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RESUMO GERAL 

O Brasil é considerado um dos maiores consumidores de agrotóxicos do mundo, pesquisas 

científicas básicas e aplicadas indicam a utilização de produtos de origem vegetal associados a 

correta utilização dos agrotóxicos como alternativa aos danos causados por estes produtos.  

Importante ressaltar que a descoberta de novos compostos bioativos possibilitaria a síntese de 

produtos para o controle de insetos-praga. Espécies vegetais vêm sendo estudadas para este fim, 

e dentre estas,  destaca-se algumas do gênero Tagetes. Pertencentes à família Asteraceae, as 

espécies deste gênero são utilizadas como alternativa para o controle de pragas e doenças devido 

à composição química dos seus metabolitos secundários como compostos fenólicos, tiofenos e 

alcalóides. Além da busca por novos compostos, faz-se necessários estudos relativos quanto a 

melhor forma de liberação deles e outras medidas que favoreçam a aplicabilidade desses 

produtos de modo a atender as necessidades econômicas e ambientais da atualidade. Diante 

disso, a partir do presente estudo, objetiva-se avaliar a atividade inseticida dos extratos, frações 

e óleos essências de Tagetes spp. sobre Sitophilus zeamais Motschulsky e Spodoptera 

frugiperda Smith; atividade pró-oxidativa por meio da mobilidade relativa em eletroforese; 

determinar a atividade antioxidante e antiproliferativa em linhagens celulares tumorais, também 

analisar qualitativamente fenóis e flavonoides totais dos extratos e frações de T. erecta e T. 

patula; desenvolver e caracterizar lipossomas contendo extratos e frações de T. erecta e T. 

patula, e por fim realizar a caracterização fitoquímica dos extratos por CLAE e dos óleos 

essenciais por CG-EM. Mediante os resultados obtidos foi possível concluir que as espécies T. 

erecta e T. patula apresentaram atividade antioxidante, como também foi evidenciado a 

presença de fenóis e flavonoides nas amostras avaliadas; os extratos e frações das duas espécies 

estudadas apresentaram potencial citotóxico e antiproliferativo nas linhagens de células 

avaliadas; os extratos e óleos essenciais das espécies testadas apresentaram potencial efeito 

inseticida sobre o inseto Sitophilus zeamais, como também afetou significativamente a 

viabilidade larval de Spodoptera frugiperda; quanto ao potencial oxidativo os extratos brutos 

apresentaram degradação da proteína utilizada; já para a caracterização dos lipossomas foi 

possível concluir que houve a formação das vesículas lipossomais contendo extratos ou frações 

de T. erecta e T. patula, e que os lipossomas não interferiram significativamente na atividade 

inseticida sobre Sitophilus zeamais em comparação a atividade inseticida apresentada pelos 

extratos e frações não microencapsulados; os resultados obtidos na caracterização fitoquímica 

dos extratos de Tagetes spp. por  CLAE/EM demonstraram que os mesmos são ricos em 

compostos flavonoídicos e quanto aos óleos essenciais, foi demonstrado que os mesmos são 

ricos em compostos monoterpênicos.
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ABSTRACT 

Brazil is considered one of the largest consumers of pesticides in the world, basic scientific 

research and applied to products of plant origin associated with the correct use of pesticides as 

an alternative to the damage caused by these products. Importantly, the discovery of new 

bioactive compounds enables the exposure of pest insect control products. Plant species that 

have been studied for this purpose, and among these, reducing some genera of Tagetes. 

Belonging to the Asteraceae family, as species of this genus they are used as an alternative for 

disease and pest control due to the chemical composition of their secondary metabolites as 

phenolic compounds, thiophenes and alkaloids. In addition to researching new compounds, it 

studies how much better release and other measures that favor the application of these products 

to meet current economic and environmental needs. Therefore, from this study, the objective is 

to evaluate the insecticidal activity of extracts, fractions and essential oils of Tagetes spp. 

Sitophilus zeamais Motschulsky and Spodoptera frugiperda Smith; prooxidative activity 

through relative mobility in electrophoresis; to determine antioxidant and antiproliferative 

activity in tumor cell lines, also to qualitatively analyze phenols and total flavonoids of extracts 

and fractions of T. erecta and T. patula; develop and characterize liposomes containing extracts 

and fractions of T. erecta and T. patula, and finally perform the phytochemical characterization 

of extracts by HPLC and essential oils by GC-MS. From the obtained results, it was possible to 

conclude that the T. ereta and T. patula species presented antioxidant activity, as it was also 

evidenced in the presence of phenols and flavonoids in the available samples; the extracts and 

fractions of the two studied species presented cytotoxic and antiproliferative potential in the 

evaluated cell lines; The extracts and essential oils of the tested species showed potential 

insecticidal effect on the insect Sitophilus zeamais, as well as affecting the larval viability of 

Spodoptera frugiperda; how much oxidative potential of crude extracts detected the degradation 

of the protein used; For the characterization of liposomes it was possible to conclude that there 

was formation of fat soluble vesicles, including extractions or fractions of T. erecta and T. 

patula, and that liposomes did not interfere with insecticidal activity on Sitophilus zeamais 

compared to insecticidal activity and non-microencapsulated fractions; the results obtained in 

the phytochemical characterization of Tagetes spp. by HPLC / MS showed that they are rich in 

flavonoid compounds and as for the essential oils, it was shown that they are rich in 

monoterpenic compounds. 
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Introdução geral 

 
 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

De acordo com estimativas realizadas pela Organização das Nações Unidas para 

Alimentação e Agricultura (FAO) a população mundial deve alcançar em 2050 a marca de 9,8 

bilhões de indivíduos, compreendendo um aumento de 29% no número atual (Bojanic, 2017). 

Para acompanhar o aumento populacional a produção mundial de alimentos deverá aumentar 

em 70% do que atualmente é produzido. Uma conclusão de grande importância para que isto 

ocorra, é a necessidade do aumento da produtividade agrícola como principal responsável pelo 

aumento da produção de alimentos (Camargo, 2002). Este aumento será obtido principalmente 

pelo desenvolvimento de novas tecnologias. No entanto, o desmatamento de ambientes naturais 

continuará preocupante, assim como seus efeitos sobre os ecossistemas naturais e agrícolas, 

podendo impactar no custo e na produção global de alimentos (Ribeiro, 2019). 

A produção atual de alimentos foi beneficiada pela revolução verde que aconteceu na 

década de 1960, houve aumento da produtividade e modernização da agricultura, passando a 

ser caracterizada como monoculturas extensivas, de grande utilização de fertilizantes sintéticos 

e agrotóxicos (Côrrea e Salgado, 2011). Consequentemente, tal revolução resultou também na 

alteração do equilíbrio em diferentes ecossistemas, afetando a biodiversidade, e favorecendo 

assim o surgimento de pragas e doenças na produção agrícola (Vasconcelos, 2018). Entre os 

defensivos agrícolas desenvolvidos e utilizados na revolução verde estão os herbicidas, 

inseticidas e fungicidas, os quais promoveram um avanço significativo no aumento da produção 

de alimentos. No entanto estes, apresentaram também impacto sobre o aparecimento de pragas 

e doenças mais resistentes e tolerantes ao manejo agrícola, principalmente devido à utilização 

incorreta e abusiva de tais produtos (Menezes, 2005). 

Entre os agrotóxicos os inseticidas ocupam a terceira posição no mercado de 

comercialização de agrotóxicos no Brasil, com 29%, ficando atrás dos fungicidas com 33% e 

herbicidas com 32% (Tavella et al., 2011; Sampaio, 2018). Os insetos podem ser considerados 

benéficos ou prejudiciais de acordo com o papel desempenhado por eles nos ciclos ecológicos 

(Medeiros et al., 2011). Os considerados prejudiciais são causadores de importantes perdas nas 

lavouras, principalmente de grãos e sementes (Preto, 2018), pois reduzem seus valores 

nutricionais e comerciais; considerando que os ataques podem ocorrer antes, durante e depois 

da colheita (Sousa Júnior et al., 2009).  

O Brasil apresenta sua economia pautada no setor primário de produção, ocupando a 

terceira posição como maior exportador de produtos agrícolas do mundo, atrás apenas da União 
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Europeia, Estados Unidos e China (Silva, 2018). Entretanto, vem apresentando destaque no 

abastecimento mundial de cereais, frutas e outros produtos de origem vegetal (MAPA, 2018). 

No que diz respeito aos insetos considerados pragas para a indústria agrícola, o gorgulho 

Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae), é um inseto cosmopolita 

(Antunes e Dionello, 2010; Borsonaro, 2013), de infestação cruzada, ou seja, ataca sementes 

no campo e também o grão armazenado. Apresentando elevado potencial de reprodução, é 

considerado uma praga primária interna (Lorini et al., 2010; Antunes et al., 2011), que causa 

sérios prejuízos econômicos ao país (Dionisio et al., 2016), pois possui muitos hospedeiros, 

como milho, trigo, arroz, cevada, triticale e aveia. 

Além do gorgulho, as lagartas do gênero Spodoptera pertencente à família Noctuidae, 

também atacam diversas culturas, como milho, feijão, soja, algodão e hortaliças, entre outras 

mais de 100 culturas (Valicente, 2015). A espécie Spodoptera frugiperda Smith, popularmente 

conhecida como a lagarta-do-cartucho, tem preocupado os produtores da cultura do milho pois 

seus danos podem se estender por todo o desenvolvimento do milho tanto na fase vegetativa, 

quanto reprodutiva (Rosa et al., 2012). S. frugiperda com sua incidência anual apresenta ampla 

distribuição geográfica pelo mundo, sendo mais nociva nas regiões tropicais das Américas 

devido suas condições climáticas favoráveis (Boregas et al., 2013). Diante dos ataques e danos 

causados por estas pragas surge a necessidade de suprimi-las utilizando-se de inseticidas 

sintéticos, que infelizmente são utilizados em sua maioria de forma generalizada e 

indiscriminada (Martins, 2018), causando muitas vezes a presença de altos níveis de resíduos 

tóxicos nos alimentos, desequilíbrio biológico, contaminações ambientais, intoxicações de 

seres humanos e animais (Lima et al., 2008; Queiroga et al., 2012), ressurgência de pragas, 

surtos de pragas secundárias e linhagens de insetos resistentes (Almeida et al., 2012), entre 

outros efeitos diretos e indiretos que causam enormes perturbações aos agrosistemas.  

Diante deste quadro, pesquisa científicas básicas e aplicadas indicam uma possível 

utilização de produtos naturais de origem vegetal como complementação a utilização de 

agrotóxicos, (Dequech et al., 2008). Tais pesquisas fundamentam-se na alelopatia e na produção 

de aleloquímicos por diferentes espécies vegetais, capazes de serem empregadas como 

protótipos moleculares de novos defensivos, podendo reduzir assim a utilização de produtos 

sintéticos (Cheng e Cheng, 2015). Assim, algumas espécies vegetais vêm sendo estudadas com 

o propósito de serem fornecedoras de compostos bioativos (Martinelli e Silva, 2018), entre estas 

plantas estão algumas espécies do gênero Tagetes (Santos et al., 2016).  
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O gênero Tagetes (Asteraceae), vem se destacando cientificamente devido sua ação 

sobre pragas e doenças de diferentes culturas (Salinas-Sánchez et al., 2012). Isto se deve 

principalmente à sua composição química (metabolitos secundários) e suas diferentes 

atividades biológicas, que tem proporcionado o desenvolvimento de novos fármacos e 

inseticidas (Verdi et al., 2005; Duque, 2006). Entre as plantas deste gênero destacam-se as 

espécies Tagetes erecta Linnaeus e Tagetes patula Linnaeus.  

 Tagetes erecta Linneu é cultivada principalmente como planta ornamental na China; 

possue atividade nematicida, fungicida e inseticida (Xu et al., 2011; Santos et al., 2016). 

Quando consorciada com outras espécies favorece o cultivo da mesma (Gómez-Rodríguez et 

al., 2003). A espécie Tagetes patula L. possui propriedades antioxidantes, larvicida, fungicida 

(Melo et al., 2011; Tonuci et al., 2012) antimicrobiana, nematicida, inseticida (Barboza et al., 

2010; Santos et al., 2016). 

Um desafio importante na busca de novas moléculas ativas, principalmente de origem 

vegetal, é manter e assegurar a estabilidade, a liberação dos compostos e garantir o sítio de 

atuação das mesmas, e uma das formas para alcançar tais objetivos é a imobilização da molécula 

de interesse por um agente encapsulante (Etchepare et al., 2015). Assim, cada vez mais, os 

estudos da tecnologia de micro e nanoencapsulação de compostos vem se destacando, pois, esta 

preserva as características de determinadas substâncias para adequá-las às aplicações desejadas, 

favorecendo os resultados específicos e buscando minimizar os efeitos prejudiciais ao meio 

ambiente (Bezerra et al., 2017). 

Neste contexto, compostos ativos presentes em extratos vegetais podem ser de grande 

interesse para utilização em sistemas de liberação controlada (Jaim, 2008). Esses sistemas desde 

seu desenvolvimento, têm demonstrado grande importância em diferentes áreas de aplicação, 

devido às vantagens que eles apresentam, uma vez que essa técnica baseia-se na regulação do 

fornecimento de um princípio ativo por um dispositivo capaz de transportá-lo e promover sua 

liberação, com uma taxa específica por um período definido de tempo (Bruneau et al., 2019). 

Com o objetivo de proteger, estabilizar ou controlar a liberação do conteúdo de sua matriz 

(Suave et al., 2006; Yow et al., 2009), essas formulações apresentam também potencial para 

reduzir problemas ambientais, uma vez que quando associados à utilização de inseticidas por 

exemplo, proporcionam segurança ao manipulador e aos organismos não alvos, por aumentar 

sua persistência no local de ação desejado, e consequentemente permitir redução na quantidade 

de princípio ativo necessária à aplicação (Devi, et al., 2011). 
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Uma das formas de encapsular compostos ativos vegetais é a formação de lipossomas, 

pois estes são considerados um dos melhores sistemas de liberação controlada, mostrando-se 

eficientes como transportadores e liberadores de moléculas ativas. São estáveis, favorecem o 

aumento da permeabilidade em aplicações tópicas, diminuem toxicidade e aumentam a 

eficiência (Gallo, 2016). Trabalhos científicos têm demonstrado o aumento da eficácia de 

diferentes compostos inseticidas liberados com auxílio de técnicas de liberação controlada. A 

incorporação de clorpirifós em microesferas biopolimêricas de alginato de cálcio e amido por 

exemplo, favorecem a aplicação destes em campos agrícolas (Roy et al., 2009). Öleo de Nim 

(Azadirachta indica) na forma de nanoformulação resultou no aumento da eficácia inseticida 

no controle de Plutella xylostella (Mondego, 2011). Dessa forma, esses resultados indicam 

importante perspectiva da utilização de nanotecnologia no aumento da eficácia de inseticidas 

botânicos para o controle pragas agrícolas (Oliveira et al., 2014). 

Diante do exposto, e considerando a variedade de compostos bioativos encontrados nas 

espécies T. erecta e T. patula, somado à crescente utilização dos lipossomas na obtenção de 

produtos nanoencapsulados para utilização nas indústrias farmacêutica, alimentícia e agrícola, 

e a possibilidade da diminuição do emprego dos agroquímicos, faz do estudo e do 

desenvolvimento de novas tecnologias, uma ferramenta fundamental para a produção e manejo 

no setor agrícola, principalmente para a produção de grãos no país. 
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2 REFERÊNCIAL TEÓRICO 

2.1 Controle de pragas na agricultura 

2.1.1 Agratóxicos   

A “Revolução verde”, que começou nos Estados Unidos em 1950 e se instalou no Brasil 

a partir da década de 1960, com a implantação do Programa Nacional de Defensivos Agrícolas, 

impulsionou a utilização de agrotóxicos na produção agrícola nacional (Lopes e Albuquerque, 

2018). Atualmente o Brasil é considerado um dos maiores produtores agrícolas do mundo e 

concomitantemente caracteriza-se como líder no consumo e utilização de agrotóxicos nas 

diferentes culturas (Silva e Costa, 2012). A comercialização desses produtos no país movimenta 

por ano cerca de US$ 10 bilhões, representando 20% do mercado global, em 2017. Os 

agricultores brasileiros utilizaram 540 mil toneladas de agrotóxicos, cerca de 50% a mais do 

que em 2010 (Bombardi, 2018). 

Os agrotóxicos são substâncias químicas destinados a prevenção, repelência e/ou 

controle de pragas nas culturas, com o objetivo de contribuir com a produção agrícola mundial 

(Oliveira et al., 2018). De acordo com sua finalidade os defensivos são classificados em: 

herbicidas, fungicidas, inseticidas, algicidas, entre outros (Jardim et al., 2009). A venda destes 

compostos pode variar de acordo com a demanda agrícola, os inseticidas ocupam a terceira 

posição no mercado nacional. Porém, nos últimos anos a venda destes compostos vem sofrendo 

uma queda devido ao comércio ilegal (Sampaio, 2018). Adicionalmente, a má utilização e 

emprego destas substâncias podem resultar em danos ao meio ambiente e aos indivíduos que 

tiverem contato direto ou indireto com esses produtos sintéticos (Jobim et al., 2010).  

Os impactos gerados ao meio ambiente podem abranger desde contaminação dos solos 

até contaminações de reservatórios de águas, rios, recursos hídricos e lagos urbanos por 

compstos como, hexaclorocicloexano (HDH), organofosforados, cipermetrina e malationa 

(Kussumi et al., 2011; Duavi et al., 2015; Mendes et al., 2016 e Cembranel et al., 2017).   

Estes impactos podem ser mensurados de diferentes formas, independente de seu 

acumulo e liberação nos diferentes ecossistemas. Estudos identificaram em peixes, diferentes 

grupos químicos de agrotóxicos (metilcarbamato de benzofuranila e organoclorados) que 

causaram hiperplasia epitelial, aneurismas, diminuição da velocidade de natação e acumulo em 

tecidos musculares. Esses resultados são relevantes principalmente pela possibilidade da 

contaminação humana por resíduos medicamentosos nos produtos de origem animal (Campos-

Garcia et al., 2016; Mendes et al., 2016; Pessoa et al., 2017). Outros agrotóxicos como 

cipermetrina, lambida-cialotria e tiametoxam são prejudiciais a espécies de insetos benéficos, 
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como as abelhas, pois não apresentam ação seletiva, sendo que a ausência destes insetos pode 

aumentar a população e a instalação de pragas mais agressivas em diferentes culturas (Bastos, 

Rafael e Pasini, 2017). 

O acumulo dos agrotóxicosno solo, mesmo depois a colheita de interesse, ainda pode 

interferir na produtividade de algumas culturas como é o caso de cenoura cultivadas em solo 

onde foi aplicado Tembotriona (Bontempo et al., 2013). De modo geral, os agrotóxicos causam 

desequilíbrio no ecossistema, afetando a composição do solo, contaminação da água, ar, 

podendo interferir nos organismos vivos alterando sua morfologia, além de seu papel funcional 

no equilíbrio dos ecossitemas (Lopes e Albuquerque, 2018). 

No que diz respeito à ação dos agrotóxicos na saúde humana, estes podem promover  

cefaleia, náuseas, dor de estômago, infecção de urina, doenças respiratórias, distúrbios como 

depressão, ansiedade, transtornos mentais,  alterações celulares associadas a vários tipos de 

câncer e neoplasias, por fim pode ainda causar alteração no sistema reprodutor de homens e 

mulheres, além de levar a efeitos teratogênicos, má formações congênitas, nascimentos 

prematuros e morte pré e pós-natal (Cremonese et al., 2012; Riquinho e Henningto, 2012; Freire 

et al., 2014; Miranda Filho et al., 2014; Silva et al., 2016; Buccolini et al., 2017; Cargnin, Echer 

e Silva, 2017; Santos et al., 2017) 

Quanto ao manejo e aplicação de agrotóxicos, atualmente segue-se um protocolo 

nacional, por meio de calendários fixos para pulverizações, mas também são realizados 

tratamentos preventivos, onde mesmo a praga não estando presente são realizadas aplicações 

(Landgraf, 2015). A utilização contínua e repetitiva de inseticidas pode originar vários efeitos, 

como aplicação mais frequente destes compostos e a utilização de doses maiores para um 

controle mais efetivo; ressurgência de populações de insetos após o tratamento; populações de 

pragas se tornando gradativamente resistentes aos inseticidas; inseticidas sendo substituídos e 

as populações de pragas se tornando tolerantes novamente; surtos de pragas secundárias; e 

consequentemente aumento do custo de produção e colapso do programa de controle de pragas 

(Lopes e Albuquerque, 2018; Yamamoto, 2018). 

 

2.1.2 Pragas da agricultura: Spodoptera frugiperda e Sitophilus zeamais 

O Brasil é um dos maiores produtores de grãos do mundo, sendo o milho, Zea mays 

Linnaeus, uma das principais commodities, com utilização na alimentação humana, animal e 

como matéria prima para várias indústrias (Borsonaro et al., 2013). A produção de milho tem 

crescido significativamente nos últimos anos e com o aumento da produtividade e plantios em 
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sequência, muitas pragas acabam se aproveitando da frequente disponibilidade de alimento. 

Dentre as pragas, Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como a 

lagarta-do-cartucho ou lagarta-militar, se destaca como uma das mais prejudiciais às plantações 

de milho (Rosa e Martins, 2011).  

Esta espécie de inseto é nativa da América do Norte e do Sul, caracteriza-se por se 

alimentar de mais de 350 espécies de plantas e ser migratória, sendo os insetos adultoscapazes 

de voar mais de 100 km em uma única noite (Harrison et al., 2019). Apresentam hábitos 

noturnos, suas asas anteriores são cinza escuras e as posteriores cinza claras (Santiago e 

Rossetto, 2019). As fêmeas põem até dois mil ovos na parte inferior das folhas da planta 

hospedeira, depois os cobrem com pelos e escamas retiradas do próprio corpo (Moreira e 

Aragão, 2009). Normalmente é encontrada apenas uma lagarta grande por planta, pois é comum 

entre elas o canibalismo quando estão agrupadas (Santiago e Rossetto, 2019). A duração do 

período larval pode chegar a 30 dias, apresentando lagartas com até 5 cm de comprimento, as 

mesmas possuem três pares de pernas no tórax, quatro no abdome e um par anal, a coloração 

pode ser pardo escura, esverdeada ou preta, na região dorsal, existem três linhas longitudinais 

de cor clara e nas laterais duas faixas mais escuras, no topo da cabeça, origina-se um Y invertido 

de cor clara que facilita sua identificação (Moreira e Aragão, 2009). Quando atacam, reduzem 

a área foliar das plantas, ocasionando redução da taxa fotossintética, favorecendo o ataque de 

outros patógenos, além dos danos causados as espigas (Franco et al., 2012). No final da fase 

larval, a lagarta penetra no solo, superficialmente, onde se transforma em pupa (Santiago e 

Rossetto, 2019). (Figura 1) 
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Figura 1. Estágios de vida de S. frugiperda, (A) inseto adulto; (B) ovos; (C) larva; (D) pupa. 

Fonte: A, B, C e D:https://bit.ly/2GzQvog. 

 

No que diz respeito ao controle desta praga na cultura de milho, os avanços nos 

programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) tem sido realizado principalmente por meio 

da utilização de inseticidas. Aproximadamente US$ 60 milhões têm sido gastos anualmente 

com inseticidas na cultura, sendo 40% deste valor destinado ao controle da lagarta-do-cartucho. 

Essa praga polífaga é responsável pela perda de 400 milhões de dólares anualmente no Brasil 

(Preto, 2018). 

Outro aspecto na produção de milho é o armazenamento dos grãos, que constitui 

importante etapa após a colheita, pois pode sofrer perdas quantitativas ou qualitativas (Dionisio 

et al., 2016), causadas por pragas durante o armazenamento inadequado (Costa et al., 2010).  

Dentre as pragas que atacam grãos armazenados no Brasil, Sitophilus zeamais 

Motschulsky (Coleóptera: Curculionidae) pode ser considerado um dos insetos mais 

preocupantes, devido ao grande número de hospedeiros,  elevado potencial biótico, infestação 

cruzada e capacidade de penetração, pois larvas e adultos podem atacar os grãos (Borsonaro et 

al., 2013; Freitas, 2018 a). 

