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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UM COMPOSITO INSETICIDA-FERTILIZANTE
MICROENCAPSULADO PARA PROMOVER AUMENTO DE PRODUTIVIDADE
AGRICOLA. O presente trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento
de um bioinseticida-fertilizante modelo para controle de insetos-pragas, formulado
com extrato de Azadirachta indica A. Juss. e acidos humicos como matriz
polimérica e agente fertilizante. Foram desenvolvidos métodos de formula¢des com
matrizes poliméricas naturais diferentes como ligninas e poli(e-caprolactona) para
comparacdo de rendimento, custo, vantagens ambientais e eficacia. Entre os
meétodos de nano/microencapsulamento propostos o principal foi a precipitacdo do
polimero pré-formado. Os extratos e produtos foram quantificados mediante a
validacdo de um método analitico para quantificacdo do teor da azadirachtina por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Posteriormente, foram
empregados diferentes métodos de nano/micro caracterizagdo para a avaliacédo da
estabilidade das nano/microparticulas em suspensdo coloidal, investigando a
estabilidade e propriedades do produto natural nanoencapsulado, o tamanho de
particula, o potencial zeta, a distribuicdo da massa molar do polimero, o teor do
composto ativo antes e depois do processo de encapsulamento, o pH do meio de
disperséo. A formulagdo promoveu ganhos de estabilidade fotoquimica, térmica e
de aproximadamente 50% de azadirachtina nano/microencapsulada, mantendo
uma acéo inseticida eficiente na avaliagdo com Spodoptera frugiperda. Os dados
obtidos nos bioensaios biolégicos apresentaram um indice de mortalidade
superiores a 50% nos produtos formulados em comparagéo ao extrato de neem
nao nano/microencapsulado como controle na avaliacdo média de 10 dias.
Finalmente, a avaliacdo da dualidade da funcédo dos acidos humicos no processo
de encapsulamento e acdo fertilizante foram significativamente relevantes,
proporcionando germinacdo média nas plantas de milho de 89,1+0,1%, e na funcdo
de polimérica com rendimentos acima do 70,3+0,1%. Os resultados promoveram
um produto micro/nanoencapsulado formulado com &cidos humicos como matriz
polimérica biodegradavel e com aplicabilidade fertilizante, obtendo um produto final
promissorio, mantendo a estabilidade do principio ativo e acao inseticida eficiente
frente Spodoptera frugiperda, incursionando no desenvolvimento de novas
estratégias micro/nanotecnologicas para o controle de insetos pragas, diminuindo
0 impacto negativo ao médio ambiente.
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ABSTRACT

MICROENCAPSULATED INSECTICIDE-FERTILIZER COMPOSITE
DEVELOPMENT TO PROMOTE INCREASED AGRICULTURAL PRODUCTIVITY.
The main objective of this work was to develop a bioinsecticide-fertilizer model for
pest insect control, formulated with extract of Azadirachta indica A. Juss. and humic
acids as polymer matrix and fertilizer agent. Formulation methods with different
natural polymeric matrices such as lignin and poly(e-caprolactone) were developed
to compare yield, cost, environmental advantages and efficacy. Among the
proposed nano/microencapsulation methods, the main one was the precipitation of
the preformed polymer. The extracts and products were quantified by validating an
analytical method to quantify the azadirachtin content by High Efficiency Liquid
Chromatography (HPLC). Subsequently, different nano/micro characterization
methods were used to evaluate the stability of nano/microparticles in colloidal
suspension, investigating the stability and properties of the natural
nano/microencapsulated product, particle size, zeta potential, distribution of
polymer molar mass, the content of the active compound before and after the
encapsulation process, and the pH from dispersion medium. The formulation
promoted gains in UV-light and thermal stability of approximately 50% to
nano/microencapsulated azadirachtin, maintaining the efficient insecticide action to
Spodoptera frugiperda. The data obtained in biological bioassays showed a
mortality rate higher than 50% to the formulated products compared to the
nonencapsulated Azadirachta indica A. Juss extract as control in the mean
evaluation of 10 days. Finally, the evaluation of the duality of the function of humic
acids in the encapsulation process and fertilizer action were significantly relevant,
providing average germination in corn plants of 89.1+0.1%, and in the function of
polymeric with vyields above 70.3+0.1%. The results promoted a
micro/nanoencapsulated product formulated with humic acids as a biodegradable
polymer matrix and with fertilizer applicability, obtaining a final product, maintaining
the stability of the active ingredient and efficient insecticide action against
Spodoptera  frugiperda, incursion at the development of new
micro/nanotechnological strategies for the control of insect pests, reducing the

negative impact on the environment medium.
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1- INTRODUCAO
1.1 - Usos dos pesticidas sintéticos convencionais na agricultura

O uso de substancias sintéticas na protecdo de cultivos contra os insetos
pragas tém sido considerado indispensavel nos ultimos anos, criando uma
dependéncia pelo uso de inseticidas. Devido a alta demanda por essas substancias
na agricultura necessaria para aumentar a producdo de alimentos, os pesticidas
sintéticos se encontram presentes em niveis baixos em muitos alimentos produzidos
pelo consumo humano (CARVALHO, 2017). De acordo com o National Institutes of
Health (NIH), os efeitos dos pesticidas ainda ndo sao bem compreendidas, além dos
problemas provocados na saude humana, a aplicacdo excessiva dos pesticidas
sintéticos na agricultura pode causar consequéncias ambientais tais como resisténcia
genética dos insetos pragas, acumulacdo nas cadeias tréficas, biomagnificando os
fatores negativo e gerando alteracbes no ecossistema, entre outras dificeis de
restaurar (PESTICIDES, 10 February 2017).

Nos ultimos anos tem condensado que as praticas agricolas enfrentam uma
crise ambiental (SHIVA, 2016). Algumas pesquisas abordam a sustentabilidade a longo
prazo em sistemas de producéo agricola. E evidente que o sistema agricola vigente
aplica de forma intensiva capital e tecnologia, para ser altamente produtivo e
competitivo, mas também traz uma série de problemas entre estes estdo o econdmico,
social e ambiental, envolvendo elevados custos na biorremediacdo doar, solo e a
agua, assim como o saneamento do meio ambiente e dos efeitos produzidos pela
bioacumulacéo de substancias sintéticas tradicionais (CONWAY et al., 2013).

Atualmente, uma das principais estratégias para o0 manejo de insetos pragas
para garantir o abastecimento de alimentos no mundo € o uso de pesticidas. O Brasil
€ um dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo (ReBELO et al., 2010) e
mais de 90% dos agricultores dependem de pesticidas para controle de pragas, s6 em
2011 o pais ultrapassou a marca de 1 milhdo de toneladas, o que equivale a um
consumo médio de 5,2 kg de agrotoxico ao ano por pessoa (LONDRES, 2011). Os
pesticidas sdo amplamente empregados na producdo agricola, atingindo cerca de
30% na maioria das culturas. No entanto, o custo indireto do uso de pesticidas por
danos ao meio ambiente e a saude publica deve ser equilibrado contra os beneficios

obtidos no aumento da producéo agricola.



1.2 - Tipos de pesticidas eo impacto no meio ambiente

Os pesticidas podem ser de diferente tipos ou classificados por varios critérios,
tais como classificacdes quimicas, grupos funcionais, modos de acdo e toxicidade
(GARCIA et al., 2012). A Tabela 1.1 fornece a classificacao de pesticidas com base em
diferentes critérios. Os principios ativos da maioria dos pesticidas comuns sao
organicos (contém carbono) ou inorganicos (sulfato de cobre, sulfato ferroso, cobre,
cal, enxofre, etc.) (GUNNELL et al., 2007). Os produtos quimicos em pesticidas
organicos tendem a ser mais complexos e menos sollveis em agua do que os dos
pesticidas inorganicos (DEBOST-LEGRAND et al., 2016). Os pesticidas organicos podem
ser adicionalmente subdivididos em dois grupos: natural, produzido a partir de fontes

naturais e sintético, artificialmente produzido por sintese quimica.

TABELA 1.1 - Classificacdo dos pesticidas.

(a) Com base nos critérios de toxicidade. Adaptado deWHO ( 2009)

Tipo Nivel de toxicidade LDso® para o tratamento
(mg/kg peso corporal)
Oral Dermal

la Extremadamente perigoso <5 <5

B Muito perigoso 5-50 50-200

Il Moderadamente perigoso 50-2000 200-2000

U Improvavel apresentar perigo agudo 5000 ou superior

(b) Com base na praga alvo. Adaptado de AKTAR et al. (2009).

Tipo de pesticida Alvo biolégico

Algicida Algas

Avicida Aves

Bactericida Bactéria

Fungicidas Fungos

Herbicidas Ervas daninhas

Inseticida Insetos

Acaricidas Acaros

Molluscicida Caracdis, lesmas

Nematicidas Nematoides

Piscicidas Peixes

Rodenticida Roedores

(c) Com base no modo de formulacdo. Adaptado de MASCARELLI (2013)

Estado fisico Caracteristicas

Concentrados emulsionaveis N&o requerer agitacdo constante antes de cada aplicacéo

P6s molhaveis Requer agitacao constante antes de cada aplicagéo

Granulos Obtido por mistura do ingrediente ativo com argila

Iscas Obtido por mistura do ingrediente ativo com alimentos

Pos Os po6s ndo podem ser misturadas com agua e devem ser

aplicadas secas

aLDso € a quantidade de substancia necessaria para matar 50% da populacdo avaliada.

Embora os pesticidas sejam desenvolvidos para serem toxicos para grupos

especificos de organismos, eles podem ter efeitos ambientais adversos consideraveis
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sobre outros organismos, bem como meios diversos, incluindo ar, solo ou dgua (AKTAR
et al.,, 2009). A Figura 1.2 exibe estruturas de alguns pesticidas comuns. Alguns
pesticidas como, por exemplo, aldrin, clordano, diclorodifeniltricloroetano (DDT),
dieldrin, endrin, heptacloro e hexaclorobenzeno sao considerados poluentes
organicos persistentes (POPs) pois resistem a degradacdo e permanecem no
ambiente durante anos (YADAV et al., 2015). Além disso, como tais compostos tém a
capacidade de bioacumulacdo e biomagnificagdo (Figura 1.1), podem ser
bioconcentrados até 70 mil vezes em relacdo a concentracao inicial (Kim et al., 2017).
A aplicacdo excessiva de pesticidas leva a perda da biodiversidade e ao aumento da
resisténcia das pragas, enquanto que seus efeitos em outras espécies facilitam a
ressurgéncia de pragas (DAMALAS et al., 2011). Estima-se que ~95% dos pesticidas
aplicados apresentam potencial de impactar organismos nao-alvo e se tornarem
amplamente dispersos no ambiente (SIMEONOV et al., 2014).

A poluicdo atmosférica dos pesticidas pode ocorrer através da deriva e devido
a pulverizacdo aérea e volatilizacdo pés-aplicacdo (RuLL et al., 2003). Mesmo em
ambientes internos, as correntes de ar criadas pelos sistemas de aquecimento,
resfriamento e ventilacdo podem ser um mecanismo para a disseminacdo de
pesticidas quando aplicados nesses ambientes, em ambientes externos o uso dos
pesticidas representam cerca de um ~6,0% do nivel total de ozbnio troposférico
(CoxALL, 2014).

Em um estudo, as concentracdes de pesticidas no ar ambiente foram medidas
a partir de trés locais de cultivos de batata na ilha de Prince Edward, Canada (WHITE
et al., 2006). A presenca do fungicida clorotalonil foi encontrada ubiquamente em
concentragdes relativamente elevadas, refletindo o efeito do seu uso repetido em
culturas de batata. Em outro estudo realizado em lavouras de batata em Prince
Edward, as concentracdes no solo de carbofurano e metamidofos no ar foram medidas
como 219 e 637 ng m3, respectivamente. As concentracdes desses pesticidas foram
identificadas como altamente preocupantes em termos de exposi¢ao potencial a vida

selvagem.
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FIGURA 1.1 — Ciclo de pesticidas no ambiente. Adaptado de KAILASA et al. (2013)
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FIGURA 1.2 - Estruturas de alguns pesticidas comuns. Fonte: ANJUM et al. (2012).

