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RESUMO

VILELA, Ailyn de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019.
Isotiocianato de alilo como fumigante para controle do caruncho de feijao-caupi.
Orientador: Léda Rita D’Antonino Faroni. Coorientadores: Adalberto Hipolito de Sousa,
Fernanda Fernandes Heleno e Paulo Roberto Cecon.

O feijao-caupi esta sujeito a perdas quantitativas e qualitativas durante o armazenamento devido
ao ataque do inseto-praga Callosobruchus maculatus. Para seu controle, os 6leos essenciais t€ém
sido reconhecidos como uma alternativa eficiente e segura. Além de apresentar toxicidade, o
0leo essencial para ser introduzido comercialmente deve apresentar efeitos subletais que impeca
o desenvolvimento da populagdo de insetos, preservar a qualidade do produto e apresentar baixa
persisténcia, garantindo a seguranga alimentar. Desta forma, o presente estudo objetivou
introduzir um método ecologicamente seguro e que apresenta seguranga alimentar para o
manejo do caruncho do feijdo-caupi. O isotiocianato de alilo (AITC) foi testado quanto a sua
toxicidade, efeitos sobre a oviposic¢ao, desenvolvimento populacional e taxa respiratoria de C.
maculatus e seus efeitos sobre as propriedades fisicas do feijdo-caupi. Além disso, foi
desenvolvido e validado um método simples e eficaz para extracao e quantificacdo dos residuos
de AITC em feijao-caupi. A toxicidade do AITC foi determinada por meio de bioensaios de
concentragdes letais (CLs), aplicando-se concentracdes de AITC entre 5 a 13 mL m™ de feijdo-
caupi. O desenvolvimento populacional foi avaliado por meio da oviposi¢do, progénie €
emergéncia didria e acumulada da populagdo exposta as concentragdes subletais (CL1, CLio,
CL30 e CLs0). Também em fun¢do das concentracdes subletais, avaliou-se a taxa respiratdria
dos insetos, a taxa instantanea de crescimento populacional e seu efeito na qualidade do feijao-
caupi apos 40 dias de infestagdo. O método de microextracao em fase solida em headspace
(HS-SPME) e anélise por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama (GC/FID)
para avaliar o residuo de AITC em feijdo-caupi foi otimizado para avaliar a influéncia dos
fatores temperatura e tempo de extragado, e foi validado conforme parametros de seletividade,
linearidade, limites de deteccao (LOD) e quantificacao (LOQ), exatidao e precisdo. As CLso e
CLos para os adultos de C. maculatus foram de 9,41 e 17,85 mL m™, respectivamente. O
emprego das concentracdes subletais do AITC ocasionou redugdo da taxa respiratoria de C.
maculatus, e das taxas de oviposi¢do e emergéncia de adultos, e preveniu a perda de massa dos
grios de feijio-caupi. O tratamento com a CL1o (5,71 mL m™) diminuiu a reprodug¢io de C.
maculatus e o grau de infestagdo dos graos de feijao-caupi depois de 40 dias de armazenamento,

e consequentemente, foi eficaz para a preservacdo das propriedades fisicas dos graos neste



periodo. O LOD e LOQ do método validado para quantificagdo de AITC foi de 0,01 € 0,03 pg
kg, respectivamente. O método alcangou um alto nivel de seletividade, onde o coeficiente de
determinagio (1) encontrado para o AITC foi superior a 0,99, na faixa de concentragio
utilizada. A taxa de recuperagao relativa variou de 108,2 a 114,8%, com coeficiente de variagao
inter-dias inferior a 9%. A avaliacdo da persisténcia do AITC em feijao-caupi por meio do
método validado mostrou que em 36 h ap6s o inicio da fumigagao, ndo foi detectado a presenga
de residuos de AITC nos graos. Os resultados mostraram que o composto € potencialmente
adequado para o controle de C. maculatus, evitando o seu desenvolvimento em ambiente de
armazenagem e contribuindo para a manuten¢do da qualidade dos grdos de feijao-caupi.
Comprovou-se, também, que, depois de 36 h, os graos fumigados com AITC ndo apresentavam

residuos, demonstrando seguranca do composto como fumigante.

Palavras-chave: Callosobruchus maculatus. Vigna unguiculata. AITC. HS-SPME.



ABSTRACT

VILELA, Ailyn de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019. Allyl
isothiocianate as a fumigant to control the cowpea weevil. Adviser: Léda Rita D’ Antonino
Faroni. Co-advisers: Adalberto Hipolito de Sousa, Fernanda Fernandes Heleno and Paulo
Roberto Cecon.

The cowpea bean is subject to quantitative and qualitative losses during storage due to attacks
of the cowpea weevil Callosobruchus maculatus. Aiming to control such pests, essential oils
have been recognized as an efficient and safe option. Besides presenting toxicity, in order to be
commercially introduced, the essential oils must exhibit sublethal effects that hinder the
development of insect population, maintain product quality, and demonstrate low persistence
ensuring food safety. Thus, the present study aimed to introduce an eco-friendly method for the
managing the cowpea weevil. The allyl isothiocyanate (AITC) was tested for its toxicity, effects
on oviposition, population development and respiratory rate of C. maculatus and its effects on
the physical properties of the cowpea beans. In addition, a simple and effective method for
extracting and quantifying AITC residues in cowpea beans was developed and validated. The
toxicity of AITC was determined through bioassays of lethal concentration (CLs), applying
AITC concentrations between 5 to 13 mL m™ of cowpea beans. Population development was
assessed through oviposition, progeny, and daily and cumulative emergence of the population
exposed to sublethal concentrations (CLi, CLio, CL30, and LCs). Also, as a function of
sublethal concentrations, the respiratory rate of insects, the instantaneous rate of population
growth and its effect on the cowpea bean’s quality after 40 days of infestation were evaluated.
The headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) and flame ionization detector gas
chromatography (CG/FID) method used to evaluate AITC residue in cowpea beans was
optimized to evaluate the influence of factors such as temperature and extraction time, and was
validated according to parameters of selectivity, linearity, limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ), accuracy and precision. LCso and LCos for adults of C. maculatus were
9.41 and 17.85 mL m™, respectively. The use of sublethal concentrations of AITC resulted in
reduced respiratory rate, oviposition and emergence of adults of C. maculatus and also
prevented the loss of dry mass of cowpea beans. The treatment using LCio (5.71 mL m™)
reduced reproduction of C. maculatus and the degree of infestation in the cowpea beans after
40 days of storage, and consequently, it was effective in preserving the physical properties of
the beans during that period. The LOD and LOQ of the validated method for AITC
quantification were 0.01 and 0.03 pg kg!, respectively. The method reached a high level of



selectivity, where the determination coefficient (r?) found for the AITC was above 0.99 in the
concentration range used. The relative recovery rate ranged from 108.2 to 114.8%, with an
inter-day coefficient of variation of less than 9%. The persistence of AITC in cowpea bean
samples was evaluated, where 36 h after the compound fumigation residue was not detected in
the grains. The results showed that the compound is potentially suitable for the control of C.
maculatus, preventing its development in storage environment and contributing to the
maintenance of cowpea bean’s grain quality. It was also proved, that after 36 h, the beans

fumigated with AITC did not show presence of residue, demonstrating its safety as a fumigant.

Keywords: Callosobruchus maculatus. Vigna unguiculata. AITC. HS-SPME.
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INTRODUCAO GERAL

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], conhecido popularmente como feijao-
de-corda ou fradinho, esta entre as cinco leguminosas mais cultivadas no cinturdo tropical,
devido a sua versatilidade no cultivo e a sua tolerancia a seca e as temperaturas elevadas
(DUKE, 1990; BEZERRA et al., 2010). Além disso, ¢ um alimento rico em proteinas, minerais
e vitaminas e com cozimento rapido, impactando positivamente nas dietas didrias da populagao
das regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia, Europa ¢ Américas (DESHPANDE et al.,
2011). Para preservar o valor nutricional do feijao-caupi e garantir a viabilidade para o consumo
humano e para um novo cultivo, os graos devem ser armazenados em local apropriado apds a
colheita. No entanto, durante o periodo de armazenamento, o feijado-caupi apresenta perdas
quantitativas e qualitativas devido ao ataque de insetos-praga (SILVA & COSTA, 2016). Nas
regides tropicais, as perdas por infestacdo de insetos podem alcangar até 30% (WEAVER &
PETROFF, 2005).

O Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) (Coleoptera: Chrysomelidae) ¢ o inseto-
praga mais comum no feijao-caupi, podendo ocorrer tanto no campo quanto no armazenamento,
0 que agrava os danos causados por ele, uma vez que podem completar seu ciclo de vida sem
ter que retornar ao campo (JUMBO et al, 2014; MELO et al, 2014). Seu ciclo de vida consiste
em quatro estagios de desenvolvimento, ovo, larva, pupa e adulto. O besouro adulto pode chegar
at¢ 3 mm de comprimento (MELO et al., 2010), e viver por até 14 dias. As larvas sdo
responsaveis pelos danos causados aos graos (SAAD & ABDELGALEIL, 2018), uma vez que
se alimentam e se desenvolvem em seu interior, € os adultos, por sua vez, ndo se alimentam e
sdo responsaveis apenas pela reproducdo (BECK & BLUMER, 2014). As fémeas de C.
maculatus depositam seus ovos na superficie dos graos de feijao-caupi. Depois da eclosdo as
larvas penetram nos graos, transformam-se em pupas €, ao emergirem, os adultos rompem os
graos e iniciam um novo ciclo biolégico (OLIVEIRA et al., 2014).

O controle de insetos-praga de produtos armazenados ¢ feito principalmente por meio
da fumigagao com fosfina (MAPA, 2019). No entanto, seu uso intensivo e praticas inadequadas
de aplicagao levaram ao desenvolvimento de populacdes resistentes (PIMENTEL et al., 2010),
a problemas ambientais e efeitos adversos em organismos ndo-alvo (KUMAR et al., 2012).
Assim, tem havido um esforco para encontrar produtos naturais oriundos de plantas que possam
ser usados como biopesticidas, sendo ferramentas alternativas seguras e ecoldgicas (AKTAR
etal., 2009; HU et al., 2017). Oleos essenciais e seus constituintes majoritarios estdo ganhando

importancia para o desenvolvimento de pesticidas (ISMAN, 2017).
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Os vegetais da familia Brassicaceae, como brocolis, rabanete e mostarda, sdo
conhecidos por produzir altas concentracdes de isotiociantos (ITCs). Estes compostos sdao
naturalmente formados apos a hidrolise dos glucosinolatos € atuam como um mecanismo de
defesa das plantas contra insetos, herbivoros e mircoorganismos que causam doengas
(DHINGRA et al., 2004; ZHANG, 2010). Dentre os glucosinolatos existentes, a sinigrina
encontrada na mostarda marrom (Brassica juncea L.) e na mostarda preta (B. nigra L.), quando
hidrolisada pela enzima mirosinase apds o dano tecidual, ¢ convertida em isotiocianato de alilo
(AITC) (KAWAKISHI & NAMIKI, 1969; ZHAO et al., 2007). Desta forma, a obten¢ao natural
do AITC se da pela hidrodestilagao de tecidos vegetais macerados.

O rendimento de AITC nos vegetais pode variar significativamente devido a presenca
da proteina epithiospecifier que promove a formacao de epitionitrila ao custo do AITC
(RUNGAPAMESTRY et al., 2006), além do nivel de glucosinolatos, que ¢ influenciado por
fatores bidticos e abiodticos, como a espécie, o estagio de desenvolvimento, a parte da planta e
as condigdes ambientais e praticas agrondmicas do cultivo (HOPKINS et al., 2009;
JAHGANGIR et al., 2009; YADAV & RANA, 2018). Essa varia¢ao dificulta a padronizagdo
na qualidade e composi¢do desses biopesticidas, tornando-se a diferenca principal entre a sua
produgdo e a fabricagdo de defensivos sintéticos (MIRESMAILLI & ISMAN, 2014; WALIA
et al., 2017). No caso do AITC a sua vantagem em relacdo a essa preocupagdo ¢ que 0 mesmo
pode ser produzido sinteticamente por meio da reacdo quimica do cloreto de alilo com o
tiocianato de potassio (ROMANOWKI & KLENK, 2005).

O AITC ¢ um composto volatil e a densidade do vapor produzido ¢ 3,4 vezes maior que
a do ar. Sua pequena molécula pode penetrar em alimentos armazenados por meio da
fumigacdo, apresentando potencial atividade inseticida no controle das fases imaturas de C.
maculatus que se desenvolvem dentro dos graos. Assim, ¢ possivel considerar também os
efeitos subletais deste composto, que podem resultar na manutencao da qualidade dos graos
armazenados devido a redugdo da vitabilidade, fecundidade e capacidade de se alimentar da
espécie. Além da capacidade de controlar o desenvolvimento da espécie em estudo, um
bioinseticida deve apresentar seguranga a saude humana e ao meio ambiente e baixa
persisténcia (SAAD & ABDELGALEIL, 2018), para, a partir destes estudos, a aplicacao
comercial ser considerada (SALUNKE et al., 2005).

Para a verificagdo de residuo dos pesticidas, a cromatografia gasosa (GC) associada a
técnica de microextracdo em fase solida por headspace (HS-SPME) vem sendo empregada
extensivamente na extracdo de residuos de pesticidas em matrizes ambientais e de alimentos

(CHAI et al., 2008; MENEZES FILHO et al., 2010; ABDULRA’UF & TAN, 2015; LI et al.,
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2018) permitindo a separacdo, identificacdo e quantificagdo desses compostos. A SPME se
destaca por ndo causar danos ao meio ambiente (WARDENCKI et al., 2007), por ndo empregar
solvente organico e por ser uma técnica simples, rapida e de baixo custo. O método HS-SPME
consiste em uma fibra de silica fundida, revestida com uma fase estacionaria polimérica
introduzida em uma amostra de gés, e envolve dois processos: o particionamento dos analitos
entre o revestimento e a amostra e a dessor¢ao térmica dos analitos em cromatégrafo gasoso
(ZHAO et al., 2007).