A espécie S. zeamais, conhecida popularmente como gorgulho do milho, é um inseto 

cosmopolita que infesta alguns dos grãos de maior importância no mundo como o milho, arroz, 

trigo, sorgo e alimentos processados, tais como macarrão, farinhas e biscoitos (Fazolin et al., 

2010). Seus tamanhos variam de 2,5 a 4 mm de comprimento, apresentam manchas 

avermelhadas nos élitros, a cabeça projetada para frente é denominada de rostro, sendo mais 

curto e espesso nos machos e mais alongado nas fêmeas. São insetos capazes de voar, infestando 

rapidamente o campo e locais de armazenamento (Antunes e Dionello, 2010). Os adultos 

utilizam os grãos como alimento e as formas imaturas se desenvolvem dentro dos grãos, os 

quais funcionam como fonte de nutrientes e abrigo. As fêmeas fazem orifícios nos grãos com a 

mandíbula, depositando seus ovos, em seguida sela-os com uma secreção produzida por 

glândulas associadas ao sistema ovipositor (Napoleão, 2012). As fêmeas podem viver até 140 

dias, 104 destes correspondendo ao período de oviposição (Botton et al., 2005). Após a postura 

pequenas larvas eclodem dos ovos, as quais começam a se alimentar do interior dos grãos, onde 

apenas uma conseguirá se desenvolver por grão, mesmo que mais de um ovo tenha sido 

depositado (Antunes e Dionello, 2010). Ao atingir o estágio de pupa, o inseto torna-se imóvel 

e não se alimenta por alguns dias, logo em seguida transforma-se em inseto adulto (Borsonaro 

et al., 2013), após completo o desenvolvimento do adulto dentro do grão, ele emerge reiniciando 
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o ciclo biológico. Tendo o grão como hospedeiro, o ciclo biológico do ovo até a emergência do 

adulto dura em média 34 dias (Napoleão, 2012) (Figura 2). 

 
Figura 2. S. zeamais, (A) inseto adulto, com destaque para as manchas avermelhadas nos élitros 

(1);  (B) inseto adulto com destaque para o rostro (2); (C) inseto adulto explorando grão de 

milho (D) fêmea ovipositando dentro do grão de milho (3), larva em desenvolvimento (4), pupa 

(5). Fonte: A e D: https://bit.ly/2JL3rGu; B: https://bit.ly/2MaVqAo; C: 

http://www.defesavegetal.net/calaor. 

 

2.2 Manejo Integrado de Pragas (MIP) e Produtos Naturais 

Com todos os danos e prejuízos causados por pragas agrícolas e a utilização dos 

agrotóxicos ainda sendo considerada o modo mais efetivo de combate a estas espécies, novas 

opções vêm surgindo pela busca por soluções que não envolvam apenas a substituição de 

tecnologias e sim a adequação das tecnologias para melhor aproveitamento nos sistemas de 

produção (Silva e Costa, 2012; Sampaio, 2018). Estas tecnologias devem ser empregadas de 

forma que apresentem o mínimo de impacto possível. Entre elas, está a técnica de Manejo 

Integrado de Pragas (MIP), que leva em conta as interações entre plantas, pragas, solos, clima, 

controle biológico entre outras (Erthal Junior, 2011; Silva e Costa, 2012), onde, Manejo - traduz 

a idéia do uso de um conjunto de regras baseadas em princípios ecológicos, considerações 

econômicas e sociais para a tomada de decisão sobre o controle; Integrado - significa o uso 

harmonioso de diferentes métodos para o controle de uma determinada espécie de organismo e 

Pragas - significa todos os organismos conflitantes com o interesse do homem (Kogan, 1998). 

O MIP se baseia no planejamento e utilização de estratégicas voltadas para o controle 

de pragas (Busoli et al., 2014). Para se iniciar MIP é imprescindível tanto monitoramento, 

quanto conhecer a cultura e a variedade plantada, para que se consiga elaborar um planejamento 
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sobre quais são as pragas que possivelmente podem atingir e o nível de dano econômico na 

cultura. O monitoramento se efetiva com visitas a campo, com capturas de insetos em 

armadilhas, coleta de amostras de plantas atacadas, entre outas técnicas (Zanuncio Junior et al., 

2018). 

Uma tecnologia passível de ser incorporada ao MIP é a utilização de compostos 

extraídos de plantas, ao quais podem exercer ação como inseticida, repelência, inibição da 

alimentação, ou redução da reprodução (Hagstrum e Phillips, 2017). Estas substâncias são 

conhecidas na literatura como compostos aleloquímicos, produzidos em resposta às interações 

alelopáticas entre vegetais. São compostos químicos naturais extraídos de plantas, que 

apresentam ação tóxica às pragas, sendo facilmente degradados pela luz, ar, chuva entre outros, 

além de oferecerem menor risco a seleção de pragas resistentes, apresentando baixo custo 

(Fouad e Camara, 2017; Freitas, 2018 b). Nesse cenário, a utilização de compostos naturais de 

origem vegetal, em interação com outras tecnologias, contribui para desenvolvimento de novas 

práticas que melhorem tanto a produção de alimentos quanto os seus impactos gerados. 

 

2.2.1 Alelopatia 

O termo alelopatia foi definido pela primeira vez por Molisch em 1937, referindo-se às 

interações bioquímicas recíprocas inibitórias e estimulatórias entre plantas, incluindo 

microrganismos (Amb e Ahluwalia, 2016). A palavra alelopatia deriva de duas palavras gregas: 

alleton (mútuo) e pathos (prejuízo), com o passar dos anos esta definição foi se atualizando, e 

em 1984, Rice define como qualquer efeito, direto ou indireto, benéfico ou prejudicial, de uma 

planta ou de microrganismos sobre outras plantas, mediante a produção de compostos químicos 

que são libertados no ambiente (Rice, 1984).  Em 1996, a Sociedade Internacional de Alelopatia 

definiu alelopatia como, qualquer processo envolvendo os metabólitos secundários produzidos 

por plantas, microrganismos, vírus e fungos que influenciam nos sistemas biológicos, incluindo 

efeitos positivos e negativos (Amb e Ahluwalia, 2016).  

Os efeitos podem ser inibitórios ou estimulantes, dependendo da concentração dos 

compostos. Os compostos envolvidos são denominados compostos alelopáticos, aleloquímicos 

ou fitotoxinas (Inderjit e Keating, 1999). Oriundos do metabolismo secundário das plantas estes 

são definidos como compostos que não têm função fisiológica essencial à manutenção celular 

e vital, onde a produção de aleloquímicos varia com o ambiente e as tensões ambientais 

associadas, podendo ocorrer em qualquer órgão vegetal, como raízes, sementes e folhas, que 

são as fontes mais comuns desses compostos (Zimdahl, 2018). A produção é influenciada por 
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alguns fatores como intensidade, qualidade e duração da luz, sob condições de deficiência 

mineral, estresse hídrico e temperaturas frias (Zimdahl, 2018). 

Quanto aos aleloquímicos, em sua maioria são derivados de vias secundárias do 

metabolismo vegetal, e sua investigação têm sido em relação ao seu potencial alelopático, 

especialmente quanto a capacidade de inibir a germinação e o desenvolvimento de outras 

plantas assim como a ação inseticida (Carvalho et al., 2019). A atividade alelopática é devida a 

substâncias que são liberadas diretamente da planta para o meio ambiente por meio de 

volatilização, exsudação radicular, lixiviação dos tecidos de plantas, volatilização das partes da 

planta acima do solo, resíduos vegetais decompostos que produzem aleloquímicos durante o 

processo de decomposição ou após serem modificados por microrganismos (Figura 3) (Jabran 

et al., 2015; Qasem e Issa, 2018). 

 

Figura 3. Vias que liberam os aleloquímicos. Fonte: Adaptado de 

https://bit.ly/30WBOmM. 

 

Quanto a quantidade e qualidade de aleloquímicos liberados pelas plantas, estes se 

devem principalmente à imobilidade destas no meio em que vivem, pois não podem escapar do 

ataque dos seus inimigos e nem migrar, devido às limitações ambientais impostas pela 

diversidade climática. Assim, uma das principais funções dos aleloquímicos nas plantas é a 

proteção ou defesa destas contra o ataque de fitopatógenos, pragas e/ou invasão de outras 

plantas (Pires e Oliveira, 2011). Pesquisas têm sido conduzidas para isolar e identificar a 

estrutura química de metabólicos secundários associados a alelopatia, estes compostos 

apresentam enorme diversidade e variam de simples hidrocarbonetos, como o etileno, até 

compostos mais complexos, como flavonoides complexos conjugados (Pires e Oliveira, 2011). 

No que diz respeito as classes de substâncias que compõem os aleloquímicos, vários já 

foram identificados como sendo agentes alelopáticos, como ácidos orgânicos, aldeídos, lactonas 

insaturadas simples, esteroides, ácidos graxos de cadeia longa, álcoois de cadeia linear, 
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fenilpropanóides, cetonas, sendo os principais os compostos fenólicos, terpenos e alcaloides 

(Chengxu et al., 2011; Zimdahl, 2018). Quanto aos compostos fenólicos, estes representam as 

substâncias químicas mais comumente associadas com o efeito alelopático, podendo ser 

classificados como ácidos fenólicos, flavonoides, cumarinas, taninos e ligninas (Pereira et al., 

2018). Os ácidos fenólicos induzem aumento da atividade de enzimas oxidativas, que 

prejudicam a permeabilidade da membrana e consequentemente o crescimento radicular da 

planta. Os flavonoides são os compostos naturais mais encontrados nas plantas e apresentam 

efeitos alelopáticos capazes de inibir a germinação e crescimento de plantas (Pereira et al., 

2018). Normalmente, estas substâncias são extraídas de partes vegetais colocadas em contato 

com um solvente orgânico (etanol, acetona, éter, clorofórmio, etc.) ou água, de acordo com a 

finalidade desejada, obtendo um extrato contendo os compostos alelopáticos (Pires e Oliveira, 

2011; Formigheiri et al., 2018). 

Devido a diversidade de compostos aleloquímicos extraídos de plantas, muitas 

pesquisas vêm sendo realizadas a fim de substituir os pesticidas sintéticos por esses compostos, 

que podem ser utilizados diretamente como inseticidas, herbicidas, ou como princípio ativo 

para o desenvolvimento de novos praguicidas (Qasem e Issa, 2018). Diversos compostos já são 

utilizados a algum tempo como é o caso da piretrina, terpenóide extraído de flores de 

Chrysanthemum cinerariaefolium (piretro), que possui toxicidade de contato e efeitos de 

paralisia em insetos. Frequentemente utilizada, a Azadirachta indica (Nim), apresenta uma 

molécula complexa, de difícil síntese, como seu princípio ativo, assim aplicam-se os extratos 

das folhas ou frutos, como inseticida (Saito, 2015). Outro exemplo clássico é a utilização de 

Nicotiana tabacum (tabaco) que produz nicotina (alcaloide), substância utilizada como 

princípio ativo em alguns inseticidas (Silva et al., 2017).  Dessa forma, os compostos alelopático 

apresentam ampla perspectiva de aplicação no aumento da produção de cultivos, manutenção 

de florestas, proteção de plantas e controle biológico (Chengxu et al., 2011). 

Diante de todo exposto, algumas espécies vegetais vêm sendo estudadas com o 

propósito de serem candidatas à fornecedora de compostos bioativos capazes de serem 

utilizados no controle de pragas, entre estas plantas estão algumas espécies do gênero Tagetes. 

 

2.3 Gênero Tagetes 

As plantas do gênero Tagetes (Asteraceae) são conhecidas popularmente como 

calêndula ou cravo (Xu et al., 2012), representam uma das principais  famílias das 

angiospermas, apresentando espécies amplamente estudadas quanto sua composição química e 
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atividade biológica, o que possibilita o desenvolvimento de novos produtos em diversas áreas 

(Duque, 2006; Carneiro e Ritter, 2018). 

O gênero Tagetes é nativo das Américas e composto por cerca de 56 espécies já 

distribuídas em todo mundo (Salehi et al., 2018), constituem-se por plantas anuais cultivadas 

principalmente como ornamentais (Peres, 2007). As espécies mais comuns são Tagetes erecta 

Linnaeus, Tagetes patula Linnaeus, Tagetes minuta Linnaeus e Tagetes tenuifolia Linnaeus 

(Santos, 2015). No México são cultivadas há mais de dois milênios e são utilizadas como 

adornos e enfeites em cerimonias religiosos e como plantas medicinais (Duque, 2006). Os 

mexicanos chamam as flores de Tagetes de flor dos mortos, por considerar a cor amarela 

representativa da morte, cor esta, características das espécies deste gênero, e também por 

florescerem em novembro são consideradas guardiãs dos altares dedicados aos entes falecidos 

(Serrato Cruz et al., 2000).  Hoje em dia, em diversos países, são utilizadas como matéria prima 

na preparação de cosméticos e no desenvolvimento de fármacos (Salehi et al., 2018).  

No que diz respeito a suas características ecofisiológicas e de cultivo, são cultivadas 

como espécies anuais e apresentam algumas vantagens no plantio como, se propagarem 

sozinhas, apresentarem alta taxa de germinação, produção de flores e sementes o ano inteiro, e 

suas flores por apresentarem coloração vermelha, amarela e laranjada são atrativas para várias 

espécies de insetos (Peres, 2007). As flores de Tagetes spp são investigadas sobre seu valor 

nutricional, atividade biológica e componentes bioativos por apresentarem ampla gama de 

compostos que podem prevenir o envelhecimento e doenças crônicas relacionadas a inflamação 

e ao estresse oxidativo (Moliner et al., 2018). 

 

2.3.1 Tagetes erecta e Tagetes patula 

A espécies T. erecta e T. patula vêm sendo estudadas devido à sua aplicação na 

agricultura, onde exibem atividades nematicida, fungicida, inseticida e herbicida (Xu et al., 

2012; Salehi et al., 2018), seus extratos apresentaram diversos compostos químicos e bioativos 

com diferentes propriedades, como derivados fenólicos, tiofenos, benzofuranos, 

fenilpropanoides, triterpenos, esteroides, alcaloides, flavonoides, carotenoides, entre outros 

(Vasudevan, Kashyap e Sharma, 1997; Xu et al., 2012; Ma et al., 2018). Os compostos 

produzidos podem variar com base na parte da planta da qual foi extraído, época de colheita, e 

estágio de desenvolvimento da planta (Salehi et al., 2018). O óleo essencial destas espécies é 

utilizado principalmente para a composição de perfumes de alta qualidade (Jain et al., 2012). 

Estas espécies apresentam outras atividades relacionadas à saúde como atividade 
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antibacteriana, antimalárica, antimutagênica e antioxidante devido aos flavonoides e 

carotenoides presentes em sua composição (Xu et al., 2012). A luteína é um carotenoide, 

encontrado principalmente nas pétalas de T. erecta e T. patula na forma de ésteres de luteína, 

possui alta atividade antioxidante e antimutagênica, ação sobre doenças cardiovasculares, 

diferentes tipos cânceres e degeneração macular relacionada a idade. Além das propriedades 

medicinais, este composto é utilizado como aditivo alimentar em ração animal principalmente 

de aves e na indústria alimentícia para dar sabor e cor aos alimentos (Piccaglia, Marotti e 

Grandi, 1998; Marotti et al., 2004; Xu et al., 2012; Lin, Lee e Chang, 2015).  

Estudos recentes demostraram que essas espécies de Tagetes apresentam potenciais 

hiperacumuladores de Cr (III) mantendo crescimento considerável e floração (Coelho et al., 

2017). Tanto T. patula como T. erecta foram intensamente estudadas em relação aos seus 

compostos fitoquímicos e quanto a sua bioatividade, os extratos de solvente orgânico das duas 

plantas podem ser utilizados como agrotóxicos (Xu et al., 2012). 

Quanto à espécie T. erecta, esta é conhecida popularmente como cravo de defunto, 

calêndula africana, flor dos mortos, calêndula açafrão, devido a coloração de suas flores 

(Duque, 2006; Moliner et al., 2018). É nativa do México, considerada ornamental, com 

estrutura ereta, ramificada e ramosa, sua altura varia de 60 a 150 cm, possui folhas alternadas, 

profundamente dilaceradas e aromáticas, com folhas de coloração verde escura, apresenta 

capítulos grandes de pedúnculos intumescidos no ápice, solitários e multifloros (Duque, 2006; 

Dasgupta et al., 2012; Ministério da Saúde, 2015). Aquênio linear multiestriado com sementes 

pretas. Há variedades de flores dobradas, grandes, até sete centímetros de diâmetro, e a cor das 

flores variam de amarela-citrino, amarelo-enxofre e laranja (Figura 4) (Duque, 2006; Chitrakar, 

Zhang e Bhandari, 2019).  

 

Figura 4. T. erecta, (A) planta adulta; (B) folhas; (C) etapas de floração; (D) corte longitudinal 

da flor com aquênios; (E) inflorescência. Fonte: (A) arquivo do autor; (B) 

https://bit.ly/2XrRlZM; (C) e (D) Cruz, Reyes e Sais, 2014; (E) https://bit.ly/2XqUj0H. 

 



28 
Referêncial teórico 

 
 

Quanto ao cultivo e utilização, esta espécie é amplamente cultivada para fins 

ornamentais e utilizada para tratamentos de diferentes enfermidades na medicina popular. Além 

disso, suas flores são utilizadas como ingrediente em saladas e como corante alimentar natural, 

uma vez que é uma das flores comestíveis mais populares em todo o mundo (Moliner et al., 

2018). Suas propriedades terapêuticas são reconhecidas desde o tempo dos astecas, a parte aérea 

é indicada para náuseas, diarreia, gastrite e enfermidades do baço, as folhas são consideradas 

um aperitivo afrodisíaco, sua infusão é utilizada no tratamento de ataques epiléticos, bronquite, 

sinusite, cefaleia, febre e afecções hepáticas, é utilizada também como antiespasmódico e anti-

helmíntico. As flores cozidas são utilizadas externamente no tratamento de afecções da pele, 

resfriados e reumatismo (Duque, 2006; Xu, Wang e Shi, 2011; Vásques, Mendonça e Noda, 

2014; Chitrakar, Zhang e Bhandari, 2019). Estudos também mostraram que os compostos de T. 

erecta apresentam potencial atividade anti-inflamatório, anticancerígena, antiviral, 

antimicrobiana, antifúngica, antimalárica entre outras atividades importantes (Xu et al., 2012, 

Salehi et al., 2018). Na agricultura as plantas de T. erecta apresentaram atividades contra 

nematoide (Salehi et al., 2018), atividade inseticida contra insetos como pulgões e lagarta-do-

cartucho e outros insetos que são considerados pragas comuns de silos de cereais, moinhos e 

armazéns (Xu et al., 2012). Em países como China e México as flores de T. erecta são utilizadas 

como guirlandas e enfeites diversos em ocasiões sociais e religiosas (Chitrakar, Zhang e 

Bhandari, 2019), na índia o corante extraído das pétalas é empregado no tingimento da lã e 

seda, este corante também é utilizado no mundo inteiro como suplemento alimentar para aves, 

buscando intensificar a cor amarela na carne e gema dos ovos (Duque, 2006). 

Já sobre a espécie T. patula, esta é conhecida popularmente como cravo de defunto, 

botões de solteirão e cravo francês. Originando-se também no México, é considerada uma 

planta herbácea amplamente utilizada como ornamental, pois sua floração é abundante 

principalmente na primavera e verão, ideais para serem plantadas em floreiras e jardins, é 

facilmente encontrada em feiras populares e floriculturas (Munhoz et al., 2012). Por ser 

semelhante a T. erecta, alguns autores a consideram um sinônimo ou um cultivar de T. erecta, 

apesar de apresentarem diferenças como por exemplo o porte, tamanho e coloração das flores 

e composição químicas de seus óleos essenciais (Carneiro e Ritter, 2018; Salehi et al., 2018). 

Esta espécie caracteriza-se por ser uma planta ramificada, sua altura varia de 25 a 40 cm, possui 

capítulos duplos, de tamanho médio, as flores podem apresentar cor única ou ser multicolorida, 

variando de amarelo, laranja a marrom avermelhado com folhas verde escuras e aquênio linear 

multiestriado com sementes pretas (Figura 5) (Ministério da Saúde, 2015).  
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Figura 5. T. patula, (A) e (B) flores; (C) folhas e (D) sementes formadas após a floração. Fonte: 

(A) https://bit.ly/2IjZV6E; (B), (C) e (D) https://bit.ly/2Z6C1lD. 

 

As flores e as folhas desta espécie são utilizadas para colorir e aromatizar bebidas e 

alimentos, seu óleo essencial é utilizado como aromatizante de alimentos. Além de considerada 

como ervas aromáticas a ingestão de suas flores apresentam efeitos digestivos, diuréticos e 

propriedades sedativas, sendo utilizada terapeuticamente para o tratamento de indigestão, 

cólicas, náuseas e distúrbios hepáticos, a infusão das plantas são utilizadas como calmante, 

estimulante e para o tratamento de reumatismo (Rondón et al., 2006; Jain et al., 2012; Chitrakar, 

Zhang e Bhandari, 2019). Semelhante a T. erecta, o efeito farmacológico e na agricultura de T. 

patula inclui atividade antioxidante, atividade anti-inflamatória, atividade antifúngica, 

atividade antibacteriana, atividade hipertensiva e hipotensora, atividade inseticida e nematicida 

(Xu et al., 2012; Chitrakar, Zhang e Bhandari, 2019), alguns estudos demonstraram que o óleo 

essencial de T. patula apresentou atividade larvicida importante, pois foi testado contra larvas 

do Aedes aegypti e Anopheles stephensi apresentando resultados significativos contra estas 

espécies de mosquitos vetores de doenças como dengue e malária (Duque, 2006). 

 

2.4 Liberação Controlada de Agrotóxicos 

O conceito de sistemas agrícolas sustentáveis consiste em promover exploração agrícola 

com mínimo de impacto ambiental, onde diversas práticas estão associadas a estes como plantio 

direto, rotação de culturas, revolvimento mínimo do solo, entre outros, isso em relação as 

culturas anuais (Almeida, 2016). No ponto de vista industrial a estratégia para adotar estes 

sistemas, e ainda aumentar a eficiência dos agrotóxicos, é a utilização de novas tecnologias 

como a utilização dos fertilizantes “inteligentes”. Esses são considerados de eficiência 

aumentada por apresentarem liberação controlada de seus ativos (Castanheira et al., 2016); 
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sendo considerada uma das mais modernas técnicas empregadas em sistemas de produção de 

mudas (Oliveira e Scivittaro, 2002). 

Estes produtos podem ser encapsulados ou recobertos com enxofre elementar e com 

camadas de polímeros, para os fertilizantes nitrogenados. A ureia, fonte de nitrogênio de alta 

solubilidade, recoberta com enxofre é o tipo de produto mais utilizado e fabricado atualmente, 

além de fornecer nitrogênio o fertilizante também disponibiliza enxofre para as plantas 

(Castanheira et al., 2016). Vários compostos são utilizados como revestimento para preparação 

de materiais de liberação controlada como resinas especiais e o biopolímero quitosana (Serrano, 

Cattaneo e Ferreguetti, 2010; Messa et al., 2016). Outra opção de revestimento combina 

minerais e polímeros que potencializam os fertilizantes, proporcionando melhor 

aproveitamento pelas plantas (Santos et al., 2013). 

Os fertilizantes encapsulados não se restringem apenas aos nitrogenados, podendo ser 

utilizado em diversos tipos de formulações que contém um ou mais nutrientes no interior dos 

grânulos, onde a liberação do nutriente depende diretamente da espessura das camadas de 

polímero como também da temperatura e umidade (Castanheira et al., 2016). Estudo 

demonstram que a utilização de fertilizante nitrogenado de liberação controlada promove 

absorção constante durante o ciclo do milho e retarda a senescência das folhas no final do ciclo, 

promovendo assim grande absorção de N no período vegetativo e 13% a mais de produtividade 

de grãos quando comparado com fertilizante comum, além de aumentar a quantidade de nitrato 

disponível no solo e maior eficiência no uso da água (Hu et al., 2013; Zhao et al., 2013). Esse 

tipo de fertilizante apresenta evidentes vantagens sobre os convencionais em diversas culturas, 

como arroz, hortícolas e plantas ornamentais, além de importantes resultados em se tratando de 

espécies florestais, em diferentes tipos de solo, clima e manejo (Rossa et al., 2013; Mauta et al., 

2016). 

Utilizando tecnologia de imobilização e liberação controlada na tentativa de diminuir os 

efeitos causados por agroquímicos comerciais como o diuron e a atrazina que são herbicidas 

pré e pós-emergentes utilizados para controle de ervas daninhas. Após incorporados às esferas 

à base de quitosana e escamas do peixe da espécie Leporinus elongatus e reticulado com Bórax 

(ESC-Quit-B), o diuron e a atrazina apresentaram liberação aproximadamente de quatro e sete 

dias respectivamente, demostrando a eficiência do material ESC-Quit-B (Vieira et al., 2014). 

Outro trabalho utilizando atrazina e quitosana constatou que o herbicida apresentou readsorção 

na superfície do biopolímero durante o período de análise, o que traz benefícios ao meio 
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ambiente pela retirada da atrazina do meio e pela redução da persistência do herbicida (Campos, 

2016). 