Por outro lado, na regidao do Lago Taihu, na China, as concentracdes de

pesticidas organoclorados tais como p,p'-DDT, diclorodifenildicloroetileno (p,p-DDE),
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diclorodifenildicloroetano (p,p'-DDD) e O,p'-DDT, no ar apresentavam media de 1.24,
2.12, 0.36 e 7.67 ng m3, respectivamente (Qiu et al., 2004). No reservatério de
Kaweah, CA, EUA, as concentra¢6es de clorpirifés foram mais altas em junho (17,5
ng m3), enquanto as de clorpirifés atingiram o pico em maio (30,4 ng m=) (LENOIR et
al., 1999).

Residuos de pesticidas também foram encontrados na chuva e em aguas
subterraneas. Em um estudo realizado na Hungria, 0s contaminantes mais comuns
na agua foram a atrazina (6%), o acetocloro (4%), o propisocloro (1.5%), o metolacloro
(1.5%), o diazinon (1%,) e o 2,4-D (1%) (SzekAcs et al., 2015). Em um estudo na
Turquia, as concentracdes de beta-hexaclorociclo-hexano (8-HCH), 4,4'-DDT, endrin
cetona e metoxiclor foram encontradas de 0.281, 0.138, 0.120 e 0.102 ug L%,
respectivamente, em agua potavel (Kim et al., 2017).

No caso do Brasil, a aquisicdo de 3000 toneladas de DDT no inicio da década
de 1900 para o controle do vetor da transicdo da malaria, deixo grandes afetacfes e
doencas nas areas de aplicacdo (D AMATO et al., 2002; DE ALCANTARA et al., 2016).
Mesmo apoOs a maioria dos organoclorados terem sido banidos, estes ainda séo
encontrados na natureza, e em alguns casos metabdlitos como DDD e dieldrin
(derivados de DDT e aldrin) foram relatados. A presenca de DDT foi detectada em
peixes da costa brasileira (E SILvA et al., 2007), em leite materno na regido amazonica
(AzErReDO et al., 2008), e em solo contaminado no Mato Grosso (DALLA VILLA et al.,
2006). A presenca de organoclorados também esta associada a residuos industriais
no processor de producéo ou descartes inadequados como ocorridos com o PCP em
Cubatéo (ALMEIDA et al., 2007), e com dieldrin e endrin em Paulinia, no estado de Séo
Paulo (SUASSUNA, 2001). A degradacéo e sor¢ao sao ambos fatores que influenciam
a persisténcia de pesticidas no solo. Os impactos de alguns pesticidas podem durar
décadas, afetando adversamente a conservacao do solo e reduzindo a biodiversidade

e qualidade da mesma (JACOBSEN et al., 2014).

1.3 - Desenvolvimento de biopesticidas

O controle de pragas € um dos fatores vitais para intensificar a producao
agricola. Durante as ultimas décadas, a aplicacdo de pesticidas sintéticos para o
controle de pragas na agricultura tem sido uma pratica padréo. No entanto, com as

evidéncias crescentes sobre 0s efeitos prejudiciais de muitos pesticidas convencionais
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sobre a saude eo ambiente, a necessidade de métodos mais seguros de manejo de
pragas torna crucial. Assim, ha uma necessidade e demanda urgente para o
desenvolvimento de novas estratégias de controle de pragas (BERTOLOTE et al., 2006).

Nos ultimos anos, os consumidores tem tomado cada vez mais consciéncia
sobre o impacto potencial dos produtos quimicos sintéticos convencionais na
producao de alimentos (MULLER et al., 2014). O interesse nos problemas relacionados
com a seguranca alimentar tem gerado uma pressao consideravel, ndo apenas por
parte dos consumidores, mas também por varios comités e organizagdes ambientais,
para reduzir os niveis de residuos de pesticidas nos alimentos. Desde 2009, foram
introduzidas novas regras, fortalecendo os requisitos para substancias quimicas
utilizadas como pesticidas (CzAJA et al., 2015; VILLAVERDE, 2014).

A introducdo de novos regulamentos no dominio da seguranca alimentar
resultou na retirada de muitas substancias sintéticas do mercado, a luz de seus danos
inaceitaveis ao ambiente e a saude. Um elemento adicional que impulsione a busca
de novas ferramentas para o controle de insetos pragas é o aumento da evolucao de
resisténcia de populac¢des dos insetos aos pesticidas usados atualmente. Outro fator
gue apoia o desenvolvimento comercial de produtos agricolas € o aumento da
demanda dos chamados produtos naturais que tém fornecido alternativas aos
pesticidas sintéticos deslocados na forma de produtos naturais, ou seja, biopesticidas
(DAYAN et al., 2009; S MANN et al., 2012). As implementacdes de novos métodos de
protecdo natural das culturas agricolas acrescentaram a abordagem sistematica na
descoberta de produtos derivados das plantas. Assim, a busca de biopesticidas ou
sustancias bioativas implicam o rastreio de substancias em plantas de origem vegetal
(IsmAN, 2006).

1.4 - Produtos naturais para o controle de insetos pragas

O uso de produtos naturais para o controle de pragas agricolas ndo € uma
estratégia nova de controle, sendo bastante utilizada mesmo antes do advento dos
inseticidas sintéticos convencionais que se mostravam mais eficientes e baratos,
principalmente ap6s a Segunda Guerra Mundial. Entre os principais inseticidas
botanicos utilizados merece destaque a nicotina, extraida do fumo Nicotiana tabacum
L., a piretrina, extraida do pireto Chrysanthemum cinerariaefolium Vis., a rotenona

(timbo) extraida de Derris spp., azadirachtina extraida de Azadirachta indica A. Juss,
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e Lochocarpus spp., a sabadila, extraida de Schoenocaulon officinale (Schitdl. &
Cham.) e a rianodina, extraida da planta Rhyania speciosa(SILvA et al., 2002). Os
principais grupos de compostos ativos compdem os fenilpropanoides e fendlicos,
terpenoides e esteroides, alcaloides, entre outros, Figura 1.3.

Destaca-se ainda, que o uso de produtos naturais € uma tatica para o controle
compativel com o Manejo Integrado de Pragas (MIP), pois apresentam normalmente
baixos efeitos ao meio ambiente, ao homem e a outros animais, visto serem menos
agressivos quando comparados aos inseticidas sintéticos que apresentam uma
relativa eficiéncia contra diversos insetos-pragas. Esses produtos tém sido alvo de
estudos para o controle de diversos insetos de importancia agricola, dentre os quais,
destacam-se 0s extratos vegetais de espécies da familia Meliaceae, como Melia
azedarach L. (cinamomo), Trichilia pallida Swartz (catingud) e Azadirachta indica A.
Juss. (neem). Entre eles se destaca 0 neem, planta inseticida utilizada em varios
paises, incluindo o Brasil. Essa arvore tem sido estudada para fornecer produtos
alternativos aos agroquimicos, apresentando acdo comprovada contra mais de 400
espécies de pragas, através de extratos de frutos, sementes, ramos e folhas
(MARTINEZ, 2002).

Ao contrario dos inseticidas convencionais base de um unico principio ativo,
inseticidas derivados de plantas incluem uma série de varios compostos que
diminuem a probabilidade de pragas em evoluir resisténcia (KouL et al., 2009). Outra
vantagem do uso dos produtos naturais € a eficiéncia a baixas concentracfes e sua
rapida biodegradacdo, resultando menor exposicdo e evitando os problemas de
poluicdo causados por pesticidas convencionais (KAGNE, 2017).

E importante salientar que mesmo sendo os produtos naturais menos
agressivos ao meio ambiente quando comparados aos inseticidas sintéticos, eles
apresentam efeitos adversos sobre insetos benéficos, como predadores, parasitoides
e polinizadores (FONTES et al., 2002; NDAKIDEMI et al., 2016). Dessa forma, sempre
Sao necessarios estudos sobre o uso de produtos naturais e seus efeitos colaterais
em insetos ndo alvos e demais animais do meio ambiente. Acrescenta-se ainda que
0 uso de produtos naturais em determinadas formulacdes e concentragcdes podem

causar fitotoxicidade, necessitando de estudos prévios.
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FIGURA 1.3 - Constituintes ativos de alguns inseticidas botanicos de varias fontes

vegetais. Adaptado de IsMAN (2006).

Atualmente no mercado ha disponibilidade de produtos naturais para o controle
de pragas na agricultura, principalmente para pequenas culturas. No entanto o grande
problema para o uso desses produtos em grandes culturas respeito a disponibilidade
de matéria-prima em quantidade necessaria para producdo. Outra desvantagem do
uso de produtos naturais € a rapida biodegradacdo comparado aos produtos sintético
convencionais, o0 que demanda novas aplicagbes em um curto espaco de tempo;
embora a réapida biodegradacdo seja uma vantagem ambiental, também uma
desvantagem econdmica, o0 que implica em aumento de uso. Esses problemas séo
entraves para a adocéo dessa tatica de controle. Além disso, podem ser citados outros
fatores tais como: variagdo na concentracao dos principios ativos nos diversos érgaos
vegetais e ao longo do ciclo de desenvolvimento da planta; técnica mais adequada na
extracdo e conservacao dos extratos; fase do inseto mais suscetivel e a concentracao

a ser utilizada; assim como a estabilidade apos a aplicacdo que constituem outros



pontos negativos para adocdo dos produtos naturais, principalmente para grandes

culturas como soja, milho, arroz, trigo, feijao, entre outras.

1.5 - FormulacGes de biopesticidas

O principal alvo das formulacfes quimicas € desenvolver uma formulacéo que
proporciona o desempenho biologico necessario e que tenha um tempo satisfatorio
de duracdo. Durante o processo de avaliacdo, quando os candidatos a principios
ativos estdo sob avaliacdo, a formulacdo quimica tem influéncia na extensdo da
estabilidade dos produtos quimicos. No entanto, a selecéo final baseia-se no melhor
equilibrio das propriedades para o desempenho biolégico, toxicolégico, assim como
no impacto ambiental e custo (SEAMAN, 1990).

As propriedades fisicas e quimicas dos principios ativos nas formulacdes mais
simples sdo dos produtos contendo apenas o biopesticida. As formulacbes mais
comuns sdo ainda concentrados soluveis (SL) para os produtos quimicos sollveis em
agua, concentrados emulsionaveis (CE) para os produtos quimicos e solventes
soluveis, p6s molhaveis (PM), concentrados em suspensao e (SC) para os solidos
insoltveis (PALUCKI et al., 2010).

O desempenho bioldgico de um biopesticida é frequentemente afetado pela
escolha da formulagdo. Uma formulacdo com o produto quimico em uma solucéo,
como nas formulagBes SL e CE, € geralmente mais ativo biologicamente do que as
formulac6es WP ou SC. Também h& casos em que um SC € mais ativa do que um
WP como resultado de um menor tamanho que faz que o pesticida seja mais
biodisponivel. Além de considerar as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do
pesticida na formulacao, a formulacao quimica também deve proporcionar um produto
gue seja conveniente para o agricultor, assim como na utilizacdo segura e eficaz a um
custo aceitavel (CHANDLER et al., 2011).

As tendéncias relacionadas com os tipos de formulacdo de biopesticida
provavelmente vado dos pdés molhaveis e os concentrados em suspensdo, 0S
granulados dispersiveis em agua, por razdes de seguranca, e de formulagdes de um
componente a multiplex componentes. Além disso, se pode esperar um maior nimero
de formulacdes de liberac&o controlada para otimizar seus efeitos bioldgico, tais como
nanoemulsdo, nanosuspensao, nanocapsulas em suspenséo, etc. (GHORMADE et al.,
2011; GLARE et al., 2012).



1.6 - Nanotecnologia e nanoencapsulacéo de pesticidas

Especificamente as nanoparticulas poliméricas sao sistemas carreadores com
um principio ativo que apresentam didmetro inferior a 1 ym. As propriedades e 0s
efeitos das particulas e os materiais em nanoescala diferem consideravelmente das
particulas maiores com a mesma composi¢do quimica. As nanoparticulas podem ter
maior reatividade quimica, e sdo mais bioativas que particulas maiores. Devido a seu
tamanho, as nanoparticulas tém maior area de contato e melhor acesso a qualquer
corpo e tém probabilidade de penetracao celular, tecidos e érgaos. Estas propriedades
proporcionam novas aplicagdes em quase todos os setores industriais (MEDINA et al.,
2010).