O objetivo deste estudo foi analisar o potencial inseticida, associado aos efeitos
subletais, do isotiocianato de alilo no manejo do Callosobruchus maculatus, além de monitorar

a sua persisténcia em feijao-caupi.
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Capitulo 1

EFEITOS TOXICOS E FISIOLOGICOS DO ISOTIOCIANATO DE ALILO SOBRE
O CARUNCHO DO FEIJAO-CAUPI

RESUMO: Este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade do isotiocianato de alilo
(AITC) em adultos de Callosobruchus maculatus Fabr. (Coleoptera: Chrysomelidae) e seus
efeitos sobre a oviposi¢do, desenvolvimento populacional, taxa respiratoria dos insetos e perda
de massa seca dos graos de feijao-caupi. A toxicidade do AITC foi determinada por bioensaio
de concentracdes letais (CL), em que as curvas de mortalidade foram estabelecidas usando
concentragdes crescentes de AITC variando de 5 a 13 mL m> de feijdo-caupi. O
desenvolvimento populacional foi avaliado por meio da oviposi¢do, progénie e emergéncia
diaria e acumulada nas concentragdes subletais (CL1, CL1o, CL30 € CLs0). Além disso, a perda
de massa seca dos graos, causada pela prole de C. maculatus, e a taxa respiratoria dos adultos
quando submetidos ao AITC foram avaliadas. As CLso e CLos para os adultos de C. maculatus
foram de 9,41 e 17,85 mL m>, respectivamente. O emprego das concentragdes subletais do
AITC (CL; = 3,81 mL m™, CL1o= 5,71 mL m>, CL3y = 7,67 mL m> e CLsp = 9,41 mL m™)
ocasionou reducdo da taxa respiratoria de C. maculatus e das taxas de oviposicao e emergéncia
de adultos, e preveniu a perda de massa dos graos de feijao-caupi. Os resultados mostraram que
o composto ¢ potencialmente adequado para o controle de C. maculatus, evitando o seu

desenvolvimento em ambiente de armazenagem.

Palavras-chave: Callosobruchus maculatus, Vigna unguiculata, bioinseticida.
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TOXIC AND PHYSIOLOGICAL EFFECTS OF ALLYL ISOTHIOCYANATE ON
THE COWPEA WEEVIL

ABSTRACT: The goal of this study was to evaluate the toxicity of allyl isothiocyanate (AITC)
in Callosobruchus maculatus Fabr. (Coleoptera: Chrysomelidae) adults and its effects on
oviposition, population development, respiratory rate and dry weight loss of cowpea beans.
AITC’s toxicity was determined by lethal concentration bioassay (LC), where mortality curves
were established using increasing concentrations of AITC ranging from 5 to 13 mL m™ cowpea
beans. Population development was assessed through oviposition, progeny, and daily and
cumulative emergence at sublethal concentrations (LCi, LCio, LC30 and LCso). In addition, the
loss of grain dry mass caused by C. maculatus offspring and the respiratory rate of adults when
submitted to AITC were evaluated. LCso and LCos for adults of C. maculatus were 9.41 and
17.85 mL m?, respectively. The use of sublethal concentrations of AITC (LC; = 3.81 mL m™,
LCio=5.71 mL m3, LC3=7.67 mL m™ e LCso = 9.41 mL m™) resulted in reduced respiratory
rate, oviposition and emergence of adults of C. maculatus and also prevented the loss of dry
mass of cowpea beans. The results showed that the compound is potentially suitable for the

control of C. maculatus, preventing its development in the storage environment.

Keywords: Callosobruchus maculatus, Vigna unguiculata, bioinsecticide.
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1 INTRODUCAO

Insetos-praga, da ordem Coleoptera, sdo um problema em produtos armazenados,
particularmente nos tropicos (PIMENTEL et al., 2010). A importancia relativa das diferentes
espécies varia entre as areas e depende do produto armazenado (CHAMP & DYTE, 1976). O
método empregado para controlar estes insetos em climas quentes ¢ o uso de inseticidas
convencionais devido a falta de alternativas de controle (DEY, 2016). Dentre eles, a fumigagdo
com fosfina tem sido utilizada por quase meio século para eliminar insetos-praga da maioria
dos graos e outras mercadorias armazenadas (PRICE & MILLS, 1988; OPIT et al., 2016). No
entanto, o uso a longo prazo de um Unico fumigante aumenta o risco de desenvolvimento de
resisténcia em populagdes de insetos-praga (SOUSA et al., 2009; TAY et al., 2016), sendo que
algumas espécies ja apresentam 100% de sobrevivéncia na concentracdo discriminante de
fosfina (PIMENTEL et al., 2010).

O gorgulho do feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], o Callosobruchus
maculatus (Fabr., 1775) (Coleoptera: Chrysomelidae), ¢ uma praga de graos de leguminosas
tanto no campo quanto no armazenamento (DESHPANDE et al., 2011; SRIVASTAVA &
SUBRAMANIAN, 2016). Além do feijao-caupi, ¢ praga de ervilhas, grao-de-bico, feijao-
guandu, entre outras espécies. O dano causado ¢ consequéncia da colonizac¢@o do interior dos
graos pelas larvas, causando perda de peso, desvalorizagdo comercial e reducdo do valor
nutritivo e da sanidade do produto por meio da presenga de fezes, ovos e insetos (OKE et al.,
2015; SRIVASTAVA & SUBRAMANIAN, 2016; AKAMI et al., 2017). Além disso, o dano
ocasionado nos graos também favorece a ocorréncia de fungos e pragas secundarias. Para o
controle de C. maculatus, o tinico inseticida registrado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA, 2019) ¢ a fosfina, e seu uso ¢ difundido devido ao seu baixo custo,
rapida difusdo no ar e auséncia de residuos detectaveis nos produtos tratados. Porém, devido
aos problemas de resisténcia em algumas espécies e a busca por inseticidas eco-friendly,
aumentou-se o interesse em gerar diferentes estratégias de controle, sendo preferivel que as
mesmas apresentem caracteristicas semelhantes as da fosfina (COSIMI et al., 2009; SANTOS
etal., 2011).

Os oleos essenciais e seus constituintes se destacam como alternativas aos inseticidas
convencionais devido & sua limitada persisténcia no meio ambiente, baixa toxicidade em
mamiferos e baixa probabilidade de gerar resisténcia (SPOCHACZ et al., 2018). Numerosos
estudos demonstraram que os 6leos essenciais tém potencial como inseticidas e repelentes

(TRIVEDI et al., 2018). Além disso, muitos deles foram estudados por seu efeito fumigante e
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repelente em pragas, incluindo o isotiocianato de alilo (AITC), que ¢ o composto majoritario
do dleo essencial de mostarda (Brassica nigra L.). Os estudos das substancias nativas presentes
nos 6leos essenciais sao interessantes ndo apenas como inseticidas, mas também como “pontos
de partida” para novas substancias mais ativas (SPOCHACZ et al., 2018). Um exemplo ¢ a
classe de inseticidas dos piretroides, que foram sintetizados a partir de principios ativos
existentes nas flores secas do Chrysanthemum cinerariaefolium Vis., e tem como beneficios o
baixo tempo de semi-vida e a baixa toxicidade para os mamiferos (ELLIOTT & JANES, 1978).

O AITC pode ser obtido naturalmente por hidrodestilagdo de tecidos vegetais do género
Brassica ou sintetizados quimicamente pela reagdo de cloreto de alilo e tiocianato de potéssio
(ROMANOWKI & KLENK, 2005). Em vegetais, ¢ gerado a partir de um metabolito secundério
chamado sinigrina, a qual libera o AITC por meio da agdo da mirosinase quando o tecido da
planta ¢ rompido (MARTON & LAVRIC, 2013). Nos Estados Unidos existem cinco registros
ativos pela U. S. Environmental Protection Agency (EPA, 2019) onde o AITC ¢ utilizado no
tratamento foliar de algumas espécies de plantas ornamentais e relvas. Também, seu uso ja foi
relatado como inseticida (TSAO et al., 2002; HAMDI et al., 2015), fungicida (DHINGRA et
al., 2004; TRACZ et al., 2017; REYES-JURADO, et al., 2019), bactericida (DELAQUIS &
SHOLBERG, 1997; LIN et al., 2000) e nematicida (ZASADA & FERRIS, 2003; NEVES et
al., 2005). Além disso, sua atividade inseticida fumigante também foi relatada contra insetos-
praga de produtos armazenados. Wu et al. (2009), estudando o uso do AITC para controle de
Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidae), Rhyzopertha dominica Fabr.
(Coleoptera: Bostrichidae), Liposcelis entomophila End. (Psocoptera: Liposcelididae) e
Tribolium ferrugineum Fabr. (Coleoptera: Tenebrionidae), encontraram uma mortalidade de
100% quando aplicado 3 pg mL™' em um periodo de exposi¢do de 72 h. Também vale destacar
que ndo foi constatada resisténcia cruzada entre o AITC e a fosfina em populagdes de S. zeamais
e T. castaneum Herbst (SANTOS et al., 2011; FREITAS et al., 2016). Também para S. zeamais,
a aplicac@o do AITC por fumigacdo causou 100% de mortalidade em todas as fases da espécie
(PAES etal., 2012; SOUZA et al., 2018), mostrando ser uma alternativa em potencial para seu
controle.

Os estudos de toxicidade de compostos botanicos sao geralmente focados em
estimativas de letalidade, contudo os efeitos subletais também sdo consideraveis, ja que podem
resultar em diminui¢do da perda dos graos armazenados, devido a menor vitalidade ocasionada
para os insetos, fecundidade ou capacidade de alimentacao destes (SAID & PASHTE et al.,
2015; CHOWANSKI et al., 2016; TRIVEDI et al., 2018). Sendo assim, este trabalho teve como

objetivos avaliar a toxicidade do AITC sobre adultos de C. maculatus e analisar o efeito das



23

concentragdes subletais na oviposicao, desenvolvimento e taxa respiratoria dos insetos, além

de quantificar a perda de massa seca dos graos de feijao-caupi.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Setor de Pré-Processamento e Armazenamento de
Produtos Agricolas do Departamento de Engenharia Agricola da Universidade Federal de
Vigosa (UFV). Foram utilizados graos de feijdo-caupi da variedade BRS Guariba, com 10% de
umidade e massa especifica aparente de 796 kg m™, cultivados no estado do Maranhio, Brasil
[latitude 4° 27° 18” (S), longitude 43° 53” 09 (W) e altitude de 43 m]. A formulacdo comercial
de AITC utilizada foi adquirida da Sigma-Aldrich, Estados Unidos, com 94% de pureza.

2.1 Populacio de insetos

Adultos de C. maculatus foram obtidos no municipio de Crato, Ceara, Brasil em 2014.
Deste entdo, a populacao ¢ criada e mantida no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas de
Graos da Universidade Federal de Vigosa (MG), utilizando recipientes de vidro de 1,5 L,
fechados com tampa plastica perfurada e revestida internamente com organza para permitir as
trocas gasosas, sob temperatura controlada em cédmara climatica tipo B.O.D. a 27 + 2 °C,
umidade relativa do ar de 60 = 5% e escotofase de 24 h. Como substrato alimentar, sdo usados
graos de feijdo-caupi inteiros, livres de pesticidas, com 10% de umidade, previamente
expurgados e mantidos sob refrigeragdo (-18 °C) para evitar reinfestacdo. Para a formacao da
colonia de insetos para este estudo, adultos de C. maculatus foram confinados durante 10 dias
para efetuarem a postura, na propor¢ao de 20 insetos para cada 50 g de substrato, conforme
recomendacao de Beck e Blumer (2014). O feijao-caupi infestado foi estocado até a emergéncia
da geracdo F; e peneirado todos os dias para retirada dos adultos emergidos, de forma a garantir
o controle de idade de 24 h. Esse procedimento foi efetuado durante todo o periodo dos

bioensaios.
2.2 Bioensaios de toxicidade
A toxicidade do AITC para a populacdo de C. maculatus foi avaliada por meio de

estimativas das concentracdes letais para 50 e 95% dos insetos adultos (CLso € CLos). Para isso,

uma curva concentragdo-resposta foi gerada mediante bioensaios com exposi¢ao ao AITC em
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concentragdes que variaram de 5 a 13 mL m™ de grio, as quais foram definidas em ensaios
preliminares. Os bioensaios foram feitos em camara climatica tipo B.O.D. (27 + 2 °C), umidade
relativa do ar constante (60 + 5%) e escotofase de 24 h. Foram utilizados insetos adultos ndo-
sexados, com idade de até 24 h.

Cinquenta adultos de C. maculatus foram introduzidos em recipientes de vidro, com
capacidade para 0,3 L (6,5 x 13,0 cm), totalmente preenchido de graos de feijao-caupi (240 g +
1 g). O AITC foi aplicado em papel filtro de 5 cm de diametro, com o auxilio de um
microsseringa (10 uL) (Hamilton Company, USA). Na parte superior do recipiente foi adaptado
um suporte de PVC recoberto por tecido de organza com altura de 1 cm para simular um
plenum, evitando o contato direto dos insetos com o papel filtro umidificado com AITC. Cada
tratamento foi realizado em 4 replicatas. O tratamento controle foi realizado nas mesmas
condigdes, porém, o papel filtro foi colocado sem aplicacdo de AITC. Os frascos foram
fechados com tampa metalica rosqueédvel e vedados com parafilme (PM996, American, USA).
Apbs o periodo de exposi¢do por 24 h ao vapor do AITC, os recipientes foram abertos, a
mortalidade foi avaliada e os insetos foram transferidos para frascos sem tratamento com
inseticida e mantidos sob as mesmas condic¢des para posterior confirmagao da mortalidade com
48 h. Os insetos foram considerados mortos somente quando seus apéndices ndo exibiam

nenhum movimento observéavel apds serem estimulados com um pincel fino.