Outra técnica bastante utilizada, principalmente para a produção de mudas, é a adição 

de polímeros hidro retentores. Estes, que podem funcionar como um sistema de liberação 

controlada, como por exemplo a ureia melhorando sua qualidade e podendo reduzir o tempo de 

produção, o que acarretaria em aumento de produtividade, devido a sua capacidade de funcionar 

como condicionadores hídricos, aumentando a capacidade de retenção de água. Estes 

resultados, consistem em importante vantagem, principalmente em tempos de racionalização 

de água em ambientes de produção de mudas (Jorge, 2018). Esses polímeros, podem ainda ser 

naturais ou sintéticos, sendo capazes de absorver até mil vezes o seu peso em água, sem se 

dissolver completamente devido à formação de hidrogéis (Butruille, 2018). A ureia tem sua 

eficiência diminuída principalmente por perdas via volatilização da amônia, quando aplicada 

ao solo, nesse sentido, a utilização de hidrogéis como veículos carreadores desse nutriente é 

uma alternativa que permite a sua liberação controlada no solo, sendo possível reduzir custos, 

por conta da menor aplicação de fertilizante, e ter menos concentração nas lavouras, diminuindo 

o risco de contaminação ambiental (Silva, 2017; Butruille, 2018). 

Mais uma inovação tecnológica, visando formulações de encapsulamento, que vem 

sendo estudada, envolve o encapsulamento de microrganismos em microcápsulas ou “pellets”, 

a fim de serem utilizados no controle biológico de fitopatógenos, pois há no mercado um sério 

entrave na comercialização de agentes de controle biológico devido à falta de formulações 

adequadas para fungos. Polímeros, tais como alginato, poliacrilamida e carraginina têm sido 

utilizados para imobilizar bactérias, fungos e enzimas para tentar manter sua estabilidade e 

viabilidade (Melo e Costa, 2005). 

Diante disso, diversas empresas de produção e desenvolvimento de agrotóxicos vem 

trabalhando na melhoria de seus produtos, empregando tecnologias que agregam maior 

eficiência. A melhora do encapsulamento do ativo faz com que o produto tenha cápsulas mais 

robustas e ao mesmo tempo com a porosidade adequada para liberação do ativo de forma rápida, 

mantendo o efeito com liberação controlada melhorando o efeito residual (Moraes, 2018). 

Entre as diferentes técnicas para obtenção de compostos encapsulados, os lipossomas 

representam um promissor sistema de veiculação de ativos em nanossistemas, apesar de 

apresentarem custos elevados e serem utilizados principalmente em aplicações biomédicas. 

Alguns estudos estão sendo realizados com a finalidade de reduzir estas limitações visando à 
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veiculação de inúmeros ativos que podem ser empregados principalmente na agropecuária, de 

modo simples e menor custo (Paulino, 2015). 

 

2.5 Sistemas de imobilização e liberação controlada por Lipossomas 

Os sistemas de imobilização e liberação controlada foram desenvolvidos com a 

finalidade de produzir fármacos orais que mantêm a droga no organismo de maneira eficaz 

evitando os efeitos secundários provocados pela administração de doses elevadas (Giroto, 

2013). Estes dispositivos são capazes de encapsular fármacos em cavidades internas ou por 

meio de ligação, que são liberados posteriormente mediante algum estímulo, seja temperatura, 

ligação enzimática ou ainda degradação, entre outros (Figueiredo, 2015). 

Estas tecnologias vêm sendo muito estudadas na indústria de insumos agrícolas para a 

liberação controlada de compostos bioativos, oferecendo vantagens em relação aos métodos 

convencionais, como por exemplo diminuição dos riscos de contaminação ambiental, maior 

segurança aos indivíduos que aplicam o produto no campo, redução do consumo de energia 

juntamente com uma redução da quantidade de pesticida utilizado e do número de aplicações 

necessárias (Grillo et al., 2011; Giroto, 2013). No sistema convencional há um aumento na 

concentração, por exemplo do inseticida em um curto espaço de tempo, essa concentração logo 

começa a decair devido ao seu consumo, necessitando de muitas aplicações para se ter o 

resultado desejado, já no sistema controlado a liberação do insticida pode ser regulada pela 

interação com o meio em que o pesticida vai estar presente, não necessitando de aplicações 

futuras (Figura 6) (Giroto, 2013). 

 
Figura 6. Comparação entre os perfis de liberação de acordo com o método de aplicação. Fonte: 

Adaptado de Lanzillotti, 2012. 
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Independentemente do tipo, os sistemas de mobilização e liberação devem apresentar 

estabilidade e serem capazes de carregar uma quantidade considerável de moléculas ativas, as 

quais são protegidas do ambiente externo (Figueiredo, 2015). Entre os possíveis métodos de 

encapsulação de compostos destaca-se a produção de lipossomas. Os lipossomas são vesícula 

lipídicas microscópicas formadas por uma ou mais bicamadas lipídicas, podendo incorporar 

ampla variedade de substâncias funcionais. Estas substâncias podem ser hidrofílicas, lipofílicas 

ou anfifílicas, sendo que as primeiras ficam no compartimento aquoso (centro da vesícula), as 

lipofílicas inseridas ou adsorvidas na membrana e as anfifílicas por toda sua estrutura, 

interagindo com as regiões polares e apolares do lipossoma (Figura 7) (Taylor et al., 2005; 

Brochado, 2013; Silva, 2018). 

 

Figura 7. Representação esquemática de um lipossoma unilamelar. Fonte: Adaptado de Silva, 

2018. 

 

Os lipossomas são partículas esféricas e tamanhos variam de nanômetros a micrômetros 

(Taylor et al., 2005). Estas vesículas são constituídas basicamente por fosfolipídios, sendo a 

fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina os lipídios mais utilizados 

nas formulações de lipossomas (Brochado, 2013; Gallo, 2016). Os lipossomas podem conter 

única bicamada lipídica ou bicamadas múltiplas em torno do compartimento aquoso interno e, 

portanto, são classificados em unilamelares, multilamelares e multivesiculares (Figura 8) 

(Gallo, 2016). 



34 
Referêncial teórico 

 
 

 

Figura 8. Representação esquemática da estrutura de lipossomas, (A) vesículas unilamelares 

pequenas (SUV, small unilamellar vesicles, <100 nm), grandes (LUV, large unilamellar 

vesicles, 100 – 1000 nm) e gigantes (GUV, giant unilamellar vesicles, >1000 nm), (B) vesículas 

multilamelares (MLV, multilamellar large vesicles) e (C) vesículas multivesiculares (MVV, 

multivesicular liposomes). Fonte: Adaptado de Taylor et al., 2005; Milcovich et al., 2017. 

 

A utilização dos lipossomas se destaca devido à eficiência de encapsulação, à baixa 

toxicidade e a proteção ao ativo encapsulado contra fatores degradantes como pH e exposição 

à luz. Dentre outras vantagens os lipossomas também podem promover aumento da 

bioacessibilidade e biodisponibilidade (Milcovich et al., 2017; Silva, 2018). O encapsulamento 

de compostos no interior de lipossomas pode ocorrer de forma passiva ou ativa, onde a 

hidratação do filme lipídico é um dos métodos de encapsulamento passivo mais utilizados. Esse 

método envolve a solubilização dos lipídios em um solvente orgânico, seguida da etapa de 

evaporação desse solvente, formando um filme lipídico seco. O filme lipídico seco é hidratado 

por meio da adição de um meio aquoso, sob agitação mecânica vigorosa, resultando na 

dispersão de lipossomas (Figura 9), este método resulta na formação de lipossomas do tipo 

MLV com distribuição de tamanhos de partículas muito heterogêneas (Figueiredo, 2015; Silva, 

2018). 
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Figura 9. Formação de vesículas multilamelares pelo método de hidratação de filme lipídico. 

Fonte: Adaptado de Figueiredo, 2015. 

 

2.6 Sistemas de imobilização e liberação controlada para produtos naturais 

A micro e nanotecnologia no geral podem contribuir significativamente para o 

desenvolvimento de novas formulações capazes de melhorar a eficácia de substâncias e 

produtos já existentes. Voltando a atenção aos produtos naturais ou compostos extraídos de 

plantas, a nanobiotecnologia ou formulações nanotecnológicas podem ser utilizadas para 

melhorar a estabilidade e a eficácia de produtos naturais, liberando o composto ativo para o 

organismo alvo e, em seguida, fornecendo a liberação controlada das moléculas no local de 

ação. Estas formulações também podem ajudar a minimizar efeitos tóxicos indesejáveis em 

organismos não-alvo, melhorar a estabilidade físico-química, prevenir a degradação do agente 

ativo por microrganismos (Oliveira et al., 2014; Rocha, 2017) e fatores bióticos e abióticos 

(Paulino, 2019). 

Extratos vegetais são utilizados há muito tempo com diversas finalidades, uma delas é 

na agricultura, visando o controle de pragas e patógenos. Esse emprego se deve à abundância e 

diversidade de seus metabólitos secundários, os quais estão sendo utilizados e reconhecidos 

pela indústria química. Fatores bióticos e abióticos podem diminuir a meia vida e comprometer 

a eficiência de extratos vegetais em variadas aplicações. Graças à nanotecnologia, é possível 

veicular tais extratos em nanossistemas, os quais favorecem sua eficácia por controlar desafios 

como baixa retenção, degradação precoce, lixiviação no solo, entre outros (Paulino, 2019). 

Estudos têm demonstrado a eficiência da nanotecnologia associada a utilização de 

compostos bioativos principalmente contra insetos, como por exemplo a nanoencapsulação de 

óleo essencial de Xylopia aromática que se mostrou eficiente quanto a inibição ou redução da 

oviposição de Bemisia tabaci em feijão Ourinho Vermelho (Proteus vulgaris), bem como as 

nanoesferas de PCL (poli-Ɛ-caprolactona) contendo estes óleos, este estudo mostrou também 

efeito foto protetor do óleo essencial, aumentando sua estabilidade quanto a degradação pela 
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luz. O encapsulamento também evitou possível atividade fitotóxica apresentada pelo óleo 

essencial in natura das folhas de X. aromática, provavelmente pela liberação gradual. (Peres, 

2015). O encapsulamento de óleo de nim, promoveu maior estabilidade térmica e fotoproteção 

além de melhorar seu desempenho biológico sobre controle de Zabrotes subfasciatus (caruncho 

do feijão) (Da-Costa et al., 2014).  Já o encapsulando o óleo de Lippia sidoides com quitosana 

e goma de caju apresentaram perfil de liberação in vitro da substancia bioativa mais lenta, 

potencializando e prolongando o efeito do óleo essencial no controle de larvas de Aedes aegypti 

(Paula et al., 2010).
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar a atividade inseticida, pró-oxidativa e citotóxica de extratos e frações livres e 

microencapsulados de Tagetes erecta L. e Tagetes patula L. sobre espécies de insetos de 

interesse agronômico. 

 

3.2 Objetivos específicos 

Avaliar a atividade inseticida dos extratos, frações e óleos essências de Tagetes sp sobre 

Sitophilus zeamais e Spodoptera frugiperda; 

Elucidar o mecanismo de ação inseticida dos extratos de T. patula e T. erecta por meio 

da atividade pró-oxidativa; 

Determinar a atividade antioxidante e antiproliferativa em linhagens celulares tumorais 

e determinação de fenóis e flavonoides totais dos extratos e frações de T. erecta e T. patula; 

Avaliar qualitativamente a presença de terpenos e flavonoides por meio de 

cromatográfia de camada delgada (CCD) dos extratos e frações de T. erecta e T. patula; 

Produzir e caracterizar lipossomas contendo extratos e frações de T. erecta e T. patula; 

Avaliar a atividade inseticida de lipossomas contendo extratos de T. erecta e T. patula; 

Realizar a caracterização fitoquímica dos extratos por cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada à espectrometria de massas (CLAE/EM) e dos óleos essenciais por 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG/EM).
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, CITOTÓXICA E ANTIPROLIFERATIVA EM 
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Tagetes erecta L. E Tagetes patula L.
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, CITOTÓXICA E ANTIPROLIFERATIVA EM 

CULTURA DE CÉLULAS TUMORAIS DE EXTRATOS E FRAÇÕES DE Tagetes 

erecta L. E Tagetes patula L.  

 

 

RESUMO 

 

As plantas representam importante fonte de compostos bioativos, que apresentam propriedades 

antioxidantes contra os radicais livres, a produção excessiva dos radicais livres pode causar 

danos cardiovasculares, neurodegenerativos e carcinogênicos. Os antioxidantes naturais 

apresentam-se como alternativa para prevenir danos oxidativos, inibindo e/ou reduzindo os 

danos causados pela ação deletéria dos radicais livres. Espécies do gênero Tagetes vêm sendo 

estudadas com o intuito de serem fornecedoras de compostos antioxidantes devido a 

composição química dos seus metabolitos secundários, O presente estudo visa avaliar os 

extratos etanólico e frações de Tagetes erecta e Tagetes patula por meio da atividade 

antioxidante pelo teste de DPPH, caracterização fitoquímica dos mesmos por meio da avaliação 

qualitativa da presença de fenóis pelo método do Follin-Ciocalteu e flavonoides pela 

complexação com AlCl3,   e compostos flavonoídicos e terpênicos por meio de cromatografia 

por camada delgada, como também realizar a avaliação citotóxica sobre linhagens de células 

tumorais e não tumoral por meio de teste da atividade antiproliferativa das mesmas. Os 

resultados demostraram que as frações de T. erecta e T. patula apresentam atividade 

antioxidante significativa, obtendo os menores EC50 de 2267,37 e 2497,55 µg/mL as frações 

de Et100 das duas espécies respectivamente. As maiores concentrações de fenóis foram 

encontradas para as frações AcOEt50/Et50 para as duas espécies nos valores de 119,19 e 94,47 

EAG mg/g de extrato seco, e para flavonoides os resultados foram 216,5 e 309,83 ER mg/g de 

extrato seco nas frações de HEX75/AcOEt25 de T. erecta e T. patula respectivamente. Quanto 

à atividade antiproliferativa de células tumorais o resultado mais expressivo foi para a fração 

de AcOEt50/Et50, com valor de 0,93 µg/mL para a linhagem de células de rim. Os resultados 

obtidos neste estudo mostraram que as espécies T. erecta e T. patula apresentam atividade 

antioxidante, como também indicou a presença de fenós e flavonoides tanto pelo método 

colorimétrico como por CCD, sendo que esta última também evidenciou a presença de 

diferentes terpenos, apresentando também potencial citotóxico e antiproliferativo nas linhagens 

de células avaliadas. 

 

 

Palavras-chave: células neoplásicas, radical livre, cromotografia de camada delgada, atividade 

antioxidante, cultura celular. 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

As influências ambientais e dieta alimentar são as principais causas de oxidação 

biomolecular e estresse oxidativo que pode causar doenças degenerativas e/ou distúrbios que 

podem acelerar processo de envelhecimento humano (Chew et al., 2008; Ma et al., 2018). 

Compostos naturais com propriedades antioxidantes não só protegem a homeostasia fisiológica, 

mas também reduzem os efeitos do estresse oxidativo (Vattakandya e Chaudharib, 2013; Chyau 

et al., 2015). As plantas constituem-se uma importante fonte de compostos bioativos, 
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principalmente os compostos fenólicos que apresentam propriedades antioxidantes eficazes que 

combatem os radiais livres (Sharma et al., 2015). Concomitantemente à ação antioxidante, os 

compostos polifenólicos tem se mostrado eficientes ativos citotóxicos sobre células tumorais, 

sendo assim passíveis de serem utilizados na prevenção e tratamento de diferentes tipos de 

câncer (Ryu et al., 2012; Serra et al., 2014; Delving, 2015).  

Diante disso, algumas espécies vegetais vêm sendo estudadas com o propósito de 

fornecerem compostos bioativos capazes de serem utilizados no controle e no reparo dos danos 

causados pelo estresse oxidativo e com ação antiproliferativa sobre células tumorais, entre estas 

plantas estão algumas espécies do gênero Tagetes (Asteraceae). As espécies deste gênero em 

sua maioria são nativas do México e América Central. São utilizadas como alternativa para o 

controle de pragas e doenças, devido à composição química dos seus metabolitos secundários, 

sua atividade biologia têm proporcionado o desenvolvimento de novos fármacos e inseticidas 

(Jain et al., 2012; Salinas-Sánchez et al., 2012). Entre os metabólitos secundários encontrados 

estão: alilanisol, anetol, limoneno, eugenol de metilo, e β-cariofileno, sendo estas substâncias 

tóxicas para insetos, ácaros, nematoides, bactérias, fungos e vírus (Dasgupta et al., 2012; Xu et 

al., 2012; Santos, 2013; Santos et al., 2016; Ma et al., 2018 ). 

As plantas de Tagetes erecta Linnaeus são popularmente conhecidas como cravo de 

defunto, calêndula, cravo africano e flor dos mortos, possuem atividade nematicida, fungicida 

e inseticida (Xu, Wang e Shi, 2011). Já a espécie Tagetes patula Linnaeus é popularmente 

conhecida como cravo francês, botões de solteirão e Tagetes anão, é nativa do México 

(Ministério da Saúde, 2015), possui propriedades antioxidantes, larvicida, fungicida, 

antimicrobiana, nematicida e inseticida (Tonuci et al., 2012). 

 Diante do exposto o presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade antioxidante, 

citotóxica e antiproliferativa em cultura de células tumorais, como também avaliar 

qualitativamente a presença de fenóis e flavonoides e a presença de compostos flavonoídicos e 

terpênicos em placas cromatograficas por camada delgadade de extratos e frações de Tagetes 

erecta L. e Tagetes patula L. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Coleta da planta e obtenção dos extratos, frações e óleo essencial. 

Partes vegetativas, folhas e caules, de T. erecta e T. patula foram coletadas de espécimes 

cultivadas em campo na Agência Paulista de Tecnologia dos Agronegócios (APTA) - Polo 

Regional Médio Paranapanema (22º37’07,92’’S e 50º22’26,85’’O, com altitude 701m), 
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plantadas em setembro de 2015, coletas realizadas no mês de dezembro, sempre no início da 

manhã onde as temperaturas são mais amenas, as plantas já se encotravam no estágio de 

floração. 

Para preparação dos extratos, as partes vegetais aéreas (caule e folhas) de T. erecta e T. 

patula  foram lavadas, secas em estufa (40°C), reunidas e pulverizadas em moinho de facas. A 

extração foi realizada por percolação do pó com etanol. O material moído (500 g) foi 

previamente intumescido com 2 L de etanol PA durante 2 horas em béquer. Após esse período, 

o percolador foi empacotado com a mistura (pó + etanol PA), sendo o empacotamento feito da 

forma mais homogênea possível, evitando a formação de bolhas ou buracos no conteúdo 

alocado dentro do percolador. A altura do enchimento obedeceu à proporção 5:1 (referente ao 

volume do percolador e do material vegetal) em relação ao tamanho do percolador. A vazão do 

percolador ficou entre 1-2,0 mL/min/Kg de material vegetal. Após este período o extrato obtido 

foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo com temperaturas inferiores a 50ºC. O extrato 

seco resultante foi quantificado e armazenado para utilização nos bioensaios e análises 

fitoquímicas. 

Para obtenção das frações, o extrato etanólico foi submetido a cromatográfia em coluna 

utilizando sílica gel 60 como suporte, com indicador de fluorescência (F254). Para cada 

separação cromatográfica foi realizada a seleção prévia do solvente ou da composição de 

solventes que proporcionasse a melhor separação dos constituintes. As separações 

cromatográficas foram feitas em colunas (diâmetro x altura = 6,0 x 50,0 cm). As eluições foram 

realizadas de acordo com a Figura 1.  

 

Figura 1. Fluxograma demonstrando fracionamento do extrato bruto etanólico das espécies de 

Tagetes. HEX = hexano; AcOEt = acetato de etila; EtOH = etanol. 

 

2.2. Atividade antioxidante 

2.2.1. Teste do sequestro do radical DPPH 

A capacidade doadora de H+ para o radical estável DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 

foi realizada de acordo com Manian et al., (2008). As frações mais ativas reagiram com o radical 
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DPPH por um período de 30 minutos em ambiente de pouca luminosidade e em seguida, foram 

submetidos ao espectrofotômetro UV-Vis a um comprimento de onda de 517nm. A atividade 

de sequestro de radicais DPPH foi calculada usando a seguinte equação: 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (%) =
(Ac − Aa)

Ac
𝑥100 

onde Aa é a absorbância das amostras e Ac é a absorbância do controle (DPPH), foram 

realizados também os cálculos de EC50, que é a concentração que apresenta 50 % do efeito 

antioxidante em cada amostra estudada. 

 

2.3. Caracterização fitoquímica dos extratos 

2.3.1. Avaliação qualitativa de fenóis e flavonoides totais 

O conteúdo de fenóis totais dos extratos foi determinado pelo método do reagente Folin-

Ciocalteu (Stagos et al., 2012). O teor de fenóis totais foi determinado a partir de uma curva de 

calibração de ácido gálico com valores expressos como mg equivalente de ácido gálico por g 

de extrato seco (EAG). Cada amostra foi avalliada em triplicada. 

Os flavonoides totais foram mensurados pelo método de ensaio colorimétrico (Yao et 

al., 2013), baseada na complexação dos flavonoides com AlCl3. A absorbância mensurada a 

510nm, todas em triplicada, e os resultados obtidos foram expressos em mg equivalente de 

rutina por g de extrato seco. Sendo calculados a partir de curva de calibração de rutina. 

 

2.3.2. Análise cromatográfica de camada delgada (CCD) para avaliação qualitativa de 

terpenos e flavonoides das frações 

Para análise por CCD foi realizada uma adaptação das metodologias descritas por 

Wagner e Bladt (1996) utilizando-se cromato placas de sílica gel em alumínio F250 (5cm x 

10cm - MERCK). 

Para avaliar a presença dos compostos do grupo dos terpenóides foi utilizado o sistema 

eluente tolueno-acetato de etila (93:7), como padrões: citronellal, óleos essenciais de Tagetes 

minuta, Tagetes patula, eucalipto e alecrim e reveladores vanilina sulfúrica, seguido de 

aquecimento a 110°C em sistema fechado. Para avaliar a presença dos compostos do grupo dos 
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flavonoides foi utilizado o sistema eluente clorofórmio, metanol e água (92:7:1), como padrões: 

soluções de rutina, quercetina e ácido gálico e reveladores NP/PEG.  

Foi utilizado também uma fase móvel e um revelador mais generalista para avaliar a 

presença de terpenos, sendo fase móvel composta por hexano e acetona (70:30). O revelador 

foi composto por água, ácido sulfúrico e ácido acético (80:4:16). 

 

2.4. Atividade citotóxica 

2.4.1. Atividade antiproliferativa em cultura de células 

 Para avaliação da atividade antiproliferativa em cultura de células do extrato etanólico 

de T. erecta e T. patula foi realizado o teste em linhagens celulares tumorais e não tumoral. As 

linhagens de células tumorais humanas foram cedidas pelo NCI (National Cancer Institute, 

Frederick-MA, EUA). Já a linhagem celular de queratinócito humano (HaCaT, CLS Cell Line 

Service) foi cedida pelo prof. Dr. Ricardo Della Coletta (FOP/UNICAMP).  

 Os experimentos de atividade antiproliferativa foram realizados segundo o protocolo 

descrito por Monks et al. (1991). O crescimento celular foi determinado por espectrofotometria 

de absorbância na faixa de 540nm, utilizando-se o corante proteico sulforrodamina B (SRB, 

Sigma-Aldrich®) e as análises foram baseadas na metodologia de triagem in vitro para drogas 

anticâncer realizada pelo NCI, EUA, que utiliza um painel de 60 linhagens tumorais humanas 

(Monks et al., 1991; Shoemaker, 2006; Monteiro et al., 2017). 

 

2.4.2. Cultivo e preparo das suspensões celulares  

 As células foram cultivadas em frascos de 25 cm2 (Corning®) com 5 mL de meio RPMI 

1640 (Gibco®), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB, Gibco®) e com solução de 

penicilina:estreptomicina (1000 U/mL:1000 µg/mL, 10 mL/L RPMI 1640, Vitrocell®) 

(denominado meio completo) e mantidas a 37ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2. Para 

linhagens aderidas, o desprendimento celular foi realizado mediante ação enzimática da 

tripsina. Para tanto, o meio de cultura foi aspirado, o frasco lavado com 500 μL de tampão 

fosfato salina (PBS 0,2 mM, pH 7,0) para eliminar resíduos de meio de cultura e, após aspiração 

do tampão, foram adicionados 500 μL de solução tripsina/EDTA 2,5 g/L (Vitrocell®), a 37ºC, 

até que as células se soltassem totalmente. A ação da tripsina foi bloqueada por meio da adição 

de meio de cultura completo. No primeiro dia de experimento, as suspensões celulares foram 

preparadas com meio completo, em suas respectivas densidades de inoculação. Foram 

inoculados 100 μL/compartimento de cada suspensão celular em placas de 96 compartimentos 
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(Corning®), que foram incubadas por 24 horas a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 e ambiente 

úmido. Da mesma forma, preparou-se uma placa controle (placa T0), contendo todas as 

linhagens celulares utilizadas no experimento. 