Empresas agroquimicas tém reduzido o tamanho das particulas de emulsdes
de produtos quimicos existentes, levando-os a dimensdes em escala nano, ou ter
encapsulados os principios ativos em nanocpsulas desenhadas para abrir sob certas
condicBes tais, como respostas a luz solar, calor ou condicbes alcalinas no tubo
digestivo de um inseto. Algumas empresas produzem formulacdes contendo
nanoparticulas na escada de 100 a 250 nm que podem ser dispersas em agua
aumentando assim a facilidade de aplicacdo de substancias organicas insolUveis
resultando com O6tima atividade biol6gica. Outras suspensdes de nanoparticulas
utilizadas (nanoemulsGes) que pode ser em agua ou a base de Oleo, contém
suspensdes uniformes de pesticidas ou herbicidas, em nanoparticulas na faixa entres
de 200 a 400 nm (GIONGO et al., 2016; JOSEPH et al., 2006).

Uma ampla gama de aplicagGes potenciais da nanotecnologia na agricultura
estd atualmente disponivel, o que leva a uma intensa pesquisa a nivel académico
quanto industrial por seus desenvolvimentos apropriados (DASGUPTA et al., 2015;
PARIsI et al., 2015). De fato, as propriedades Unicas de materiais em nanoescala torna-
os candidatos ideais para a concepcao e desenvolvimento de novas ferramentas de
apoio a agricultura sustentavel. Algumas das principais aplicacbes dessas

nanotecnologias na agricultura sao descritas esquematicamente na Figura 1.4.
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FIGURA 1.4 - Potenciais aplicagbes da nanotecnologia na agricultura. a)
nanopesticidas e nanofertilizantes, b) nanozeolitas e hidrogéis, ¢) nanomateriais
(SiO2, TiO2 e nanotubes de carbono), e d) nanosensores por dispositivos de

comunicacdo sem fio. Adaptado de FRACETO et al. (2016).

O emprego de nanomateriais poliméricos para o fornecimento de pesticidas tem
sido desenvolvido recentemente. Geralmente, os pesticidas estdo encapsulados com
um biopolimero, ja que os nanocompositos poliméricos (PNC) consistem em um
polimero contendo nanoparticulas carregadas e dispersas dentro da matriz polimérica
(KANGO et al.,, 2013). Os biopolimeros ndo séo prejudiciais para o ambiente,
biodegradaveis, diminuindo a producdo de subproduto de degradacdo toxicos e
comparativamente de baixo custo. Como resultado dessas propriedades, provaram
ser materiais de encapsulamento adequados para principios ativos (NURUZZAMAN et
al., 2016).

Esses biopolimeros tém sido selecionados pois apresentam diferentes
polissacarideos (amido, alginato e quitosana), algumas proteinas como colageno e
aguelas originadas da soja e da seda, assim como os poliesteres biodegradaveis
como os polilactideos (PLAS), a poli-¢-caprolactona (PCL), o poli-acido glicdlico (PGA),
o poli-hidroxioctanoato (PHO), o poli-hidroxibutirato (PHB) para a sintese de particulas

carregadas com inseticida (PEREIRA et al., 2014). A disponibilidade de diferentes
11



polimeros e suas propriedades inerentes proporcionam aos pesquisadores a opgao
de sintetizar nanocapsulas através de diferentes métodos. As estratégias mais
comumente desenvolvidas sdo nanoprecipitagcéo, difusédo de emulséo, evaporacao de
solventes, emulsao dupla, coacervardo em emulséo e deposi¢cdo camada por camada.
No entanto, outros métodos sdo encontrados com modificagcdes dos métodos acima
mencionados, por exemplo, dispersdo por fusdo, polimerizacdo em emulséo,
polimerizacao interfacial, método de deposi¢éo interfacial, técnica de deslocamento
de solvente, evaporagédo de emulsao, etc., Figura 1.5 (REIs et al., 2006).
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FIGURA 1.5 - Diferentes métodos de sintese de nanocépsulas poliméricas. Adaptado
de MORA-HUERTAS et al. (2010).

Entre os métodos com maior implementacao pela obtencdo de nanoparticulas
e microparticulas polimeras se encontra a nanoprecipitacao, também conhecida como
precipitacdo antissolvente, dessolvatagéo, deslocamento do solvente e mudanca de
solvente (AUBRY et al., 2009), descrita por FEssI et al. (1989). Esta técnica tem varias
vantagens em comparacdo com outros metodos, dentre as quais destacam-se as

facilidades para desenvolver as nanoparticulas em uma etapa, baixo custo envolvido,
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requerimento de baixa energia elétrica e rapido desenvolvimento (BILATI et al., 2005;
SHAKERI et al., 2014). A técnica de nanoprecipitacdo geralmente produz
nanoparticulas na faixa de 50 a 300 nm, o que é uma vantagem porque o tamanho de
particula menor gera maior area de contato. Esta caracteristica & importante para a
sua aplicacdo em sistemas de adsorcao e dessorcao (BECK-BROICHSITTER et al., 2010;
MUGHEIRBI et al., 2014). O tamanho das nanoparticulas depende da matéria-prima,
polimero utilizado, miscibilidade do solvente, tipo de agitacdo e, em termos gerais, da
metodologia aplicada (BECK-BROICHSITTER et al., 2010). Além disso, de acordo com
BiLATI et al. (2005) ndo deve usar uma quantidade excessiva do principio ativo ou uma
agitacdo proeminente, altas temperaturas e nao criar interfaces O0leo-agua
(CHIDAMBARAM et al., 2014).

O avanco nas ultimas décadas nas formulacdes contendo um biocida na matriz
de um polimero biodegradavel tem levam ao desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas com aumento das propriedades controladas, maior solubilidade de
principio ativos, protecdo contra degradacdo prematura e maior estabilidade do
inseticida. A Tabela 1.2 ilustra a eficiéncia de alguns pesticidas e biocidas ap6s do
nanoencapsulamento.

A crescente tendéncia de escolha das nanoformulacdes poliméricas por parte
dos pesquisadores pode estar relacionada com a manifestacdo de uma maior
eficiéncia na propriedade inseticida do composto encapsulado em comparagdo com
as formulacdes comerciais. A liberacédo lenta, a protecdo contra a degradacgao térmica
e ultravioleta, assim como a baixa solubilidade do inseticida encapsulado sédo as
caracteristicas mais importantes das nanoformulac¢des poliméricas, 0 que os torna a
primeira escolha para o nanoencapsulamento. As nanoformulacfes poliméricas
podem ser classificadas quanto sua estrutura em nanoesferas, nanocapsulas ou
nanoemulsdes para encapsulamento de inseticidas (Figura 1.6). Entre eles, as
nanocapsulas sdo as mais utilizadas para o controle de inseticidas (DAs et al., 2014).
No caso das nanoemulsfes, estes sao bons candidatos pela administracdo de
substancias ativas pouco soluveis em agua. Assim, tanto os inseticidas hidrofilos,
como hidrofébicos podem ser dispersos e encapsulados por formulacdes de
nanoemulsdo, aumentando a biodisponibilidade dos ingredientes ativos (NURUZZAMAN
et al., 2016).
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TABELA 1.2 - Propriedades melhoradas de pesticidas e biocidas comerciais nanoencapsulados. Adaptado de NURUzzAMAN et al. (2016).

Material de

Pesticida

Material/forma de

azidobenzaldeido e
carboximetil-quitosano

o x Recursos aprimorados alcancados devido a nanoencapsulacéao Referencias
encapsulamento biocida nanoencapsulacao
Pesticidas comerciais
Polimeros naturais/polissacarideos
Chitosan-co-(D,L- Imidacloprid Nanomicelas A liberagdo sustentada de imidacloprida foi alcancada (ZHanG etal,
lactide) 2013)
alginato/quitosano Paraquat Nanoparticulas O perfil de liberagdo do herbicida foi alterado, assim como sua (DOS SANTOS SILVA
interacdo com o solo, indicando que esse sistema poderia etal., 2011)
efetivamente minimizar os problemas causados pelo paraquat v
Alginato de sodio Imidacloprid Nanoparticulas Exibiram menos citotoxicidade, mas mantém uma melhor eficacia
I . . (GuaN et al., 2008)
imidacloprida sobre pragas simples
Biocopolimeros de Metomil Nanoparticulas A atividade inseticida de nanocapsulas carregadas com metomil

contra larvas foi significativamente superior ao original, mesmo de (YIN et al., 2010)
100% ao longo de 7 dias

Biocidas
Polimero sintético/poliésteres

Polietileno glicol (PEG)

Oleo essencial de
alho

Nanocéapsulas

Materiais de encapsulamento reduzem a volatilizacdo de 6leos
essenciais e conservaram a eficacia de controle de pragas de 80% ao (YANG et al., 2009)
longo de 5 meses

Azadirachtina A

Nanomicelas

Na 4gua, a taxa de libertacdo de azadirachtina A encapsulada a partir

de agregados nanomicelares é reduzida aumentando o peso (KUMAR etal.,
molecular de PEG, controlando o tempo de semi-liberacéo (ti2) de 2010)
3,05 a 42,80 dias

Lansiumamida B

Nanocéapsulas

A lansiumamida B nanoencapsulada apresentou maior atividade
nematicida em comparacdo com apenas a lansiumamida B, onde os
valores de LCso foram de 2.1407 e 19.3608 mgL, respectivamente,
observados apés 24 h de tratamento

(YIN et al., 2012)

Polimeros/polissacarideos naturais

Derivados de quitosano
anfifilico

Rotenona

Nanomicelas

A solubilidade da rotenona aumentou (até 26,0 mgmL-1), que foi cerca
de 13000 vezes maior do que a rotenona livre na agua (cerca de 0,002 (LAo et al., 2010)
mgmL-1)

Azadirachtina

Nanomicelas

A azadirachtina foi protegida pelo biopolimero de uma rapida
degradacéo e liberada ao longo de 11 dias no meio ambiente.

(FENG et al., 2012)
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Continuacdo TABELA 1.2

Quitosana e goma de Oleo de Lippia Nanogels A liberacdo mais lenta e sustentada do 6leo de Lippia sidoides foi
. L . . . ) A (ABREU et al.,
caju sidoides observada em perfis de libertacdo in vitro, obtendo eficiéncias 2012)
larvicidas efetivas em comparacdo com o 6leo puro de L. sidoides
Gelator Metil eugenol Nanogels A evaporacédo do feroménio diminuiu significativamente e manteve-se  (BHAGAT et al.,
(feromdnio) estavel em condi¢des de ambiente aberto 2013)
Acido miristico e Oleo de Carum Nanogels Exibiram mais toxicidade fumegante do que o 6leo livre durante um
. : ; . ~ . (ZAEE et al., 2014)
quitosano Copticum periodo de tempo mais longo para controlar a praga de gréos da loja
Nanoparticulas baseados em lipidios
Compritol 888 ATO Artemisia Nanoparticulas A estabilidade fisica foi obtida & medida que as nanoparticulas
e P . L ~ ! o (LAl et al., 2006)
(lipidico) lipidicas sélidas lipidicas sélidas reduziram a rapida evapora¢éo dos éleos essenciais
Argila e hidroxido duplo em camadas
Hidroxido duplo em Cinnamato Hidroxidos duplos em  Considerado um pesticida verde devido as suas propriedades de

camadas

camadas de
carbonato calcinados

compatibilidade controlada e de compatibilidade natural

(PARK et al., 2010)

Microemulsdes

Tween 80 e SDBS

Oleo de neem

Microemulsao

A atividade acaricida demonstrada pela micro emulsdo de dleo de
neem foi efetiva contra Sarcoptes scabiei var. cuniculi larvas in vitro

(Xu et al., 2010)

Nanoemulsdes

Alginato de sodio e
quitosano

capcicina

Nanoemulsédo

Melhorou a estabilidade da nanoemulsdo carregada com capcicina

devido as interacdes eletrostaticas dos polimeros

(CHol et al., 2011)

Surfactante nionico
Tween 20 e 4gua

Oleo de neem

Nanoemulsao

A eficacia larvicida aumentou quando o tamanho da gota diminuiu

(ANJALI et al., 2012)

Tween 80 e agua

6leo de eucalipto

Nanoemulsédo

Eficacia larvicida superior em relagéo ao 6leo a granel

(SUGUMAR et al.,
2014)
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FIGURA 1.6 - Representacao morfolégica de diferentes nanoparticulas. Adaptado de
PERLATTI et al. (2013)

O termo nanoparticulas inclui as nanocapsulas e as nanoesferas, as quais
diferem entre a composicdo e organizacdo estrutural, as nanocapsulas sé&o
constituidas por uma camada polimérica disposta ao redor de um nucleo oleoso,
deixando o principio ativo incorporado nesse nucleo e/ou adsorvido na parede
polimérica. Por outro lado, as nanoesferas, ndo apresentam 6leo em sua composicao,
sdo formadas por uma matriz polimérica uniforme, onde o principio ativo pode ficar

retido ou adsorvido na superficie, Figura 1.6 (SCHAFFAZICK et al., 2003).