2.3 Efeitos subletais do isotiocianto de alilo sobre a taxa de oviposi¢cao, progénie e taxa de

desenvolvimento populacional de Callosobruchus maculatus

Os bioensaios para determinacgao da taxa de oviposi¢do e da progénie foram executados
simultaneamente. Os insetos com até¢ 24 h de idade foram expostos a quatro concentracdes
subletais (CL; = 3,81 mL m™, CL19=5,71 mL m>, CL3o=7,67 mL m™ e CLso = 9,41 mL m™)
seguindo o mesmo procedimento de aplicagdo do AITC descrito para o bioensaio de toxicidade.
Apobs 24 h de exposi¢do, 20 insetos sobreviventes de cada repeti¢do foram colocados para
colonizar 50 g do feijdo-caupi tratado, armazenados em camara climatica tipo B.O.D., sob
condicdes constantes de temperatura (27 + 2 °C), umidade relativa do ar constante (60 + 5%) e
escotofase de 24 h.

Para a determinac¢do da taxa de oviposicao, os insetos foram retirados ap6s mortalidade,
e o numero de ovos em cada grao foi contabilizado. Para a avaliagdo da progénie, os graos
foram mantidos nas mesmas condi¢des e contabilizou-se o nimero de adultos emergidos no

substrato alimentar. Aproveitando-se das condi¢cdes do experimento, a contagem dos novos
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insetos foi realizada diariamente a partir da primeira emergéncia (19 dias apds o inicio do
periodo de oviposicdo) até a ultima emergéncia, sendo possivel o cdlculo de emergéncia

acumulada e diaria.

2.4 Perda de massa seca do feijao-caupi

A perda de massa seca foi determinada a partir do teste de desenvolvimento
populacional. Os graos foram pesados no inicio e ao final do periodo de emergéncia da geracao
Fi, em balanca analitica (BK8000, Gehaka, Brasil). Simultaneamente com a pesagem dos graos,
determinou-se o teor de 4gua das amostras para posterior correcao do peso total e determinagao
da massa seca do feijao-caupi. A perda de massa seca do feijao-caupi foi determinada de acordo

com a metodologia apresentada por Marcondes et al. (2013) (Equacao 1) e expressa em

porcentagem.
pM =2 100 (1)
Mi

em que M; € a massa inicial e Mr ¢ a massa final dos graos.

2.5 Taxa respiratoria de Callosobruchus maculatus

Para avaliacao da taxa respiratoria, utilizou-se um respirdmetro do tipo TR2 equipado
com um analisador de CO» (Sable System International, Las Vegas, USA). Os ensaios foram
realizados em condi¢des de laboratério (25 °C). Para mensuragdo da taxa respiratoria média
(produgdo de CO,) foram utilizadas quatro repeticdes de 10 insetos adultos nao-sexados,
previamente submetidos a exposi¢ao de concentragdes subletais de AITC (CL1, CL10, CL3o,
CLso) e controle (insetos nao tratados com AITC), utilizando-se 0 mesmo procedimento do
bioensaio de toxicidade. Apds 2 h de exposi¢do ao vapor de AITC, os insetos foram
acondicionados em camaras de 25 mL conectadas a um sistema completamente fechado. Para
fazer a varredura de todo o COz produzido no interior de cada cAmara (umol de CO, h'),
procedeu-se a passagem de ar isento de CO2 em fluxo de 600 mL min’! por um periodo de 2
min. Essa corrente de ar faz com que todas as moléculas de CO> produzidas passem por um
leitor de infravermelho acoplado ao sistema, que continuamente faz a mensura¢do do CO>
produzido pelos insetos contidos no interior de cada cAmara. Como controle, utilizou-se uma
camara respirométrica sem insetos. A producao de CO; de cada tratamento foi normalizada em

massa, dividindo-a pela massa corporal dos insetos.
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2.6 Analises estatisticas

Os dados de mortalidade de insetos para cada tratamento foram corrigidos usando a
formula de Abbott (ABBOTT, 1925), e os resultados foram submetidos a analise de Probit
(PROC PROBIT; SAS Institute, 2011), gerando assim a curva de concentragdo-mortalidade.

Os dados de oviposi¢do e progénie dos insetos foram submetidos a andlise de regressao
em funcdo da concentragdao de AITC. Os dados de emergéncia didria e acumulada foram
submetidos a ajustes nao-lineares em fun¢do dos dias de emergéncia, utilizando-se modelos
disponiveis no software SigmaPlot, versao 13.1 (SYSTAT SOFTWARE, INC., San Jose, CA,
USA). Ressalta-se que a emergéncia acumulada foi analisada porque o modo de comparagao ¢
simples e os erros experimentais podem ser maiores com os dados das avaliagdes didrias
(TREMATERRA et al., 1996).

A porcentagem de perda de massa seca e os dados respirométricos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de comparagdo de média

Tukey, utilizando-se o software Statistica, versao 10 (STATSOFT, INC., Tulsa, OK, USA).

3 RESULTADOS

3.1 Toxicidade

Uma curva de concentragao-mortalidade foi utilizada para confirmar a susceptibilidade
de adultos C. maculatus ao AITC. O baixo valor de % e o elevado valor de P obtidos (y* = 6,67
e P = 0,15) indicam a adequag¢do do modelo Probit para as estimativas pretendidas. As
concentracgoes letais para 50 e 95% de mortalidade dos insetos (CLso € CLos) foram 9,41 (9,10
—-9,74) e 17,85 (16,48 — 19,71) mL m™ de volume fumigado, respectivamente (Figura 1). O
valor de inclinacdo da curva foi de 5,92 + 0,35, indicando que pequenas variagdes na
concentragdo de AITC promovem grandes variagdes na mortalidade de C. maculatus.

Os efeitos toxicos do AITC ja foram relatados anteriormente para C. maculatus, porém
utilizando-se pouco ou nenhum grao durante os ensaios, uma vez que o escopo destas
investigagdes eram comprovar a bioatividade do AITC. Os bioensaios de fumigacdo de Simdes
et al. (2007) foram realizados em frascos de vidro de 800 mL com auséncia de graos; os mesmos
encontraram a CLso de 0,576 pL L™ de ar e a CLos de 1,137 uL L™! de ar para C. maculatus. O

estudo de Sousa et al. (2014) foi realizado de forma semelhante, porém com a utilizagdao de 10
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g de feijdo-caupi em cada amostra dos bioensaios, e eles encontraram uma CLso de 1,20 uL L~

"'de ar.

Figura 1 — Toxidade fumigante do isotiocianato de alilo sobre Callosobruchus maculatus em
feijao-caupi.
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Fonte: A autora (2019).

Assim, ¢ notavel a importancia do estudo acerca da toxicidade de um composto,
aplicando-o em um recipiente preenchido pelo produto para ndo superestimar a toxicidade de
um fumigante. Esse parecer corrobora com os resultados encontrados por Quiles et al. (2019),
que observaram, durante um experimento utilizando AITC como fungicida por fumigagdo, que
quanto maior o volume de graos maior deve ser a concentragao de AITC para alcangar um efeito
inibitorio total da populagdo fingica em cevada, milho e trigo. Da mesma forma, Lu et al
(2013) descobriram que a presenca da farinha de trigo afetou negativamente a toxicidade da
alicina devido a uma porcentagem constante de sorcao pelo trigo a ser fumigado, aumentando
as concentragdes letais em mais de 17, 7 ¢ 9 vezes contra 1. castaneum, Oryzaephilus
surinamensis L. (Coleoptera: Silvanidae) e Cryptolestes ferrugineus Steph. (Coleoptera:
Laemophloeidae), respectivamente.

O efeito toxico do 6leo essencial de mostarda também foi relatado nos estagios imaturos
de C. maculatus em concentragdes CLso inferiores a 4 pL L' de ar, indicando a capacidade do
AITC de penetrar nos graos e matar os estagios internos (SOUSA et al., 2014). Os mesmos

autores encontraram inclina¢des das curvas de concentragdo-mortalidade semelhante entre os
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estagios de desenvolvimento, indicando homogeneidade de resposta dentro da populagao

testada nos bioensaios.

3.2 Efeitos subletais sobre a taxa de oviposicido, progénie e desenvolvimento populacional

de Callosobruchus maculatus

Para descrever a taxa de oviposi¢ao (Figura 2A) e a progénie adulta (Figura 2B) de C.
maculatus, o modelo polinomial cibico (y=a+bx+cx*+dx?®) foi o que apresentou o melhor
ajuste. A oviposi¢cdo e a progénie dos adultos expostos ao AITC na menor concentragao
utilizada (CL; = 3,81 mL m™) foram substancialmente menores que no controle, apresentando
uma reducdo de 69,9 e 78,5%, respectivamente. O decréscimo na oviposi¢do e na progénie
adulta foi proporcional ao aumento da concentracao de AITC (P < 0,0001), chegando a uma
reducdo de 89,3 e 99,6%, respectivamente, quando aplicado a CLso (9,41 mL m™). Estes
resultados confirmam a eficacia do AITC no controle da populacdo de C. maculatus, indicando
que os vapores liberados no feijao-caupi foram sorvidos pelos graos e, consequentemente,

foram efetivos no controle das fases imaturas do bruquideo.

Figura 2 — Taxas de oviposi¢ao (A) e de emergéncia (B) de Callosobruchus maculatus em
graos de feijado-caupi fumigados com isotiocianato de alilo.
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Fonte: A autora (2019).

Para a emergéncia acumulada de C. maculatus em relacdo as concentragdes subletais

aplicadas no feijao-caupi, o modelo sigmoidal de trés parametros (y=a/(1+exp(-(x-b)/c))) foi o
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que melhor se ajustou (Figura 3). O parametro b da equacdo estimada mostra o valor do ponto
de inflexao (Tabela 1), o qual representa a quantidade de dias para que a emergéncia acumulada
alcance 50%, ou seja, houve um atraso na emergéncia dos insetos oriundos de feijdo-caupi
tratados com as concentragdes subletais CL; (3,81 mL m™) e CL1o (5,71 mL m™) de AITC. No
sexto dia, a emergéncia acumulada dos adultos provenientes de graos ndo tratados alcangou
50%, ja nos graos tratados com a CL; e a CLjo, a mesma se deu por volta do oitavo dia de

emergéncia.

Figura 3 — Efeito do isotiocianato de alilo sobre a emergéncia acumulada de Callosobruchus
maculatus em feijao-caupi submetido as concentragdes subletais CL; (¥) e CLio (m) e de
feijdo-caupi controle (e).
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Fonte: A autora (2019).

Para a emergéncia diaria dos adultos de C. maculatus, o modelo que proporcionou o
melhor ajuste foi o modelo gaussiano de trés pardmetros (y = aexp(-0,5((x-b)/c)?)) (P < 0,0001;
R? > 0,92; Figura 4). O parimetro a da equacio estimada mostra o valor da quantidade de
insetos no pico maximo da emergéncia didria (Tabela 1). No tratamento controle emergiram
aproximadamente 95 insetos/frasco no dia do pico méximo, enquanto nos tratamentos com a
CL; (3,81 mL m>) e a CLjo (5,71 mL m?), aproximadamente, 21 e 7 insetos emergidos/frasco,

0 que representa uma redugdo de 77,9 e 92,6%, respectivamente.
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Tabela 1 - Sumario das andlises de regressdo nao-linear das curvas apresentadas na Figura 3.

Conc.

Parametros estimados (SEM)

., 2
Variavel e Modelo Subletal X b . g.Lerro F R
' Controle 99,07+ 0,80 5,97 +0,06 1,05+0,05 14 7181,83 0,99
Emergéncia acumulada ) g0 511 057 8504002 0434002 14 761168 0.99
y=a/(1+exp(-(x-b)/c))
CLio  99,38+059 7,63+£0,04 1,01£003 14 275053 0,99
Controle 96,57 +5,05 621+0,10 1,72+0,10 14 168,92 0,96
Emergéncia diaria
+ + +
ymaoxn(05((cbyeyy CLt 2108143 7912013 1762013 14 10377 093
CLio  6,91+054 893+008 089+007 14 88,62 0,92

Todas as estimativas dos parametros foram significativas em p-valor < 0,0001 pelo teste t de Student. Parametros
estimados para emergéncia acumulada: a = assintota ou emergéncia maxima calculada; b = ponto de inflexdo ou
dias necessarios para atingir 50% da emergéncia acumulada; e, ¢ = curva ou declive. Parametros para emergéncia
diaria: a = pico maximo de emergéncia diaria; b = dias necessarios para o pico de emergéncia didria; e, ¢ = desvio

padrdo do parametro b.

Fonte: A autora (2019).

Figura 4 - Efeito do isotiocianato de alilo sobre a emergéncia didria de Callosobruchus
maculatus em feijao-caupi submetido as concentragdes subletais CL; (¥) e CLio (m) e de

feijdo-caupi controle (e).

Tempo (dias)
Fonte: A autora (2019).
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O desenvolvimento populacional de insetos esta relacionado a estratégias de

sobrevivéncia em resposta ao substrato alimentar (LOPES et al., 2018). Os adultos de C.

maculatus tiveram sua taxa de desenvolvimento populacional afetada pela exposig¢ao subletal
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ao AITC (CL; e CLio). Os dados de emergéncia acumulada foram calculados conforme
Trematerra et al. (1996). De acordo com esses autores, a interpretacdo dos dados de emergéncia
diaria ¢ mais dificil e menos confidvel que a emergéncia acumulada. Devido a influéncia do
tempo em cada avaliagdo dos dados, os erros sdo mais provaveis quando limitados as

classificagdes diarias de dados.

3.3 Perda de massa seca do feijao-caupi

A perda de massa seca dos graos de feijao-caupi armazenados variou significativamente
em relagdo a concentragdo aplicada de AITC (F = 178,79; g.l.ewo = 18; P <0,0001) apods o
periodo necessario para emergéncia da geracao Fi de C. maculatus. A perda dos graos expostos
as concentracdes letais de AITC foi menor quando comparado ao controle, evidenciando a
capacidade do AITC em reduzir os danos causados por C. maculatus (Figura 5). O feijao-caupi
ndo submetido ao vapor de AITC apresentou perda de massa de 23,4% do valor inicial. Ao
aplicar a CL; obteve-se uma perda de massa de 12,8% e nas demais concentragdes (CL10, CL30,

CLso e CLos) a perda de massa dos graos variou de 1,04% a 1,14%.
Figura S - Perda de massa seca dos graos de feijdo-caupi tratados com diferentes concentragdes
de vapor de isotiocianato de alilo.
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Simdes et al. (2017) relataram que a espécie C. maculatus foi responsavel por 44% de
perda de peso dos graos de feijao-caupi devido ao consumo. No mesmo ano, Massango et al.
obtiveram resultados semelhantes, onde a perda de massa do feijao-caupi tratado com o6leo
essencial de Petroselinum sativum Hoffm. armazenado por 45 dias foi menor em relacao ao
controle, mostrando que a exposi¢ao dos insetos ao 6leo essencial reduziu os danos causados
por C. maculatus. A perda de massa seca ¢ consequéncia do habito alimentar dos insetos-praga

(JUNIOR et al., 2011; AKAMI et al., 2017).