  

2.4.3. Preparo e aplicação das amostras  

 Os extratos e frações foram diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO, Merck®) na 

concentração de 0,1g/mL. Para adição à cultura de células, as soluções foram diluídas pelo 

menos mais 400 vezes em meio completo, o que evitou a toxicidade do DMSO, conforme 

metodologia descrita pelo Nacional Cancer Institute (NIH). As amostras dos extratos e frações 

foram adicionadas às microplacas nas concentrações de 0,25; 2,5; 25 e 250μg/mL (100 

μL/compartimento) em triplicada e, a seguir, foram incubadas por 48h a 37ºC em atmosfera de 

5% de CO2 e ambiente úmido. Como controle positivo, utilizou-se o quimioterápico 

doxorrubicina (cloridrato de doxorrubicina®, Eurofarma) nas concentrações de 0,025; 0,25; 2,5 

e 25μg/mL (100μL/compartimento), em triplicada.  

 No momento de adição da amostra, as células inoculadas na placa controle T0 foram 

fixadas com a adição de 50μL/compartimento de ácido tricloroacético (TCA, SigmaAldrich®) 

a 50% para determinação da quantidade de células presentes no momento em que a amostra foi 

aplicada, sendo este o valor basal no tempo 0. Após 48h de tratamento, as células foram fixadas 

com 50μL/compartimento de ácido tricloroacético a 50% e incubadas por 1 hora, a 4ºC. Em 

seguida, as placas foram submetidas a quatro lavagens consecutivas em água corrente para a 

remoção dos resíduos de TCA, meio, SFB e metabólitos secundários. Após isso, foram 

mantidas à temperatura ambiente até a secagem completa. Após a secagem, foram adicionados 

50 μL/compartimento do corante proteico sulforrodamina B (SRB, Sigma-Aldrich®) a 0,4% 

(p/v) dissolvido em ácido acético a 1% (v/v) e, a seguir, as placas foram incubadas à temperatura 

ambiente, por 10 min. As placas foram então lavadas por 4 vezes consecutivas com solução de 

ácido acético 1% (v/v) e, após secagem completa à temperatura ambiente, o corante ligado às 

proteínas celulares foi solubilizado com 150 μL/compartimento de Trizma Base (10 mM, pH 

10,5, Sigma-Aldrich®). A leitura espectrofotométrica da absorbância foi realizada em leitor de 

microplacas a 540 nm (Molecular Devices®, modelo VersaMax). 

  

2.4.4. Análise estatística dos resultados 
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 As médias das absorbâncias foram calculadas descontando o valor de seus respectivos 

brancos e, utilizando as fórmulas abaixo descritas, foi determinando o crescimento celular (em 

porcentagem) de cada linhagem celular em função das concentrações da amostra testada.  

 Se T > T1, a amostra estimulou o crescimento. 

 Se T0 ≤ T < T1, a amostra foi citostática e a fórmula utilizada foi 100 x [(T-T0)/ (T1-T0)]. 

 Se T< T0, a amostra foi citocida e a fórmula utilizada foi 100 x [(T- T0)/(T0)]. 

 Sendo T a média das absorbâncias das células tratadas, T1 a média das absorbâncias das 

células não tratadas ao final do tempo de exposição e T0 a média das absorbâncias das células 

no início do tempo de exposição.  

 Os resultados foram expressos em curvas de crescimento celular para cada linhagem em 

função da concentração da amostra e, a partir deles, foi calculada a concentração efetiva GI50 

(concentração necessária para inibição de 50% da viabilidade celular) utilizando regressão não 

linear, tipo sigmoidal, e empregando-se software Origin 8.0 (OriginLab Corporation) (Nunes 

et al., 2017). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Atividade antioxidante do radical DPPH 

A atividade antioxidante das diferentes frações de T. erecta e T. patula foi determinada 

verificando-se o aumento diretamente proporcional ao sequestro do radical DPPH-. De acordo 

com Akinmoladun et al., (2010) tal atividade está diretamente correlacionada ao teor de 

compostos fenólicos, principalmente os flavonoídicos.  

As maiores atividades antioxidante determinadas para as frações de T. erecta foram 

observadas nas concentrações de 4000, 7000 e 10000 µg/mL. Para as frações HEX25/AcOEt75 

e Etanol 100 de T. erecta, 75,00% e 91,90% respectivamente na concentração de 10000 µg/mL. 

Já para a fração AcOEt50/EtOH50 a atividade foi de 87,05% na concentração de 7000 µg/mL. 

Não foram observadas atividade antioxidante nas demais frações avaliadas (Tabela 1). Gong et 

al. (2012) demonstraram que extratos alcoólicos de flores de T. erecta apresentaram atividade 

altamente correlacionada com o teor de polifenóis. Kazibwe et al. (2017) demonstraram que os 

extratos de flores, folhas, caule e raiz de T. erecta são ricas em compostos antioxidantes, sendo 

que o extrato das flores apresentou maior capacidade antioxidante. 

Para espécie T. patula as maiores atividades observadas foram nas frações de 

HEX25/AcOEt75=52,82%, AcOEt50/EtOH50=79,17% e Etanol 100=75,34% na concentração 

de 7000 µg/mL. Para a fração AcOEt100 foi observado 31,49% de atividade na concentração 



46 

Capítulo 1 

 
 

de 4000 µg/mL. Não foram observadas atividades antioxidante nas demais frações (Tabela 2). 

Estudo realizado por Politi e colaboradores (2016) também observaram atividade antioxidante 

de diferentes extratos etanólicos de T. patula avaliados pelo teste do DPPH, trabalho semelhante 

utilizando extratos metanólico e frações de acetato de etila realizado por Kashif e colaboradores 

(2015) identificaram compostos bioativos na flor de T. patula que apresentaram importante 

atividade antioxidante. Em estudo realizado por Ranilla et al. (2010) foi demonstraram 91% de 

atividade antioxidante analisando extratos de aquosos de folhas de T. minuta.  

Em relação ao EC50 das frações de acordo com os resultados obtidos, foi possível 

observar que o menor valor para o EC50 para as frações de T. erecta foi para a fração de Etanol 

100=2267,38 µg/mL. De forma semelhante para T. patula o menor EC50 foi para a fração de 

Etanol100= 2497,55 µg/mL. Ali et al. (2014) obtiveram EC50 de 36 µg/mL do óleo essências 

das folhas de Tagetes minuta, valores bem abaixo aos encontrados neste estudo. 

 

Tabela 1. Atividade antioxidante pelo método DPPH das frações de Tagetes erecta. 

Frações 

DPPH 

EC50 Concentração (µg/mL) 

1000 2000 4000 7000 10000 

HEX75/AcOEt25 9,35 10,05 - - - - 

HEX50/AcOEt50 - - - - - - 

HEX25/AcOEt75 10,56 20,27 38,28 63,28 75,00 5987,62 

AcOEt 100 6,48 14,51 - - - - 

AcOEt50/EtOH50 22,28 41,84 71,50 87,05 86,72 2626,65 

EtOH 100 17,11 47,14 90,64 91,83 91,90 2267,38 

 

Tabela 2. Atividade antioxidante pelo método DPPH das frações de Tagetes patula. 

Frações 

DPPH 

EC50 Concentração (µg/mL) 

1000 2000 4000 7000 10000 

HEX75/AcOEt25 - - - - - - 

HEX50/AcOEt50 1,26 1,40 4,89 - - - 

HEX25/AcOEt75 14,49 24,72 37,52 52,82 49,00 6344,35 

AcOEt 100 13,17 17,94 31,49 - - 7032,42 

AcOEt50/EtOH50 32,25 38,96 71,96 79,17 77,23 2500,22 

EtOH 100 24,53 44,67 73,15 75,34 68,51 2497,55 

 

Contudo, Santos et al. (2015) demonstram que os extratos aquosos, hidroetanólicos e 

etanólicos das folhas de T. erecta e T. patula apresentaram atividade antioxidante significativa, 

apresentando cerca de 80% de atividade para a concentração de 4000 μg/mL. No presente 

estudo, os resultados obtidos demonstram que frações de diferentes polaridades, obtidas dos 

extratos etanólicos de T. erecta e T. patula, apresentam significativa atividade antioxidante 
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tanto em porcentagem de sequestro de radical DPPH como na EC50, sendo que a atividade 

antioxidante foi maior com o aumento da concentração, e nas frações com maior quantidade de 

acetato de etila e etanol. 

 

3.2. Determinação de fenóis e flavonoides totais 

Os resultados observados para fenóis das diferentes frações de T. erecta e T. patula estão 

apresentados na figura 2. O menor valor encontrado para os compostos fenólicos de T. erecta 

foi 25,03 EAG mg/g da fração HEX75/AcOEt25 e maior valor de 119,19 EAG mg/g da fração 

AcOEt50/EtOH50. Semelhantemente, para a espécie T. patula o menor valor observado foi 

26,53 EAG mg/g da fração HEX75/AcOEt25 e maior de 94,47 EAG mg/g da fração 

AcOEt50/EtOH50. As frações com maior quantidade de Acetato de etila de T. erecta se 

mostraram mais efetivas para fenóis do que as demais frações, já para frações de T. patula as 

frações com etanol apresentaram valores superiores quanto a quantificação de fenóis totais em 

relação as outras frações. Estudos já realizados indicaram que os compostos fenólicos são muito 

mais solúveis em solventes orgânicos menos polares do que a água (Mattos, 2013) 

 

Figura 2. Resultados da avaliação qualitativa da presença de fenóis totais das diferentes frações 

analisadas. 

 

Os resultados de flavonoides totais das frações de T. erecta e T. patula estão 

apresentados na figura 3. Para T. erecta o menor valor observado foi de 36,78 ER mg/g AcOEt 

100, e maior valor de 216,50 ER mg/g da fração HEX75/AcOEt25. Semelhantemente, o menor 

valor encontrado de T. patula foi 62,69 ER mg/g AcOEt 100 e o maior valor foi 309,83 ER 
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mg/g para a fração HEX75/AcOEt25. As frações contendo hexano de T. erecta se mostraram 

mais efetivas para flavonoides do que as demais frações, assim como para as frações de T. 

patula onde as frações com hexano apresentaram valores superiores de flavonoides totais em 

relação as outras frações. 

 

Figura 3. Resultados da avaliação qualitativa da presença de flavonoides totais das diferentes 

frações. 

 

Estudo recente realizado por Ibrahim et al. (2018) demonstrou que espécies de Tagetes 

são consideradas fonte interessante de compostos fenólicos e flavonoídicos passíveis de serem 

empregados como produtos farmacêuticos, alimentícios, cosméticos e agrícolas. 

Anteriormente, Rop et al. (2012) haviam demonstrado a capacidade antioxidante, 

correlacionado com conteúdo de flavonoides e compostos fenólicos em espécies de flores 

comestíveis entre elas a espécie T. patula, os quais confirmaram altos teores destes compostos 

nas flores desta espécie. Na mesma época Katerere e colaboradores (2012) evidenciou boa 

correlação entre atividade antioxidante e conteúdo fenólico total em extratos de T. minuta, 

indicando que os compostos fenólicos desempenham papel na atividade antioxidante dos 

materiais vegetais, sendo o resultado obtido de 1399,42 mg EAG/100g. A relação entre 

constituintes polifenólicos, tanto para T. erecta como para T. patula, e atividade antioxidante 

também é evidenciada no presente estudo.    

 

3.3. Cromatografia por camada delgada para determinação de terpenos das frações 

A figura 4 apresenta os resultados da corrida cromatográfica para terpenos realizada 

com as frações obtidas dos extratos etanólico bruto de T. erecta e T. patula. É possível observar 

que as frações 2ª e 3ª de T. erecta (Rfs 0,33 e 0,51; 0,31 respectivamente) e 2ª e 3ª de T. patula 
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(Rfs 0,32 e 0,50; 0,34 respectivamente) apresentaram Rfs semelhantes ao padrão de eucalipto 

(0,30 e 0,54), além de as frações 4ª e 5ª de T. patula apresentarem Rfs (0,20 para as duas frações) 

próximos ao padrão citronellal (0,19), foi observado algumas manchas azul-violeta que podem 

indicar a presença de alguns ésteres de álcoois monoterpênicos, no caso do padrão citronellal 

utilizado no teste, a análise dos extratos foi positiva (Rf próximo) quanto ao valor de Rf, mas 

foi negativa quanto a comparação de coloração. Semelhantemente a este padrão os compostos 

disponíveis comercialmente utilizados no teste, os óleos essenciais de eucalipto (Eucalyptus 

globulus) e alecrim (Rosmarinus officinalis), de acordo com Wagner e Bladt (1996) há zonas 

adicionais com Rfs de valores baixos e elevados, podendo ser devido a produtos de 

decomposição ou impurezas removidas parcialmente; os extratos apresentaram poucas manchas 

com a mesma coloração dos padrões, como também com Rfs semelhantes, mas como há uma 

mistura de substâncias nestes padrões, não se pode afirmar a presença dos mesmos nas 

amostras.  

De acordo com Salinas-Sánchez et al., (2012) as colorações amarelo-marrom 

apresentada pela 3ª fração de T. patula (Rfs 0,43 e 0,28) podem indicar a presença do composto 

eugenol. Lima e Cardoso (2007) relataram que entre os principais compostos dos extratos desta 

planta estão o monoterpenos e sesquiterpenos, sendo estes relatados por Salinas-Sánchez et al., 

(2012) e Santos (2013) como presentes no óleo essencial de Tagetes sp. Portanto, a semelhança 

dos Rfs das frações e padrões além dos outros Rfs presentes na placa cromatográfica podem 

indicar possível presença de terpenos nas frações analisadas. 

 
Figura 4. Cromatografia por camada delgada das frações (2ª = HEX 75/AcOEt 25; 3ª = HEX 

50/AcOEt 50; 4ª = HEX 25/AcOEt 75; 5ª = AcOEt 100; 6ª = AcOEt 50/EtOH 50e 7ª = EtOH 

100%) obtidas dos extratos etanólico bruto de Tagetes erecta e Tagetes patula para 

determinação de terpenos. E padrões os óleos essenciais, A= alecrim; C= citronellal e E= 

eucalipto, com seus respectivos Rfs. 

 

3.3.1. Cromatografia por camada delgada para determinação de terpenos das frações 

comparando com os óleos essenciais Tagetes spp.  
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A figura 5 representa os resultados obtidos em cromatografia em camada delgada 

realizada com as frações obtidas a partir de extratos brutos de T. erecta e T. patula, as frações 

foram testadas juntamente com óleos essenciais comerciais de Tagetes minuta e Tagetes patula, 

sendo utilizados como padrão. É possível observar que as frações 2ª e 3ª (0,69 e 0,67 

respectivamente) apresentaram Rfs semelhantes aos óleos essenciais (0,69 para os dois óleos) 

indicando possível presença dos mesmos terpenos nos óleos e nas frações de T. erecta. Já para 

T. patula é possível observar muito Rfs em comum entre as frações e os óleos essências de T. 

minuta e T. patula, onde a 2ª, 3ª, 4ª e 5ª frações, com Rfs 0,27, 0,29, 0,28 e 0,26 respectivamente 

se assemelham aos dois padrões utilizados Tm e Tp (0,26 e 0,25 respectivamente), a 3ª fração 

apresentou Rf 0,38, próximo ao Rf de Tm, 0,37, e Tp, 0,39, indicado a possível  presença de 

outro composto terpênico, a 4ª fração apresentou Rf 0,47 próximo ao Rf do padrão Tm (0,48), 

a 2ª fração (0,69) também apresentou semelhança com os padrões Tm e Tp (0,68 e 0,70 

respectivamente). 

  

T. erecta T. patula 

Figura 5. Cromatografia por camada delgada das frações (2ª = HEX 75/AcOEt 25; 3ª = HEX 

50/AcOEt 50; 4ª = HEX 25/AcOEt 75; 5ª = AcOEt 100; 6ª = AcOEt 50/EtOH 50 e 7ª = EtOH 

100%) obtida do extrato etanólico bruto de Tagetes erecta e T. patula para determinação de 

terpenos. E padrões os óleos essenciais comerciais Tm= Tagetes minuta e Tp= Tagetes patula, 

com seus respectivos Rfs. 

 

3.3.2. Cromatografia por camada delgada para determinação de flavonoides das frações 

Na figura 6 estão os resultados da corrida cromatográfica para flavonoides realizada 

com as frações obtidas dos extratos etanólico bruto de T. erecta e T. patula. Para T. erecta é 

possível observar que a 4ª fração apresentou Rf 0,13 próximo ao padrão de rutina com 0,10, 

que a 3ª fração com Rf 0,22, também apresentou semelhança ao Rf 0,21 do padrão rutina, 

semelhante ao Rf do padrão rutina (0,32) estão todas as frações com exceção da 2ª fração com 

Rfs 0,33, 0,34 0,34, 0,32 e 0,31 respectivamente, indicando a presença de flavonoides nas 

mesmas e no extrato bruto. O mesmo ocorreu para T. patula, as frações 3ª (0,23), 4ª (0,13 e 
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0,22), 5ª (0,33), 6ª (0,22) e 7ª (0,22) apresentaram pelo menos um Rf semelhante ao padrão 

rutina (0,09, 0,21 e 0,31) indicando a presença de flavonoides nas mesmas e no extrato bruto. 

Outro indicativo da presença de flavonoides é a fluorescência apresentada pelas frações, 

de acordo com Wagner e Bladt (1996), a presença de fluorescência vista no comprimento de 

onda de 254nm indica a presença de compostos do grupo dos flavonoides. Os flavonoides 

refletem a coloração amarelo escuro, verde ou azul fluorescente, cuja presença de cores foi 

observada nas frações analisadas, a coloração azul observada nos tratamentos indica a presença 

de ácidos fenólicos. A análise dos Rfs e das colorações, amarelo alaranjado observadas nas 

frações, indicam somente a presença do padrão rutina, a coloração amarela esverdeada pode 

indicar a presença flavonoides específicos, como as flavonas. 

 

  

T. erecta T. patula 

Figura 6. Cromatografia por camada delgada das frações (2ª = HEX 75/AcOEt 25; 3ª = HEX 

50/AcOEt 50; 4ª = HEX 25/AcOEt 75; 5ª = AcOEt 100; 6ª = AcOEt 50/EtOH 50 e 7ª = EtOH 

100%) obtida do extrato etanólico bruto de Tagetes erecta e T. patula para determinação de 

flavonoides. E padrões os compostos flavonoídicos, R= rutina; Q= quercetina e AcG= ácido 

gálico, com seus respectivos Rfs. 

 

3.4 Atividade citotóxica e antiproliferativa em cultura de células 

O estudo da atividade citotóxica do extrato foi realizado em linhagens tumorais humanas 

(glioblastoma (U251), câncer de mama (MCF7), adenocarcinoma seroso ovariano (NCI-

ADR/RES) de alta resistência à doxorrubicina, carcinoma de células renais (786-0), carcinoma 

pulmonar de células grandes (NCI-H460), ovário de alto grau adenocarcinoma seroso 

(OVCAR-03), adenocarcinoma retossigmóide (HT-29), próstata (PC-3)), e com linhagem não-

tumoral humana (queratinócitos humanos (HaCaT)). Foi utilizado como padrão positivo a 

doxorrubicina, e o controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Os extratos foram 

testados em diluição seriada, em triplicada. A doxorrubicina é um quimioterápico do grupo das 

antraciclinas, sendo o medicamento mais utilizado no tratamento do câncer de mama. 
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Martins et al. (2011) e Melo e Salemi (2019) mostraram em seus estudos que a 

doxorrubicina causa efeito cardiotóxico dose-dependente irreversível e pode se manifestar até 

20 anos após a quimioterapia, com a maior sobrevida dos pacientes com câncer a possibilidade 

de cardiomiopatia e insuficiência cardíaca também aumenta. Torre (2018) relatou que os 

tratamentos contra câncer são tóxicos não somente nas células tumorais, mas também em 

células normais, como pode ser observado na ação da doxorrubicina sobre os queratinócitos 

(Figura 7). 
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Figura 7. Taxa de crescimento celular com doxorrubicina em linhagens celulares tumorais e 

em queratinócitos. Linhagens tumorais humanas: U251 (glioblastoma); MCF-7 (mama); NCI-

ADR/RES (ovário com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos); 786-O (rim); NCI-H460 

(pulmão, tipo não pequenas células); PC-3 (próstata); OVCAR-03 (ovário); HT-29 (cólon). 

Linhagem não tumoral humana: HaCaT (queratinócito). 

 

O extrato bruto de T. erecta demonstrou melhor atividade antiproliferativa sobre células 

da linhagem MCF-7 (mama) e HaCaT (queratinócito), sendo necessária a concentração de 

29,11 µg/mL para inibir em 50% a proliferação celular do câncer de mama e 33,17 µg/mL para 

queratinócitos (Figura 8A). A fração Te2 (HEX 75/ AcOEt 25) apresentou melhor atividade 

antiproliferativa contra as linhagens de queratinócito apresentando GI50 de 27,46 µg/mL (Figura 

8B). Já na fração Te3 (HEX 50/AcOEt 50) os resultados foram representativos quanto a 

atividade antiproliferativa sobre todas as linhagens de células (Figura 8C). A fração Te6 (AcOEt 

50/EtOH 50) foi a menos eficaz apresentando GI50 em concentrações mais elevadas que as 

demais, sendo que para a células da linhagem HT-29 (cólon) GI50 foi maior que 250 µg/mL 

(Figura 8C). 
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Figura 8. Taxa de crescimento celular com o extrato bruto de T. erecta e suas frações em 

linhagens celulares tumorais e em queratinócitos. Linhagens tumorais humanas: U251 (glioma); 

MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovário com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos); 

786-O (rim); NCI-H460 (pulmão, tipo não pequenas células); PC-3 (próstata); OVCAR-03 

(ovário); HT-29 (cólon). Linhagem não tumoral humana: HaCaT (queratinócito). Onde, A = 

extrato bruto de T. erecta; B = Te2; C = Te3; D = Te6. 

 

O extrato bruto de T. patula demonstrou melhor eficácia quanto a atividade 

antiproliferativa sobre células da linhagem MCF-7 (mama), sendo necessária a concentração de 

30,25 µg/mL para inibir em 50% a proliferação celular do câncer de mama, para as linhagens 

de células HT-29 (cólon) e 786-O (rim) o GI50 foi maior que 250 µg/mL (Figura 9A). A fração 

Tp2 (HEX 75/ AcOEt 25) apresentou melhor atividade antiproliferativa contra as linhagens 

MCF-7 (mama) apresentando GI50 de 29,04 µg/mL, apresentando valor maior que 250 µg/mL 

de GI50 para linhagem NCI-H460 (pulmão, tipo não pequenas células) (Figura 9B). Já na fração 

Tp3 (HEX 50/AcOEt 50) os resultados apresentaram maior eficiência para quase todas as 

linhagens de células com exceção da linhagem HT-29 (cólon) que necessita de GI50 de 198,95 

µg/mL (Figura 9C). A fração Tp6 (AcOEt 50/EtOH 50) apresentou GI50 para todas as linhagens 
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sendo mais eficaz nas linhagens NCI-ADR/RES (ovário com fenótipo de resistência a múltiplos 

fármacos) e 786-O (rim) apresentando GI50 de 4,96 µg/mL e 0,93 µg/mL respectivamente 

(Figura 9D). 

 

 

  

  

Figura 9. Taxa de crescimento celular com o extrato bruto de T. patula e suas frações em 

linhagens celulares tumorais e em queratinócitos. Linhagens tumorais humanas: U251 (glioma); 

MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovário com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos); 

786-O (rim); NCI-H460 (pulmão, tipo não pequenas células); PC-3 (próstata); OVCAR-03 

(ovário); HT-29 (cólon). Linhagem não tumoral humana: HaCaT (queratinócito). Onde, A = 

extrato bruto de T. patula; B = Tp2; C = Tp3; D = Tp6. 

 

 Todos os GI50 dos extratos e frações avaliados para as diferentes linhagens de células 

tumorais estão apresentados na Tabela 3. Além dos melhores resultados apresentados acima 

nas figuras, outras ações em linhagens podem ser melhores elucidadas, devido ao fato de que 

os extratos e frações estão em baixas concentrações. 