1.7 - Azadirachta indica A. Juss.

A arvore do neem (Azadirachta indica A. Juss) pertence a familia Meliaceae e
é nativo da india. E amplamente distribuida no Sul e Sudeste da Asia e na maioria das
regides tropicais e subtropicais ao redor do globo (BENGE, 1989), A Figura 1.7 mostra
a distribuicdo geografica das areas naturais e plantadas de neem no mundo. A palavra
"neem" vem do sanscrito, a origem de todas as linguas indo-europeias, e se traduz
em "cura e calmante da doenca". Ha relatos histéricos desde 1.500 A.C. mencionando

0 uso dessa &rvore em escritos religiosos (NORTEN et al., 1999).

Ocorréncia natural e Plantacdes (introduzida) e Ocorréncia natural e plantacdes.
FIGURA 1.7 - Distribuicdo das areas naturais e plantadas de neem no mundo.
Adaptado de BITTENCOURT (2006).
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As comunidades populares e as tribos indigenas tém utilizado as diferentes
partes da arvore do neem por muito tempo para a tratamento de dentais, curas de
doencas e principalmente no controle de insetos pragas (SUBAPRIYA et al., 2005). Os
extratos aquosos de folhas de neem em p6 tém sido utilizados para controle de insetos
durante séculos. Embora esta pratica tenha sido abandonada com o advento de
poderosos pesticidas sintéticos, seu uso tem se tornado mais comum apos a
observacdo dos efeitos nocivos desses pesticidas, Tabela 1.3 (GOVINDACHARI et al.,
1998). Hoje, a arvore de neem € amplamente distribuida na Asia tropical, subtropical,

Africa, Australia e América do Sul (BLACKWELL, 1997).

TABELA 1.3 — Exemplos mais comuns de inseticidas a base de neem produzidos
comercialmente. Adaptado de PAVELA (2016).

Produto comercial Composto ativo Modo de acéo

Azamax Azadirachtina? Atua como repelente e como inseticida através da

(UPL, Brasil) inibicAo de alimentagdo e de crescimento nos
insetos nas diferentes fases de estagios

Margosom® Azadirachtina Gera interferéncia no sistema neuroenddécrino que

(Agri Life, india) Oleo de neem controla a ecdisseona e a sintese de horménio
juvenil.

Molt-X® Azadirachtina Controla no estaddio larval, pupal e ninfa,

(BioWorks, Inc., USA) interferindo  no metabolismo da ecdisseona.

Normalmente, os insetos morrem entre larvas e
pupas, ninfas ou durante a eclosao adulta.
NeemAzal T/S Aza-A Apb6s do tratamento as larvas reagem inibindo o
(Trifolio-M, Germany) crescimento e morrendo; O adulto mostra a
inibicdo da alimentacdo, a infertiidade e a
mortalidade. Como resultado de a¢&o o tratamento
atua de 7 a 10 dias ap6s a aplicagéo
Azera™ Azadirachtina Erradica as pragas alvo rapidamente por contato
(MGK®, USA) piretrinas ou ingestdo; também interfere no processo da
muda e interferindo na fase adulta, sendo efetivo
em todos os estadios, larval, pupal e adultos.

1Grupo de tetranortriterpendides (aza A-K)

1.7.1- Propriedades inseticidas do neem

Durante os ultimos anos, um grande numero de instituicdes, universidades,
centros de pesquisa e industrias tem focado na busca de novos biocidas e tém
concentrado sua atencdo na arvore de neem pelo potencial inseticida. Entre as
diferentes partes da arvore de neem, as sementes constituem a maior fonte dos
compostos inseticidas, ndo subestimando o potencial das folhas e frutos. A arvore de

neem apresenta mais de 300 compostos caracterizados a partir s6 das sementes
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(GuPTA et al., 2017; NICOLETTI et al., 2012). Mais de um terco dos compostos sdo
nortriterpenoides, que sao divididos em dois grupos principalmente: limonoides e
quasinoides (C20 e C19). No caso dos triterpenoides possuem um baixo numero de
atomos de carbonos, em alguns casos, apresentam perda parcial da cadeia lateral,

alguns dos nortriterpenoides sdo apresentados na Figura 1.8 (BENELLI et al., 2017).

5

Nimbolida d-limoneno Mentol 1, 8-cineol  Citronelal ~ Eugenol  p-mentol-3,8-dioi ~ Timol

FIGURA 1.8 - Constituintes ativos de alguns inseticidas botanicos de neem. Adaptado
de IsMAN (2006), NICOLETT! et al. (2012) e NICOLETTI et al. (2016).

Dos limonoides carateristicos isolados de neem se encontra a azadirachtina,
que € uma mistura de sete compostos isoméricos conhecidos como aza A-K, outros
compostos encontrados que também apresentam potencial bioldgico é a salannina,
Oleos volateis, nimbina e meliantriol (VERMA, 2016). Embora estes compostos sejam
muito abundantes nas sementes de neem, o limonoide mais polar encontrado em
todas as partes da planta € a azadirachtina, seguido da salannina (MORGAN, 2009).
Estes compostos tém um grande potencial inseticida e antialimentar, sendo umas das

propriedades mais relatadas dessa planta, Tabela 1.4.
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TABELA 1.4 - Algumas atividades identificadas de Azadirachtina indica A. Juss. para

o controle de insetos pragas

metanolico das sementes

Ixora coccinea L.

fitotoxicidade

Extrato botanico Inseto alvo Atividade Referencia
observada
Oleo das sementes Ceraeochrysa claveri Toxicidade (SCUDELER et al., 2016)
Ext. aguoso das folhas Eutyphoeus orientalis Inseticida (KumAR et al., 2015)
Oleo das sementes Spodoptera frugiperda Inseticida (TAVARES et al., 2010)
Ext. oleoso, aquoso, e Aphis gossypii Glover inseticida e

(EspArzA-Diaz et al., 2010)

Ext. etanolico das folhas

Staphylococcus sp.
Pseuddmonas sp.

Efeito biocida

(REYES DE FUENTES et al.,
2013)

Extratos de neem/Oleo

Sarcoptes scabiei

Acaricida

(Du et al., 2008)

Oleo das sementes

Muscidifurax raptor

Parasiticida

(Ruw et al., 2008)

Extrato metandlico

Plutella xylostella

Antialimentar

(YAN et al., 2015)

Extratos de folhagem

Plutella xylostella

Efeito toxico

(SHARMA et al., 2014)

Extrato aquoso das folhas [Meloidogyne spp Nematicida (NwaNkwo et al., 2016)
Trichophyton
. mentagrophytes
Extrato metanolico das Trichophyton rubrum Fungicida (OsPINA SALAZAR et al., 2015)
folhas/Oleo das sementes |, ,. .
Microsporum canis
Epidermophyton floccosum
Extratos das folhas Pomacea Canaliculata Moluscicida (HARUN et al., 2016)
Oleo das sementes B_rewcqryne brassicae Inseticida (DJOMAHA et al., 2016)
Lipaphis Plutella xylostella
Extratos das sementes Meloidogyne spp Nematicida (GALADIMA et al., 2015)
Extrato aquoso das folhas |Rhipicephalus sanguineus Ef(_e|tos_ na (DENARDI €t al., 2010)
oviposicéo

Extrato; das sementes e
folhas/Oleo

Papilio demoleus L.

Antialimentar

(VATTIKONDA et al., 2016)

1.7.2 -

Azadirachtina como principal componente ativo

A azadirachtina, é um tetranortriterpenoide com maior presenca nas sementes
da arvore de neem, e um dos principais biopesticidas comerciais, assim como uns dos
pesticidas botanicos mais efetivos e com maior sucesso na agricultura (OULHACI et al.,
2017). Embora alguns isbmeros de azadirachtina, aza-A a aza-K, tenham sido
reportados na literatura, sendo aza-A o mais importante e com maior uso de referéncia
nas atividades com extratos de neem e suas formulag¢des (DE PAULA et al., 2016). A
aza-A possui propriedades proeminentes como inseticida, incluindo o potencial
antialimentar, regulador de crescimento e efeitoesterilizante, conseguindo assim o
controle de mais de 200 espécies de insetos pragas agricolas. Aléem disso, é
notavelmente ndo toxico para os vertebrados (BOURSIER et al., 2011). O 3-
tigloyazadirachtol, também conhecido como aza-B esta presente em concentracdes
de até 20% de aza-A; outras azadirachtinas sdo produzidas pela planta em
concentracbes muito mais baixas, alguns delas sdo apresentadas na Figura 1.9
(SALEHZADEH, 2002).
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“y, oM

3-acetil-tigloilazadirachtina-(11S)-epimer Azadirachtina H

Azadirachtina |
FIGURA 1.9 - Principais constituintes isolados das sementes do neem. Fonte: (DAHIYA
et al., 2016; JOHNSON et al., 1997)

A azadirachtina apresenta uma estrutura com grupos funcionais associados ao
oxigénio, o que torna dificil determinar que parte da molécula € responséaveis dos
diversos efeitos bioldgicos. Alguns estudos sobre relacdes estrutura-atividade
sugerem que a funcionalidade na posi¢éo 7 e 11 da azadirachtina (Figura 1.9, Aza-A)
pode desempenhar um papel importante nos efeitos biol6gicos (GROSSMAN et al.,
1994). A azadirachtina atua geralmente como regulador de crescimento no estadio
larval, assim como na alteracao da muda, inibicdo do crescimento, e malformacéo que
podem contribuir com a mortalidade dos insetos (ARCHANA et al., 2017). Isto é atribuido
a interrupcao no sistema enddcrino, na regulacao negativa dos niveis de hematéfagos,
gerando hemofilia por bloqueio da liberagcdo do hormdnio protoracicotropico (PTTH),
do complexo corpo cardiaco do cérebro ou atraso na aparicdo do ecdisteroide,

inibindo completamente a muda (RAIZADA et al., 2001).

1.7.3 - Estabilidade da azadirachtina

O uso comercial dos produtos a base do neem estdo limitados pela
sensibilidade da azadirachtina a luz, umidade, temperatura e aos meios acidos ou
alcalinos (ForIM et al., 2013). A exposi¢ao a luz ultravioleta (UV) é a responsavel pela
foto-oxidagao da azadirachtina, tendo que manter as preparagdes protegidas da luz
solar para reduzir os problemas séo implementadas algumas substancias como filtros
solares ou absorventes UV, tais como o acido p-aminobenzdico, antraquinona ou a

epiclorhidrina, reduzindo a foto-oxidacdo e prolongando a estabilidade da acéo da
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azadirachtina nas formulacbes comerciais (OROzCO-SANCHEz et al.,, 2007).
Geralmente, a azadirachtina é de natureza instavel;, quanto maior € a concentracéo
da azadirachtina nos produtos, maior a instabilidade. Apesar disso, existem patentes
sobre métodos e composi¢cdes destinadas a conferir estabilidade a azadirachtina
(ARCHANA et al., 2017).