3.4 Taxa respiratoria

Houve variag¢ao da produgao de CO; entre os insetos que foram submetidos ao vapor de
AITC e os que nao foram expostos (F = 11,23; g.l.ero = 15; P = 0,0002). A respiracao dos
adultos de C. maculatus diminuiram em média 24,5% quando expostos as concentragdes

subletais de AITC (Figura 6).

Figura 6 — Taxa respiratoria de adultos de Callosobruchus maculatus submetidos a
concentragoes subletais de isotiocianato de alilo.
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O sistema respiratorio ¢ a principal rota de entrada dos gases tdxicos no corpo dos
insetos, sendo este sistema constituido por tubos traqueais e traquéolas altamente ramificados,
permitindo a oxigenacao em todas as partes do corpo (SOUSA et al., 2014). Neste sentido, o
emprego de concentragdes subletais, na presente investigagdo, ocasionou a reducao da taxa de
COz. Isto implica em menor metabolismo respiratorio, podendo interferir diretamente na
biologia e no desenvolvimento populacional do bruquideo, conforme constatou-se por meio da
redugdo das taxas de oviposi¢do e padrdes reprodutivos analisados. Por outro lado, a taxa
respiratoria foi inversamente correlacionada com a toxicidade a fosfina em outras espécies de
insetos-praga de produtos armazenados (P < 0,05) (PIMENTEL et al., 2007; 2009), onde as
populacdes com menores taxas respiratorias apresentaram maiores niveis de resisténcia a
fosfina. Isto sugere que a menor taxa respiratdria estd associada ao mecanismo fisiologico da
resisténcia a fosfina devido a reduzida captacao do fumigante, embora esta relacdo nao tenha

sido constatada para o AITC por Santos et al. (2011).

4 CONCLUSAO

O isotiocianato de alilo apresentou toxicidade fumigante para adultos de C. maculatus.
As concentragdes subletais mostraram-se capazes de diminuir em quase 100% a emergéncia de
novos insetos, além de retardar a emergéncia dos sobreviventes. O uso do AITC possibilitou a
conservagao da massa seca do feijao-caupi, evitando seu consumo pelo estagio imaturo da
espécie. A respiragdo dos adultos diminuiu ap6s a exposi¢ao ao AITC, resultando em menor
metabolismo respiratorio, o que pode interferir no desenvolvimento da espécie. Os resultados
da presente investiga¢do mostram o potencial fumigante do AITC como uma alternativa para

controle de bruquideos em graos de feijao-caupi armazenados.
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Capitulo 2

ATIVIDADE FUMIGANTE DE ISOTIOCIANATO DE ALILO NA REPRODUCAO
DE Callosobruchus maculatus E SEU EFEITO NAS PROPRIEDADES FISICAS DO
FEIJAO-CAUPI

RESUMO: O feijao-caupi esta sujeito a perdas quantitativas e qualitativas durante o
armazenamento devido ao ataque do inseto-praga Callosobruchus maculatus. Para seu controle,
¢ crescente o interesse por inseticidas proveniente das reagcdes de metabolitos secundérios
produzidos por plantas, em decorréncia de sua alta eficiéncia, ampla disponibilidade e
seletividade para organismos alvos. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
a atividade fumigante do isotiocianato de alilo (AITC), produto da hidrélise da sinigrina, no
desenvolvimento de C. maculatus e seu efeito nas propriedades fisicas do feijao-caupi. Para
avaliacdo da taxa instantanea de crescimento populacional (r;) os insetos foram expostos as
concentragdes de AITC de 3,81, 5,71, 7,67, 9,41 e 17,85 mL m™ de feijdo-caupi,
correspondentes as CL1, CL1o, CL30, CLso € CLos, durante 40 dias. Ao final deste periodo, as
propriedades fisicas do feijdo-caupi foram analisadas. O grau de infestacdo aumentou
consideravelmente com o decréscimo da concentracdo de AITC, assim como o teor de agua e
a condutividade elétrica. O percentual de germinagdo e a massa especifica aparente diminuiram
com a reducdo da concentragdo de AITC. A concentracao subletal CL1o diminuiu a reprodugdo
de C. maculatus e o grau de infestagdo dos graos de feijado-caupi depois de 40 dias de
armazenamento. O AITC inibe o desenvolvimento da espécie C. maculatus e contribui para a
manutencdo das propriedades fisicas do feijao-caupi. Dessa forma, o AITC representa uma
alternativa ao uso de inseticidas tradicionais além de apresentar potencial para o controle de

insetos-praga de graos armazenados.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, AITC, sinigrina.
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FUMIGANT ACTIVITY OF ALLYL ISOTHIOCYANATE ON Callosobruchus
maculatus REPRODUCTION AND ITS EFFECT ON COWPEA BEAN’S PHYSICAL
PROPERTIES

ABSTRACT: The cowpea bean is subject to quantitative and qualitative losses during storage
due to attacks of the cowpea weevil Callosobruchus maculatus. In order to control them, there
is a growing interest in insecticides from the reactions of secondary metabolites produced by
plants, due to their high efficiency, wide availability and selectivity for target organisms. Thus,
the present work aimed to evaluate the fumigant activity of allyl isothiocyanate (AITC), a
product of synigrin hydrolysis, on the development of C. maculatus and its effect on cowpea
bean’s physical properties. To evaluate the instantaneous population growth rate (ri) the insects
were exposed to AITC concentrations of 3.81, 5.71, 7.67, 9.41 and 17.85 mL m™ of beans,
corresponding to LCy, LCio, LC30, LCso and LCos, for 40 days. At the end of this period, the
physical properties of the beans were analyzed. The degree of infestation increased
considerably with the decrease of AITC concentration, as well as water content and electrical
conductivity. Germination percentages and apparent specific mass decreased with declining
AITC concentration. LCjo sublethal concentration reduced C. maculatus reproduction and the
degree of bean infestation after 40 days of storage. The AITC inhibits the development of C.
maculatus and contributes to the maintenance of cowpea bean’s physical properties. Thus, the
AITC represents an alternative to the use of traditional insecticides and displays potential in the

control of stored grain pest insects.

Keywords: Vigna unguiculata, AITC, synigrine.
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1 INTRODUCAO

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], conhecido popularmente como feijao-
de-corda ou fradinho, esta entre as cinco leguminosas mais cultivadas no cinturdo tropical,
devido a sua versatilidade no cultivo e a sua tolerancia a seca e as temperaturas elevadas
(DUKE, 1990; BEZERRA et al., 2010). Além disso, ¢ um alimento rico em proteinas, minerais,
vitaminas e fibras e com cozimento rapido, impactando positivamente nas dietas didrias da
populagdo das regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia, Europa e Américas
(DESHPANDE et al., 2011).

Para preservar o valor nutricional do feijdo-caupi e garantir a viabilidade para o
consumo humano e para um novo cultivo, os graos devem ser armazenados em local apropriado
ap6s a colheita. No entanto, durante o periodo de armazenamento, o feijdo-caupi apresenta
perdas quantitativas e qualitativas devido ao ataque de insetos-praga (SILVA & COSTA, 2016).
O género Callosobruchus inclui um niimero de espécies economicamente importantes que
infestam leguminosas em todo o mundo. Dentre elas, o Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775)
(Coleoptera: Chrysomelidae) ¢ comumente encontrado durante o armazenamento do feijao-
caupi ao longo dos tropicos (NRI, 1996; BECK & BLUMER, 2014), causando perdas
significativas no peso de até 60%, tornando os graos improprios para consumo e aumentando a
formagao de po (TAMZUBIL, 1991; OKE et al., 2015). O dano causado no feijao-caupi por C.
maculatus pode ser iniciado no campo e ¢ consequéncia da coloniza¢ao do interior dos graos
pelas larvas, as quais alimentam-se dos graos e desenvolvem-se até a fase adulta, causando
perda de peso, desvalorizagao comercial, reducdo do valor nutricional e higiene do produto pela
presenga de fezes, ovos e insetos, além de reduzir a germinacdo das sementes (AKAMI et al.,
2017).

O manejo de infestagdes de insetos-praga em produtos armazenados depende de
substancias quimicas que apresentam alta toxicidade (MANSOUR et al., 2012). A fosfina (PH3)
tem sido o fumigante mais comumente utilizado, ja que ¢ o Unico fumigante recomendado no
tratamento curativo de insetos-praga (MAPA, 2019); no entanto, apresenta agao inseticida lenta
e devido ao seu uso irrestrito, espécies de insetos demonstraram altos niveis de resisténcia
(PIMENTEL et al., 2010; TAY et al., 2016). Assim, se faz necessario o desenvolvimento de
alternativas seguras, as quais devem apresentar potencial ndo apenas em termos de
caracteristicas toxicas e resisténcia, mas também na minimizag¢dao dos impactos ambientais e
dos efeitos em organismos ndo-alvos (ASLAN et al., 2004; DUTRA et al., 2016). Neste

contexto, os inseticidas botanicos, se devidamente aplicados, serdo um passo importante para
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alcancar este objetivo, ja que as plantas sdo uma fonte rica em substancias secundarias que
podem ser bioativas contra uma gama de insetos-praga (MANSOUR et al., 2012; BENELLI et
al., 2019).

Os metabdlitos secundarios caracteristicos na familia Brassicaceae sdo os
glucosinolatos, que sdo normalmente influenciados por fatores bidticos e abidticos (HOPKINS
et al., 2009), porém todos sdo ricos em nitrogénio e enxofre (QUILES et al., 2019). Apds o
dano tecidual, os glucosinolatos sofrem hidrolise resultando em compostos biologicamente
ativos, como isotiocianatos (ITCs) e nitrilos (YADAV & RANA, 2018). Dentre os
glucosinolatos existentes, a sinigrina encontrada na mostarda marrom (Brassica juncea L.),
quando hidrolisada pela enzima mirosinase, ¢ convertida principalmente em isotiocianato de
alilo (AITC). O AITC ¢ um composto volatil, de aroma pungente e apresenta uma ampla gama
de efeitos biologicos como inseticida (SANTOS et al., 2011; MANSOUR et al., 2012; WU et
al., 2014; FREITAS et al., 2016a; REYES-JURADO et al., 2019), sendo possivelmente o
composto com maior potencial para biofumiga¢do dentre os produtos de degradagdo de
glucosinolatos (MAYTON et al., 1996). Além da obtencao natural por meio da hidrodestilagao
de tecidos vegetais do género Brassica, o AITC pode ser sintetizado quimicamente pela reagao
de cloreto de alilo e tiocianato de potassio (ROMANOWKI & KLENK, 2005), evitando as
barreiras advindas do cultivo como a contaminagdo e a variabilidade em sua composi¢do. Entre
as espécies de Brassica, as maiores concentracdes de AITC sdo encontradas em algumas
espécies de mostardas, rabano e wasabi e hd uma variagao consideravel entre cultivares de uma
mesma espécie (YU et al., 2003).

Estudos recentes tém sido realizados com o intuito de avaliar a toxicidade de compostos
botanicos em diferentes insetos-praga de grdos armazenados, entretanto poucos sdo os que
relacionam os seus efeitos letais e subletais com a qualidade do grao tratado apds a infestacao.
Desta forma, objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia do AITC na taxa instantanea
de crescimento populacional de C. maculatus e o seu efeito nas propriedades fisicas do feijao-

caupi infestado.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Setor de Pré-Processamento e Armazenamento de
Produtos Agricolas do Departamento de Engenharia Agricola da Universidade Federal de
Vicosa (UFV). Foram utilizados graos de feijao-caupi da variedade BRS Guariba com grau de

infestacdo por insetos de 3%, teor de agua de 10% (b.u.), massa especifica de 796 kg m™,
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germinagio de 90% e condutividade elétrica de 170 uS cm™ g!. A formula¢io comercial de
AITC utilizada foi adquirida da Sigma-Aldrich, Estados Unidos, com 94% de pureza.

A populacao de C. maculatus, proveniente do municipio de Crato — CE em 2014, foi
criada e mantida no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas de Graos da Universidade
Federal de Vigosa (MG), utilizando recipientes de vidro de 1,5 L, fechados com tampa plastica
perfurada e revestida internamente com organza para permitir as trocas gasosas, Sob
temperatura controlada em camara climatica tipo B.O.D. (27 + 2 °C), umidade relativa do ar
constante (60 + 5%) e escotofase de 24 h. Para a formacdo da coldnia de insetos, adultos de C.
maculatus foram confinados durante 10 dias para efetuarem a postura em graos de feijao-caupi
livres de pesticidas, na propor¢do de 20 insetos para cada 50 g de substrato, conforme
recomendacao de Beck e Blumer (2014). O feijao-caupi infestado foi estocado até a emergéncia
da geracdo F; e foi peneirado todos os dias para retirada dos adultos emergidos, de forma a
garantir o controle de idade de 24 h. Esse procedimento foi efetuado durante todo o periodo dos

bioensaios.