Vijayan e colaboradores (2004) demostraram que o extrato das folhas de T. minuta 

apresentou significativa atividade citotóxica com GI50=37-49 µg/ mL sobre células da linhagem 
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Vero consideradas não tumorais. Ali e colaboradores (2014) utilizando óleo essencial das folhas 

de T. minuta obtiveram GI50=54,7 mg/ mL sobre células tumorais de mama linhagem MCF-7. 

Já Al-Musayeib e colaboradores (2012) testaram extratos metanólico de T. minuta contra 

células da linhagem MRC-5 (fibroblastos normais de pulmão humano) para avaliar sua 

seletividade (índice de seletividade >4) utilizando como controle positivo o medicamento 

tamoxifeno, obtendo GI50= > 64,0 μg/ mL, enquanto o tamoxifeno apresentou GI50 de 11,0 μg/ 

mL. 

 

Tabela 3. Atividade antiproliferativa dos extratos e frações de T. erecta e T. patula e do fármaco 

antineoplásico Doxorrubicina frente a linhagens tumorais. 
 2 m a 7 4 p o h q 

Doxorrubicina 0,026 <0,025 0,16 <0,025 <0,025 0,23 0,14 0,26 <0,025 

Te Bruto 79,05 29,11 56,01 30,63 77,40 43,02 67,89 243,50 33,17 

Te2 HEX75 AcOEt25 218,25 32,81 14,16 28,58 164,93 64,17 51,56 * 27,46 

Te3 HEX50 AcOEt50 5,94 20,98 2,65 22,46 19,04 21,39 6,86 31,95 5,50 

Te6 AcOEt50 EtOH50 186,30 105,28 29,25 4,13 235,26 100,67 50,14 * 91,29 

Tp Bruto 124,14 30,25 100,08 * 150,04 67,39 81,50 * 45,75 

Tp2 HEX75 AcOEt25 63,63 29,04 24,74 54,35 * 88,74 30,79 174,02 57,99 

Tp3 HEX50 AcOEt50 29,13 28,35 5,04 26,15 38,42 28,70 13,15 198,55 27,77 

Tp6 AcOEt50 EtOH50 98,11 50,67 4,96 0,93 90,62 33,88 13,69 240,58 43,41 

Linhagens tumorais humanas: 2 = U251 (glioma); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovário com fenótipo 

de resistência a múltiplos fármacos); 7 = 786-O (rim); 4 = NCI-H460 (pulmão, tipo não pequenas células); p = 

PC-3 (próstata); o = OVCAR-03 (ovário); h = HT-29 (cólon). 

Linhagem não tumoral humana: q = HaCaT (queratinócito). 

GI50: Growth Inhibition 50 – concentração necessária para inibir em 50% a proliferação celular. 

* GI50 > 250 µg/mL 

 

 Estudos  realizado por Machado et al. (2008) demonstraram que o consumo de 

substâncias antioxidantes pode produzir uma ação protetora contra os danos causados pelos 

processos oxidativos celulares, e que a atividade antioxidante dos flavonoides é consequência 

das suas propriedades de óxido-redução, as quais podem desempenhar um importante papel na 

neutralização de radicais livres, já se sabe que as taxas de metabolismo nas células cancerígenas 

são maiores que as células normais e estão associadas ao  estresse oxidativo elevado. Gansukh 

et al., (2019) evidenciaram que compostos fenólicos como a luteína extraída de espécies de 

Tagetes, atuam na modulação dinâmica da produção de reativos de oxigênio (ROS) em 

carcinomas cervicais humanos (Hela) e linhas celulares normais (MDCK), no mesmo estudo 

descobriu-se que a luteína atua como indutor de ROS para células HeLa enquanto atuava como 

um normalizador para células normais, podendo ser considerada candidata em potencial para 

quimioprevenção e quimioterapia do carcinoma cervical humano e outras doenças crónicas. Em 

outro estudo Vijay e colaboradores (2018) demonstraram que o efeito do tratamento com 

compostos antioxidantes extraídos de Tagetes sp. em combinação com doxorrubicina (DOX) é 
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superior (efeito sinérgico) ao tratamento individual com DOX, promovendo atividade 

anticancerígena em linhagens celulares de adenocarcinoma de mama humano, sendo que este 

efeito não foi evidente nas células normais, indicando que o efeito carotenóide + DOX foi 

sinérgico e significativamente maior nas células cancerosas.  

 

4 CONCLUSÃO 

Diante dos resultados obtidos neste estudo é possível concluir que as espécies T. erecta 

e T. patula apresentam atividade antioxidante proporcional à concentração das frações 

analisadas, atividade que se deve principalmente ao teor de polifenóis e flavonoides 

encontrados nos extratos e nas diferentes frações avaliadas e evidenciadas nas análises de CCD, 

sendo que esta última também evidenciou a presença de diferentes terpenos. Quanto ao 

potencial citotóxico e antiproliferativo em células tumorais e não tumoral, as frações Te3 e Tp3 

(HEX 50/AcOEt 50) e Te6 e Tp6 (AcOEt50/ EtOH50) apresentaram potencial em todas as 

linhagens avaliadas. 
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CAPACIDADE INSETICIDA E PRÓ-OXIDATIVA DE EXTRATOS, FRAÇÕES E 

ÓLEO ESSENCIAL DE Tagetes erecta E Tagetes patula 

 

RESUMO 

 

Pesquisas realizadas buscando encontrar novos compostos para o controle de pragas na 

agricultura e práticas que sejam mais sustentáveis vem se tornando cada vez mais frequente em 

todo o mundo. A utilização contínua e indiscriminada de agrotóxicos pode causar diversos 

efeitos deletérios, afetando os diferentes ecossistemas, causando contaminação no solo, água, 

ar, alterações na morfologia dos organismos vivos, além de diversas doenças incluindo câncer. 

Para se atenuar todos estes problemas vários estudos vêm sendo realizados utilizando-se 

espécies vegetais como fonte de aleloquímicos associada a utilização correta dos agrotóxicos, 

com o objetivo de se descobrir compostos ativos contra insetos considerados pragas dos cultivos 

agrícolas, permitindo assim a síntese de novos produtos. As espécies Tagetes erecta e Tagetes 

patula, apesentam atividade nematicida, fungicida e inseticida, suas composições químicas vão 

desde compostos fenólicos até triterpenos. O presente estudo visa caracterizar extratos etanólico 

e frações de Tagetes erecta e Tagetes patula com potencial inseticida sobre espécies de interesse 

agronômico, por meio da avaliação da atividade biológica das diferentes frações e dos óleos 

essenciais sobre Sitophilus zeamais e Spodoptera frugiperda, como também realizar a avaliação 

da atividade pró oxidativa dos mesmos. Os resultados obtidos demonstraram que os extratos, 

frações e óleos essenciais das espécies testadas apresentaram potencial efeito inseticida sobre o 

inseto Sitophilus zeamais variando de 81,67 a 95,00% de mortalidade das frações de T. erecta 

e 75,00 a 100,00% de mortalidade das frações de T. patula, já para os óleos essenciais a 

mortalidade variou de 0,00 a 63,33%, os tratamento  afetaram também a viabilidade larval 

(sobrevivência) de Spodoptera frugiperda com porcentagens de 69,00 para T. patula e 61,00 T. 

erecta, quanto ao potencial oxidativo os tratamentos testados apresentaram degradação dose 

dependente das proteínas. Os extratos e óleos essenciais das espécies de Tagetes apresentaram 

potencial efeito inseticida sobre a espécie Sitophilus zeamais, como também afetou 

significativamente a viabilidade larval de Spodoptera frugiperda,  as análises por CG-EM 

demonstraram que os óleos essenciais são ricos em monoterpenos, quanto ao potencial 

oxidativo, os testes realizados com os extratos brutos mostraram aumento no potencial de 

degradação das proteínas nos tratamentos de acordo com o aumento da concentração dos 

extratos das duas plantas. 

 

Palavras-chave: Sitophilus zeamais, Spodoptera frugiperda, inseticida biológico, óleo 

essencial, albumina de soro bovino 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

Sendo considerado um dos maiores produtores agrícolas do mundo, o Brasil apresenta 

grande extensão de áreas cultivadas, o que leva a ter diferentes pragas associadas às suas 

culturas (Saath e Fachinello, 2018). Algumas dessas pragas se destacam por serem grandes 

causadoras de perdas, principalmente de grãos e sementes, por reduzirem seus valores 

nutricionais e comerciais. Os ataques podem ocorrer antes, durante e depois da colheita, o que 

é preocupante já que até hoje o Brasil tem sua economia baseada no setor primário de produção, 
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ocupando posição de destaque no abastecimento mundial de cereais, frutas e outros produtos 

de origem vegetal (Antunes e Dionello, 2010). 

No que diz respeito aos insetos considerados pragas para a indústria agrícola no Brasil, 

a espécie Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como a lagarta-

do-cartucho, tem se destacado como uma das mais prejudiciais às plantações de milho (Rosa e 

Martins, 2011). Nativa da América do Norte e do Sul está espécie caracteriza-se por se 

alimentar de mais de 350 espécies e por serem capazes de voar mais de 100 km em uma única 

noite, podendo infestar milharais rapidamente (Harrison et al., 2019). Esta espécie ataca as 

plantas no campo podendo reduzir a área foliar das mesmas, prejudicando a fotossíntese, além 

dos danos causados às espigas (Franco et al., 2012). Outra praga que causa prejuízos 

econômicos consideráveis aos cultivos dede milho, principalmente aos grãos armazenados, é o 

gorgulho Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae). Este inseto cosmopolita 

(Antunes e Dionello, 2010), de infestação cruzada, apresenta elevado potencial de reprodução, 

sendo considerado praga primária interna, além de possuir muitos hospedeiros, como trigo, 

milho, arroz, cevada, triticale e aveia (Lorini et al., 2010; Antunes et al., 2011). Dessa forma, 

considerando esses importantes prejuízos econômicos para a economia brasileira, faz 

necessário a implantação eficiente método de controle de pragas e doenças.  

O sistema convencional de controle de pragas, utilizado nas áreas agrícolas, baseia-se 

na utilização de produtos químicos (pesticidas sintéticos) (Zanuncio Junior et al., 2018) 

causadores de diversos problemas ambientais. A utilização frequente e indiscriminada dos 

mesmo, os quais nem sempre são eficientes, podem acarretar altos níveis de resíduos tóxicos 

nos alimentos, contaminações ambientais das águas e solo, intoxicações de seres humanos e 

animais, resistência de pragas, plantas invasoras, dentre muitos outros desiquilíbrios biológicos 

(Queiroga et al., 2012; Mariani e Henkes, 2015). No que diz respeito à saúde humana, os 

trabalhadores no campo estão mais suscetíveis a exposição aos agrotóxicos utilizados nos 

cultivos, como também no consumo de alimentos contaminados com os mesmos. Assim, 

diversas doenças estão relacionadas à esta exposição, como cefaleia, náuseas, dor de estômago, 

distúrbios de depressão, ansiedade, alterações celulares associadas a vários tipos de câncer, 

neoplasias, dentre outras (Boccolini et al., 2013; Silva et al., 2016). 

A ampla utilização dos agrotóxicos no mundo é devido ao crescimento populacional, 

segundo a ONU (2012) a população mundial será superior 8 bilhões de pessoas em 2024 e 

superior a 9,5 bilhões em 2050, exigindo maior oferta de alimentos, e o Brasil é líder no 

consumo e utilização desses agrotóxicos (Silva e Costa, 2012). Dessa forma, a busca por novos 
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métodos de controle inclui a utilização de produtos menos agressivos ao ambiente, como, por 

exemplo, inseticidas de origem vegetal. 

Atualmente, compostos bioativos encontrados em plantas são considerados alternativas 

importantes para o manejo de pragas, atenuando problemas causados pelos agrotóxicos, e 

consequentemente pelas próprias pragas (Ma et al., 2018). Esses compostos podem exercer por 

exemplo ação de repelência, e de contato; sendo observada ação inseticida decorrente 

principalmente pela fagodeterrencia e reprodução (Hagstrum e Phillips, 2017). Diante disso, 

algumas espécies vegetais vêm sendo estudadas cientificamente com o propósito de fornecerem 

compostos bioativos capazes de serem utilizados no controle de pragas, entre estas plantas estão 

algumas espécies do gênero Tagetes. 

Pertence à família Asteraceae, as espécies gênero Tagetes, são nativas do México e 

América Central, possuem propriedades terapêuticas que são reconhecidas desde o tempo dos 

astecas (Jain et al., 2012). Além de sua utilização no combate à várias enfermidades, essas 

espécies também são utilizadas como alternativa para o controle de pragas e doenças. Por 

apresentarem substâncias tóxicas principalmente contra insetos, ácaros, nematoides, bactérias, 

fungos e vírus, seus metabolitos secundários, têm proporcionado o desenvolvimento de novos 

fármacos e inseticidas (Salinas-Sánchez et al., 2012). Dentre esses metabólitos destaca-se a 

presença de alilanisol, anetol, limoneno, eugenol de metilo, e β-cariofileno; pertencentes a 

certos grupos de hidrocarbonetos, álcoois, éteres, aldeídos, cetonas, ésteres, carotenoides, 

flavonoides, terpenos e tiofenos (Dasgupta et al., 2012; Xu et al., 2012; Santos, 2013; Santos et 

al., 2016; Ma et al., 2018 ). 

As plantas de Tagetes erecta Linnaeus são popularmente conhecidas como cravo de 

defunto, calêndula, cravo africano e flor dos mortos. São caracterizadas por plantas ramosas, 

podendo chegar até 1,50 m de altura, apresentam capítulos grandes, que atingem até 7 cm de 

diâmetro, cor amarelo intenso, e atividade nematicida, fungicida e inseticida (Xu, Wang e Shi, 

2011). Já a espécie Tagetes patula Linnaeus é popularmente conhecida como cravo francês, 

botões de solteirão e tagetes anão. Nativa do México, sua altura varia de 20 a 40 cm (Ministério 

da Saúde, 2015), suas flores se apresentam em capítulos pequenos, com cores amarelas, laranjas 

e vermelhas alaranjadas, suas folhas são verde escura e densa de aroma característico, possui 

propriedades antioxidantes, larvicida, fungicida, antimicrobiana, nematicida e inseticida 

(Tonuci et al., 2012). 

 Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo avaliar os extratos etanólicos e 

frações e óleo essencial de T. erecta e T. patula sobre Sitophilus zeamais e Spodoptera 
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frugiperda, insetos de interesse agronômico. Avaliou também a atividade pró-oxidativa das 

frações e caracterizou fitoquimicamente o óleo essencial de T. patula. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Coleta da planta e obtenção dos extratos, frações e óleo essencial. 

Partes vegetativas, folhas e caules, de T. erecta e T. patula foram coletadas de espécimes 

cultivadas em campo na Agência Paulista de Tecnologia dos Agronegócios (APTA) - Polo 

Regional Médio Paranapanema (22º37’07,92’’S e 50º22’26,85’’O, com altitude 701m), 

plantadas em setembro de 2015, coletas realizadas no mês de dezembro, sempre no início da 

manhã onde as temperaturas são mais amenas, as plantas já se encotravam no estágio de 

floração. 

 Para preparação dos extratos as partes vegetais aéreas de T. erecta e T. patula (caule e 

folhas) foram lavadas, secas em estufa (40°C), reunidas e pulverizadas em moinho de facas. A 

extração foi realizada por percolação do pó com etanol. O material moído (500 g) foi 

previamente intumescido com 2 L de etanol PA durante 2 horas em béquer. Após esse período, 

o percolador foi empacotado com a mistura (pó + etanol PA), sendo o empacotamento 

procedido da forma mais homogênea possível, evitando a formação de bolhas de ar ou espaços 

no conteúdo alocado dentro do percolador. A altura do enchimento obedeceu à proporção 5:1 

(referente ao volume do percolador e do material vegetal) em relação ao tamanho do percolador. 

A vazão do percolador ficou entre 1-2,0 mL/min/Kg de material vegetal. Após este período o 

extrato obtido foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo com temperaturas inferiores a 

50ºC. O extrato seco resultante foi quantificado e armazenado para utilização nos bioensaios e 

análises fitoquímicas. 

Para obtenção das frações, o extrato etanólico foi submetido a cromatográfica de coluna 

utilizando sílica gel 60 como suporte, com indicador de fluorescência (F254). Para cada 

separação cromatográfica foi realizada a seleção prévia do solvente ou da composição de 

solventes que proporcionasse a melhor separação dos constituintes. As separações 
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cromatográficas foram executadas em colunas (diâmetro x altura = 6,0 x 50,0 cm). As eluições 

foram realizadas de acordo com a Figura 1. 

 

Figura 1. Fluxograma demonstrando o fracionamento do extrato bruto etanólico das espécies 

de Tagetes. HEX = hexano; AcOEt = acetato de etila; EtOH = etanol. 

O óleo essencial de T. patula foi obtido pelo método de arraste a vapor conforme 

metodologia descrita por Gorni e Pacheco (2016). Já o óleo essencial de T. minuta foi obtido 

comercialmente e utilizado como controle. 

 

2.2. Atividade inseticida 

2.2.1. Obtenção e criação dos insetos 

2.2.1.1. Criação de Sitophilus zeamais 

Os insetos da espécie Sitophilus zeamais utilizados nos bioensaios foram criados no 

Laboratório de Fitoterápicos e Produtos Naturais da Unesp Campus de Assis, os mesmos foram 

mantidos em potes plásticas de 500 mL, em câmara climatizada à temperatura de 25ºC, umidade 

relativa de 70% e fotoperíodo de 12 horas. Os potes foram vedados com malha vazada contendo 

grãos de milho como substrato de alimentação. Os adultos criados desta maneira foram 

utilizados nos bioensaios, separados ao acaso, e mantidos sem alimento por três horas antes do 

preparo dos bioensaios, conforme sugerido por Prates e Santos (2000).  

 

2.2.1.2. Criação de Spodoptera frugiperda 

A criação de Spodoptera frugiperda foi realizada no laboratório de Fitossanidade da 

Unesp Campus de Registro, em câmara climatizada à temperatura de 25 ºC, umidade relativa 

de 70% e fotoperíodo de 14 horas.  

Após a eclosão das lagartas, dois indivíduos foram alocolocados em copos plásticos de 

100 mL com tampa, contendo como substrato de alimentação cubos de dieta artificial como 

descrito por Greene et al. (1976). Foram mantidas nessas condições até atingirem o estágio de 

pupa. Posteriormente, foram retiradas com auxílio de pinça e transferidas para gaiolas de 

oviposição, constituídas por tubos de polietileno (20 cm de altura e 10 cm de diâmetro), forrados 
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com papel sulfite, sobre um prato de vaso plástico (30 cm de diâmetro) forrados com papel 

toalha. Essas gaiolas foram fechadas na parte superior com tecido voil e elástico. No interior de 

cada gaiola foram colocadas aproximadamente 30 pupas recém transformadas. Após a 

emergência dos adultos de S. frugiperda, esses foram alimentados, a cada dois dias, com 

solução aquosa de mel a 10% fornecida em copo plástico de 50 mL preenchido com algodão 

embebido na solução. As posturas realizadas no papel sulfite, foram retiradas das gaiolas e 

transferidas para copos de ovos de 400 mL, contendo no fundo uma pequena porção de dieta 

artificial. Lagartas de segundo instar foram utilizads nos bioensaios. 

 

2.2.2. Bioensaios inseticidas 

2.2.2.1. Avaliação inseticida por aplicação tópica das frações de Tagetes sp. 

Para aplicação tópica das amostras, 20 insetos adultos não sexados de S. zeamais, 

selecionados aleatoriamente foram colocados em placas de Petri previamente higienizadas e 

desinfetadas com solução de hipoclorito de sódio a 10%. Como substrato de alimentação foram 

utilizads 20 sementes de milho (sem tratamento, utilizadas na alimentação animal). 

Logo após a preparação das placas foram pulverizadas sobre os insetos as frações de 

maior rendimento nas concentrações de 50, 100 e 200 mg/mL, e água destilada como controle. 

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com três 

repetições para cada grupo de 20 insetos e controle. O teste foi realizado em condições de estufa 

tipo BOD, com temperatura de 25±2°C, umidade do ar de 70±2% e fotoperíodo de 12 horas. 

Para aplicação das soluções sobre os insetos na placa de Petri foi utilizado um 

pulverizador manual com capacidade para 200 mL, assegurando aplicação de 1,5±0,5 mL por 

cm2 da placa de Petri. Os pulverizadores foram calibrados aplicando-se água destilada em 

discos de papel filtro que foram pesados antes e após as aplicações. A média das diferenças 

entre as pesagens foi utilizada como valor padrão, conforme metodologia estabelecida por 

membros da Internacional Organization of Biological and Integrated Control of Noxious 

Animal and Plants (IOBC) (Hassan, 1997). O efeito dos tratamentos sobre os insetos foi 

avaliado a cada 12 horas durante 96 horas, por meio de observações visuais quanto à 

mortalidade ou capacidade de se movimentar do inseto. 

 

2.2.2.2. Avaliação inseticida por fumigação dos óleos essenciais de Tagetes spp. 

Para o ensaio biológico por fumigação foram utilizadas placas de Petri de 5 cm de 

diâmetro e 20 insetos adultos de S. zeamais selecionados aleatoriamente para cada tratamento. 
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As placas foram forradas com papel filtro logo após foram aplicados sobre o papel, 1,00µL das 

soluções de óleos essências (acetona+óleo essencial), nas contrações de 0,25, 0,50, 0,75 por 

cm2 da placa de Petri, e controle testemunha (acetona). As placas foram deixadas abertas por 

40 minutos para evaporação total do solvente e logo após foram colocados os insetos. O 

experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com três repetições 

para cada grupo experimental e controle. O teste foi realizado em condições de estufa tipo BOD, 

com temperatura de 25±2°C, umidade do ar de 70±2% e fotoperíodo de 12 horas. No primeiro 

teste a avaliaçãofoi realizada 24 horas após o início, sendo avaliada a mortalidade de insetos. 

No segundo teste a avaliação foi realizada a cada 24 horas por 96 horas, sendo contabilizada a 

mortalidade de insetos no decorrer do experimento. 

 

2.2.2.3. Efeito de extratos de T. erecta e T. patula sobre parâmetros biológicos de 

Spodoptera frugiperda 

O experimento foi desenvolvido em ambiente climatizado à temperatura de 25 ± 2ºC, 

umidade relativa de 70 ± 10 % e fotofase de 14 horas. O delineamento experimental utilizado 

foi inteiramente casualizado composto por 4 tratamentos por planta, com 5 repetições, cada 

uma envolvendo 5 lagartas de segundo ínstar de Spodoptera frugiperda. O tratamento 1 

(controle negativo) foi incorporado de 15 mL de água destilada à dieta artificial. No tratamento 

2 foi incorporado uma solução de 0,3% de espalhante adesivo Tween 80 (controle testemunha) 

na quantidade de 15 mL. Os demais tratamentos foram constituídos dos extratos etanólico de 

T. erecta e T. patula + 0,2 µL espalhante adesivo Tween 80 e completado com água destilada 

até atingir 15 mL (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Tratamentos testados no experimento envolvendo extratos etanólico de Tagetes 

patula (EETP) e Tagetes erecta (EETE) sobre Spodoptera frugiperda. 

 

Tratamentos Descrição dos tratamentos 

Controles 
T1 Água destilada 

T2 Tween 80 

EETP 

TP1 1 µg/mL  

TP2 10 µg/mL  

TP3 100 µg/mL  

TP4 1.000 µg/mL  

EETE 

TE1 1 µg/mL  

TE2 10 µg/mL  

TE3 100 µg/mL  

TE4 1.000 µg/mL  
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Os tratamentos foram incorporados a dieta artificial a base de feijão, como proposta por 

Greene et al., (1976), na concentração de 5% (v/v), quando esta atingiu a temperatura de 

aproximadamente 50oC a fim de se evitar a degradação de possíveis moléculas termo sensíveis 

(Sâmia, et al., 2016). Após o preparo as porções da dieta foram pesadas individualmente, e 

posteriormente acondicionadas em um recipiente plástico com volume de 50 mL. Cada 

recipiente plástico contendo dieta artificial incorporada ou não com extratos aquosos, foi 

inoculado, com uma lagarta de 2º ínstar de S. frugiperda. A sobrevivência das lagartas foi 

avaliada diariamente até a pupação, enquanto que o peso dessas foi mensurado, com auxílio de 

balança analítica de precisão, aos sete e nove dias após a exposição aos tratamentos.  

Quando as lagartas atingiram a fase pupal foi determinada a duração e viabilidade do 

período larval. Após 24 horas da pupação as pupas obtidas foram pesadas individualmente, com 

auxílio de balança analítica de precisão, sendo, em seguida, acondicionadas individualmente 

em recipientes plásticos de 100 mL, sendo observados diariamente até a emergência dos 

adultos, visando a determinação da duração e viabilidade pupal. Os indivíduos adultos foram 

mantidos em recipientes plásticos de 100 mL, sendo observados diariamente até a sua morte, 

confirmada pela imobilidade do inseto, visando-se determinar a longevidade da fase adulta. 