O rendimento da azadirachtina varia muito com o solo, o clima, a maturidade
da semente e a vida util. Portanto, para os produtos a base do neem serem
comercialmente efetivos, seus constituintes como azadirachtina devem ser

estabilizados com o desenvolvimento de novas formulacoes.

1.8 - Nanoencapsulacdo dos constituintes de neem para aplicacao

na agricultura

Uns dos problemas na aplicacdo dos produtos a base de neem em grande
escala é a alta fotosensibilidade da azadirachtina, que degrada ou isomeriza sob a luz
solar; tendo um efeito residual em condi¢cdes de campo. Além disso, a falta de
padronizacdo e controle de qualidade nas formulacdes a base de neem afetam a
reprodutibilidade da acdo esperada (ForIM et al., 2010). O avanco da nanotecnologia
na agricultura tem desenvolvido nos ultimos anos formula¢des de liberagéo controlada
de inseticidas por encapsulacdo polimérica.

A nanoencapsulagdo polimérica proporciona liberacdo lenta, controlada e
ciclica, facilitando a libertacdo dos principios ativos que podem ser controlados no
local de acdo, minimizando os efeitos téxicos nao visados. Além disso, a
nanoencapsulagcdo polimérica evita a perda de componentes volateis, aumentando
assim a estabilidade dos fitoquimicos (CHAUDHARY et al., 2017). As vantagens das
nanoparticulas poliméricas incluem a biocompatibilidade, biodegradabilidade,
capacidade para modificar e funcionalizara superficie, a incorporacdo do principio
ativo sem reacOes quimicas e a possibilidade de modulacdo da degradacédo e
liberacdo do agente ativo, selecionando os materiais utilizados para o preparo das
nanoparticulas (PASQUOTO-STIGLIANI et al., 2017). A implementacdo de polimeros
como poli-(e-caprolactona) (PCL), poli-(B-hidroxibutirato) (PHB), poli [B(1,4) -2-amino-
2-desoxi-D-glucosa] e poli(metacrilato de metilo) (PMMA) (TABELA 1.5), sé&o
utilizados geralmente como encapsulantes pela velocidade de degradacdo, por

exemplo, as variagbes na composi¢cdo, peso molecular do polimero e métodos de
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preparacao das nanoparticulas (GIONGO et al., 2016). Forim et al., (2013) conseguiram
mediante o uso de poli-(e-caprolactona) nanocapsulas e nanoesferas de extratos de
neem em altas concentracdes de azadirachtina e com didmetros médios de 150,0 e
250,0 nm, respectivamente. A azadirachtina utilizada como referéncia nas
nanoformulacdes apresentou uma alta eficiéncia de aprisionamento (> 95%) deste
composto e uma estabilidade UV de pelo menos 30 vezes mais em comparagdo com

0s produtos comerciais (FORIM et al., 2011).

TABELA 1.5 - Alguns polimeros usados na encapsulacdo dos componentes ativos de

neem e suas potenciais aplicaces agricolas. Fonte: (CHAUDHARY et al., 2017).

Componente  Principio Polimero Tamanho de Potencial de aplicacdo Referencia
de neem ativo nanoparticulas
Neem Azadirachtina Carboximetil 200-500 nm Pesticida boténico (FENG et al.,
chitosan com 2012)

acido ricinoléico
(R-CM-chitosan)

Sementes de Azadirachtina Nanoemulsdo  1-5pum Eficiente biopesticida (DA CosTA
neem causante de alta etal., 2014)
mortalidade contra uma
praga de armazenamento
Zabrotes subfasciatus

Oleo de Azadirachtina g-ciclodextrina e PCL: 4 ym Exibe alta eficicia contra (CARVALHO
neem PCL B-ciclodextrina: ninfas e ovos de Bemisia et al., 2012)
83.2 nm tabaci

Ext./Oleo de Azadirachtina PCL 230-245 nm Exibe 100% de (FORIM et

neem mortalidade da larval de al., 2013)

(Nucleo das Plutella xylostella

sementes)

Oleo de Azadirachtina Nanoparticulas 20 nm Mostra efeito significativo (EL-SAMAHY

neem de silica NPs como inseticida contra etal., 2014)
Tuta absoluta

Folhas de Azadirachtina Nanoparticulas 100 nm As nanoparticulas de nem (CHOUDHUR

neem de prata revestidas em prata Yy etal.,
apresentaram fortes 2016)

propriedades antifungicas
contra Aspergillus terréus

No entanto, a maioria dos polimeros utilizados na encapsulacéo polimérica séo
de origem sintética e/ou ndo biodegradaveis. No contexto das formulagbes de
biopesticidas, os polimeros de origem natural devem ser implementados na
encapsulacdo dos inseticidas de modo a preparar biopesticidas completamente
naturais e diminuir o impacto ao meio ambiente (PERLATTI et al., 2013). Um exemplo,
€ o trabalho desenvolvido por CosTA et al. (2017), que obteve uma alta eficiéncia de
encapsulacdo da azadirachtina utilizando como biopolimero a lignina, este é um

exemplo de um método de preparacédo bem sucedida gerando microparticulas que
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melhoraram a estabilidade térmica e fotodegradativa do componente ativo.
Consecutivamente, as formulacdes mostraram aumento na eficacia da azadirachtina
frente aos insetos pragas Spodoptera frugiperda e Diatraea saccharalis em um maior
tempo de acéo (CosTA et al., 2017).

A aplicacdo dos biopolimero projetados as formulacdes de biopesticidas se
encontram ainda na sua fase inicial de exploragdo. As microparticulas e
nanoparticulas desenvolvidas com biopolimeros estdo sendo focadas em quanto a
sua capacidade de protecao, direcionamento e fornecimento dos principios bioativos

e/ou a projecao dos biopesticidas com novos atributos fisico-quimicos.

1.9 - Insetos pragas

Os insetos pragas sao os principais competidores com os seres humanos pelos
recursos gerados na agricultura, e séo favorecidos pelas monoculturas em extensas
areas de cultivo intensivo de fertilizantes (OERKE et al., 2004). Os danos causado pelos
insetos pragas € um dos fatores mais importantes na reducédo da produtividade de
qualquer espécie de planta, gerando perdas que podem ocorrer no campo antes da
colheita e durante o armazenamento apos a colheita (OLIVEIRA et al., 2014). Dentro
dos cultivos de maior afetacdo estd o milho, que ocupa o terceiro lugar dos produtos
agricolas do mundo e uns dos cultivos com maior area cultivada no Brasil, em torno
de 12 milhdes de hectares (PAULA, 2017). Apesar da cultura possuir um alto potencial
de produtividade, esta € afetada principalmente pelo ataque de insetos como
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) provocando quedas significativas no
rendimento desde o plantio até a sua utilizacédo, seja para alimentacdo humana ou
animal (SiLvA et al., 2017). No periodo “safrinha” do cultivo do milho esta praga
apresenta condi¢cdes 6timas de desenvolvimento, conseguindo resisténcia e um alto
custo dos defensivos utilizados, os principais problemas encontrados para o seu
controle (LIMA et al., 2009).

1.9.1- Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

A lagarta-do-mato ou lagarta do cartucho, S. frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) é capaz de causar danos substanciais as culturas de milho, sorgo,
forragem, capim, arroz, algodéo, amendoim, entre outras (PEREz-ZUBIRI et al., 2016).

Aproximadamente 3.000 toneladas de ingrediente ativo por ano sao usadas para o
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controle deste Unico inseto praga (BLANCO et al., 2008). Em varias regides do mundo,
0 Uso excessivo de inseticidas resultou no desenvolvimento de populagdes altamente
resistentes a esses produtos quimicos. Consequentemente, também ocorrem efeitos
colaterais, tais como impactos negativos em organismos nao alvos destes produtos
(DA SILVA et al., 2016). Na sua fase larval, o inseto S. frugiperda é considerado a
principal praga do milho no Brasil e nas Américas (DA SILVA et al., 2013).

Os prejuizos ocasionados pelo inseto S. frugiperda a cultura do milho
principalmente ndo estéo relacionados a auséncia de tratamento fitossanitario, pois o
namero de aplicacbes de agroquimicos para o controle da praga tem aumentado
consideravelmente no decorrer dos anos. No entanto, h4 uma preocupacao crescente
com o0 aumento da ocorréncia de populacdes resistentes aos produtos fitossanitarios
(CARVALHO et al., 2013), bem como com a diminuicdo da diversidade dos inimigos
naturais em consequéncia do uso indiscriminado de inseticidas (CLoyD et al., 2011).
FoRrIM et al. (2010) relataram que extratos de neem com teor de azadirachtina superior
a 3,0 yg.kg* de dieta causaram 100% de mortalidade. Os ensaios biol6égicos visaram
verificar se a atividade inseticida ja conhecida do neem sobre S. frugiperda se
manteria apds o processo de encapsulacao utilizando o polimero natural extraido do
bagaco de cana-de-acucar, a lignina criando alternativas naturais para o controle da

praga (CosTA et al., 2017; FORIM et al., 2013).

1.10 - Fertilizantes

Com o desenvolvimento da producdo agricola, a fertilizagdo tem sido
amplamente utilizada como uma prética de manejo comum para manter a fertilidade
do solo e rendimento das culturas (SHEN et al., 2010). Experimentos de campo de
longo prazo, utilizando diferentes métodos de manejo, podem fornecer observacfes
diretas das mudancas na qualidade e fertilidade do solo, promovendo previsdes de
produtividade futura do solo e interacdes do ambiente do solo. Ao longo das ultimas
décadas, um grande numero de experimentos de longo prazo foram iniciados para
examinar os efeitos da fertilizacao na fertilidade do solo no mundo (DONG et al., 2012).

O uso de fertilizantes organicos € um componente importante das praticas na
agricultura. O estrume organico pode fornecer os nutrientes essenciais das plantas e
aumentar a produtividade da cultura, aléem de deixar um efeito residual benéfico nas

culturas sucessivas. Diversos tipos de materiais organicos, tais como adubos, lamas
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de esgoto e residuos de culturas, sdo aplicados ao solo para melhorar o teor de
matéria organica do solo e, consequentemente, as propriedades fisicas, quimicas e

biolégicas do solo tendem a melhorar (JANNOURA et al., 2014).

1.10.1 - Acidos hiimicos (AH)

As substancias humicas sdo os principais constituintes da matéria organica do
solo, correspondendo genericamente ao produto final da decomposicao de residuos
organicos na natureza. Eles apresentam alta estabilidade, reatividade e persisténcia
no solo, além de serem considerados recalcitrantes a biodegradacdo (Santos et al.,
2008). No que se refere a sua natureza quimica, apresentam uma grande
complexidade e diversidade estrutural, e s&o compostos de humina, bem como acidos
hamicos e fulvicos (PrRIMO et al., 2011).

As substancias humicas melhoram a producéo e a qualidade de uma variedade
de plantas, incluindo gréos. O rendimento das culturas com materiais organicos
poderia ser alcangado igualmente em comparac¢ao com o da aplicacao de fertilizantes
NPK (TAHIR et al., 2011). Por exemplo, os acidos humicos aplicados a taxas de 50-
300 mg kg, mostrou aumento significativo da biomassa de raiz e de broto em milho,
com as taxas de 50-100 mg kg™ resultando na maior resposta de crescimento com
respeito a fertilizantes NPK (SHARIF et al., 2002). As substancias humicas melhoram
a fertilidade do solo modificando suas condicdes fisicas, quimicas e bioldgicas do solo.
Os acidos humicos sdo polimeros naturais com grande complexidade estrutural e
variabilidade devido a sua polifuncionalidade, apresentando propriedades fisicas,
quimicas e biologicas Uteis que podem-se considerar caracteristicas funcionais em
formulagbes agroquimicas aproveitando a dupla funcionalidade fertilizante/matriz

polimérica.
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2 -

2.1 -

OBJETIVOS

Objetivo geral

A dissertacdo teve como objetivo o preparo de um composito inseticida-

fertilizante para uso agricola que atenda simultaneamente as expectativas de

produtores para o controle de insetos praga e aumento de indices de produtividade.

