinsumos podem complementar, ou até mesmo substituir os
defensivos quimicos.

A utilizacéo dos inseticidas sintéticos na agricultura ndo causa danos apenas a
cultura, mas também para o solo, para 0 homem e meio ambiente quando aplicados
em alta dosagem. O que explica a utilizagdo de extratos vegetais, considerado como
um bioinsumo no controle de pragas de graos buscando minimizar a dependéncia de
inseticidas sintéticos sobre as culturas (SANTOS et al., 2020).

Conforme citado pela EMPRAPA (2022), o mercado de bioinsumos, sé no ano

de 2020 foi capaz de movimentar 1,2 bilh&do de reais somente em defensivos quimicos,
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segundo dados da Croplife Brasil, associagdo que representa o setor. I1Sso, gera por
ano, cerca de 13 bilhGes de ddlares no setor de controle biolégico. Portanto, com a
utilizacdo de extratos vegetais esses custos podem diminuir por ndo necessitarem de
matérias primas com demanda téo elevada.

Isman et. al (1996), definem deterréncia alimentar como uma substancia que
modifica 0 comportamento que impede a alimentagdo por acdo direta nos 0rgaos
gustativos dos insetos. E isso pode ser comparado com 0s ensaios aqui realizados,
sendo a substancia que apresentou toxicidade letal ou subletal ao inseto, Tagitinina C
presente nos extratos de Tithonia Diversifolia, que agiram em seu organismo, suprindo
a alimentagao dos insetos nos gréos tratados.

Em sintese, esse chamado deterrente alimentar, apresenta um gosto nao
agradavel para os insetos, sendo para alguns autores, uma substancia que minimiza
o0 consumo do alimento pelo inseto. Assim, a substancia acarreta em um disturbio
associado aos mecanismos sensoriais, e diminuindo a atracdo pelo alimento,
ocasionando assim, deficiencia nutricional, levando a mortalidade dos insetos
(CORREA,; VIEIRA, 2007).

Deste modo, a mortalidade de Acanthoscelides obtectus e Sitophilus spp pode
ter sido causada por desnutricdo visto que, o desenvolvimento dos mesmos depende
guase que totalmente da quantidade de alimentos que sao introduzidos diariamente,
e essa caréncia, afeta significamente na qualidade de vida, inicialmente os deixando
debilitados e mais sensiveis, e posteriormente causando a morte.

Um estudo realizado por Dutta, Chaudhuri E Sharma (1993), mostrou que
deterrentes alimentares foram identificados em Tithonia diversifolia (Hemsl) Gray
(tagitinina A e C). J& em um estudo com Sitophilus e Tribolium confusum realizado
por Szafranski, Bloszyk E Drozdz (1993) relatam atividade deterrente alimentar da
tagitinina C, para adultos de Sitophilus spp e Tribolium confusum.
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6. CONCLUSOES

Este estudo revelou que o extrato de Tithonia diversifolia age como um
inseticida natural para insetos, teoricamente pela presenca de tagitinina ¢, podendo
efetivamente controlar Sitophilus spp em milho, e Acanthoscelides obtectus em feijao,
proporcionando mortalidade nas concentracdes de 182,266 mg L' e 539,804 mg L™
para EG e ES respectivamente, em 7 dias de exposicdo para Acanthoscelides
obtectus, ja para concentracdes de 1613,033 mg L' e 1920,245 mg L para EG e ES
respectivamente para Sitophilus spp, de acordo com a analise de Dlso- ProBit. Em
relacdo as concentragdes reais de mortalidade, EG, na concentragéo de 1000 mg L1,
apresentou mortalidade de 90% dos insetos de Acanthoscelides obtectus, ES na
concentracdo de 1000 mg L, apresentou mortalidade de 70% dos insetos de
Acanthoscelides obtectus. EG na concentracdo de 1700 mg L, apresentou
mortalidade de 50% dos insetos de Sitophilus spp e, na concentragdo de 1700 mg L*,
apresentou mortalidade de 40% dos insetos de Sitophilus spp, Visto que o extrato que
proporcionou maior mortalidade nos 7 dias de exposicao foi o EG, por ter uma maior
concentracdo do principio ativo.