2.1 Efeitos subletais sobre a taxa instantinea de crescimento populacional (ri)

Cinquenta adultos de C. maculatus com até 24 h de idade foram submetidos ao
procedimento de fumigacdo em recipientes de vidro com capacidade de 0,3 L, totalmente
preenchido por feijao-caupi (240 g = 1 g), e vedados. Na parte superior do recipiente foi
adaptado um suporte de PVC recoberto por organza com altura de 1 cm, de modo a formar um
plenum, para guardar o papel filtro umedecido com AITC. A massa de graos infestada foi
exposta as concentragdes de 3,81, 5,71, 7,67, 9,41 e 17,85 mL m> de feijio-caupi,
correspondentes, respectivamente, as concentragdes subletais (CL1, CL1o, CL30 € CLs0) € a CLos
determinadas no capitulo 1, e o tratamento controle foi realizado nas mesmas condigdes, porém
sem a presenga do AITC. Todos os tratamentos foram replicados quatro vezes. Ap6és 24 h de
fumigacgdo, os frascos foram abertos e cobertos apenas com tecido de organza, e armazenados
em condicoes ideais de desenvolvimento dos insetos (temperatura de 27+2 °C e umidade
relativa do ar de 60+£5%), durante 40 dias — tempo suficiente para completar um ciclo de vida.
Ao final desse periodo, a taxa instantdnea de crescimento foi calculada por meio da equacao
proposta por Walthall e Stark (1997) (Equacdo 1), baseando-se no total de insetos obtidos ao

final do periodo de armazenamento e no niimero inicial de insetos.
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_ @)l (1)

em que Nr= Numero final de insetos; No = Numero inicial de insetos; ¢ AT = Variagao de

tempo (niimero de dias em que o ensaio foi executado).
2.2 Analises de qualidade do feijao-caupi

ApOs os bioensaios de taxa instantdnea de crescimento, a qualidade do feijao-caupi foi
avaliada depois de 40 dias de armazenamento, em funcao da concentracdo de AITC aplicada
nos graos. Avaliaram-se os parametros grau de infestagdo, teor de 4gua, massa especifica
aparente, germinacao e condutividade elétrica.

Para avaliar o percentual de graos danificados por insetos, duas amostras de 100 graos,
escolhidas ao acaso, foram imersas em agua durante 24 h, tempo suficiente para amolecer os
graos. Em seguida, os grdos foram cortados e examinados individualmente. Foram
considerados infestados, além dos graos que continham larva, pupa ou inseto adulto, todos
aqueles que apresentavam orificios de saida do inseto, conforme recomendagdes das Regras
para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). O resultado foi obtido por meio da média de graos
infestados e expresso em porcentagem.

O teor de 4dgua dos graos foi determinado utilizando-se o método de estufa, segundo as
normas das Regras para Anélise de Sementes (BRASIL, 2009), que prescrevem a utilizagdo de
estufa com circulagdo de ar forcado a 10543 °C, durante 24 h. Foram utilizadas trés repeti¢des
de 25 g de graos e os resultados expressos em porcentagem, base timida (b.u.).

A determinag¢do da massa especifica aparente foi realizada em trés repetigdes com
auxilio de balanga hectolitrica (modelo 40, Dellemolle, Brasil), com capacidade de um quarto
de litro (250 mL). Como o peso hectolitrico de uma amostra varia de acordo com o seu teor de
agua, fizeram-se determinagdes simultanecamente (BRASIL, 2009).

O potencial de germinagdo foi determinado de acordo com Brasil (2009), em quatro
repeticdes de 50 graos onde estes foram distribuidos em rolos de papel toalha tipo Germitest,
umedecidos com quantidade de 4gua destilada equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco,
e mantidas em camara de germinacao do tipo BOD a 25 °C. A contagem foi realizada depois
de 7 dias e os resultados foram expressos em porcentagem de germinagao.

A condutividade elétrica da solugdo contendo graos de feijdo-caupi foi medida

utilizando-se o Sistema de Copo ou Condutividade de Massa (VIEIRA & CARVALHO, 1994).
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Foram realizadas quatro repeticdes com 50 graos inteiros, selecionados aleatoriamente. Os
graos foram pesados e colocados em copos plasticos com 75 mL de 4gua deionizada. Os graos
embebidos foram colocados em camara climatica tipo BOD regulada a 27 °C por 24h. Apds
esse periodo, a solucdo resultante foi utilizada para realizar a leitura da condutividade elétrica
com um medidor da marca Tecnopon, modelo mCA-150. O valor fornecido pelo
condutivimetro (uS cm!) foi dividido pela massa total dos 50 grios, obtendo-se o valor

expresso em uS cm™! gl

2.3 Analises estatisticas

Os dados da taxa instantanea de crescimento e da qualidade do grao foram submetidos
a analises de regressao em fungdo da concentragao de AITC. Além disso, os dados de qualidade
dos graos foram analisados por meio da correlagdo canonica (PROC CANCORR; SAS Institute,
2011) entre a taxa de infestagdo e as variaveis qualitativas do feijdo-caupi e as médias
comparadas pelo teste de agrupamento de Dunnett, utilizando-se o software Statistica, versao
10 (STATSOFT, INC., Tulsa, OK, USA). Os graficos foram plotados no software SigmaPlot
13.1 (SYSTAT SOFTWARE, INC., San Jose, CA, USA).

3 RESULTADOS

3.1 Taxa instantanea de crescimento populacional (ri)

A exposi¢ao dos insetos as concentragdes subletais de AITC no feijao-caupi, influenciou
significativamente na taxa instantdnea de crescimento populacional da espécie C. maculatus (F
=286,55; g.l.ero = 18; P <0,0001). A r; diminuiu com o aumento das concentra¢des de AITC
no periodo de 40 dias, o que comprova o efeito inibitério exercido pelo AITC sobre o
crescimento de C. maculatus. O modelo sigmoidal de trés parametros (y=a/(1+exp(-(x-b)/c)))
foi o que melhor se ajustou ao decréscimo da r; com o aumento das concentragcdes de AITC

(Figura 1).
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Figura 1 — Taxa instantdnea de crescimento populacional de C. maculatus em fungdo da
concentracao de AITC.
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Fonte: A autora, 2019.

A partir da concentracdo de AITC de 5,7 mL m>, referente a CL1o, a taxa instantinea
de crescimento populacional foi aproximadamente zero, indicando que, embora a CL1o nao
cause a mortalidade dos adultos, a concentragdo inibe o desenvolvimento da populacao.
Resultados semelhantes foram encontrados por Moura et al. (2019) ao estudarem o Oleo
essencial de candeeiro para o controle de C. maculatus. Souza et al. (2018) constataram que a
exposicdo a Oleos essenciais pode atingir camadas internas dos grdos, o que interfere
diretamente no desenvolvimento das larvas e consequentemente acarreta a interrup¢do da
emergéncia dos adultos. A reducao da r; estd associada ao menor periodo de sobrevivéncia dos
insetos adultos nos graos tratados com concentracdes elevadas, impedindo a oviposi¢do e a
progénie relacionadas a possiveis efeitos toxicos dos dleos sobre ovos e larvas dos insetos

(JUMBO et al., 2014; MOURA et al., 2019).
3.2 Propriedades fisicas dos graos tratados com isotiocianato de alilo
As propriedades fisicas do feijao-caupi foram influenciadas pela exposicao subletal de

AITC. Quanto maior a concentragdo aplicada no feijao-caupi infestado com 50 insetos, menor

foi a taxa instantanea de crescimento populacional de C. maculatus e, consequentemente, menor
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foi o dano nos grdos armazenados por 40 dias. Foi encontrado uma correlagdo candnica
significativa (Wilks’ Lambda = 0,0014; F =2505,46; g.1.(num/den) = 5/18; P <0,0001) entre a
1; da populagdo de C. maculatus e o grupo de caracteristicas usadas para expressar a qualidade
dos graos de feijao-caupi submetidos a diferentes concentragdes de AITC (grau de infestagao,
teor de agua, germinacdo, massa especifica aparente e condutividade elétrica). A associacao
entre a ;i € esse grupo de caracteristica foi alta (0,99).

Desde que a taxa instantanea de crescimento populacional foi baixa, as caracteristicas
fisicas e fisioldgicas foram mantidas durante o periodo de 40 dias. A andlise de correlagdo
indica que o grau de infestacdo, o teor de 4gua e a condutividade elétrica do feijdo-caupi
aumentaram com o incremento da rj, apresentando grau de correlacdo de 0,97, 0,98 e 0,93,
respectivamente, € que a germinagao € a massa especifica reduziram com o aumento da ri. Ou
seja, a medida que a concentragdo de AITC foi aumentada, a r; se aproximou de zero e todas as
caracteristicas fisicas dos grdos mantiveram-se proximas ao valor inicial, na caracterizagao do

grao (Tabela 1).

Tabela 1 — Qualidade do feijao-caupi infestado por Callosobruchus maculatus em fungao da
concentragdo de isotiocianato de alilo, e comparada aos valores da caracterizagdo inicial dos
graos.

Variaveis de Qualidade do Feijao-Caupi

Concentragao Grau d? Teor de Agua Germinagao Mas,sa Condu’t1\'/1dade
Infestacdo (%) (%) Especﬁ_“13ca Eletr_llca ]
(%) (kg m™) (UScem” g7)
Controle 100,0 a 21,0 a 27,5 a 651,3 a 328,1 a
CL1 100,0 a 159 b 780 b 7280 b 3024 b
CL10 12,6 b 10,5 ¢ 893 b 7848 ¢ 2512 ¢
CL30 6,6 bc 10,4 ¢ 893 b 7848 ¢ 2348 cd
CL50 40 ¢ 10,2 ¢ 89,8 b 786,0 ¢ 2237 d
CL95 35 ¢ 10,2 ¢ 89.8 b 786,3 ¢ 2158 d
Caracterizagdo 3, o yg00 90,0 b 7960 ¢ 170,0 e
Inicial

Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
Tukey.

Fonte: A autora, 2019.

O tratamento de feijao-caupi com AITC permitiu controlar a infestagdo de C. maculatus
e preservar a qualidade dos graos no armazenamento, exceto nos graos tratados com a
concentracdo minima (CL1). A infestacdo dos graos aumentou substancialmente elevando o teor

de agua e, consequentemente, a perda da qualidade dos graos (Tabela 1). Uma das principais



48

causas associadas com a perda de qualidade dos graos durante o periodo de armazenamento ¢
o aumento no teor de dgua, principalmente associado com o grau de infestacao, dcaros e fungos
e condi¢des de armazenamento (QUEZADA et al., 2006; FREITAS et al., 2016b).

O aumento da concentragao de AITC resultou em uma variagao significativa do grau de
infestacdo (F = 1217,66; g.l.emo = 18; P < 0,0001). Enquanto os graos de feijao-caupi sem
tratamento foram 100% infestados por C. maculatus, a CLio proporcionou uma redugdo de
87,37% na infestacdo dos graos. Além disso, a partir da CL3 o grau de infestacdo se manteve
constante (Figura 2A) e proximo ao valor encontrado na caracterizacdo do grao (3%) (Tabela
1).

O teor de agua variou significativamente em relagdo a concentragdo utilizada no
tratamento do feijao-caupi infestado por C. maculatus (F = 265,01; g.l.eo = 18; P <0,0001). A
partir da CL o o teor de 4gua dos graos manteve-se igual ao valor inicial (10%) (Tabela 1, Figura
2B). Nos graos ndo tratados, o teor de agua chegou a 21% devido a maior presenca e atividade
bioldgica dos insetos. Teores elevados de dgua favorecem o desenvolvimento de fungos na
massa de graos, prejudicando sua qualidade no armazenamento (ALENCAR et al., 2009), o que
propicia ainda mais o aumento do teor de agua, ja que esta relacionado a atividade bioldgica de
insetos, fungos e acaros, além de ser influenciado pelo armazenamento incorreto (MUTUNGI
etal., 2015; FREITAS et al., 2016b; SILVA et al., 2018).

A porcentagem de germinagdo também variou significativamente entre os tratamentos
(F=50,68; g.l.eo = 18; P <0,0001). A reducao na germinagao foi expressiva no feijao-caupi
nao tratado quando comparado ao valor inicial de germinacdo (90%), enquanto os graos tratados
com pelo menos a CLjo continuaram com a germinagao proxima desse valor (Tabela 1, Figura
2C). Durante o desenvolvimento populacional dos insetos presente na massa de grao, as larvas
de C. maculatus consomem o interior do grao e, por vezes, destroem o embrido durante a
alimentacgdo, reduzindo a capacidade de germinacdo do produto (NJOROGE et al., 2014;
VALES et al., 2014).
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Figura 2 — Propriedades fisicas do feijdo-caupi infestado por Callosobruchus maculatus em
funcdo da concentragdo de isotiocianato de alilo aplicado, e suas respectivas equagdes de

regressao nao-linear.
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A massa especifica aparente do feijdo-caupi tratado com AITC diferiu
significativamente entre o controle e as diferentes concentragdes aplicadas (F = 96,2; g.1.erro =
18; P<0,0001). Uma vez que nos graos tratados ocorre a inibi¢ao da infestagao do C. maculatus
e, consequentemente, o menor consumo de massa pelas larvas, a aplicagao da CL1o no controle
dos insetos proporcionou uma reduc¢do de apenas 1%, mantendo o valor inicial da massa
especifica aparente dos grios (796 kg m™) (Tabela 1, Figura 2D). A infestagdo por insetos-
praga de graos armazenados leva ao decréscimo da massa especifica aparente, visto que eles
danificam o tegumento, e as larvas se alimentam do contetdo interno, causando reducao da
matéria seca (MUTUNGI et al., 2015). Sementes de baixa massa especifica estio mais
deterioradas, e perdem sua viabilidade rapidamente durante o armazenamento (ALENCAR et
al, 2009).

A infestagao por C. maculatus também levou ao aumento da condutividade elétrica dos
graos, a qual variou significativamente em funcao das concentragdes de AITC (F=72,61; g.l.ermo
=18; P <0,0001). Maiores valores de condutividade elétrica representam maiores quantidades
de lixiviados na solugdo e estd relacionado com a integridade das membranas celulares
(SMIDERLE et al., 1997). Em feijao-caupi, o adulto de C. maculatus rompe a parede externa
do grdo na sua emergéncia aumentando a lixiviagdo eletrolitica dos solutos e,
consequentemente, o valor de condutividade elétrica (FREITAS et al., 2016b). Apesar do
tratamento com AITC reduzir a condutividade elétrica, a manutencdo do valor inicial pode ser
dificultada pelo proprio AITC, ja que € um composto quimico sujeito a degradagdes.

O tratamento do feijdo-caupi, infestado por C. maculatus, com o vapor de AITC
preservou o teor de dgua e inibiu o desenvolvimento dos insetos, prevenindo a ocorréncia de
danos como perda de peso, deterioragdo da membrana celular, aumento do teor de 4gua e

proliferagdo de microorganismos nos graos.