2.2 -

Objetivos especificos

Desenvolvimento de compositos formulados com inseticidas e fertilizantes de
origem natural que sejam compativeis durante etapas de formulacao;
Melhorar a dispersdo em meio aquoso e a biodisponibilidade de extratos de
origem natural e do metabdlito secundéario azadirachtina,;

Preparo de extratos vegetais e sua caracterizacdo quantitativa;

Estabilizar a azadirachtina contra acdes ambientais de fotodegradacao,
termodegradacdao e hidrdlise;

Preparar nanoparticulas poliméricas em suspenséo coloidal pela técnica de
nanoemulsdo/deposicao-interfacial/deslocamento do solvente e
nanoprecipitacdo de polimeros pré-formados;

Desenvolver protocolos de secagem por Spray-Drying para producdo de
microparticulas em po;

Caracterizar as propriedades fisico-quimicas, morfol6gicas, estabilidades,
cinética de liberacdo e atividade biol6gica das nanoparticulas em suspensao
coloidal e em po;

Identificar o balanco de massas dos compostos envolvidos no processo e
desenvolver métodos de controle de qualidade por CLAE;

Avaliar o uso de &cidos humicos como biopolimero e, simultaneamente, como

um agente fertilizante.
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3-

MATERIAIS E METODOS

Os equipamentos, reagentes e procedimentos adotados para a execugao do

trabalho estéo relacionados a seguir:

3.1 - Equipamentos

vV V. V ¥V V V

Y VvV

vV V VYV V

vV V.V V V VYV V

Autoclave vertical, Prismatec, modelo CS;

Agitador de tubos do tipo vortex da Phoenix AP56;

Bomba Peristaltica; Watson-Marlow, Ing. Pump pro TPM 600 55RPM

Balanca analitica — Bel Engineering Mod. Mark 210A;

Balanca semi-analitica — Bel Engineering Mod. Mark 500;

Camara de envelhecimento acelerado com quatro Actinica Philips - 450mm, 15W
(380-280nm);

Centrifuga Eppendorf, modelo 5810;

Chapa de aquecimento com sistema de agitacdo magnética da Marconi, modelo
MA 471;

Cromatografo a liquido Agilent Technologies série 1200 modulado com um
desgaseificador G1322A, bomba quaternaria G1311A, auto-injetor ALS G1329A,
forno da coluna G1316A e detector UV-Vis G1314B,;

Diametro BI-FOQELS (Fiber Optic Quase Elastic Light Scattering) Brookhaven
Instruments Corporation;

Espectrofotdmetro Bomem MB-102 Fourier Transform Infrared,

Estufa Nova Etica;

Medidor de pH Metrohm, modelo 827, eletrodo Pt 1000;

Microscopico Eletrénico de Varredura (MEV) Philips XL 30 FEG, 30 KV, resolucao
maxima de 2nm; Estufa de fotoperiodo, Eletrolab, modelo 122FC.

Mini Spray Dryer, Blichi Labortechnik AG, B-290;

Moinho IKAA11 basic;

Potencidmetro — Qualxtron Mod. 8010;

Rota evaporador Bichi R-215 com controle de Vacuum V-850

Termo balanca Shimadzu TGA-50;

Ultra-turrax IKA, T10 basic;

Ultrassom Unique;

27



>

ZetaPlus, Zeta Potencial Analyzer — Brookhaven Instruments Corporation.

3.2 - Solucbes e Reagentes

3.2.1- Solventes

>

Agua deionizada ultrapura (18Q) foi obtida através de um equipamento Milli-Q® da
marca Millipore, utilizada para o preparo e solu¢cdes e como fase movel para
cromatografia liquida;

Hexano e etanol grau P.A. J.T. Baker, foi utilizado para a obtencéo do extrato de
Azadirachta indica;

Acetona grau HPLC da marca J.T. Baker foi usado para o preparo das solugdes
coloidais no sistema de encapsulamento;

Acetonitrila e Metanol grau HPLC da marca J.T. Baker e Tedia foram

desgaseificados e usados como fase movel cromatografica.

3.2.2- Padrdes analiticos

Azadirachtina A da Sigma-Aldrich foi utilizado em solucbes padrdes para

preparo de amostras para construcao da curva de calibracédo por CLAE.

3.3 - Materiais

>

V V V V V V V V V VYV V

Cartuchos de SPE, marca Chromabond®, empacotados com 10mg de silica
derivatizada com grupos cianopropil;
Etilenodiaminotetraacetato de calcio e dissédico (EDTA);
Filtro com membrana de PVDF com 0,22um e 0,15mm de diametro;
Membrana Teflon 0,45 um (Millipore®);
Membrana Teflon 0,20 um (Millipore®);
Membrana de Celulose para dialise, 10 mm largura — Sigma-Aldrich;
Monoleato de polioxietilenosorbitano (Tween® 80);
Reagentes para preparo solucdo tampéao PBS;
Seringa descartavel de 3 mL;
Tinogard TL®, Styleze® e silicone;
Tubo para centrifuga Spin (2,0 mL) com filtro acetato de celulose 0,22 um;
Tubos Falcon de 15 e 50 mL.
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4 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 - Obtenc&o do Material Vegetal

As sementes de Azadirachta indica A. Juss. (neem) foram cedidas pela
empresa Barauna Comercio Industria Ltda. Os frutos foram lavados, despolpados e
secos em estufa. Em seguida foi removido a palha das sementes e as améndoas
foram trituradas em um moinho IKA A1l Basic por aproximadamente 30 segundos

para a obtencéo do po.

4.2 - Preparacéo do extrato das sementes de Azadirachta indica A.

Juss.

O extrato vegetal de neem foi obtido macerando 500,0 + 0,1 g de améndoas
moidas em solventes organicos. A maceracado foi realizada primeiramente com n-
hexano por 60 min em 5,0 L do solvente com ajuda de um agitador mecanico, e
repouso de 12 horas aproximadamente sendo, apds o periodo de repouso a solugéo
filtrada, e o filtrado rotaevaporado para concentracdo do extrato. O sélido retido no
filtro (torta) foi novamente conduzido ao processo de extragdo com n-hexano repetindo
0 processo até a exaustdo. O n-hexano foi empregado para a remocao do 6leo de
neem e outros componentes apolares. No final do processo foi obtido 1,3 L de 6leo de
neem.

O residuo néo extraido foi entdo macerado com outros 5,0 L de metanol para
extracdo dos principais limonoides da espécie vegetal como, por exemplo, a
azadirachtina (analito de interesse). Em cada extracdo com metanol o material vegetal
foi agitado por 60 min e mantido em repouso por 12 h. Apds completar este periodo o
material foi filtrado e o solvente rotoevaporado para concentracdo do analito de
interesse. O processo foi repetido até completa exaustdo a extracdo com o proposito
de se obter um extrato com maiores teores de azadirachtina. Ao fim do processo foram

obtidos 150 g de extrato seco de neem.
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4.3 - Validacdo do meétodo analitico para quantificacdo de
azadirachtina por CLAE-UV

Para o controle de qualidade dos produtos de neem em desenvolvimento foi
necessario a selegcdo de um método de analises, sendo escolhida a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Este método foi desenvolvido usando um
equipamento modulado com um cromatografo Agilent 1200 Series (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) configurado com desgaseificador G1322A, bomba
quaternaria G1311A, auto-injetorG1329A, forno de coluna G1316A e detector de
ultravioleta G1314B (Figura 4.1). Para a separag¢do cromatografica foi utilizada uma
coluna C18 Xtimate™ (4,6 x 150mm, 5 um da Welch Materials, Inc., Shanghai, China).

FIGURA 4.1 - Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia Agilent 1200
Series com detector de ultravioleta (CLAE-UV).

As analises cromatograficas foram realizadas no modo isocratico de elui¢do. A
fase mével consistiu de uma mistura de agua: acetonitrila (65:35, v/v) com vazao de
1,0 mL.min! e tempo de eluicdo de 15 min, a temperatura da coluna foi mantida em
35°C e o0 volume de injecdo de azadirachtina foi de 10,0 yL e comprimento de onda
de deteccao fixado em 217 nm (Amax absorcéo). O controle do equipamento CLAE-UV,
aquisicéo e processamento dos dados foram realizados pelo software Analyst®1.5.1
(Applied Biosystems).
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4.4 - Preparacao das solucdes padrao para construcao da curva de

calibracao

A validacdo do método foi realizada seguindo as instru¢cdes da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003), observando parametros como
estabilidade da amostra, seletividade do método, recuperacao, efeito da matriz, limites
de deteccéo e quantificacdo (LOQ), linearidade, precisao.

Para a quantificacdo da aza-A foi preparada uma solucao estoque, dissolvendo
com preciséo 10,0 + 0,1 mg do padrdo de azadirachtina em 10,0 mL de MeOH (J.T.
Baker, grau LC-MS) em um balédo volumétrico de 10,0 mL (Pyrex®) e armazenado a -
5°C. A solucao estoque preparada apresentou concentracdo nominal de 1000 pug mL"
L. A faixa linear de trabalho foi estabelecida entre 1,00 e 100 pg mL* (valor nominal).

A partir da solucéo padréo foram preparadas solu¢des para a construcado da
curva de calibracdo. As solucdes da curva de calibracao foram preparadas por diluicdo
da solucédo padrdo nas seguintes concentragfes: 1,00; 5,00; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0;
80,0 e 100 ugmL. Todas as solugGes foram preparadas em triplicata. Essas solu¢ées
foram utilizadas para avaliar a curva de calibracdo, linearidade, intervalo dinamico
linear, limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) do método. Outras
trés solucdes padrbes de azadirachtina (1,20; 60,0 e 100 pg mL™?) foram preparadas
independentemente em quintuplicata, a partir da solugéo de trabalho de azadirachtina
(1000 pg mL1), seguindo o procedimento descrito anteriormente para representacao
do controle a baixa, média e alta qualidade (LQC, MQC e HQC, respectivamente),
para avaliar a exatidao e precisdo do método.

A linearidade da curva de calibracao foi obtida através do célculo de anélise da
regressao linear, usando a area do gréfico obtido mediante a integracao dos picos dos
cromatogramas da azadirachtina nas diferentes concentracdes das solucdes versus a
concentracdo nominais usando a metodologia linear de minimos quadrados. Foram
utilizadas oito concentragées diferentes de 1,00 a 100 pug mL*, com trés repeticées
para cada valor. A regressao linear ponderada (1/x) foi aplicada para minimizar a
variancia desigual dos valores mais elevados. A linearidade foi avaliada por meio do
coeficiente linear de correlacdo (R?) e mediante as andlises dos respectivos fatores
de resposta (ou seja, area de pico dividida pela concentracdo de cada amostra
padrao).
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O limite de quantificacéo foi obtido diluindo sucessivamente a solu¢ao estoque
de azadirachtina (1000 pg mL™) até observar uma relacéo sinal/ruido (S/N) de 10. Por
outro lado, no limite de deteccéo (LOD), foi utilizada uma propor¢cao de trés vezes a
relacdo S/N. A preciséo foi avaliada como intra-dia (repetibilidade) e inter-dia (precisdo
intermediaria). Quintuplicata das solucdes de azadirachtina em concentracfes baixas,
médias e altas (1,20; 60,0 e 100 ug mL, respectivamente), com relagédo a curva de
calibragédo, foram preparadas e utilizadas como padrdes para avaliagdo. O desvio
padrao relativo (RSD) foi utilizado para avaliar a precisdo, com um dia de resultados
utilizados pela repetibilidade e trés dias consecutivos utilizados pela precisdo
intermediéaria. A exatiddo foi medida aplicando o método de quantificacdo as amostras
e avaliando a porcentagem de viés ou tendéncia. As concentracdes das amostras

foram as mesmas usadas na determinagao da preciséo.

4.4.1 - Analises estatisticos

Para confirmacdo da validagdo do método analitico, foi realizado anélise de
variancia de um anico fator (ANOVA) com os dados da regressao linear para avaliar
o significado do método de proposta. A significancia estatistica foi definida em p-valor
<0,05, indicando que o0 modelo € explicado pela regressao proposta em um intervalo
de confianca de 95%.