 

2.2.2.3.1. Análise estatística 

Os dados relativos aos parâmetros biológicos de Spodoptera frugiperda foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA), e suas médias foram comparadas aplicando-se 

teste Scott-Knott ao nível de significância de 5%, utilizando o software AgroStat (Barbosa e 

Júnior, 2015). 

 

2.3. Caracterização do óleo essencial por cromatrografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas 

A caracterização fitoquímica para a identificação dos compostos do óleo essencial foi 

realizada por meio da análise em cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa 

(GC/MS). As análises cromatográficas por CG/EM foram realizadas em um cromatógrafo 

Shimadzu Modelo GCMS-QP2020, equipado com detector de massa com analisador do tipo 

quadrupolo. Empregou-se a coluna Shimadzu-Rtx-5MS com comprimento de 30 m, 0,25 mm 

de diâmetro interno e 0,25 µm de espessura da fase estacionária. Foi realizado o processo de 

sililação da amostra. A análise foi realizada com temperatura do injetor de 290 °C; o volume 

de amostra injetada, de 1,0 µL com razão de split 1:50; energia de ionização por elétrons de 
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70eV e faixa de aquisição dos espectros de massa, de m/z 45 a 500 Daltons. A programação de 

temperatura iniciou a 100 °C elevando-se até 320 °C, com taxa de aquecimento de 3 °C min-1. 

Os compostos encontrados nas amostras foram identificados tentativamente por comparação 

dos espectros de massa, utilizando-se como referência a biblioteca de espectros do equipamento 

(NIST Library MS). 

 

2.4. Avaliação da atividade pró-oxidativa do extrato 

2.4.1. Preparo das amostras 

A avaliação da mobilidade relativa em eletroforese (MRE) foi realizada de acordo com 

Hsieh et al. (2005) e Toda (2005) com adequações descritas a seguir. Foram preparadas três 

soluções iniciais: Albumina de soro bovino (BSA 2 mg/mL) foi diluída em tampão fosfato 

(PBS) (10 mM, pH 7,4)=(Solução 1); CuCO4 (1 mg/mL) adicionada de Tampão fosfato (10 

mM, pH 7,4)=(Solução 2); H2O2 (10,3M) adicionada de Solução 2=(Solução 3). Os tratamentos 

foram preparados em três concentrações para cada espécie de Tagetes, 1, 5 e 10 mg de extrato/ 

mL de solução 2.  Para o preparo dos controles foram utilizados: Controle negativo: solução 1; 

Controle 1: 1 mL da solução 1 adicionada de 1 mL de solução 2; Controle positivo: 1 mL da 

solução 1 adicionada de 1 mL da solução 3. Todos os tratamentos e controles foram incubados 

a 37ºC durante 48 horas.  A eletroforese de BSA foi realizada utilizando gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE). 

 

2.4.2. Preparo do gel de eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)  

As diferentes concentrações dos extratos de T. erecta e T. patula foram analisadas por 

eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (Laemmli, 1970; Kocha et al., 1997). Os 

géis de poliacrilamida nas concentrações de 12% (22,2% acrylamida/0,6 bis-acrylamida; 1M 

Tris-HCl pH 8,8; água destilada; SDS 10%; persulfato de amônio 10%; TEMED) foram 

montados em placas do sistema de eletroforese K33-10V (KASVI, Brasil) de dimensões 10 x 

10 cm. As amostras (tratamentos e controles) juntamente com o tampão de amostra (1M Tris-

HCl pH; SDS 4%; Glicerol 20%; Β-mercaptoetanol 5%; Azul de bromofenol 0,2%) foram então 

submetidos a 95ºC por 5 minutos e posteriormente aplicadas ao gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE). A proteína BSA foi eletroforeticamente separada utilizando uma corrente de 200mA e 

voltagem de 100V. Após a corrida, os géis foram corados com solução de coomassie brilhant 

blue R-250 dissolvido em metanol 50% e ácido acético 10%. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Avaliação da atividade inseticida 

3.1.1. Aplicação tópica das frações de T. erecta e T. patula sobre Sitophilus zeamais 

Os resultados para o teste inseticida nas diferentes concentrações das frações de T. 

erecta estão apresentados na Figura 2. Verificou-se nas placas tratadas com a concentração com 

50 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL da fração 2 no tempo de 12 horas, em comparação ao 

controle, mortalidade de 3,33, 2,50, 6,67 e 0,00 % respectivamente. Semelhantemente, na 

fração 3 verificou-se mortalidade de 3,33 % para a concentração de 50 mg/mL e 1,67 % para 

100 mg/mL. Para a fração 6 a mortalidade foi 6,67, 8,33 e 5,00 % respectivamente, mortalidade 

superior às outras frações. 

No tempo de 24 horas, a mortalidade de insetos nas diferentes concentrações para a 

fração 2 foi 26,67 % para 50 mg/mL, 2,50 % para 100 mg/mL e para a concentração de 200 

mg/mL foi 13,33 %. Já para a fração 3 a mortalidade correspondeu a 6,67 e 41,67 % nas 

concentrações de 50 mg/mL e 100 mg/mL respectivamente. Para a fração 6 a mortalidade foi 

13,33, 28,33 e 18,33 % respectivamente para as três frações testadas. No tempo de 36 horas a 

maioria das concentrações apresentaram mortalidade superior a 50 %, para a fração 2 a 

concentração 50 mg/mL apresentou 65,00 % de mortalidade. As duas concentrações da fração 

3 apresentaram 50,00 e 88,33 % respectivamente. Para a fração 6 a mortalidade foi de 71,67 e 

61,67 % para as concentrações 100 mg/mL e 200 mg/mL (Figura 2).   

Após 48 horas, a concentração 200 mg/mL da fração 2 atingiu 51,67 % de mortalidade. 

Com 60 horas de ensaio as concentrações de 100 mg/mL e 200 mg/mL da fração 2 atingiram 

mortalidade de 50,00 e 68,33 % respectivamente, e o controle permaneceu com 0,00 %. Ao 

final do ensaio no tempo de 96 horas a fração 2 apresentou 95,00, 85,00 e 83,33 % de 

mortalidade respectivamente para as concentrações de 50 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL. 

A fração 3 determinou mortalidade de 93,33 e 98,33 % para as concentrações 50 mg/mL e 100 

mg/mL. Para a fração 6 verificou-se mortalidade de 81,67, 95,00 e 91,67 % respectivamente 

para as três concentrações e o controle apresentou 1,66 % de mortalidade ao final do teste 

(Figura 2). 
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Figura 2. Porcentagem média de insetos mortos pelo tempo em horas, após a pulverização das 

frações de T. erecta, nas concentrações 50, 100 e 200 mg/mL para as frações 2 (HEX/AcOEt 

75:25) e 6 (AcOEt/EtOH 50:50) e 50 e 100 mg/mL para a fração 3 (HEX/AcOEt 50:50), (Te = 

Tagetes erecta). 

 

Na figura 3 estão apresentados os resultados do teste de mortalidade de insetos para as 

frações 2, 3 e 6 de T. patula. No tempo de 12 horas os diferentes tratamentos com 50 mg/mL, 

100 mg/mL e 200 mg/mL da fração 2, determinaram mortalidade de 0,00, 3,33 e 8,33 % 

respectivamente. A fração 3 apresentou mortalidade de 3,33 % para a concentração de 50 

mg/mL e 0,00 % para 100 mg/mL. Para a fração 6 a mortalidade foi de 3,33, 20,00 e 8,33 % 

respectivamente. No tempo de 24 horas, a taxa de insetos mortos nas diferentes concentrações 

para a fração 2 foi 20,00 % para 50 mg/mL, 3,33 % para 100 mg/mL e 23,33 %.  para a 

concentração de 200 mg/mL. Para a fração 3 a mortalidade obtida nas concentrações de 50 

mg/mL e 100 mg/mL foi de 21,67 e 5,00 % respectivamente. Para a fração 6 as a taxa de 

mortalidade foi de 3,33, 61,67 e 8,33 respectivamente. No tempo de 36 horas metade das 

concentrações apresentaram mortalidade superior a 50 %, para a fração 2 a concentração 50 

mg/mL apresentou 68,33 % de mortalidade, a concentração de 50 mg/mL da fração 3 

apresentaram 91,67 %. Para a fração 6, as taxas de mortalidade foram 50,00 e 91,67 % para as 

concentrações 50 mg/mL e 100 mg/mL (Figura 3).  

Após 48 horas do inicio do teste, as concentrações de 200 mg/mL das frações 2 e 6 

atingiram 60,00 e 65,00 % de mortalidade e a concentração de 50 mg/mL da fração 3 atingiu 

100 % de mortalidade. Com 60 horas de teste as concentrações de 100 mg/mL das frações 2 e 
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3 atingiram 61,67 e 56,57 % de mortalidade respectivamente, a concentração 100 mg/mL da 

fração 6 apresentou 100 % de mortalidade, e o controle permaneceu com 0,00 %. 

Ao final do ensaio no tempo de 96 horas a fração 2 apresentou 100,00, 76,77 e 93,33 % 

de mortalidade respectivamente para as concentrações de 50 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL. 

A fração 3 determinou mortalidade de 100,00 e 75,00 % para as concentrações de 50 mg/mL e 

100 mg/mL. Na fração 6 a mortalidade correspondeu à 93,33, 100,00 e 85,00 % 

respectivamente para as três concentrações e o controle apresentou 1,66 % de mortalidade ao 

final do teste (Figura 3). 

 

 
Figura 3. Porcentagem média  de insetos mortos pelo tempo em horas, após a pulverização das 

frações de T. patula, nas concentrações 50, 100 e 200 mg/mL para as frações 2 (HEX/AcOEt 

75:25) e 6 (AcOEt/EtOH 50:50) e 50 e 100 mg/mL para a fração 3 (HEX/AcOEt 50:50), (Tp = 

Tagetes patula). 

 

Os resultados obtidos foram significativos quanto a mortalidade do inseto Sitophilus 

zeamais, pois todas as frações apresentaram mais de 70% de mortalidade, sendo os resultados 

tempo dependentes, podendo   

Phoofolo et al. (2013) constataram que o extrato aquoso de T. minuta exibiu efeito tóxico 

sobre a fecundidade de Brevicoryne brassicae (pulgão da couve), demonstrando a possível 

utilização como fonte de pesticida botânico. Weaver et al. (1997) relataram que o extrato bruto 

e frações de extrato floral T. minuta foram eficazes contra Sitophilus zeamais no LD50, mas o 

LD99 indicou que grandes quantidades de material seriam necessárias para garantir o controle 

inseticida da população de gorgulhos testada. Munhoz et al. (2017) mostraram a eficácia da 

fração acetato de etila, extraída de flores de T. patula sobre Meloidogyne incognita, 

Meloidogyne javanica e Meloidogyne paranaensis, como também atividade nematostática 
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contra M. paranaensis. Recentemente Ma et al.  (2018) utilizando extrato de folhas de Tagetes 

lemmonii demonstrando toxicidade contra o Tribolium castaneum, como também atividade 

antioxidante, repelente e inseticida. Estes estudos corroboram com a atividade inseticida 

demonstrada no presente estudo, proporcionando assim informações complementares sobre a 

atividade de espécies do gênero Tagetes. 

 

 3.1.2. Avaliação inseticida por fumigação dos óleos essenciais de T. minuta e T. patula 

sobre Sitophilus zeamais 

No teste realizado com os óleos essenciais comerciais, pode-se observar dose 

dependência de mortalidade de acordo com o aumento da concentração. O óleo de T. minuta 

apresentou mortalidade de 0,00, 8,33, 16,67 e 36,67 % para as concentrações de 0,25, 0,50, 0,75 

e 1,00 µL/cm2 respectivamente. O óleo de T. patula apresentou mortalidade de 1,67, 13,33, 

25,00 e 43,33 % para as concentrações de 0,25, 0,50, 0,75 e 1,00 µL/cm2 respectivamente, o 

controle apresentou 0,00 % de mortalidade para a contagem de 24 horas (Figura 4). 

 
Figura 4. Porcentagem média de insetos mortos após a pulverização dos óleos essenciais de T. 

minuta e T. patula nas concentrações 0,25, 0,50, 0,75 e 1,00 µL/cm2, (Tm = Tagetes minuta; 

Tp = Tagetes patula), mais o controle. Contagem realizada 24 horas após a pulverização. 

 

Na figura 5 estão evidenciados os resultados obtidos no teste realizado com os óleos 

essenciais comerciais, em diferentes concentrações, e leituras realizadas as cada 24 horas, no 

total de 96 horas. Foi observado dose dependência de mortalidade de acordo com o aumento da 

concentração para os dois tratamentos. O óleo de T. minuta apresentou mortalidade final de 

3,33, 15,00, 46,67 e 56,67 % para as concentrações de 0,25, 0,50, 0,75 e 1,00 µL/cm2 

respectivamente. O óleo de T. patula apresentou mortalidade final de 1,67, 8,33, 21,67 e 63,33 

% para as concentrações de 0,25, 0,50, 0,75 e 1,00 µL/cm2 respectivamente e o controle 

apresentou ao final do teste 0,00 % de mortalidade. 
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Figura 5. Porcentagem média de insetos mortos pelo tempo em horas, após a pulverização dos 

óleos essenciais de T. minuta e T. patula nas concentrações 0,25, 0,50, 0,75 e 1,00 µL/cm2, (Tm 

= Tagetes minuta; Tp = Tagetes patula), mais o controle. 

 

Tripathi et al. (2012) relataram a identificação de mais de 40 compostos no óleo 

essencial de T. erecta, dos quais os principais foram cis-ocimeno, trans-oscimeno, l-limoneno, 

trans-tagetona, β-cariofileno e D-limoneno. Politi et al. (2017) relataram 100 % de mortalidade 

de percevejos da espécie Cimex lectularius, utilizando óleo essencial de T. patula. Kyarimpa et 

al. (2014) comprovaram que o óleo essencial de T. minuta é um potente inseticida contra 

Anopheles gambiae, hospedeiro e transmissor da malária. Tomova et al. (2005) constataram 

que o óleo essencial de T. minuta causou diminuição dose dependente do número de 

descendentes das espécies de pulgões e fungo (Acyrthosiphon pisum, Myzus persicae, 

Alternaria solani respectivamente), ao fracionar o óleo essencial os autores comprovaram que 

o composto β-cariofileno foi mais eficaz em diminuir o número de descendentes do que o óleo 

intacto. Resultados semelhantes foram obtidos no presente estudo, demonstrando que as 

espécies do gênero Tagetes citadas apresentam eficiente atividade inseticida utilizando seus 

óleos essenciais. 

 

3.1.3 Efeito de extratos de T. erecta e T. patula sobre parâmetros biológicos de Spodoptera 

frugiperda 

O peso larval médio aos 7 e 9 dias após a exposição, estão apresentados na Tabela 2 e 

na Figura 6, nas quais se observaram que os diferentes tratamentos testados apresentaram efeito 

sobre esse parâmetro, se comparados com a testemunha. 
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Tabela 2. Peso médio (mg) (± erro padrão) de lagartas de Spodoptera frugiperda submetidas a 

diferentes tratamentos. 
Tratamentos 7 DAE 9 DAE 

T1 152,58±11,81b 387,61±24,96b 

T2 189,48±17,29a 448,76±23,69a 

TP1 171,02±11,50a 390,38±8,92b 

TP2 182,60±9,15a 440,76±31,19a 

TP3 191,08±14,30a 445,72±14,63a 

TP4 148,76±12,19b 362,64±32,45b 

TE1 172,92±6,13a 383,84±17,25b 

TE2 160,00±8,17b 367,88±10,55b 

TE3 147,72±8,88b 349,44±18,89b 

TE4 151,97±4,78b 350,40±24,67b 

CV(%) 14,77 12,58 

Valor p 0,0311 0,0066 

T1= Água destilada; T2= Tween 80; TP = 1 µg/mL extrato etanólico de Tagetes patula; TP2= 10 µg/mL extrato 

etanólico de Tagetes patula; TP = 100 µg/mL extrato etanólico de Tagetes patula; TP = 1.000 µg/mL extrato 

etanólico de Tagetes patula; TE1= 1 µg/mL extrato etanólico de Tagetes erecta; TE = 10 µg/mL extrato etanólico 

de Tagetes erecta; TE3= 100 µg/mL extrato etanólico de Tagetes erecta; TE4= 1.000 µg/mL extrato etanólico de 

Tagetes erecta. 

 

 

 
Figura 6. Peso larval médio de Spodoptera frugiperda exposta a diferentes tratamentos. A = 

extrato etanólico de T. patula; B = extrato etanólico de T. erecta. 

Avaliando o 7° dia após a exposição (7DAE), foi possível observar redução do peso 

larval dos TP4, TE2, TE3, TE4 comparados ao T2, sendo que T1 também apresentou peso 

A 
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larval menor que o T2, não apresentando diferença significativa em relação aos tratamentos 

citados. Aos 9 dias após a exposição (9DAE) as lagartas que apresentaram menores pesos foram 

as submetidas aos tratamentos com extrato de T. erecta e TP1, T1 continuou apresentando peso 

menor que T2, não apresentando diferença significativa em relação aos tratamentos citados 

(Tabela 2). Com a observação destes dados pode-se inferir que o extrato de T. erecta apresentou 

maior efeito sobre o parâmetro peso de lagarta, inclusive nas menores concentrações testadas.  

Outro fato a ser considerado é que foi observado também que as lagartas alimentadas 

com dieta + água (T1) também apresentaram menores pesos, apesar que quando se utilizou 

dieta + espalhante (T2) este efeito não foi observado. 

O período de duração larval (DL) observada nos diferentes tratamentos variou de 12,80 

a 13,89 dias não apresentando diferença estatística entre os tratamentos testados.  

A viabilidade larval (VL) (sobrevivência) foi afetada significativamente pelos extratos 

das duas plantas testadas quando se utilizou a concentração de 1.000 µg/mL (TP4 e TE4). O 

peso de pupas (PP) e o período de duração pupal (DP) não sofreram influência dos tratamentos 

testados. A sobrevivência (VP) da fase pupal foi menor quando se utilizou o espalhante adesivo 

e o tratamento TP4. O período de vida do inseto adulto (LA) não sofreu influência significativa 

dos tratamentos testados variando de 6,67 a 8,14 dias (Tabela 3). O parâmetro analisado que 

mais sofreu interferência dos tratamentos foi a Viabilidade larval VL, para as concentrações 

TP4 e TE4 com valores abaixo dos controles, mas sem apresentar diferença estatística ao T1. 

 

Tabela 3. Média de parâmetros biológicos (± erro padrão) de Spodoptera frugiperda 

submetidas a diferentes tratamentos. 

Trat. DL VL PP DP VP LA 

T1 13,89±0,74a 80,00±6,32b 234,90±12,21a 9,22±0,39a 85,00±10,00a 8,12±0,71a 

T2 13,00±0,14a 96,00±4,00a 248,92±3,21a 10,63±0,27a 59,00±10,53b 6,67±0,47a 

TP1 13,06±0,28a 96,00±4,00a 236,44±8,95a 10,03±0,27a 92,00±8,00a 7,52±0,56a 

TP2 12,80±0,22a 92,00±8,00a 244,97±6,11a 9,81±0,23a 88,20±7,36a 8,14±0,68a 

TP3 13,13±0,14a 100,00±0,00a 245,50±2,27a 9,85±0,16a 96,00±4,00a 7,65±0,46a 

TP4 13,66±0,43a 69,00±10,77b 228,56±4,30a 9,88±0,41a 76,00±11,22b 7,92±0,31a 

TE1 13,18±0,20a 100,00±0,00a 242,30±6,70a 10,01±0,35a 84,00±7,48a 7,11±0,44a 

TE2 13,08±0,08a 95,00±5,00a 242,65±2,78a 9,86±0,15a 100,00±0,00a 7,77±0,33a 

TE3 13,62±0,19a 96,00±4,00a 245,38±4,92a 10,55±0,32a 88,00±8,00a 6,15±0,50a 

TE4 13,52±0,39a 61,00±11,66b 239,49±6,58a 10,26±0,36a 100,00±0,00a 6,77±0,39a 

CV(%) 5,68 16,55 6,02 6,79 19,80 15,20 

Valor P 0,3883 0,0005 0,5423 0,1073 0,0197 0,0936 
DL= Duração larval (dias); VL= Viabilidade larval (%); PP= Peso pupal (mg); DP= Duração pupal (dias); VP= 

Viabilidade pupal (%); LA= longevidade adulto (dias). 

T1= Água destilada; T2= Tween 80; TP1= 1 µg/mL extrato etanólico de Tagetes patula; TP2= 10 µg/mL extrato 

etanólico de Tagetes patula; TP3= 100 µg/mL extrato etanólico de Tagetes patula; TP4= 1.000 µg/mL extrato 

etanólico de Tagetes patula; TE = 1 µg/mL extrato etanólico de Tagetes erecta; TE2= 10 µg/mL extrato etanólico 
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de Tagetes erecta; TE3= 100 µg/mL extrato etanólico de Tagetes erecta; TE4= 1.000 µg/mL extrato etanólico de 

Tagetes erecta. 

 

Em estudo realizado por Salinas-Sánchez et al. (2012) foi relatado que os extratos de 

folhas de T. erecta foram tóxicos para larvas de S. frugiperda, com efeitos tóxicos significativos 

que se estendem para o estágio de pupa, e comparando extratos com diferentes solventes 

relataram também que o extrato de folhas de etanol causou a maior porcentagem de 

mortalidade. Já Gaspareto (2018) mostrou que o extrato aquoso de Tagetes spp. apresentou a 

maior mortalidade de lagartas na concentração de 60%, pelo método de contato. Em outro 

estudo Aldana-Llanos et al., (2012) relataram que o extrato etanólico das folhas de T. erecta 

determinou mortalidade superior à dos outros solventes com 72%, sendo que os outros extratos 

da folha de T. erecta apresentaram mortalidade de 48% para n-hexano e 60% para acetona. O 

presente estudo comparado aos estudos citados não apresentou resultados expressivos. 

 

3.2. Caracterização do óleo essencial por cromatografia à gas acoplada à espectrometria 

de massas CG-EM 

Os compostos dos óleos essenciais de T. minuta e T. patula foram identificados em 

comparação de dados com a biblioteca NIST e estão listados na Tabela 4. As análises do óleo 

de T. patula revelaram 42 compostos representando 99,63% dos sinais totais detectados, os 

principais constituintes foram diidrotagetona (36,51%), trans-β-ocimeno (23,16%), cis-

tagetona (14,98%) e o d-limoneno (6,60%). Já as análises do óleo de T. minuta revelaram 46 

compostos representando 95,09% dos sinais totais detectados, os principais constituintes foram 

trans-β-ocimeno (25,62%), di-hidrotagetona (19,5%), cis-tagetona (17,4%), d-limoneno 

(5,55%) e cis-allocimeno (4,98%). 