4 CONCLUSAO

O uso do isotiocianato de alilo (AITC), de modo geral, ndo interferiu nas propriedades
fisicas dos graos de feijdo-caupi, exercendo papel fundamental na preservagdo dessas
caracteristicas e no controle da infestacdo por C. maculatus. Além disso, verificou-se que,
embora a CL19 ndo cause a mortalidade dos insetos adultos, controlou o desenvolvimento da
populagdo, impedindo a oviposi¢do e a progénie, devido a possiveis efeitos toxicos do AITC

sobre os ovos e larvas de C. maculatus.
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Capitulo 3

MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA EM HEADSPACE: VALIDACAO DE
METODO E ANALISE DA PERSISTENCIA DO ISOTIOCIANATO DE ALILO EM
FEIJAO-CAUPI

RESUMO: Oleos essenciais tém sido reconhecidos como uma alternativa eficiente e segura
aos inseticidas tradicionais para o controle de insetos-praga de produtos armazenados. Assim,
métodos para determinacdo de residuos de bioinseticidas em produtos alimenticios sdo de
grande importancia. O presente estudo otimizou e validou um método simples e eficaz para
extracdo e quantificagdo dos residuos do isotiocianato de alilo (principal componente do 6leo
essencial de mostarda) em amostras de feijao-caupi. O método proposto utiliza microextragao
em fase solida em headspace (HS-SPME) e andlise por cromatografia gasosa com detector de
ionizagdo em chama (GC/FID). Na otimizagdo, um planejamento composto central (CCD) com
fatorial 22 foi utilizado para avaliar o comportamento simultdneo dos fatores. Melhores
condig¢des de extracao do AITC foram alcangadas quando se utilizou o tempo de exposi¢ao da
fibra (15 min) e temperatura do banho (30 °C). O método otimizado HS-SPME foi validado,
avaliando os seguintes parametros: seletividade, linearidade, limites de detec¢do (LOD) e
quantifica¢do (LOQ), exatidao e precisdo. O LOD e LOQ do método para o AITC foi 0,01 e
0,03 ng kg'!, respectivamente. O método alcangou um alto nivel de seletividade, onde o
coeficiente de determinagio (r?) encontrado para o AITC foi superior a 0,99, na faixa de
concentracdo utilizada. A taxa de recuperacdo relativa variou de 108,2 a 114,8%, com
coeficiente de variacdo inter-dias inferior a 9%. A persisténcia do AITC em amostras de feijao-
caupi foi avaliada, onde 36 h ap6s a fumigagao do composto ndo foi detectado a presenca dos

residuos nos graos, demonstrando sua seguranga como fumigante em alimentos.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, AITC, residuo de pesticidas, cromatografia gasosa, HS-

SPME.
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HEADSPACE SOLID-PHASE MICROEXTRACTION: METHOD VALIDATION
AND ANALYSIS OF ALLYL ISOTHIOCYANATE PERSISTENCE IN COWPEA
BEANS

ABSTRACT: Essential oils have been known as an efficient and safe alternative to traditional
insecticides in pest control of stored products. Thus, methods for determining bioinsecticides
residues in food products are incredibly important. The present study optimized and validated
a simple and effective method for extraction and quantification of allyl isothiocyanate residues
(major component of mustard essential oil) in cowpea beans samples. The proposed method
uses headspace solid phase microextraction (HS-SPME) and flame ionization detector gas
chromatography (GC/FID) analysis. For optimization, a central composite design (CCD) with
a 22 factorial was used to evaluate the simultaneous behavior between factors. Better AITC
extraction conditions were achieved by using fiber exposure time (15 min) and bath temperature
(30 °C). The optimized HS-SPME method was validated by evaluating the following
parameters: selectivity, linearity, limits of detection (LOD) and quantification (LOQ), accuracy
and precision. The LOD and LOQ of the method for AITC were 0.01 and 0.03 pg kg™,
respectively. The method reached a high level of selectivity, where the determination
coefficient (r?) achieved for the AITC was above 0.99 in the concentration range used. The
relative recovery rate ranged from 108.2 to 114.8%, with an inter-day coefficient of variation
of less than 9%. The persistence of AITC in cowpea samples was evaluated, where 36 h after
the compound fumigation no presence of residue was detected in the grains, demonstrating its

safety as a fumigant in food products.

Keywords: Vigna unguiculata, AITC, pesticide residue, gas chromatography, HS-SPME.
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1 INTRODUCAO

No armazenamento de produtos agricolas os inseticidas protetores (piretroides e
organofosforados) e o fumigante fosfina (PH3) tem sido os mais utilizados para controlar
insetos-praga (GBAYE et al., 2016; OPIT et al., 2016). Para controle de Callosobruchus
maculatus (Fabr., 1775) (Coleoptera: Chrysomelidae) em feijado-caupi [ Vigna unguiculata (L.)
Walp.], a fosfina € o unico inseticida permitido (MAPA, 2019), mas seu uso apresenta riscos
devido a poluicdo ambiental e danos a saade (HASHIMOTO et al., 2019), além do
desenvolvimento de populagdes de insetos-praga resistentes (PIMENTEL et al., 2010; GBAYE
et al., 2016; TAY et al., 2016). Consequentemente, tem havido um esfor¢o para encontrar
produtos de origem botanica com as mesmas funcdes e caracteristicas dos inseticidas
convencionais (HU et al., 2017). Os bioinseticidas sdo considerados mais seguros, ndo estao
relacionados ao desenvolvimento de resisténcia das pragas e apresentam menor risco de
contaminagdo do meio ambiente e & sailde humana e animal (PAVELA & BENELLI, 2016;
SMITH et al., 2018).

O isotiocianato de alilo (AITC) pode ser obtido a partir de varios vegetais cruciferos
comuns, como a de mostarda preta (Brassica nigra L.), a mostarda indiana (Brassica juncea
L.) ou o wasabi (Eutrema japonicum (Miq.) Koidz). E conhecido por sua atividade toxica e
repelente contra vérios 4caros, fungos, nematoides, insetos e microrganismos (LIN et al., 2000;
DINGRA et al., 2004; NEVES et al., 2005; HAMDI et al., 2015; REYES-JURADO et al.,
2019). Além disso, ¢ um produto natural considerado seguro para a saide humana e para o meio
ambiente (European Food Safety Authority, 2010). A exposi¢do humana ao AITC ¢, sem
duvida, generalizada e frequente, uma vez que muitos vegetais cruciferos comuns sdo uma fonte
rica de AITC, mas os niveis de exposicao ndo foram bem documentados (ZHANG, 2010). No
geral, o AITC exibe muitos atributos desejaveis de um inseticida, porém estudos adicionais sao
necessarios para elucidar seu mecanismo de acdo e persisténcia. Devido a negligéncia e a
consequente exposi¢ao do publico aos pesticidas, ha um aumento na demanda por alimentos
livres destes produtos, o que instigou pesquisas para monitorar ¢ avaliar o risco de consumir
alimentos contaminados.

A andlise da persisténcia de inseticidas ¢ importante para garantir seguranga alimentar
e serve para determinar o periodo de caréncia (PIMENTEL et al., 2005). Vale ressaltar que ha
caréncia de estudos relacionados com a avaliacao da persisténcia de inseticidas botanicos em
graos armazenados. Ha trabalhos que relatam a utilizagdo do método de microextracao em fase

solida (SPME) para determinar residuo de fosfina (PH3) em graos armazenados (REN et al.
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2012); porém, para o AITC nio ha. E necessario desenvolver métodos que identifiquem e
quantifiquem a presenca de 6leos essenciais e seus compostos em graos a fim de garantir a
seguranga no seu uso.

Técnicas para a determinacao de residuos de pesticidas em amostras complexas
evoluiram significativamente em termos de simplificagdo, melhoria da extragdo e purificacao
de amostras, com os principais objetivos de minimizar o consumo de solventes e reagentes e
otimizar a limpeza (GHARARI et al., 2016). Entre os modernos métodos analiticos para
quantificagdo de pesticidas em diferentes matrizes destacam-se a cromatografia gasosa (GC).
Por esta técnica as substancias sdo separadas, identificadas e quantificadas, sendo necessaria,
entretanto, etapa prévia de extragcdo e concentragdo (CARLOS et al., 2011).

A microextra¢ao em fase sélida (SPME) ¢ uma das técnicas de extragao mais empregada
atualmente, principalmente quando se trata de extracdo multirresiduo de compostos organicos.
Estudos reportados na literatura tém mostrado a eficiéncia desta técnica para extracdo de
piretroides e organoclorados, além de propostas de extracdo simultdnea de pesticidas
pertencentes a diferentes classes (CASAS et al., 2006; JUNIOR & RE-POPPI, 2007;
ABDULRA’UF & TAN, 2015; LI et al., 2018). O método de microextragao em fase sélida por
headspace (HS-SPME) tem vantagens sobre os demais métodos por reduzir ou eliminar o uso
de solventes organicos, além de permitir a extragdo e concentracdo do analito de forma
simultanea (GHARARI et al., 2016; KREUTZ et al., 2018).

Viérios sdo os estudos que avaliam a toxicidade de compostos botanicos sobre diversos
insetos-praga de produtos armazenados. No entanto, monitorar a persisténcia destes compostos
em produtos alimenticios ¢ necessario para garantir a seguranca do seu consumo. O objetivo
principal deste trabalho foi otimizar e validar um método para a determinagao dos residuos de
AITC em feijao-caupi por meio das técnicas de microextragao em fase sélida por headspace
(HS-SPME) e cromatografia gasosa com detector de ionizagao em chamas (GC/FID); e analisar

a persisténcia do residuo de AITC em feijao-caupi depois de fumigado.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes, solu¢des e matéria-prima
Inicialmente, foram realizados testes preliminares, a fim de selecionar os solventes

organicos que nao apresentassem toxicidade para os insetos adultos de C. maculatus e que

fossem compativeis com a cromatografia gasosa. Os solventes que atenderam a estes critérios
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foram o tolueno (>99,5% v/v, Vetec, Brasil), acetonitrila (>99,9% v/v, Sigma-Aldrich, Brasil),
etanol (>99,5% v/v, Exodo Cientifica, Brasil) ¢ octanol (>99% v/v, Vetec, Brasil). Dentre os
solventes testados para realizar a dilui¢ao do padrao do isotiocianato de alilo (AITC), o etanol
foi o solvente que apresentou melhor resposta cromatografica. Para a etapa de otimizagao do
método, uma solugdo estoque do AITC adquirido da Sigma-Aldrich (>95% v/v, Brasil) foi
preparada em etanol na concentracdo de 2,4 g L. Para a validacio do método, foi preparada
uma solucdo estoque de AITC na concentragdo de 5,0 g L' de etanol e a partir desta solugdo
foram preparadas as solugdes de trabalho nas concentragdes adequadas. Todas as solucdes
padrao foram armazenadas em freezer, a temperatura de -18 °C.

Como matéria prima para todos os experimentos, foram utilizados graos de feijao-caupi
da variedade BRS Guariba, com 10% de umidade e massa especifica aparente de 796 kg m>,
cultivados no estado do Maranhao, Brasil [latitude 4° 27 18” (S), longitude 43° 53’ 09” (W) e
altitude de 43 m], livres de inseticidas e mantidos sob refrigeracdo (-18 °C) para evitar

infestagao.

2.2 Analise cromatografica

A identificag@o e quantificagdo de AITC nas amostras de feijao-caupi foi realizada em
um cromatdgrafo a gas equipado com detector por ionizagdo em chama (GC/FID) modelo 2014
(Shimadzu, Japao). A separacao cromatografica foi realizada em coluna capilar HP-5 (Agilent
Technologies, USA), com fase estaciondria composta por 5% de fenil e 95% de dimetilsiloxano
(30 m x 0,25 mm d.i. ¢ 0,10 pm de espessura de filme) empregando o nitrogénio (99,999%, Air
Products, Brasil) como gas de arraste em um fluxo de 1,8 mL min! e razio de split de 1:5. As
temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas em 280 e 300 °C, respectivamente. A
temperatura inicial do forno da coluna foi 45 °C (2 min), com rampa de aquecimento de 20 °C
min! até atingir 110 °C (1,8 min), totalizando 6 min de corrida. O periodo de dessorcio térmica
foi de 3,0 min, ap6s o qual a fibra era retirada do injetor. As corridas foram gerenciadas por

meio do software CGsolution (Shimadzu, Japao).
2.3 Microextracio em fase solida com headspace (HS-SPME)
Amostras de 5,0 g de feijao-caupi foram colocadas em frascos de vidro ambar de 40 mL

de capacidade, com tampa de teflon e septo de silicone/PTFE, e fortificadas com o AITC. Os

frascos contendo as amostras foram transferidos para um banho com 4gua equipado com um



60

agitador magnético com aquecimento, a uma temperatura fixa previamente ajustada e agitacao
constante. A fibra, diariamente condicionada conforme recomendagdes do fabricante, era
colocada em contato com a parte gasosa da amostra (headspace) durante todo o periodo de
aquecimento, empregando-se um suporte manual (holder) préprio para SPME (Supelco
Bellefort, USA). Apds o tempo de extragdo, a fibra foi recolhida, retirada do frasco e
imediatamente introduzida no injetor do cromatdégrafo a gas. A fibra foi exposta e os analitos
foram termicamente dessorvidos da fibra sob fluxo do gés de arraste e carreados para a coluna

cromatografica.

2.4 Otimizacao da fortificacio da amostra de feijao-caupi

Os solventes tolueno, acetonitrila, etanol e octanol, usados para dilui¢ao do padrao de
AITC, foram testados a fim de verificar a melhor resposta cromatografica. Para isso, 5,0 g de
amostras de feijao-caupi foram colocadas nos frascos e fortificadas com 50 pL de solugdo de
AITC na concentragio de 2,4 g L', preparados nos solventes citado acima. As amostrar foram
homogeneizadas em vortex (Vortex Mixer CE, Coreia) por 1 min e mantidas em repouso por 5
min. A fibra foi mantida exposta a 40 °C por 10 min e logo apds introduzida no injetor do
cromatografo a gas.