4.4.2 - Preparo de amostras para analise quantitativa por CLAE-
uv

O extrato metanolico e 6leo das sementes de neem obtido foram submetidos a
processos de pré-tratamento por extracdo em fase solida usando cartucho SPE para
garantir a manutencao da sensibilidade, seletividade e robustez do método analitico,
bem como a preservacdo do equipamento e colunas cromatograficas. As amostras
dos extratos metandlicos e 6leos de neem foram submetidos aos procedimentos de
limpeza para eliminagcdo das impurezas conforme FoRIM et al. (2010). Um cartucho
Chromabond® Cyano de 100 mg e leito de 1,00 mL foi condicionado em 5,00 mL de
n-hexano sem deixa-lo secar. Dissolveu-se 25,0 mg de cada amostra em 1000 uL de
n-hexano, aplicando-o ao cartucho. O tubo que continha a amostra, foi lavado com

mais 1000 pL de n-hexano, o qual também foi aplicado ao cartucho. Apds aplicar a
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amostra no cartucho, elui-se o cartucho completamente retirando os interferentes mais
apolares (lavagem). Apés a lavagem do cartucho com n-hexano, lavou-se o tubo da
amostra com 1000 yL de MeOH o qual foi transferido para o cartucho. Elui-se o
cartucho com o MeOH sendo, em seguida, novamente eluido com mais 1000 pL de
MeOH. O MeOH foi usado para a remocéao dos analitos de interesse do cartucho. Foi
usada a camara a vacuo (Manifold-Varian) acoplada a uma bomba de vacuo,
trabalhando a uma pressao préxima a 70 mmHg onde os cartuchos eram incorporados
e o fluxo de lavagem e eluicdo mantidos constantes. As fracdes metandlicas foram
secas em Speed Vac Labconco (Bomba de vacuo, centrifuga, e “Cold Trap”) a 48°C
durante 60 min sendo, ent&o, reconstituidas em 1,00 mL de MeOH.

Estando as amostras prontas, foram analisadas por CLAE-UV no método
desenvolvido e os dados posteriormente processados no software Analyst® 1.5.1

(Applied Biosystems).

4.5 - Preparacao das nanoparticulas em suspenséo coloidal

As nanocdpsulas e nanoesferas em suspensao coloidal foram formuladas por
duas técnicas principais: (a) Nanoprecipitacdo do polimero pré-formado (NPPT) e (b)
Nanoemulséo/Interfacial Deposi¢do/Deslocamento do Solvente (NIDDS) conforme
Fessi et al. (1989) e Forim et al. (2013). Ambas técnicas empregaram polimeros pré-

formados.

45.1 - Preparo de nanoparticulas por nanopreciptacao (NPPT)

Uma fase organica contendo o biopolimero, um tensoativo de baixo equilibrio
hidrofilo-lipéfilo (EHL), os extratos de neem (substancia ativa) a encapsular e 6leo de
neem, foram vertidos lentamente pelo uso de uma bomba peristaltica (Watson-
Marlow/TPM 600 55RPM) operada a 3% de sua capacidade maxima, sob agitacédo
constante num agitador magnético (RT10P/IKA®) sobre uma fase aquosa, composta
de 4gua aquecida a 40°C e um tensoativo de elevado EHL, conduzindo a formacao

imediata das nanoparticulas. A Figura 4.2 ilustra o processo de NPPT.
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Polissorbato 80 (Tween).

Fase Organica: >
Acido Hamico (Biopolimero) =3 E,‘_
Monoestearato sorbitano (Span Y —
Oleo de Neem* (Span) é ) ||| — —> ‘

. : .08 1
Extrato de Neem (Composto ativo) 1 | - ‘ [ ]
Acetona Bomba peristaltica Precipitagio

Nanoesferas em
solugdo coloidal

Evaporagio do solvente e

* Oleo usado somente no preparo de nanocapsulas. excesso de aoua

Nanocapsulas em
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FIGURA 4.2 - Representacdo do método de nanoprecipitacdo para a preparacdo das

nanoparticulas em suspensoées coloidais pelo método NPPT.

A suspenséo resultante foi mantida sob agitacdo por 10 min a temperatura

ambiente. Para a formulacdo de nanoesferas, o processo ocorreu nas mesmas

condicdes, com excec¢do da presenca do 6leo na fase organica. A solubilizacdo do

polimero no solvente utilizou-se um banho a 45 + 2°C e agitagdo magnética por 30

min. Apos da formacéao das nanoparticulas, o solvente e a parte da fase aquosa foram

eliminados num evaporador rotativo, ajustando-se o volume a 100 mL. A composicéo

qualitativa e quantitativa padrao das formulacdes sé&o apresentadas na Tabela 4.1.

TABELA 4.1 — Composicdo das suspensdes coloidais preparadas pelo método de

NPPT
Composigéio Formulacéao
NC NS
Fase orgéanica
Pol.—Acido Himico 250 mg 250 mg
Span® 60 195 mg 195 mg
Oleo de Neem 775 mg %)
Extrato de Neem* 60,0 mg 60,0 mg
Acetona/Etanol 65,0 mL 65,0mL
Fase aquosa
Tween® 80 195¢g 195¢g
Agua destilada 135 mL 135 mL

& Auséncia de 6leo de neem (S6 pela formacao de nanoesferas)
NC: Nanocapsulas; NS: Nanoesferas
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4.5.2 - Preparo de nanoparticulas por Nanoemulséo Interfacial

Deposicao Deslocamento do Solvente (NIDDS)

O método NIDDS é baseado na espontanea emulsificacdo de uma fase interna
organica contendo o polimero dissolvido em uma fase aquosa externa (FORIM et al.,
2013). Este método foi desenvolvido no grupo de pesquisa de Produtos Naturais do
DQ/UFSCar. Contudo, o método permite so6 a formacgéo de nanocapsulas. O esquema

geral pode ser observado na Figura 4.3.

)ﬁ
&
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Oleo de Neem. excesso de agua
Extrato de Neem.

FIGURA 4.3 - Representacdo do método de nanoprecipitacdo para a preparacao de
nanocapsulas em suspensodes coloidais pelo método NIDDS

Inicialmente, ha formacdo de uma nanoemulsdo 6leo/agua (FASE IlIl) obtida
sob vigorosa agitacdo por 5 min do 6leo vegetal e o produto natural a ser
nanoencapsulados (IKA® T10 basic Ultra-turrax®), contendo o tensoativo de baixo
equilibrio hidrofilico-lipofilico no meio de dispersao aguosa. Em seguida, uma solucao
(FASE 1) de acetona contendo o biopolimero previamente dissolvido a 45 + 2°C foi
vertida lentamente com o auxilio de uma bomba peristéltica (Watson-Marlow/TPM 600
55RPM) operada a 3% de sua capacidade maxima na nanoemulsao (FASE II) sob
agitacdo. Apos 10 min de estabilizagéo ao sistema FASE | + FASE Il foi vertido sob
agitacdo (RT10P/ IKA®) uma terceira fase aquosa (FASE lll), contendo um tensoativo
de elevado equilibrio hidrofilico-lipofilico para garantir a estabilidade da dispersao
coloidal.

ApoOs a juncéao das trés fases, o sistema permaneceu por um periodo de 10 min,

sob agitacdo moderada (480 rpm/RT10P/IKA®), e mais 30 min em repouso.
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Finalmente o solvente e parte da agua foi retirada do sistema sob vacuo ajustando o
volume final da disperséo coloidal em 100 mL. A composi¢céo qualitativa e quantitativa

padrao da formulagcéo séo apresentadas na Tabela 4.2.

TABELA 4.2 - Composicdo das suspensdes coloidais a serem preparadas pelo
método de NIDDS

Composicéo Quantidade Solvente
FASE |
. . — p— Acetona — 65,0 mL
Biopolimero — Acido HUmico 250 mg
FASE Il
Oleo de Neem 775 mg Agua — 75,0mL
Extrato de Neem 60,0 mg
FASE llI .
Agua — 60,0 mL
Tween® 80 195 mg

ApGs o desenvolvimento das suspensdes coloidais NC e NS na auséncia do
composto ativo (extratos de neem) foram preparadas também através dos mesmos
métodos (NC-branco, NS-branco), com a finalidade de serem utilizadas como

controles na avaliacéo da atividade bioldgica.

4.6 - Etapas de preparo das amostras

4.6.1 - Quantificagcdo total da Azadirachtina na suspensao

coloidal

As suspensodes coloidais (100 L) foram tratadas com acetona (900 pL) para
promover a dissolucdo das nanoparticulas. Apés homogeneizacdo em agitador
(Vortex) e repouso por 60 min, uma aliquota de 500 pL foi retirada da solucéo,
transferida para tubo eppendorf e centrifugada por 30 min a 14.000 rpm. ApGés término
da centrifugacdo, uma aliqguota de 200 puL do sobrenadante foi retirada e seca. O
material seco foi entdo resuspendido em 200 pL de MeOH e analisado por CLAE-UV.
A determinagdo do teor total de azadirachtina das suspensdes coloidais foram
determinadas ap0s o célculo da &rea do grafico obtido mediante a integracdo dos
picos cromatogréficos na quantificacdo da azadirachtina através da curva de

calibracdo e atendendo a seguinte equacao:

C= [(CO X Viess X Vdil)/(l/:seco xVamost)] = mgL_1
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Onde: C, é a concentracdo da amostra em solugdo, Viess 0 volume de
ressuspensdo para analises por CLAE, V4i 0 volume final apos a diluicdo para pré-
tratamento, Vseco 0 Volume de amostra seca apés centrifugacéo, € Vamost aliquota da

suspensao coloidal submetida a andlise.

4.6.2 - Quantificagcdo do teor da Azadirachtina nos produtos

nanoencapsulados

Para avaliar o teor do composto bioativo encapsulados, foi necessario
quantificar o teor do composto bioativo livre, ndo encapsulada no meio de dispersao
(meio aquoso). Através da técnica de centrifugacdo, foi promovida a separacédo do
material disperso (nanoparticulas) e do meio de dispersdo em duas fases
heterogéneas. Assim, apds o preparo da suspensdo coloidal, transferiu-se uma
aliquota de 500 pL para tubo de centrifuga Spin (Costar® Spin-X®, 2,00 mL) com filtro
Acetato de celulose 0,22 um centrifugando por 40 min a 8.000 rpm. Apés a separacéo
das fases, uma aliquota de 200 pL da fase aquosa foi seca e ressuspendida com 200
pL metanol e analisado por CLAE-UV. A determinagéo do teor da azadirachtina nos

produtos nanoencapsulados foi determinada mediante a seguinte equacéao:

Caquoso = [(CO X Vress)/(Vseco)] = mgL_l

Onde: C, é a concentracdo da amostra em solu¢do, Viess 0 volume de
ressuspensdo para analises por CLAE, e Vseco O VOlume de amostra seca apos

centrifugacao.

4.7 - Preparacdes de nano/microparticulas em po6 secas por

aspersao
4.7.1 - Preparacdo de Nanocapsulas e Nanoesferas em po6

Entre as diversas técnicas de encapsulamento, a secagem por pulverizagéo de
uma emulsédo/suspensado/solucdo através da técnica de Spray-Drying € das mais
usadas amplamente na producdo do pd, onde o componente ativo é disperso na
matriz(SHAHIDI et al., 1993). A Figura 4.4 ilustra o funcionamento de um Spray-Dryer

de Bichi (Mini Spray Dryer Buchi B-290, Buchi Laboratories, Switzerland).
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FIGURA 4.4 — Funcdes e carateristicas do Spray-Dryer: a) diagrama esquematico de
pulverizacdo por Spray-Dryer, b) Mini Spray-Dryer Blchi B-290 (Bichi Laboratories,

Switzerland)

As suspensdes coloidais contendo as nanocapsulas e nanoesféras foram secas
num Mini Spray-Dryer (B-290/Buichi) pelo método da secagem por aspersdo tendo
como suporte de avaliacdo de secagem os acidos humicos utilizados inicialmente nas
formulagcbes como biopolimeros. Durante o processo foi mantida uma
homogeneizacéo constante sob agitacdo magnética (480 rpm/CERAMAG Midi/IKA®).
Os &cidos humicos foram conduzidos a avaliacdo durante o processo de secagem em
funcdo da qualidade como suporte de secagem frente a polimeros como o poli-(¢-
caprolactona) (PCL) ou biopolimeros como a lignina, utilizados na obtencdo de
nanoparticulas em pd contendo principios ativos encapsulados. Também foram
avaliados os rendimentos em fungéo do volume (vazéo) e viscosidade do meio de
dispersao.