 

Tabela 4. Análise cromatografica por CG/EM dos óleos essenciais de Tagetes spp. 
Classes de substâncias T. patula (% área) T. minuta (% área) 

Monoterpeno 

α-pineno 0 0,07 

sabineno 0,77 0,65 

d-limoneno 6,6 5,55 
trans-β-ocimeno 23,16 25,62 

cis-β-ocimeno 0,69 0,74 

epóxi α-pineno 0,28 0,19 
cis-alocimeno 4,56 4,98 

cis-tagetenona; cis-ocimenona 0,21 1,22 

trans-tagetenona; trans-ocimenona 0,27 2,29 

Monoterpeno oxigenado 

diidro tagetona 36,51 19,5 

5-isopropil-3,3-dimetil-2-metileno-2,3-diidrofurano 0,55 0,7 

trans-tagetona 0,8 0,88 
cis-tagetona 14,98 17,4 

mentol 0,58 0,28 

carvenona 0,92 1,18 
miyroxida 0,23 0 

cis-miroxida 0 0,23 

artemisia ketona 0 0,13 
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isopiperitenona 0 0,45 

2-isopropenil-5-metilhex-4-enal 0 0,07 

Sesquiterpeno 

β-ciyclogermacrane 0,1 1,56 
7-epi-silfiperfol-5-eno 0,34 0,42 

cis-β-cariofileno 1,44 0 

germacreno D 0,21 0,5 
β-ciclogermacrano 0,85 0 

2,6-di-tert-butil-4-iydroperoxil-2,5-cilohexadienona 0,39 0 

1,5,9,9-tetrametil-1,4,7-cicloundecatrieno 0 0,79 
cariofileno 0 1,73 

elixeno 0 0,29 

Sesquiterpeno oxigenado 

cis-gamma-atlantona 0 0,26 

Polímero orgânico 

ciyclometicona 7 0,25 0 

hexadecametil-ciclooctasiloxane 0,17 0 

hexadecametil heptasiloxane 0,11 0,19 
hexadecametil heptasiloxane 0,12 0,13 

hexadecametil heptasiloxane 0,15 0,11 

hexadecametil heptasiloxane 0,2 0,16 
eicosametil-ciclodecasiloxane  0,19 0,17 

eicosametil-ciclodecasiloxane 0,21 0,21 

eicosametil-ciclodecasiloxane 0,19 0,16 

eicosametil-ciclodecasiloxane 0,16 0,14 

hexadecametil heptasiloxane 0,17 0,15 
tetracosametil-ciclododecasiloxane 0,16 0,11 

eicosametil-ciclodecasiloxane 0,16 0,24 

Cetona 

3-hexanona 0,09 0,07 
2-hexanona 0,12 0,08 

Éster 

ácido butanóico, 2-metil-, etil ester 0 0,12 

ácido ciclopropanocarboxiylico  2-metil-, 2,6-di-t-butil-4-metilfenil ester 0,5 1,14 
ácido ciclopropanocarboxilico 2-metil-, 2,6-di-t-butil-4-metilfenil ester 0,23 2,02 

Outros 

4,5-diidro-4-(2-metil-3-metileno-1-buten-4-il)-2(3H)-furanona 0,22 0 

4-(2', 4', 4'-trimetil-iciclo[4.1.0]hepta-2'-en-3'-il)-3-buten-2-ona 0,79 0,76 
1,4,7,-cicloundecatrieno, 1,5,9,9-tetrametil-, Z,Z,Z- 0,56 0 

(Z)-2-metil-6-(4-metil-5-(3-metilbut-2-enoil)ciclohex-3-en-1-il)hepta-2,5-dien-4-ona 0,44 1,12 

α-naginateno 0 0,24 
trans,trans-3,5-heptadien-2-ona 0 0,09 

Identificação total (%) 99,63 95,09 

Classes e funções orgânicas (%)     

Monoterpenos 36,54 41,31 
Monoterpenos Oxigenados 54,57 40,82 

Sesquiterpenos 3,33 5,29 

Sesquiterpenos Oxigenados 0,00 0,26 
Polímero Orgânico 2,24 1,77 

Cetona 0,21 0,15 

Éster 0,73 3,28 
Outros 2,01 2,21 

 

Na Figura 7, podem ser observados os resultados da análise dos componentes principais 

(PCA) comparando os óleos essenciais das duas espécies de Tagetes representados por dois 

eixos, de acordo com os compostos identificados. Foi verificado grande agrupamento de pontos 

na figura, indicando similaridade entre a composição dos óleos das duas espécies. Os compostos 

que estão agrupados aparecem em uma região que indica baixa concentração comparados uns 

aos outros. Quanto mais longe da linha de zero o composto aparecer, maior a sua incidência na 

amostra avaliada. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Eicosamethyl-cyclodecasiloxane%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%20519601%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Eicosamethyl-cyclodecasiloxane%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%20519601%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Eicosamethyl-cyclodecasiloxane%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%20519601%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Eicosamethyl-cyclodecasiloxane%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%20519601%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Eicosamethyl-cyclodecasiloxane%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%20519601%5BStandardizedCID%5D
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Figura 7. Análise dos componentes principais (PCA) dos óleos essenciais de T. minuta e T. 

patula. 

 

 A análise de PCA indicou também quais as classes de compostos majoritários 

presentes nos óleos essenciais, demonstrando que as espécies T. minuta e T. patula são ricas 

em monoterpenos (Figura 8). 

 
Figura 8. Análise dos componentes principais (PCA) dos óleos essenciais de de T. minuta e T. 

patula de acordo com suas classes químicas. 

 

O ocimeno é um importante composto dos óleos essenciais de Tagetes spp., tem sido 

identificado como um dos maiores constituintes bioativos dos óleos segundo Ray et al. (2008) 

e Tiwari et al. (2016), além de outros constituintes como ocimenona, tagetona, tagetenona, 

 

T. patula 

T. minuta 

 

T. patula 
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diidrotagetona, limoneno e β-cariofileno. De acordo com López et al. (2011), o ocimeno está 

relacionado à atividade atrativa para a mosca Ceratitis capitata, conhecida como mosca das 

frutas, e repelente ao Triatoma infestans (barbeiro),  Andreotti et al. (2013) e Nchu et al. (2012) 

também demonstraram em seus estudos, efeito de repelência contra Rhipicephalus microplus 

(carrapato-de-boi) e Hyalomma rufipes respectivamente, este mesmo composto foi relatado por 

Ibrahim et al. (2018). Em outro estudo Adekunle et al. (2007) comprovaram que os compostos 

di-hidrotagetona e ocimeno mostraram atividade nematicida contra Meloidogyne incognita. 

Dentre os compostos mais reportados em trabalhos como sendo constituintes importantes dos 

óleos de Tagetes sp. estão: β-cariofileno, limoneno, germacreno D, cis- e trans-tagetona, 

allocimeno (Tiwari et al., 2016). Diversos efeitos foram constatados em plantas destas espécies 

como nematicida, inseticida, atividade fungicida, antibacteriana de acordo com Adekunle et al. 

(2007) e Salinas-Sánchez et al. (2012), bem como e antiviral e citotóxica de acordo com Marles 

et al. (1992). Segundo Politi et al. (2018) os óleos essenciais possuem composições fitoquímica 

muito ricas, e a variedade de substâncias presentes nestas espécies pode explicar seus efeitos 

biocidas, uma vez que vários compostos estão atuando sinergicamente e simultaneamente 

contra diferentes alvos específicos. 

 

3.3. Avaliação da Atividade Pró-Oxidativa pela Degradação da Albumina 

 Na figura 9 estão apresentados os resultados da eletroforese pela degradação da 

albumina, demonstrando o potencial oxidativo dos extratos etanólico de T. erecta e T. patula 

nas concentrações de 1, 5 e 10mg/mL presentes nas colunas 4,5 e 6 respectivamente.  

 Na primeira coluna (A-1 e B-1) nota-se a proteína intacta como também na coluna 2 (A-

2 e B-2), ambas sem o agente oxidante (H2O2). Já a coluna 3 que contém H2O2 além do cobre 

e da proteína, houve efeito de arraste devido a degradação da albumina que pode ser parâmetro 

de comparação às colunas contendo os extratos. Assim sendo, nota-se aumento no potencial de 

degradação das proteínas nos tratamentos de acordo com o aumento da concentração dos 

extratos das duas plantas, o que acontece pela presença de compostos ativos com potencial 

oxidante.   



82 
Capítulo 2 

 
 

  
Figura 9. Análise da degradação oxidativa do BSA em gel de poliacrilamida, pelos extratos de 

T. erecta (A) e T. patula (B) em diferentes concentrações, onde: (1) controle negativo (BSA + 

tampão fosfato); (2) controle 1 (BSA/tampão fosfato+CuSO4/tampão fosfato); (3) controle 

positivo (BSA+CuSO4+H2O2+tampão fosfato); (4) tratamento à 1 mg/mL; (5) tratamento à 5 

mg/mL; (6) tratamento à 10 mg/mL. 

 

De acordo com estudos realizados por Almeida et al. (2008) e Barbosa et al. (2014) 

alguns aleloquímicos atuam na degradação de DNA, prejudicando a síntese proteica e 

estimulando a produção de radicais superóxido que se tornam mais reativos e provocam estresse 

oxidativo nas células.  

De acordo com Gniazdowska et al. (2015) a produção de aleloquímicos no ambiente 

pode mediar a produção e o acúmulo de reativos de oxigênio e levar a danos contra predadores, 

doenças, na germinação, no crescimento e desenvolvimento de outras plantas, agindo como 

mecanismo de defesa dos vegetais. Viegas Júnior (2003) verificou que a produção de 

aleloquímicos, como os terpenos, tem como uma das principais funções para a planta, proteção 

contra insetos herbívoros. Em geral, os metabolitos secundários interferem em certos 

componentes vitais dos insetos, como por exemplo no sistema nervoso, no bloqueio de vias 

metabólicas e na atividade de diversas enzimas, os resultados deste trabalho corroboram com 

esta afirmativa pois podem estar relacionados a interferências em proteínas e/ou enzimas 

importantes ao desenvolvimento e sobrevivência dos insetos, já que os resultados obtidos na 

análise de degradação da proteína BSA mostrou uma ação dose dependente de degradação e 

mobilidade da proteína, podendo ser esta a causa da morte dos insetos nos ensaios biológicos. 

 

4. CONCLUSÃO 

Os extratos e óleos essenciais das espécies testadas apresentaram potencial efeito 

inseticida sobre o inseto Sitophilus zeamais, como também afetou significativamente a 
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viabilidade larval de Spodoptera frugiperda de acordo com os resultados obtidos. Quanto a 

caracterização dos óleos essenciais de Tagetes spp. por CG-EM os resultados demonstraram 

que os óleos essenciais são ricos em monoterpenos. Por fim foi constatado que os extratos 

brutos apresentaram potencial oxidativo, havendo um aumento no potencial de degradação das 

proteínas nos tratamentos de acordo com o aumento da concentração dos extratos das duas 

plantas. 
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POTENCIAL INSETICIDA DE EXTRATOS MICROEMCAPSUADOS DE Tagetes 

erecta E Tagetes patula SOBRE Sitophilus zeamais 

 

RESUMO 

 

Pesquisas com plantas inseticidas são realizadas com o objetivo de se descobrir compostos 

ativos contra insetos que permitam a síntese de novos produtos para a utilização direta no 

controle de insetos-praga. Além da busca por novos compostos com efeitos específicos, 

pesquisas sobre a melhor forma de liberação, como a liberação controlada vêm sendo cada vez 

mais utilizadas em diferentes áreas tendo em vista sua aplicabilidade. Esta tecnologia pode ser 

capaz de atender as necessidades econômicas e ambientais uma vez que permitem a utilização 

de princípios ativos em quantidades precisas e apenas nos locais desejado. Diante do exposto 

este estudo tem por objetivo desenvolver e avaliar lipossomas incorporados com extratos e 

frações de Tagetes erecta e Tagetes patula com potencial inseticida sobre Sitophilus zeamais, 

por meio do desenvolvimento dos lipossomas e incorporação aos extratos e frações para 

utilização nos bioensaios por aplicação tópica sobre Sitophilus zeamais; caracterização física 

das vesículas lipossomais quanto ao tamanho médio de partícula, índice de polidispersividade 

e potencial zeta; e da caracterização dos compostos contidos nos extratos por meio de 

cromatografia liquida de alta eficiência acoplada ao espectrômetro de massas. Os resultados 

obtidos demonstraram que os extratos e frações das espécies testadas foram encapsulados por 

apresentarem baixa atividade inseticida sobre o inseto Sitophilus zeamais, a caracterização 

fitoquímica dos extratos de Tagetes spp. por CLAE/EM demonstraram que os mesmos são ricos 

em compostos flavonoídicos, já a caracterização físico-química mostrou que a maioria das 

vesícula lipossomais formadas apresentaram tamanho referente a micrometros, com 

distribuição de tamanho mediana e instabilidade quanto ao potencial zeta. 

 

Palavras-chave: Lipossoma, bioinseticida, cromatografia líquida, espectrometria de massas,  

 

1 INTRODUÇÃO 

A população mundial tem atualmente quase 7,6 bilhões de habitantes, e segundo o 

relatório “Perspectivas da População Mundial: Revisão de 2017”, produzido pelo Departamento 

de Assuntos Econômicos e Sociais da ONU espera-se que a população mundial chegue a 8,6 

bilhões em 2030, 9,8 bilhões em 2050 e que supere os 11,2 bilhões em 2100 (ONU, 2017). 

Diante dessas estimativas há necessidade do aumento da produção mundial de alimentos para 

os próximos anos, e para se aumentar a produtividade agrícola é necessário que o 

desenvolvimento de novas tecnologias, além do aumento do consumo dos agrotóxicos (Ribeiro, 

2019).  

O Brasil é o país que mais consome agrotóxicos atualmente, isso se dá por ser 

considerado um dos maiores produtores agrícolas do mundo (Silva e Costa, 2012), com 

movimentação anual de bilhões de dólares representando 20% do mercado global (Bombardi, 

2018). 

A agricultura no Brasil se caracteriza como monoculturas extensivas, este tipo de cultivo 

causa danos a biodiversidade do local e desequilibra o ambiente natural, tornando o ambiente 
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propício ao surgimento de populações de insetos e de doenças. Dessa forma, observa-se 

importante demanda quanto à utilização excessiva de produtos químicos para combatê-los 

(Araújo, 2016).  

Os agrotóxicos são produtos sintéticos que agem nos processos químicos, físicos e 

biológicos dos ecossistemas e organismos vivos, com a finalidade de controlar doenças e outras 

injurias, como também para aumentar a produtividade agrícola (Oliveira et al., 2018), em 

contrapartida, surgem riscos que comprometem tanto o meio ambiente, como também 

indivíduos que tenham contato direto ou indiretamente com esses produtos químicos 

(Valenzuela et al., 2011), além da contaminação do solo e da água, a utilização de agrotóxicos 

podem atingir organismos vivos que não são prejudiciais aos cultivos e extinguir determinadas 

espécies fundamentais para o equilíbrio ambiental, levando ao aparecimento de pragas 

secundárias (Araújo, 2016). 

Os insetos são grandes causadores de perdas nas lavouras, principalmente de grãos 

(Sousa Junior et al., 2009), pois reduzem os seus valores nutricionais e comerciais. Duas 

espécies de insetos estão entre as espécies que mais causam danos agricultáveis-nos cultivos do 

Brasil, são elas, a espécie Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidae). Conhecida 

popularmente como gorgulho do milho é um inseto cosmopolita (Antunes e Dionello, 2010), 

pode ser considerado um dos mais significativos, devido ao grande número de hospedeiros, 

elevado potencial biótico, infestação cruzada e capacidade de penetração, onde larvas e adultos 

podem atacar os grãos, são insetos capazes de voar, infestando rapidamente no campo e nos 

locais de armazenamento de grãos (Antunes e Dionello, 2010; Antunes et al., 2011; Freitas, 

2018). 

Já a espécie Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como a 

lagarta-do-cartucho ou lagarta-militar, pode se alimentar de mais 350 espécies de plantas sendo 

altamente prejudicial as plantações de milho (Rosa e Martins, 2011; Harrison et al., 2019), 

espécie de hábitos noturnos é nativa da América do Norte e do Sul. As fêmeas podem colocar 

até dois mil ovos na planta hospedeira (Moreira e Aragão, 2009), onde normalmente é encontra 

apenas uma lagarta grande por planta, pois é comum entre elas o canibalismo quando estão 

agrupadas (Santiago e Rossetto, 2019).  

 Diante deste contexto, sabe-se que a utilização frequente e indiscriminada dos 

agrotóxicos, os quais nem sempre são eficientes, podem causar danos ao meio ambiente, seres 

humanos e animais (Lima et al., 2008). Associados a utilização correta dos agrotóxicos os 
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aleloquímicos extraídos de plantas se tornam uma alternativa para atenuar os danos causados 

pela má utilização dos mesmos (Dequech et al., 2008).  

 Espécies do gênero Tagetes, pertencentes à família Asteraceae, vem sendo utilizadas 

como alternativa para o controle de pragas da agricultura. Seus metabolitos secundários 

pertencem a certos grupos de hidrocarbonetos, álcoois, éteres, aldeídos, cetonas, ésteres, 

carotenoides (Santos, 2013; Santos 2016). As espécies Tagetes erecta e T. patula, são 

conhecidas como cravo de defunto e cravo francês respectivamente, são muito cultivadas como 

plantas ornamentais (Peres, 2007), possuem atividade antioxidantes, larvicida, fungicida, 

antimicrobiana, nematicida e inseticida (Xu et al., 2011; Tonuci et al., 2012).  

Além da busca por novos compostos com efeitos específicos, pesquisas sobre a melhor 

forma de liberação, como a liberação controlada vêm sendo cada vez mais utilizadas em 

diferentes áreas tendo em vista sua aplicabilidade que os tornam uma tecnologia capaz de 

atender as necessidades econômicas e ambientais, uma vez que permitem a utilização de 

princípios ativos em quantidades precisas e apenas nos locais desejado (Mondego, 2011; 

Oliveira et al., 2014). 

A micro e nanotecnologia são campos emergentes que auxiliam na criação de sistemas 

inovadores de entrega de compostos ativos, ajudando a melhorar a biodisponibilidade destes 

ativos (Ghalandarlaki et al., 2014).  

Os lipossomas são vesículas microscópicas esféricas, compostos por uma ou mais 

bicamada de fosfolipídios, na qual a bicamada lipídica externa circunda um espaço central 

aquoso (Collino 2014). Os lipossomas passaram a ser reconhecidos como transportadores de 

princípios ativos, tendo a capacidade de potencializar e/ou modificar a atividade dos compostos 

com os quais estão associados, dependendo da composição química e da estrutura do 

fosfolipídio utilizado (Miranda, 2005).  

A utilização dos lipossomas se destaca devido a boa eficiência de encapsulação, a 

baixíssima toxicidade ao meio ambiente aos seres vivos, e a proteção ao ativo encapsulado 

contra fatores degradantes como alteração do pH e exposição à luz. Dentre outras vantagens os 

lipossomas também podem promover aumento da biodisponibilidade do composto ativo 

(Milcovich et al., 2017; Silva, 2018). Estas vesículas têm como objetivo proteger um agente 

ativo e estabilizar ou controlar sua liberação. Assim, essas formulações apresentam também 

potencial para reduzir problemas ambientais, como por exemplo os associados à utilização 

incorreta dos agrotóxicos (Yow et al., 2009), fornecendo segurança ao manipulador e a 
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organismos não alvos, além de permitir uma redução na quantidade de princípio ativo utilizado, 

uma vez que há um aumento de sua persistência no local de ação desejado (Devi et al., 2011). 

 Diante do exposto o presente estudo teve por objetivo desenvolver e avaliar a 

microencapsulação dos extratos e frações de Tagetes erecta L. e Tagetes patula L., realizar a 

acaracterização físico-química dos lipossomas, como também caracterizar os extratos quantos 

aos seus compostos majoritários. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Coleta da planta e obtenção dos extratos e frações. 

Partes vegetativas, folhas e caules, de T. erecta e T. patula foram coletadas de espécimes 

cultivadas em campo na Agência Paulista de Tecnologia dos Agronegócios (APTA) - Polo 

Regional Médio Paranapanema (22º37’07,92’’S e 50º22’26,85’’O, com altitude 701m), 

plantadas em setembro de 2015, coletas realizadas no mês de dezembro, sempre no início da 

manhã onde as temperaturas são mais amenas, as plantas já se encotravam no estágio de 

floração. 

Para preparação dos extratos as partes vegetais aéreas de T. erecta e T. patula (caule e 

folhas) foram lavadas, secas em estufa (40°C), reunidas e pulverizadas em moinho de facas. A 

extração foi feita por percolação do pó com etanol. O material moído (500 g) foi previamente 

intumescido com 2 L de etanol PA durante 2 horas em béquer. Após esse período, o percolador 

foi empacotado com a mistura (pó + etanol PA), sendo o empacotamento feito da forma mais 

homogênea possível, evitando a formação de bolhas ou buracos no conteúdo alocado dentro do 

percolador. A altura do enchimento obedeceu à proporção 5:1 (referente ao volume do 

percolador e do material vegetal) em relação ao tamanho do percolador. A vazão do percolador 

ficou entre 1-2,0 mL/min/Kg de material vegetal. Após este período o extrato obtido foi filtrado 

e concentrado em evaporador rotativo com temperaturas inferiores a 50ºC. O extrato seco 

resultante foi quantificado e armazenado para utilização nos bioensaios e análises fitoquímicas. 

Para obtenção das frações, o extrato etanólico foi submetido a cromatográfica de coluna 

utilizando sílica gel 60 como suporte, com indicador de fluorescência (F254). Para cada 

separação cromatográfica foi realizada a seleção prévia do solvente ou da composição de 

solventes que proporcionasse a melhor separação dos constituintes. As separações 

cromatográficas foram feitas em colunas (diâmetro x altura = 6,0 x 50,0 cm). As eluições foram 

realizadas de acordo com a Figura 1. 
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Figura 1. Fluxograma demonstrando fracionamento do extrato bruto etanólico das espécies de 

Tagetes. HEX = hexano; AcOEt = acetato de etila; EtOH = etanol. 

 

 

2.2 Preparação dos lipossomas e incorporação dos extratos 

Para a preparação das vesículas multilamelares foi utilizado o Fosfolipídio, 

Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) (Sigma-Aldrich), onde 3,67 mg do fosfolipídio foram 

dissolvidos em 1 mL clorofórmio, logo após a solução foi transferida para tubos de ensaio. Em 

seguida o solvente foi evaporado lentamente sob fluxo de nitrogênio, para a formação de um 

fino filme lipídico na parede do tubo. As amostras foram deixadas em um dissecador a vácuo 

para remoção do solvente residual. As películas foram então ressuspensas com os 5 mL dos 

extratos diluídos em água, para conseguir o desprendimento total do lipídeo das paredes do 

tubo, foram realizadas agitações mecânicas em agitador tipo Vortex, obtendo desta forma uma 

suspensão de vesículas multilamelares grandes (MLV´s) que foram submetidos a sonicação 

para sua homogeneização e padronização de tamanho, de acordo com método descrito por 

Zambom (2018). 

 

2.3 Caracterização física dos lipossomas 

Após a preparação dos lipossomas a caracterização física das vesículas foi realizada por 

meio da técnica de espalhamento dinâmico de luz (Dynamic light scattering – “DLS”), para os 

lipossomas esta técnica é a mais utilizada, determina o tamanho médio dos lipossomas, índice 

de polidispersividade (IPD) e potencial zeta, onde estes parâmetros estão relacionados com as 

características físico-químicas dos lipossomas produzidos. Para a análise destes parâmetros foi 

utilizado o equipamento ZetaSizer Nano NS; Malvern Instruments UK, com fonte de laser He-

Ne 4,0 mW, 633 nm, do laboratório de Farmacotécnica e Tecnologia Farmacêutica da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara/UNESP. As amostras de lipossomas foram 

diluídas em água milli-Q (1:10) antes das análises. 

 

2.3.1 Distribuição de tamanho: Índice de polidispersividade 
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O princípio da técnica considera que, quando um feixe de laser é direcionado na solução 

dos lipossomas, parte dessa luz pode ser absorvida, parte é dispersa e a restante é transmitido 

pela amostra (espalhamento da luz por meio das gotículas presentes no meio), nesta hora um 

detector de fótons mede a intensidade do deslocamento da radiação incidente, induzindo 

flutuações periódicas, que são detectadas pelo aparelho ao longo de um intervalo de tempo. A 

equação de Stokes-Einstein relaciona a escala de tempo das flutuações das vesículas com o 

diâmetro hidrodinâmico equivalente da partícula, tornando possível o cálculo de seu tamanho 

médio (Shaw, 1991; Manaia et al., 2017). 

A medida do índice de polidispersividade (IPD) está relacionada com a medida de 

tamanho médio, e indica a homogeneidade da solução lipossomal, quanto menor o valor de 

IPD, mais homogênea é a solução de lipossomas analisadas (Barreto, 2014).  

 

2.3.2 Determinação do potencial zeta dos lipossomas 

Potencial zeta é um termo utilizado para designar o potencial eletrocinético de sistemas 

coloidais, representa a diferença de potencial entre a superfície da vesícula e o potencial elétrico 

da solução, e pode ser usado para prever a estabilidade da solução dos lipossomas (Schaffazick 

et al., 2005; Silva, 2015).  

A teoria para explicar como atuam as forças elétricas na superfície das partículas é 

explicada pelo modelo de dupla camada elétrica, onde parte-se do princípio que se a partícula 

tiver carga negativa, ao redor dela coexistirão íons de carga oposta, no caso, positiva, ocorrendo 

uma atração eletrostática fazendo com que alguns íons positivos formem uma rígida camada ao 

redor da partícula, conhecida como camada de Stern. Todavia, outros íons de carga oposta são 

atraídos para a camada de Stern, gerando um equilíbrio dinâmico e dando origem a uma segunda 

camada conhecida como difusa. O potencial zeta nada mais é que o potencial na junção entre 

as duas camadas (de Stern e difusa), se tornando uma maneira efetiva de controlar o 

comportamento das partículas, pois indica a relação entre o potencial de superfície e as forças 

de repulsão entre as partículas (Silva, 2015).  

Os fosfolipídios presentes nos lipossomas são capazes de influenciar o potencial zeta, 

fornecendo um potencial negativo à interface (Schaffazick et al., 2005).  