Com a andlise quimica realizada, foram encontrados alcaloides, taninos,
flavonoides, cumarinas, terpenos e saponinas, sendo que sdo metabdlitos
secundarios que apresentam acéo inseticida. Assim, houve toxicidade para os insetos
avaliados, mostrando o potencial deste extrato para uso como inseticida natural,
confirmando a atividade por meio da identificacdo dos compostos bioativos no extrato.
Por fim, esta pesquisa permitiu descobrir um bioinsumo promissor quanto ao
desenvolvimento tecnoldgico de extratos padronizados de Tithonia diversifolia,
possuindo padrao compativel com o descrito na literatura, atestando a autenticidade

do material vegetal.
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Tabela 10 - Mortalidade de Acanthoscelides obtectus, submetidos a extrato liquido,

EG de Tithonia diversifolia

Extrato Graxoso (EG)

Doses (mg/L-1)

Mortalidade em DAA

1 2 3 4 5 6 7

0 0 0 1 1 1 1

10 0 0 1 1 1 0 2
0 0 0 1 1 1 0

0 0 0 1 2 1 2

100 1 0 1 2 1 1 0
0 1 1 1 2 2 0

0 0 0 2 2 2 3

350 0 0 0 1 4 2 1
0 1 0 3 2 1 2

1 0 0 2 4 1 1

700 1 1 0 2 1 1 1
0 1 2 1 1 1 2

2 0 0 1 4 1 1

1000 0 0 1 1 3 2 2
1 2 1 0 2 1 2

EG: Extrato Graxoso; DAA: Dias Apo6s Aplicagéo

Fonte: Autor (2022).



Tabela 11-Mortalidade de Acanthoscelides obtectus, submetidos a ES de Tithonia

diversifolia.
Extrato Sobrenadante (ES)
Mortalidade em DAA
Doses (mg/L) — 1 > 3 2 5 6 7
1 1 1 1 1 1 1
10 0 0 0 1 1 1 1
0 0 1 0 1 0 1
1 2 0 1 1 2 0
100 0 1 1 1 1 2 1
0 1 0 1 1 1 1
0 1 0 1 3 1 1
350 1 1 1 1 0 2 1
0 0 0 1 4 1 1
0 1 1 1 2 2 1
700 1 1 0 1 2 1 1
1 0 1 1 2 2 0
1 1 2 2 1 1 0
1000 1 0 1 1 2 2 1
0 0 2 1 2 1 2

ES: Extrato Sobrenadante; DAA: Dias Apés Aplicacao
Fonte: Autor (2022).
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Tabela 12- Mortalidade de Sitophilus spp., submetidos a extrato EG de Tithonia

Extrato Graxoso (EG)

Doses _ Mortalidade em DAA

(mg/L) 1 2 3 4 5 6 7
0 1 1 1 0 1 0

300 0 0 0 0 1 0 1

0 1 0 0 0 1 1

0 0 0 0 0 0 1

650 1 1 0 1 1 0 1

0 0 1 0 0 1 0

1 1 0 1 0 1 1

1000 0 0 0 2 1 0 0

0 0 0 0 1 0 1

1 1 1 2 1 1 1

1350 0 0 0 1 0 0 1

0 0 1 1 1 1 1

1 1 2 1 1 1 1

1700 0 1 1 2 0 1 2

0 0 0 0 2 1 0

diversifolia

EG: Extrato Graxoso; DAA: Dias Ap0s Aplicacéo
Fonte: Autor (2022).



Tabela 13- Mortalidade de Sitophilus spp, submetidos a ES de Tithonia diversifolia

Extrato Sobrenadante (ES)

Doses Mortalidade em DAA

(mg/L) 1 2 4 5 6 7
0 0 0 0 0 1 0

300 0 0 0 0 0 0 0
0 1 0 0 1 0 0

0 0 0 0 1 0 0

650 0 1 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0

0 1 0 0 1 1 0

1000 0 0 0 1 1 0 1
0 0 1 1 0 0 0

0 1 1 0 0 1 1

1350 0 0 0 0 2 1 1
0 0 0 1 1 0 1

0 0 0 1 1 1 1

1700 1 0 0 0 1 1 1
0 0 1 1 0 1 1

ES: Extrato Sobrenadante; DAA: Dias Apds Aplicacao

Fonte: Autor (2022).