Outro estudo realizado foi para avaliar se a condi¢do do frasco (aberto ou fechado)
durante o tempo de fortificagdo influenciaria a resposta cromatografica. Assim, apds a
fortificagdo das amostras, os frascos foram fechados e agitados em vortex por 1 min, e entdo
colocados em repouso por 5 min nas duas condic¢des diferentes. As extragdes de AITC foram
realizadas na temperatura de 30 °C durante um tempo de exposic¢ao da fibra de 8, 14 ou 20 min,
sendo que cada combinagao foi realizada com o frasco aberto ou fechado durante o tempo de
repouso.

Foi avaliado, também, se o tempo de fortificacdo influenciaria na resposta
cromatografica por meio de testes com 5, 10 ou 15 min. A temperatura e o tempo de extragdo
utilizados no procedimento de HS-SPME foram de 30 °C e 15 min, respectivamente. Em todos
os testes, a solugdo de AITC foi aplicada diretamente nos graos com microsseringa de 50 puL.
(Hamilton Company, USA) e a fibra utilizada foi a de
divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) stablefex de 50/30 pm

(Supelco Bellefort, USA). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.
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2.5 Otimizacao do método de microextracio em fase solida em headspace para amostras

de feijao-caupi

2.5.1 Avaliagdo univariada dos tipos de fibras

Trés fibras comercialmente disponiveis foram comparadas univariadamente: a fibra de
polidimetilsiloxano (PDMS) de silica fundida de 100 pum de espessura, a fibra de
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) de silica fundida de 65 um e a fibra de
divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) stablefex de 50/30 pm
(Supelco Bellefort, USA). As amostras de feijao (5,0 g) foram colocadas nos frascos e
fortificadas com 50 uL de solugdo de AITC na concentracdo de 2,4 g L™, preparados em etanol.
A solugdo foi aplicada diretamente nos graos com microsseringa de 50 uL, resultando em uma
concentracdo de AITC de 22,8 pug kg™ de feijdo-caupi, que corresponde a concentragio letal do
AITC para mortalidade de 95% da populagao (CLos) de C. maculatus, obtida no capitulo 1. Para
garantir uma boa distribui¢do do AITC nos graos, as amostras foram homogenizadas em vortex
por 1 min e deixadas em repouso por 5 min até a extragdo, para equilibrio do vapor de AITC
no headspace. Realizou-se o procedimento de HS-SPME a 40 °C por 5 min. Os ensaios foram
realizados em duplicatas. Antes do uso, as fibras foram condicionadas conforme recomendado

pelo fabricante.

2.5.2 Avaliagdo multivariada de tempo e temperatura de extragdo

Nesta etapa de otimizag@o da técnica de extracdo, a temperatura do banho em agitador
magnético com aquecimento (30, 40 ou 50 °C) e o tempo de exposigao da fibra (3, 9 ou 15 min)
foram avaliados por um planejamento composto central para avaliar o comportamento
simultdneo dos dois fatores. O planejamento empregado foi o fatorial 22 com seis pontos
centrais, totalizando 14 ensaios (Tabela 1).

Amostras de feijao-caupi (5,0 g) foram fortificadas com 50 uL da solucdo de AITC na
concentragio de 2,4 g L, resultando em uma concentragio final de 22,8 pg kg™! nos graos. As
amostras foram homogeneizadas, deixadas em repouso com o frasco aberto durante 5 min e,
submetidas as diferentes condi¢des de extragdo. A fibra utilizada foi a que apresentou melhor

resposta cromatografica no item 2.5.1.
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Tabela 1 — Planejamento composto central realizado para estabelecer as melhores condi¢des
para extragdo do AITC em amostras de feijao.

FATORES FATORES
ENSAIO (VALORES CODIFICADOS) (VALORES REAIS)
A B Temperatura (°C) Tempo (min)
1 - - 30,0 3,0
2 + - 50,0 3,0
3 - + 30,0 15,0
4 + + 50,0 15,0
5 0 0 40,0 9,0
6 0 0 40,0 9,0
7 0 0 40,0 9,0
8 - - 30,0 3,0
9 + - 50,0 3,0
10 - + 30,0 15,0
11 + + 50,0 15,0
12 0 0 40,0 9,0
13 0 0 40,0 9,0
14 0 0 40,0 9,0

A: temperatura do banho em agitador magnético com aquecimento e B: tempo de exposi¢ao da
fibra.
Fonte: A autora, 2019.

2.6 Validacao do método otimizado

A valida¢do do método HS-SPME otimizado para extragdo de AITC em feijdo-caupi
baseou-se nos seguintes parametros: seletividade, limite de detec¢do (LOD), limite de
quantificagdo (LOQ), linearidade, exatidao e precisdo intermediaria. A validagdo do método foi
desenvolvida de acordo com as normas do guia SANTE/11813/2017 (EURL, 2017).

Para avaliar a seletividade, amostras de feijao-caupi tratadas com AITC e ndo tratadas
(branco) foram submetidas ao método de extracdo e andlise, e seus cromatogramas foram
comparados. O LOD e LOQ do método proposto para amostras de feijao foi determinado
considerando o valor maior ou igual a 3 e 10 vezes o sinal da linha de base (ruido),
respectivamente.

A linearidade de resposta do método foi determinada pelas andlises de amostras de
feijdo-caupi fortificadas com sete diferentes niveis de concentragao (1LOQ, 10LOQ, S0LOQ,
100LOQ, 250L0Q, 500LOQ e 1000LOQ). Os ensaios foram realizados em triplicatas. Apos as
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injecdes cromatograficas, foi construida uma curva analitica, seguida de andlise de regressao
linear.

A exatiddo do método foi avaliada através de ensaios de recuperacao relativa e
repetibilidade. As amostras de feijdo-caupi foram fortificadas com trés niveis de concentragao
de AITC, correspondentes aos valores de 1LOQ, S50LOQ e 250LOQ. A porcentagem da
recuperagdo relativa foi calculada pela razdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente e a repetibilidade foi determinada
pelo valor do coeficiente de variacdo (CV%) das concentragdes obtidas experimentalmente,
ambas em sete replicatas. Para determinar a precisdo intermedidria do método
(reprodutibilidade intra-laboratorial), amostras de feijao-caupi foram fortificadas com AITC no
nivel referente ao valor de S0LOQ em 3 dias diferentes. Em cada um dos dias, sete amostras
idénticas foram analisadas por um mesmo analista, no mesmo laboratorio, sob as mesmas

condi¢des de trabalho. O resultado foi determinado pelo CV%.

2.7 Aplicacao do método de microextracao em fase sélida em headspace associado a analise
por cromatografia gasosa com detector de ionizacio em chama para avaliacio de

persisténcia de residuo do isotiocianato de alilo em feijao-caupi

O método otimizado e validado foi empregado para avaliar a persisténcia dos residuos
AITC em amostras de feijao-caupi. Para a parte experimental, amostras de feijao (240 g) foram
adicionadas em frasco de vidro com capacidade de 0,3 L e tratados por fumigacao com o AITC
na concentracio de 22,8 ug kg! (CLos para C. maculatus).

Na parte superior do frasco foi adaptado um cano de PVC com espessura de 1,0 cm,
coberto com organza, para simular um plenum, onde foi colocado um papel filtro umedecido
com o AITC. Os frascos foram fechados com tampa metalica rosqueavel, selados com parafilm
(PM996, American, USA) e mantidos em camara incubadora (Lucadema, Sao Paulo, Brazil)
com temperatura constante de 27 °C.

O tempo de fumigagao dos bioensaios foi de 24 h, contudo desde a primeira hora apos
o inicio do tratamento, o residuo de AITC foi quantificado pelo método de HS-SPME-GC/FID
validado. Em cada intervalo de tempo (1, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 h ap6s o inicio da fumiga¢ao) os
frascos contendo feijdo-caupi eram homogeneizados, as amostras pesadas rapidamente e
submetidas a extracdo e andlise por cromatografia gasosa. Vinte e quatro horas apds a
fumigacdo, os graos foram transferidos para sacos de nailon (12 x 16 cm), e novamente

armazenados na camara. Assim, sucessivamente, a analise do residuo foi realizada a cada 4 h
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até que ndo fosse mais possivel quantificar o AITC nos graos. O experimento foi realizado em
triplicata e em cada intervalo de tempo eram retiradas duas aliquotas de 5,0 g de cada frasco e
submetidas a analise.

A persisténcia do AITC foi calculada por meio da curva analitica do método, e diferentes

modelos foram testados para explicar a dissipacdo dos residuos de AITC em feijao-caupi.

2.8 Analises estatisticas

As respostas cromatograficas das fibras de SPME expostas ao AITC, dos diferentes
tipos de solventes, e da condi¢cdo do tempo de repouso foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Tukey (P > 0,05). O tempo e a temperatura de
extracdo (planejamento fatorial 22) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e analise
de regressao por superficie resposta. A curva de calibragdo para extragdo de AITC e as curvas
de persisténcia do residuo de AITC no feijdo-caupi foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e analise de regressdao. As andlises foram realizadas no software Statistica, versao
10 (STATSOFT, INC., Tulsa, OK, USA), e os graficos foram plotados no software SigmaPlot
13.1 (SYSTAT SOFTWARE, INC., San Jose, CA, USA).

3 RESULTADOS

3.1 Analise cromatografica

As condigdes cromatograficas otimizadas permitiram a separacdo do analito de interesse
(AITC) com um tempo de andlise de 6 min. No cromatograma, o AITC apresentou pico duplo
devido a conversao em isdmeros durante a inje¢ao no cromatografo. Deste modo foi necessario
o somatorio das areas dos picos dos respectivos isdmeros para obten¢ao do valor total da area
atribuida ao AITC. Na Figura 1 estd representado um cromatograma obtido apos andlise de
feijo-caupi fortificado com AITC em concentragdo de 22,8 pg kg!, referente a CLos utilizada

no controle de C. maculatus.
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Figura 1 — Cromatograma obtido apds microextracao em heapspace em feijao-caupi fortificado
com AITC (tempo de retencdo = 3 min) na concentragdo de 22,8 pg kg™
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Fonte: A autora, 2019.

3.2 Otimizacao da fortificacio das amostras de feijao-caupi

Os solventes pré-selecionados em fungdo da mortalidade dos insetos da espécie C.
maculatus foram testados quanto & resposta cromatografica obtida para o AITC. Houve
diferenca significativa entre os solventes (F =382,03; g.l.eo =4; P <0,0001), sendo que o etanol
apresentou maior area cromatografica, seguido do octanol, acetonitrila e tolueno (Figura 2).
Além disso, o etanol apresenta baixo custo e facilidade de acesso. Assim, todas as etapas

seguintes do trabalhou utilizou o etanol como solvente para dilui¢do do padrao de AITC.
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Figura 2 — Otimizacdo univariada do solvente a ser utilizada no método de HS-SPME para
extracdo de AITC em feijao-caupi.
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Fonte: A autora, 2019.

Um dos passos mais importantes na extragao de agrotoxicos € a homogeneizagao entre
da amostra. As combinagdes testadas com o frasco aberto ou fechado e em diferentes tempos
de fortificagdo diferiram significativamente (F = 55,63; g.l.eo = 7; P <0,0001). Os ensaios em
que os frascos ficaram abertos durante o tempo de fortificacdo, apresentaram uma maior
resposta de area cromatografica em relacdo aos que ficaram fechados, exceto no tempo de 8
min (Figura 3). Para o tempo de extracdo, observa-se que em 20 e 14 min as dareas

cromatograficas foram estatisticamente iguais.
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Figura 3 - Otimizacdo univariada da fortificacdo: (A) aberto ou (F) fechado, combinado ao
tempo de extragao das amostras pelo método de HS-SPME.
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Para avaliar a influéncia do tempo de fortificacdo na extragdo do AITC foram
empregados a temperatura e tempo de extracdo de 30 °C e 15 min, respectivamente. Os tempos
testados (5, 10 ou 15 min) ndo apresentaram diferenca estatistica ao nivel de 5% probabilidade
por meio do teste F (F = 0,0522; g.l.emo = 3; P = 0,9499). Desta forma, o menor tempo de

fortificacdo das amostras (5 min) foi escolhido para dar prosseguimento ao método.

3.3 Otimizacido do método de microextracao em fase solida em headspace para amostras

de feijao-caupi

A otimizagdo do método de extracao foi estudada de duas maneiras: i) otimizagdo
univariada da fibra e, ii) otimizagdo multivariada do tempo e da temperatura. As melhores
condicdes de extragdo foram avaliadas comparando os valores da area do pico referente ao

AITC.

3.3.1 Avaliagdo da fibra

A escolha adequada da fibra ¢ essencial para o estabelecimento de um método sensivel

para microextragdo em fase solida e depende da natureza quimica do composto de interesse. A
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determinacgdo da fibra para extragdo do AITC foi baseada na area da resposta cromatografica
de cada fibra exposta ao AITC na temperatura de 40 °C e tempo de extracdo de 5 min (Figura
4). O comportamento das trés fibras diferiu significativamente para extracao de AITC (F =
653,45; g.l.eo = 6; P <0,0001). A fibra de DVB/CAR/PDMS stableflex de 50/30 um diferiu
das fibras de PDMS de silica fundida de 100 um e de PDMS/DVB de silica fundida de 65 pm,

apresentando resposta com maior area cromatografica, indicando melhor extragcao do AITC.

Figura 4 — Otimizagao univariada da fibra a ser utilizada no método de HS-SPME. Fibras
testadas: (1) fibra de divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS)
stableflex de 50/30 pum; (2) fibra de PDMS de silica fundida de 100 um, e; (3) fibra de
PDMS/DVB de silica fundida de 65 pm.
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Fonte: A autora, 2019.