 

2.4 Avaliação da atividade inseticida dos extratos etanólico e frações de T. erecta e T. 

patula microencapsulados sobre Sitophilus zeamais  

2.4.1 Obtenção e Criação dos Insetos  
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Os insetos da espécie Sitophilus zeamais utilizados nos bioensaios foram criados no 

Laboratório de Fitoterápicos e Produtos Naturais da Faculdade de Ciências e Letras de 

Assis/UNESP, os mesmos foram mantidos em potes plásticas de 500 mL, em câmara 

climatizada à temperatura de 25ºC, umidade relativa de 70% e fotoperíodo de 12 horas. Os 

potes foram vedados com uma malha vazada, contendo grãos de milho como substrato de 

alimentação. Os adultos criados desta maneira foram utilizados nos bioensaios, onde foram 

separados ao acaso e mantidos sem alimento por três horas antes do preparo dos bioensaios, 

conforme sugerido por Prates e Santos (2000).  

 

2.4.1 Avaliação inseticida por aplicação tópica  

Para aplicação tópica das amostras, 20 insetos adultos não sexados de S. zeamais, 

selecionados aleatoriamente foram colocados em placas de Petri contendo 20 sementes de 

milho utilizados como substrato de alimentação, previamente esterilizadas em solução de 

hipoclorito de sódio a 10%. Logo após a preparação das placas foram pulverizadas as frações 

de maior rendimento nas concentrações de 50, 100 e 200mg/mL, com os extratos bruto 

incorporados aos lipossomas, e com o controle negativo (água destilada), as avaliações foram 

realizadas a cada 24 horas, durante de 96 horas. O experimento foi montado em delineamento 

inteiramente casualizado (DIC), com três repetições para cada grupo experimental e controle 

negativo. O teste foi realizado em condições de estufa tipo BOD, com temperatura de 25±2°C, 

umidade do ar de 70±2% e fotoperíodo de 12 horas.  

Para aplicação das soluções sobre os insetos na placa de Petri foi utilizado um 

pulverizador manual com capacidade para 200 mL, assegurando uma aplicação de 1,5±0,5 mL 

por cm2 da placa de Petri. Os pulverizadores foram calibrados aplicando-se água destilada em 

discos de papel filtro que foram pesados antes e após as aplicações. A média das diferenças 

entre as pesagens foi utilizada como valor padrão, conforme metodologia estabelecida por 

membros da Organização Internacional de Controle Biológico e Integrado de Animais e Plantas 

Nocivas (IOBC) (Hassan, 1997).  

A avaliação do experimento foi realizada a cada 12 horas por 96 horas. No decorrer do 

experimento foi avaliada a mortalidade ou incapacidade de se mover e de se alimentar dos 

insetos. 

 

2.5 Caracterização dos compostos dos extratos por CLAE/EM  
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Primeiramente foi realizado uma limpeza dos extratos utilizando cartucho Macherey-

Nagel Chromabond® C18 EC com capacidade de 3,0 mL e 500 mg de fase estacionária. 

As separações cromatográficas dos extratos brutos foram realizadas em cromatógrafo 

líquido de alta eficiência acoplado a um detector de arranjo de foto diodos (DAD), injetor 

automático com volume 2,0 μL e forno de coluna 40ºC e Espectrômetro de massas Bruker® 

Amazon, com configuração ESI-IT-MS. Foi utilizado um software durante a aquisição e 

processamento dos dados cromatográficos. As amostras foram monitoradas por detector DAD 

na faixa de 200 a 800 nm. Foi utilizada coluna de fase reserva Phenomenex® C18 de 150x4.6 

mm i.d., com um tamanho médio de partícula de 5 μm. Uma fração de 20 mg dos extratos foram 

dissolvidos em de 1,5 mL de metanol e filtrados com seringa com tamanho de poro de 0,45 um. 

Os cromatogramas foram avaliados a 254 e 360 nm. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Caracterização física dos Lipossomas 

Medidas de espalhamento de luz dinâmico permitiram determinar o tamanho médio 

(diâmetro das vesículas), a polidispersão desses diâmetros, além da carga de superfície 

(potencial zeta) dos lipossomas produzidos, os dados obtidos neste ensaio são referentes à 

média das triplicatas ± desvio padrão da média. 

O tamanho médio das vesículas formadas com a incorporação dos tratamentos por não 

serem extruzadas, apresentaram diâmetro da ordem de micrômetros, variando de 258,2 a 6473,7 

nm, cujas as frações contendo AcOEt 50/EtOH 50 para as duas espécies apresentaram diâmetros 

maiores de partículas comparando com os outros tratamentos, com 6473,7 nm para Te6 e 

4623,3 nm para Tp6 (Figura 2) (Tabela 1). 

 
Figura 2. Comparação do tamanho médio dos lipossomas formados, pela incorporação com os 

extratos e frações de T. erecta e T. patula. 
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Te2= fração HEX75/AcOEt25; Te3= fração HEX50/AcOEt50; Te6= AcOEt50/EtOH50; Tp2= fração 

HEX75/AcOEt25; Tp3= fração HEX50/AcOEt50; Tp6= AcOEt50/EtOH50; Teb= extrato bruto de T. erecta; Tpb= 

extrato bruto de T. patula 
 

O tamanho das vesículas está relacionado com a técnica de obtenção dos lipossomas, 

considerando que na sonicação não há uma maneira de se controlar ou prever o tamanho médio 

final dos lipossomas, que pode variar à medida que se altera o tempo de sonicação e potência 

do equipamento (Zambom, 2018). 

O índice de polidispersividade determina a distribuição de tamanho dos lipossomas 

produzidos. Os valores apresentados variaram de 0,4 a 0,7 o que caracteriza um sistema menos 

homogêneo, já que de acordo com Albernaz (2014), quanto menor o valor, mais monodispersa 

e, consequentemente, menos heterogênea é a amostra; sendo que os valores considerados 

variam de 0 a 1.  

Segundo Barreto (2014), valores na faixa de 0,08 a 0,7 são valores intermediários de 

IPD, na qual os algoritmos de distribuição melhor trabalham, porém, podem indicar a presença 

de vesículas em outras faixas de tamanho, e vesículas maiores que 0,7 são partículas com uma 

distribuição de tamanho muito aberta/larga. 

Já os valores para o potencial zeta variaram de -28,8 a 1,1, sendo negativo para a maioria 

dos tratamentos. Estes resultados são indicativos de instabilidade físico-química dos lipossomas 

preparados e analisados, porque de acordo com Manaia et al., (2017) e Sato et al., (2017) valores 

de potencial zeta maiores que +30 mV e menores que -30 mV estão relacionados com boa 

estabilidade dos sistemas produzidos. Esta informação é importante, pois a instabilidade do 

sistema coloidal pode possibilitar agregação dos lipossomas o que pode justificar os elevados 

diâmetros das vesículas. Assim, o tratamento que de menor tamanho apresentou diâmetro de 

258,2 nm e potencial zeta de -28,8 mV (Tabela 1); valor muito próximo ao estabelecido como 

ideal relacionado a estabilidade do sistema. 

 

Tabela 1. Média e desvio padrão para os valores de tamanho médio, IPD e potencial zeta dos 

extratos e frações de T. erecta e T. patula incorporados aos lipossomas. 

Tratamentos 
Tamanho médio 

(nm) 
IPD 

Potencial zeta 

(mV) 

Teb 1898,0±346,4 0,6±0,1 -4,2±0,3 

Te2 2011,7±222,9 0,7±0,1 1,1±3,9 

Te3 4782,0±448,9 0,4±0,1 -1,2±0,4 

Te6 6473,7±1482,4 0,4±0,1 -6,4±0,4 

Tpb 258,2±12,8 0,4±0,0 -28,8±0,5 

Tp2 1867,7±187,0 0,6±0,1 3,3±0,5 
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Tp3 3208,7±22,5 0,4±0,1 5,3±0,1 

Tp6 4623,3±186,9 0,5±0,1 -16,3±0,8 
Te2= fração HEX75/AcOEt25; Te3= fração HEX50/AcOEt50; Te6= AcOEt50/EtOH50; Tp2= fração 

HEX75/AcOEt25; Tp3= fração HEX50/AcOEt50; Tp6= AcOEt50/EtOH50; Teb= extrato bruto de T. erecta; Tpb= 

extrato bruto de T. patula. IPD= Índice de polidispersão. 

A caracterização físico-química dos lipossomas é essencial para se conhecer seu 

comportamento, o que garantirá a qualidade do sistema produzido além de conferir segurança 

para utilização. A técnica de espalhamento de luz dinâmico apresnta vantagens como a rapidez 

das medidas, não interferência no sistema além de promoverem uma análise representativa das 

amostras, já que o número de partículas é relativamente grande, e com ela é possível medir o 

tamanho e a interação entre partículas lipossomais (Silva, 2015). 

 

3.2 Avaliação da atividade inseticida 

  No ensaio realizado com os lipossomas pode-se observar mortalidade de 0,00 % para o 

controle, já para as frações a mortalidade de insetos começou a ocorrer a partir de 60 horas do 

início do experimento, apresentando 1,67 % de mortalidade para a fração Te2, permanecendo 

com este total de insetos mortos até o final do experimento.  A fração Te3 apresentou 5,00 % 

ao tempo de 72 horas, finalizando o experimento com 6,67 % de mortalidade. As frações Tp2 

e Tp3 não apresentaram mortalidade durante todo o ensaio (Figura 3).  

Para os extratos brutos incorporados aos lipossomas, o efeito de paralização do inseto 

causado no início do experimento pode ser justificado conforme proposto por Prates e Santos 

(2000), uma vez que ocorreu efeito de choque caracterizado pela incapacidade do inseto de 

caminhar e de se alimentar, podendo proporcionar a morte do inseto.  

No tempo de 12 horas 95,00 % dos insetos estavam em choque para Te bruto e 98,33 % 

para Tp bruto e esta porcentagem de insetos em choque foi diminuindo com o passar das 

leituras. No tempo de 24 horas 73,33 % dos insetos tratados com Te bruto estavam paralisados 

e 90,00 % dos insetos tratados com Tp bruto. No tempo de 36 horas 45,00 % dos insetos estavam 

em choque para Te bruto e 43,33 % para Tp bruto. No tempo de 48 horas a quantidade de 

insetos paralisados diminuiu para o Te bruto atingindo uma porcentagem de 31,67 %, e para o 

Tp bruto foi observado o aumento da porcentagem dos insetos em choque, onde o valor de 

insetos paralisados foi para 46,67 %. A partir da leitura de 60 horas o tratamento Te bruto 

passou de 33,33 para 45,00 % ao fim do experimento no tempo de 96 horas, onde os insetos 

que permaneceram paralisados foram considerados mortos. Para o tratamento Tp bruto a 

porcentagem de insetos paralisados no tempo de 60 horas foi de 46,67 %, finalizando o ensaio 

com 48,33 % de insetos considerados mortos no tempo de 96 horas. Ao final do experimento 
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foi possível observar que a maioria dos insetos sobreviveram aos tratamentos (Figura 3). Estes 

resultados mostram que os extratos brutos foram incorporados aos lipossomas, mesmo que 

parcialmente pode-se comprovar isso pois estudos realizados por Santos et al., (2016) 

demonstraram que extratos brutos de T. erecta e T. patula apresentaram mortalidade de 100% 

sobre a mesma espécie deste estudo. 

 

Figura 3. Porcentagem média de insetos mortos pelo tempo em horas, após a pulverização dos 

extratos e frações de T. erecta e T. patula incorporado ao lipossoma, na concentração de 25 

mg/mL. Te2= fração HEX75/AcOEt25; Te3= fração HEX50/AcOEt50; Tp2= fração 

HEX75/AcOEt25; Tp3= fração HEX50/AcOEt50; Te bruto= extrato de T. erecta; Tp bruto= 

extrato de T. patula. 

 

De acordo com Camargo et al. (2006) a capacidade do lipossoma não afetar a cinética e 

a distribuição do princípio ativo e ser um veículo não-tóxico, constituem as principais vantagens 

de seu uso no transporte dos mesmos. Além disso, devido à sua biocompatibilidade, os 

lipossomas podem ser utilizados por qualquer via de administração. Spencer et al. (2016) 

conseguiram incorporar com sucesso o ingrediente ativo bifentrina em lipossomas para 

maximizar sua eficiência no controle de Diabrotica virgifera (lagarta da raiz do milho), a 

liberação controlada de produtos químicos agrícolas ou princípios ativos ajuda na nutrição e 

proteção contra pragas. 

Bang et al. (2009) testaram sobre técnicas de nano-encapsulamento bem conhecida, a 

quitosana e o ácido algínico a fim de transportar inseticidas através de superfícies de insetos. 

Fianco (2018) demonstraram que os principais bioinseticidas afetam os insetos alvos por meio 

de ação de contato (aplicação tópica), como é o caso da piretrina e o d-limoneno, sendo este 
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último já descrito por Tripathi et al., (2012) como presente nos óleos essenciais de T. erecta e 

T. patula. 

3.3 Caracterização dos compostos dos extratos por CLAE/EM 

A caracterização fitoquímica dos extratos de espécies de Tagetes de acordo com os 

autores Massera et al (1998), Duque (2006) e Xu et al (2012) apresentam muitos compostos 

químicos pertencentes a várias classes de metabólitos secundários, como por exemplo 

flavonoides, benzofuranos, carotenoides, tiofenos e terpenos, sendo constatados efeitos 

biocidas diversos devido à presença de alguns destes compostos.  

Os principais componentes encontrados nas espécies de Tagetes nos estudos realizados 

neste trabalho foram flavonoides. As análises de espectrofotometria de massa em modo de 

ionização negativa dos extratos etanólico de T. erecta e T. patula estão representadas nas 

Figuras 4 e 5. Os números de pico são correspondentes aos compostos relacionados na tabela 

2. 

 
Figura 4. Espectro de massas em modo de ionização negativa do extrato etanólico de T. erecta. 

 

 
Figura 5. Espectro de massas em modo de ionização negativa do extrato etanólico de T. patula. 
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Dentre os muito compostos encontrados na caracterização dos extratos o pico 96 exibiu 

o sinal de uma molécula desprotonada [M-H]- com relação m/z a 331 para as duas espécies 

vegetais, a fragmentação de segunda ordem gerou o produto iônico m/z 316 [M-H-15]-, 

correspondendo a perda de um CH3, sugerindo que fosse o composto patuletina, corroborando 

com os estudos de Politi et al. (2012). Os picos 42 e 62 de T. patula e 82 de T. erecta exibiram 

o sinal de uma molécula desprotonada [M-H]- com relação m/z a 447, a fragmentação de 

segunda ordem gerou o produto iônico m/z 301 [M-H-146]-, correspondendo a perda de uma 

ramnose, sugerindo que fosse o composto quecitrina, de acordo com Souza (2017). 

Os picos 30, 43, 56 e 70 de T. patula e 40 de T. erecta exibiram o sinal de uma molécula 

desprotonada [M-H]- com relação m/z a 463, a fragmentação de segunda ordem gerou o produto 

iônico m/z 301 [M-H-162]- , correspondendo a perda de uma glicose, sugerindo que fosse 

quercetin-3-O-glicosil (isoquercetrina) (Souza, 2017). 

Os picos 31 de T. patula e 29 e 41 de T. erecta exibiram o sinal de uma molécula 

desprotonada [M-H]- a 493 m/z, a fragmentação de segunda ordem gerou o produto iônico m/z 

301 [M-H-162]- e 316 [M-H-15]-, correspondendo a perda de uma unidade de glicose e um CH3 

respectivamente, sugerindo que fosse patuletin-7-O-glicosídeo (patuletrina) (Politi et al., 2012). 

O pico 87 exibiu o sinal de uma molécula desprotonada [M-H]- com relação m/z a 567 para as 

duas plantas, a fragmentação de segunda ordem gerou o produto iônico m/z 521 [M-H-46]- e 

359 [M-H-162]-, correspondente a uma perda de 46 unidades de massa [HCOOH] 

correspondendo a um ácido metanoico e a uma perda de glicose, sugerindo que fosse uma 

luteolina-8-C[6-desoxi-2-O-ramnosil]-xilohexose-3-ulosideo (Bezerra, 2016). 

Os picos 19 e 27 de T. patula e 25 e 34 de T. erecta exibiram o sinal de uma molécula 

desprotonada [M-H]- com relação m/z a 579. A fragmentação de segunda ordem gerou o 

produto iônico com pico m/z 447 [M-H-132]- e 301 [M-H-146]-, correspondendo a perda de 

uma unidade de xilose e uma ramnose respectivamente, sugerindo que fosse quercetina-3-O-

ramnosil-O-xiloside (Politi et al., 2012). Os picos 28 de T. patula e 39 de T. erecta  exibiram o 

sinal de uma molécula desprotonada [M-H]- com relação m/z a 593, a fragmentação de segunda 

ordem gerou o produto iônico com pico m/z 447 [M-H-146]- e 301 [M-H-146]- , 

correspondendo a perda de duas ramnoses, sugerindo que fosse quercetin-3-O-diramnosil 

(Politi et al., 2012). 

Os picos 13 de T. patula e 23 de T. erecta exibiram o sinal de uma molécula 

desprotonada [M-H]- com relação m/z a 609. A fragmentação de segunda ordem gerou o 

produto iônico m/z 447 [M-H-162]- e 301 [M-H-146]- , correspondendo a perda de uma unidade 
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de glicose e uma ramnose respectivamente, sugerindo que fosse quercetin-3-O-glicosil-7-O-

ramnosil, os mesmos pico apresentaram outro produto iônico m/z 463 [M-H-146]- e m/z 301 

[M-H-162]- sugerindo que este pudesse ser o composto quercetin-3-O-ramnosil-7-O-glicosil 

(Souza, 2017) 

O pico 27 exibiu o sinal de uma molécula desprotonada [M-H]- com relação m/z a 625. 

A fragmentação de segunda ordem gerou o produto iônico m/z 301 [M-H-324]-, 

correspondendo a perda de duas glicoses, sugerindo que fosse quercetina-3-O-diglicosídeo 

(Bezerra, 2016). O pico 20 mostrou o sinal de uma molécula desprotonada [M-H]- com relação 

m/z 641. A fragmentação de segunda ordem do íon precursor de m/z 641 gerou o sinal m/z 317 

[M-H-324]- correspondendo a perda de duas unidades de glicose. Esses dados, juntamente com 

referência bibliográfica (Bezerra, 2016), permitiram a identificação do composto como 

miricitina-3-O-glicosídeo. 

Os picos 60 de T. patula e 78 de T. erecta exibiram o sinal de uma molécula 

desprotonada [M-H]- com relação m/z a 729, a fragmentação de segunda ordem gerou o produto 

iônico m/z 583 [M-H-146]- e 431 [M-H-152]-, correspondendo a perda de uma ramnose e uma 

unidade de galloyl, sugerindo que fosse kampferol-3-O-ramnoside-galoil (Politi et al., 2012). 

 

Tabela 2. Lista de compostos identificados nos extratos de T. erecta e T. patula por LC/MS. 

Composto Pico [M-H]- 
Fragmentos 

produzidos 
Planta 

Patuletina 96 331 316 T. erecta e T. patula 

Quercitrina 42 e 62 447 301 T. patula 

Quercitrina 82 447 301 T. erecta 

quercetin-3-β-D-glicosideo (isoquercetrina) 30, 43, 56 e 70 463 301 T. patula 

quercetin-3-β-D-glicosideo (isoquercetrina) 40 463 301 T. erecta 

patuletin-7-O-glicosideo (patuletrina) 29 e 41 493 331, 316 T. erecta 

patuletin-7-O-glicosideo (patuletrina) 31 493 331, 316 T. patula 

luteolin-8-C[6-desoxi-2-O-raminosil] -xilohexos-3-

ulosideo 
87 567 521, 359 T. erecta e T. patula 

quercetina-3-O-ramnosil-O-xiloside 19 e 27 579 447, 301 T. patula 

quercetina-3-O-ramnosil-O-xiloside 25 e 34 579 447, 301 T. erecta 

quercetina-3-O-diramnose 28 593 447, 301 T. patula 

quercetina-3-O-diramnose 39 593 447, 301 T. erecta 

quercetina-3-O-glicosil-7-O-ramnosil ou quercetina-3-O-

ramnosil-7-O-glicosil 
13 609 447 e 301 T. patula 

quercetina-3-O-glicosil-7-O-ramnosil ou quercetina-3-O-

ramnosil-7-O-glicosil 
23 609 447 e 301 T. erecta 

quercetina-3-O-glicodídeo 27 625 445, 301 T. erecta 

miricetina 3-O-glicosídeo 20 641 317 T. erecta 

kampferol-3-O-ramnoside-galoil 60 729 583, 431 T. patula 

kampferol-3-O-ramnoside-galoil 78 729 583, 431 T. erecta 

 

A utilização de novas tecnologias com o intuito de aumentar a eficiência como também 

promover uma liberação mais controlada dos agentes ativos vem se destacando entre as 
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pesquisas realizadas. Castanheira et al., (2016) citaram que a utilização de fertilizantes 

“inteligentes” encapsulados ou recobertos com enxofre elementar e com camadas de polímeros 

aumenta sua eficiência e o tempo de ação do mesmo no local desejado. Já Santos et al., (2013) 

referenciaram que a combinação de revestimentos minerais e polímeros especiais podem 

potencializar os fertilizantes, proporcionando um melhor aproveitamento pelas plantas. Hu et 

al., (2013) e Zhao et al., (2013) demonstraram que este tipo de fertilizante promove absorção 

constante durante o ciclo do milho e retarda a senescência das folhas no final do ciclo, 

promovendo assim grande absorção de N no período vegetativo aumentando a produtividade 

do grão. 

A utilização da técnica de imobilização e liberação controlada combinado com 

agrotóxicos já vem sendo estudados com o objetivo de diminuir os efeitos causados ao meio 

ambiente.  

Vieira et al., (2014) utilizando herbicidas pré e pós-emergentes incorporados a esferas 

à base de quitosana e escamas do peixe demostraram que os tempos de liberações foram de 

quatro dias para o diuron e de aproximadamente sete dias para o herbicida atrazina.  

Campos (2016) demonstrou também que a utilização de atrazina e quitosana apresentou 

readsorção na superfície do biopolímero durante o período de análise, determinando benefícios 

ao meio ambiente pela retirada da atrazina do meio e pela redução da persistência do herbicida. 

Os lipossomas representam promissor sistema de veiculação de ativos, apesar de 

apresentarem custos elevados e serem utilizados principalmente em aplicações biomédicas.  

Paulino (2015) na tentativa de amenizar estas limitações vem realizando estudos visando 

à veiculação de inúmeros ativos que podem ser empregados principalmente na agropecuária.  

 

4 CONCLUSÃO 

De acordo com resultados obtidos com a caracterização dos lipossomas foi possível 

concluir que houve a formação das vesículas lipossomais contendo extratos ou frações de T. 

erecta e T. patula. Sendo que as mesmas também não interferiram significativamente na 

atividade inseticida sobre Sitophilus zeamais em comparação a dos extratos e frações não 

microencapsulados. 

Os resultados obtidos na caracterização dos extratos de Tagetes spp. por CLAE/EM 

demonstraram que os mesmos são ricos em compostos flavonoídicos, sendo necessária a 

elucidação das das estruturas químicas para confirmação dos compostos. 
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Já a caracterização físico-química mostrou que a maioria das vesículas lipossomais 

formadas apresentaram tamanho referente a micrometros, com distribuição de tamanho 

mediana e instabilidade quanto ao potencial zeta. 
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Diante dos resultados obtidos neste estudo é possível concluir que as espécies T. erecta 

e T. patula apresentaram atividade antioxidante. Quanto ao potencial citotóxico e 

antiproliferativo em células tumorais e não tumoral, algumas frações apresentaram potencial 

em todas as linhagens avaliadas. 

Os extratos e óleos essenciais das espécies testadas apresentaram potencial efeito 

inseticida sobre o inseto Sitophilus zeamais, como também afetou significativamente a 

viabilidade larval de Spodoptera frugiperda. Quato aos óleos essenciais, foi demonstrado que 

os mesmos são ricos em compostos monoterpênicos. 

Os extratos brutos apresentaram potencial oxidativo sobre a proteína BSA. 

Já para a caracterização dos lipossomas foi possível concluir que houve a formação das 

vesículas lipossomais contendo extratos ou frações de T. erecta e T. patula, e que os lipossomas 

não interferiram significativamente na atividade inseticida sobre Sitophilus zeamais em 

comparação a atividade inseticida dos extratos e frações não microencapsulados. 

Os resultados obtidos na caracterização fitoquímica dos extratos de Tagetes spp. por 

CLAE/EM demonstraram que os mesmos são ricos em compostos flavonoídicos, sendo 

necessária a elucidação das estruturas químicas para confirmação dos compostos.
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