A polaridade, o peso molecular e o tamanho do analito a ser analisado sdo critérios que
devem ser considerados para determinac¢do da fibra adequada para a técnica de HS-SPME
(KREUTZ et al., 2018). As fibras revestidas pelo PDMS s3ao melhores, pois a longo prazo
apresentam estabilidade e desempenho, nos seguintes aspectos: cromatografia, caracteristicas
de extracdo e recuperacdo do analito. Além disso, s3o fibras durdveis e normalmente mantém
seu desempenho por até 100 ciclos analiticos. As fibras de PDMS ndo sdo polares, portanto,
sdao recomentadas pelos fornecedores para extragdo de analitos ndo polares, como compostos
aromaticos e volateis dos Oleos essenciais. No caso das fibras mistas, que apresentam

revestimentos contendo DVB ou CAR, tem um aumento na sua capacidade de retencao devido



69

a um efeito mutuamente potencializador na extracao e distribui¢do da fase estacionaria. A fibra
de revestimento duplo DVB/CAR/PDMS compreende uma camada de PDMS-DVB sobre uma
camada de CAR-PDMS e ¢ recomendada para extragao de compostos responsaveis pelo sabor

e odor (volateis e semi-volateis) em alimentos (DUCKI et al., 2008).

3.3.2 Avaliagdo multivariada de tempo e temperatura de extrag¢do

A eficiéncia da microextracao em fase solida em headspace (HS-SPME) pode sofrer a
influéncia de alguns fatores como a escolha do tempo ideal de exposicao da fibra e a temperatura
do banho. Para avaliar as melhores condi¢des de extracdo, um planejamento composto central
(CCD) com fatorial 2? com seis pontos centrais foi empregado. Assim, a melhor condi¢do de
extracdo do AITC foi na temperatura de 30 °C e no tempo de 15 min. Nesta condicao de
extracdo obteve-se a maior area cromatografica pela andlise no GC/FID. Na Figura 5 ¢
apresentado o grafico de Pareto para os efeitos desses fatores sobre a extragdo do AITC. A
analise de regressao por superficie de resposta apresentou comportamento linear para os dois
parametros (R?=0,87), e mostrou que o tempo de extrac¢io influenciou positivamente a resposta
cromatografica, assim como a temperatura influenciou negativamente o tamanho da area

referente ao AITC, ambos ao nivel de 5% (Figura 6).

Figura 5 — Grafico de Pareto dos efeitos padronizados em relacdo a variavel darea
cromatografica.
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Fonte: A autora, 2019.
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Figura 6 — Otimiza¢ao multivariada da do tempo e da temperatura a serem utilizados no método
de HS-SPME para extragcdo de AITC em feijao-caupi.
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Fonte: A autora, 2019.

O método de HS-SPME envolve um processo de equilibrio multifasico. De modo geral,
o tempo e a temperatura de extracdo estdo entre os fatores mais importantes que afetam o
método e geralmente sdo investigados e otimizados (GHARARI et al., 2016). O tempo de
equilibrio no headspace estd relacionado com a temperatura de extracdo, espessura do
revestimento da fibra e coeficientes de difusdo dos analitos (LIU et al., 2006). Observa-se, na
Figura 6, que com o aumento da temperatura em qualquer tempo de extracao ha uma diminuig¢ao

nas respostas, o que pode ser explicado pela dessor¢ao do composto na fibra a altas temperaturas

ao custo do processo de sor¢do do composto.
3.4 Validaciao do método otimizado

3.4.1 Seletividade do método

Para avaliar a seletividade, o método otimizado foi aplicado em amostras de feijao-
caupi-livre de qualquer aplicacdo de pesticida. Posteriormente, essas amostras foram
fortificadas com o AITC ¢ submetidas novamente ao método de extragdo e analise. Os

cromatogramas referentes a essas amostras foram comparados (Figura 7), ndo sendo observado
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nenhum interferente com resposta no tempo de retencdo do analito de interesse. A amostra de
feijao-caupi livre de aplicagcdes ndo possui substancias no mesmo tempo do composto testado,

o que faz com que o método seja seletivo.

Figura 7 — Cromatogramas das amostras de feijdo-caupi fortificadas com solugdo de AITC na
concentracdo de 10 vezes o valor do LOQ (---) e com etanol (---).
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Fonte: A autora, 2019.

3.4.2 Limite de detec¢do (LOD) e limite de quantificag¢do (LOQ)

O LOD ¢ a menor concentragdo do analito detectavel na amostra por qualquer método
analitico, enquanto que o LOQ ¢ a menor concentragdo de analito que pode ser quantificada
com um nivel aceitavel de precisdo atendendo os critérios de repetibilidade e precisdo (ABAD
et al., 2010; EURL, 2017). O LOD e LOQ para o AITC foram determinados pela razio
sinal/ruido, onde apresentaram concentragdes de 0,01 pg kg™ e 0,03 pg kg, respectivamente.
O AITC nao ¢ atualmente registrado por agéncias reguladoras do governo para fumigacgdo de
graos, por isso nao ha limites maximos de residuos (LMR) relatados para o AITC em produtos
armazenados. Nazareth et al. (2018) estudando a eficicia do vapor de AITC na inibicdo de
fungos em milho, também validou um método para quantificagao do AITC nos graos de milho,
Os autores realizaram a extragcdo com etanol e ultrassom, utilizaram o método da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), e encontraram o LOD e o LOQ de 0,2 e 0,8 pg kg™,

respectivamente.
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3.4.3 Linearidade de resposta do método

Para avaliar a linearidade do método, construiu-se uma curva analitica com sete niveis
de concentraciio no intervalo entre 0,03 a 34,5 ng kg™ de AITC em feijao-caupi (Figura 8). A
curva foi significativa para o modelo linear (y = ax + b) (P <0,0001). A curva de calibragdo ¢
descrita pela relacdo entre a concentragdo tedrica do analito na amostra (estimulo) e a area
cromatografica (resposta) (ERMER & MILLER, 2005). O método apresentou linearidade de
resposta adequada, nos intervalos de concentragio avaliada e coeficiente de determinacio (R?)

superior a 0,99.

Figura 8 — Curva analitica de calibracao do método de HS-SPME para extracdo de AITC em
feijao-caupi.
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Fonte: A autora, 2019.

Entretanto, apenas o coeficiente de determinagcdo ndo ¢ suficiente para garantir a
adequacdo do ajuste linear a curva analitica. Dessa forma, a linearidade do método foi também
avaliada através do gréafico de residuos. Modelos com altos valores de residuos no sinal analitico
ou pontos mal distribuidos ao longo da faixa de calibragdo poderdo fornecer um bom coeficiente
de correlagdo, mesmo que uma funcao linear ndo seja a melhor descrigdo para o comportamento

entre as varidveis dependente e independente.
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A Figura 9 apresenta o grafico de residuos da regressdo linear obtido para o AITC. Os
residuos apresentaram distribuicao uniforme, onde nao foram observados valores discrepantes,
o que ¢ um indicativo que o ajuste de modelo pode ser aplicado para o composto em estudo,

indicando um comportamento homocedastico.

Figura 9 — Grafico de residuos para o ajuste linear para as respostas cromatograficas do
principio ativo AITC.
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Fonte: A autora, 2019.

3.4.4 Exatiddo e precisdo intermediaria

A exatiddo foi avaliada pelo experimento de recuperacgao e repetibilidade nas amostras
de feijao-caupi fortificadas com trés niveis de concentragao de AITC. A recuperacao relativa
encontrada foi de 114,8; 108,1 e 109,4% para as concentracdes de 1, 50 e 250 vezes o valor do
LOQ, respectivamente. Para os mesmos niveis, a repetibilidade, dada pelo valor do coeficiente
de variagcdo (CV%), foi de 17,3; 5,1 e 3,9%, respectivamente. A recuperagdo relativa para
determinagdo de residuos de pesticidas ¢ satisfatoria quando dentro do intervalo de 70 a 120%,
com uma repetibilidade associada ao CV <20% (EURL, 2017).

A precisdo intermediaria (reprodutibilidade intra-laboratorial) também foi avaliada pelo
valor do CV%, o qual deve ser menor que 20% (EURL, 2017). Amostras de feijao-caupi
fortificadas com AITC, no nivel referente a concentragao de 50 vezes o valor de LOQ (1,72 ug
kg!), foram submetidas ao método em 3 dias diferentes e consecutivos. A média encontrada da
concentracio referente as amostras de todos os dias foi de 1,73 £ 0,15 pg kg™, com CV = 8,66%.

Segundo o “Documento de orientacdo sobre controle de qualidade analitica e
procedimentos de validacao de métodos para residuos de pesticidas e andlise em alimentos e
racoes” orientada pelo SANTE/11813/2017, a validacao do método deve ser realizada para

fornecer evidéncia de que o método ¢ adequado para o proposito pretendido. Desta forma o
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método proposto € viavel para determinacdo de AITC em feijdo-caupi, ja que ele apresentou

resultados de validagao de acordo com os critérios necessarios (EURL, 2017).

3.5 Persisténcia do residuo de isotiocianato de alilo em feijao-caupi

Para explicar a degradagao/dissipagdo do residuo de AITC nos graos de feijdo-caupi

tratados por fumigacao em funcao do tempo foram ajustados diferentes modelos matematicos

(Tabela 2), sendo que o melhor modelo ajustado foi o polinomial quadratico (y=a+bx+cx?),

com os valores de R? de 0,97 (Figura 10).

Tabela 2 — Modelos matematicos ajustados para os residuos de AITC em feijao-caupi tratado

por fumigacao.

MODELO EQUACAO R?> REQM P-valor
Exponencial y =42,999¢0-16x 0,9495 8,0262  <0,0001
Linear y =-0,748x + 20,219 0,8868 2,7683  0,0001
Logaritmico y =-7,2911n(x) + 25,742 0,9070 2,3349  <0,0001
Polinomial Quadratico  y=0,027x> - 1,6286x + 24,626 0,9737 11,2496  <0,0001
Poténcia y =72,122x71:286 0,6579 14228,5 1,00

R? = coeficiente de determinagdo; REQM = raiz quadrada do erro quadratico médio.

Fonte: A autora, 2019.

Figura 10 — Persisténcia do residuo de AITC em feijao-caupi tratado por fumigacao em fungao

do tempo apo6s aplicacao.
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Com 24 h de fumigacao (tempo de tratamento), a concentragcdo de AITC detectada nos
grios tratados foi de 1,6 ug kg, o correspondente a uma redugdo de 93,2% na concentragio
inicial. A taxa de sor¢ao de AITC pelos graos sao significativas ao estimar a quantidade de
produto necessario para a eficiéncia da fumigagao (LU et al., 2013). Contudo, os resultados
mostram que em 36 h de tratamento ndo foi possivel quantificar o AITC, ou seja, ele ja se
encontrava abaixo do limite de quantificagdo do método (0,03 ug kg™'). Apds 32 h o AITC foi,
aproximadamente, 100% dissipado, o que demonstra sua seguran¢a no uso como fumigante.
Aplicagoes de pesticidas com pouco ou nenhum residuo téxico em produtos tratados ¢ um dos
parametros mais cruciais para a fumigagdo segura de produtos alimentares. Por outro lado, a
rapida dissipag¢do do AITC pode comprometer a difusdo do produto por toda a massa de graos.

Quiles et al. (2019), estudando a concentragdo residual de AITC em cevada, milho e
trigo, também encontraram uma reducdo significativa apds 24 h de tratamento, de 99,8%.
Estudos demostram que inseticidas botanicos apresentam baixa persisténcia em produtos
armazenados (COITINHO et al., 2010; LU et al., 2013). E comum ocorrer rea¢des de oxidagio,
isomerizagao, ciclizagdo ou desidrogenacdo que sao desencadeadas por enzimas ou por outras
moléculas, como o oxigénio. A temperatura, a luz e a disponibilidade de oxigénio atmosférico
também influenciam a estabilidade dos 6leos essenciais (TUREK & STINTZING, 2013). Desta
forma, o resultado do presente trabalho se torna importante para o desenvolvimento de
tecnologias que viabilizem a efic4cia da fumigacdo com o AITC para o controle de insetos-

praga no armazenamento de graos.

4 CONCLUSAO

O método proposto de microextragdo em fase solida por headspace (HS-SPME)
apresentou desempenho analitico satisfatério em relacdo aos parametros seletividade,
linearidade, precisdo e exatiddo. Por se tratar de um método que ndo emprega solvente organico
e que exige etapas simples de manipulagdo, o protocolo de andlise proposto permite a andlise
rotineira deste composto em feijao-caupi destinado ao consumo.

A analise de amostras de feijado-caupi tratado mostrou que apos 32 h do inicio da
fumigagdo o AITC sorvido ja se encontrava 100% dissipado, demonstrando sua seguranca no

uso como fumigante em produtos alimentares.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou que o isotiocianato de alilo (AITC) tem potencial para se
tornar um fumigante de graos, ecologicamente correto, para o controle do bruquideo
Callosobruchus maculatus em feijdo-caupi. Os resultados mostraram que o composto ¢é
potencialmente adequado para o controle de C. maculatus, evitando o seu desenvolvimento em
ambiente de armazenagem e contribuindo para a manutencao da qualidade dos graos de feijao-
caupi. Foi relatado, também, que ap6s 36 h do inicio da fumigagao, o AITC sorvido ja se
encontrava 100% dissipado, demonstrando sua seguranca no uso como fumigante. Aplicagdes
de pesticidas com pouco ou nenhum residuo téxico em produtos tratados ¢ um dos parametros
mais cruciais para a fumigacdo segura de produtos alimentares, assim o uso do AITC ¢ uma
estratégia util e sustentavel para a protecao de feijao-caupi contra C. maculatus.

O AITC ¢ considerado inofensivo para a saide humana e para o meio ambiente
(European Food Safety Authority), mas seu uso €, por vezes, descartado como pesticida devido
a sua forte volatibilidade e consequente irritacao para os olhos e respiragdo humana. Por essa
razao, ¢ necessario pesquisas que investigam alternativas para a aplicagdo do composto.
Recentemente, a tecnologia de microencapsulacio de AITC utilizando secagem por
pulverizacdo em spray-drying e material de polietileno foi estabelecida (PATENT n°.
JP5033232B, WasaP TM). Essa tecnologia permite a liberacdo controlada de AITC através de
membranas de capsula semipermedveis, que podem diminuir a irritagcdo, evitando a liberagao
excessiva. Por outro lado, caso a aplicagdo pura do AITC nao seja difundida, o seu estudo ¢

apropriado como “ponto de partida” para novas substancias mais ativas.