O Mini Spray-Dryer foi operado no modo contracorrente equipado com duas
agulhas de fluidos. Uma agulha atomizadora com orificio de 0,7 mm foi utilizada
juntamente com ar comprimido como gas atomizador. Os parametros operacionais do

Spray-Dryed utilizados inicialmente sé&o descritos na Tabela 4.3.
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TABELA 4.3 - Parametros operacionais para aspersdo de produtos formulados
mediante o Mini Spray-Dryed Buichi® B-290

Parametros Valor
Fluxo de alimentacéo 7,50 mL/min
Fluxo de ar 530 L/h
Presséo de ar comprimido 0,55 bar
Temperatura de entrada do ar de secagem 125°C +5°C
Temperatura de saida do ar de secagem 50°C +5°C
Diametro do atomizador 0,7 mm
Sistema de aspiracao 95% (38 m%/h)

Os rendimentos da operacdo de secagem foram calculados com base nas
massas totais dos solidos presentes nas suspensfes coloidais, massas dos
componentes das formulagdes, e da massa do adjuvante de secagem em comparacao
com as massas finais obtidas apds do processo de secagem. O célculo de rendimento

foi determinado mediante a seguinte equacao:

Rendimento (%) = [Mgeco /My]x 100

Onde: Mseco € a massa do material seco ap0s do processo de secagem e My a
massa nominal.

4.8 - Caracterizacéo das formulacdes

A caracterizacdo dos produtos em suspensao coloidal e secos por aspersao
foram avaliadas com o propésito de determinar a estabilidade e propriedades como
tamanho de particula, potencial zeta, teor de azadirachtina nos produtos secos, pH
nas suspensdes coloidais e a morfologia das nanoparticulas formadas, que sao
geralmente os parametros fisico-quimicos utilizados para monitorar a estabilidade dos
produtos formulados (FEssI et al., 1989; GUTERRES et al., 1995; LACOULONCHE et al.,
1999).

4.8.1 - Doseamento de azadirachtina nos produtos secos por

aspersao

Todos os nebulizados teve os teores do composto bioativo determinados por
CLAE. As amostras foram preparadas tratando os nebulizados com acetona a fim de

proceder a dissolugcdo do polimero e liberacdo do conteddo do produto natural
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presente nas nanoparticulas. A metodologia empregada compreende a adicao de 5,00
mL de acetona em 25,0 mg de p6 nebulizado. Apés homogeneizacdo em agitador de
tubos (Vortex), a dispersédo foi mantida em repouso por 60 min. Apos a total dissolucéo
do polimero, uma aliquota de 0,5 mL foi transferida para tubo eppendorf e centrifugada
por 30 min a 14.000 rpm (10°C). Apos centrifugacdo, uma aliquota de 200 pL do
sobrenadante foi retirada e seca. Por fim, o material seco foi entdo ressuspendido em
200 pL de metanol e analisado por CLAE-UV. O doseamento da azadirachtina nos
produtos secos por asperséo foram calculados mediante a seguinte equacao:

CNC,NS,p() = [(CO X Viess X Vdil)/(v;eco xvamost)] x 1000 = mgKg_l

Onde: Cnc, ns, ps € 0 conteldo de azadirachtina nos pds de NS e NS, Co a
concentragdo da amostra em solugdo, Vress 0 volume de ressuspensao para analises
por CLAE, V4i 0 volume final apés a diluicdo para pré-tratamento, Vseco 0 Volume de
amostra seco apos centrifugagdo, e Vamost aliquota da suspenséo coloidal submetida

a anélise.

4.8.2 - Determinacédo do pH das solucdes coloidais

Os valores de pH das suspensdes foram determinados diretamente nas
suspensdes através do potenciometro (Modelo 827/Metrohm), previamente calibrado
com solugdes tampao pH 4,0 e pH 7,0. O pH foi medido em triplicara logo ap6s do
preparo e em intervalos de dias conhecidos para avaliagdo da estabilidade das
suspensdes (10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias).

4.8.3 - Analise morfologica das solucbes coloidais e dos

produtos secos por asperséao

A analise morfolégica (superficie e diametro de particula) foi realizada em todas
as amostras por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), a fim de avaliar as
caracteristicas morfologicas ap0s 0 processo de secagem. Para avaliar a
homogeneidade das suspensdes coloidais e formato das nanoparticulas obtidas, 100
puL de cada amostra em suspensao coloidal foram adicionados e secos diretamente
em suportes metalicos de aluminio, enquanto aos produtos secos foram utilizados 5

mg, respectivamente. Finalmente, todas as amostras foram metalizadas em ouro e
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fotomicrografadas utilizando-se aumentos de 100 a 80.000 vezes. As analises foram
realizadas no Laboratorio de Caracterizacdo Estrutural do Departamento de
Engenharia de Materiais/lUFSCar utilizando-se um microscopico Philips XL 30 FEG,
Figura 4.5.

FIGURA 4.5 - Microscopio de varredura eletrénica Philips XL30 MEV-FEG

4.8.4 - Estudo da fotodegradacdo das nanoparticulas em

suspensdes coloidais e dos produtos secos por aspersao

Foi realizado um estudo de fotodegradacao acelerado com as suspensoées de
nanoparticulas contendo o padrdo de aza-A e seus produtos secos por aspersao
correspondente, em camara de fotoradiacdo controlada simulando parametros
ambientais. A camara foi constituida por um conjunto de 4 lampadas ultravioleta
Actinica Philips 450 mm, 15W (380-480 nm) que simulam a radiacdo no espectro do
UV-A e UV-B. A camara é toda revestida com espelhos para maior aproveitamento da
radiacdo. Os espelhos apresentam uma superficie altamente refletora com perdas
minimas de luminosidade. O sistema foi mantido com temperatura controlada a 30,0

* 2,0°C por um sistema de circulacao de ar termostatizado, Figura 4.6.
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FIGURA 4.6 - Camara de envelhecimento acelerado por luz ultravioleta

As amostras solidas foram colocadas em vidro relégio e as amostras liquidas
em béquer sendo periodicamente homogeneizadas. Foram realizadas coletas apés
24, 36, 48 e 72 h de exposicao a radiacdo para as amostrasempée 1, 2, 4, 8, 12, 24,
36, 48, e 72 h de exposicéo a radiacdo para as suspensodes coloidais. Um controle foi
analisado colocando uma amostra liquida e outra sélida na camara envoltas em papel
aluminio ao abrigo da radiacdo para verificar possiveis influéncias da temperatura

sobre a degradacdo. Todas as amostras foram analisadas por CLAE-UV.

4.8.5 - Determinacao do potencial Zeta e diametro de particulas

As Andlises de determinacdo do diametro de particula (DP) em nandmetros
foram obtidas mediante as andlises de difusdo dindmica da luz num NanoZen 3600
da Malver na temperatura ambiente num angulo fixo de 90° apés de diluir cada
amostra em quintuplicara das suspensfes coloidais e produtos secos por aspersao
em relacdo a 1:8, 1:100, 1:1000 e 1:10000 de agua Milli-Q. Esta técnica possibilitou
obter o didametro hidrodindmico médio das nanoparticulas e o indice de
polidispersividade.

A avaliagdo do potencial zeta () em milivoltz foi realizada no equipamento
citado pela determinacdo do diametro de particula. As amostras foram preparadas em
relacdo a 1:8, 1:100, 1:1000 e 1:10000 em agua Milli-Q. Todos os valores foram
reportados pela média + desvio padrao da quintuplicata das diferentes medidas.
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5.1.1- Estudos de liberacdo in vitro para nanoparticulas em

suspenséo coloidal

Os estudos de liberacdo in vitro das nanoparticulas em suspensédo coloidal
foram realizados pela técnica de difusdo de bolsas de dialise proposta por Levy e
colaboradores (LEvY et al.,, 1990). Bolsas de dialise (Dialysis tubing cellulose
membrane, 0.4 de Sigma Aldrich) com 1,00 mL da suspenséo coloidal foram seladas
e adicionadas em &gua ultrapura com agitacdo constante. O sistema foi mantido a
30°C com uma vazéo continua de 3.00 mL min* de solucéo tampéao fosfato isotdnico
(pH 7,4) controlado com bomba peristaltica (55 rpm/TPM600/PumpPro). Em intervalos
de tempo especificos, uma bolsa de dialise era retirada do meio e o conteudo do
composto bioativo remanescente na bolsa analisada por CLAE-UV. Os valores foram
reportados em média + desvio padréo correspondente a trés diferentes lotes, (n=3). A
cinética de liberacéo foi determinada ap6s o célculo do valor de n (ordem de cinética)

proposto por Korsmeyer et al., (1983) pela seguinte equacao empirica:

M,/My, = K.t"

Onde M representa a quantidade do principio ativo liberado com respeito ao
um determinado tempo t, M- a quantidade do principio ativo liberado num tempo
infinito, k € a constante cinética de liberacéo e no expoente de liberacdo; O modelo de
KORSMEYER et al. (1983) é usado geralmente para analises de liberacdo de um
principio ativo de uma matriz polimérica quando este ndo é bem conhecido ou quando
um ou mais tipos de fendbmenos estdo envolvidos. A linearizacdo da equacao anterior
através da construcao do gréfico de In M/M. em funcéo de In t, fornece o expoente de

liberacdo (n) e a constante de liberacéo (k, tempo-n) (MeLO et al., 2010).

4.9 - Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

Com o propésito de avaliar a eficiéncia do extrato das sementes de
Azadirachtina indica A. Juss. nano e microencapsulado, diversos ensaios biolégicos
foram realizados com a espécie S. frugiperda. Os bioensaios foram desenvolvidos no
Laboratério de Bioensaios do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Séo Carlos (UFSCar), Campus de Sao Carlos — SP, a temperatura de 25 + 1°C,

umidade relativa de 70 + 5% e fotofase de 12 h. Para a realizagcdo dos ensaios foi
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utilizada uma dieta artificial desenvolvida por KASTEN JR et al. (1978), sendo preparada
com agua destilada (600 mL), agar (10,3 g), extrato de levedura (25,3 g), gérmen de
trigo (39,6 g), acido sorbico (0,80 g), &cido ascorbico (2,60 g), formaldeido 40% (6,30
mL), tetraciclina (50,0 mL), nipagin (1,10 g) e feijdo do tipo carioca cozido (82,5 g).

A dieta artificial recebeu o extrato de neem, os produtos formulado se os
controles, quando esta atingiu temperatura de 50°C, sendo devidamente
homogeneizado (MATOS et al., 2006; MATOS et al.,, 2009). Em cada tratamento, foi
incorporado uma quantidade de produto formulado a dieta artificial para S. frugiperda,
na proporcédo de 20,0 mg para cada 200 g de dieta (100 mg kg?), que corresponde a
massa de 2,00 mg de azadirachtina, substancia utilizada para monitoramento entre a
atividade do extrato formulado e ndo formulado. O extrato de Neem n&o formulado foi
analisado para comparacao com o extrato formulado com o acido humico. Além da
dieta correspondente a cada formulacdo, também foi preparado um experimento
controle, isento de extratos de neem ou produtos formulados (testemunha).

Depois de preparadas, as dietas foram vertidas em tubos de vidro (8,5%2,5 cm),
previamente esterilizados em estufa a 170°C, por 1 h, e em seguida fechados com
algodao hidrofobo. Apds inserir a dieta, os tubos foram mantidos em temperatura
controlada de 25°C por 24 h, para eliminacdo do excesso de umidade. A seguir, foi
feita a inoculacdo das lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda, utilizando-se uma
lagarta por tubo. Foram utilizadas 20 lagartas para cada tratamento. Durante o periodo
de analise, os tubos inoculados foram mantidos em estufa com fotofase
(122FC/Eletrolab) de 12 h a 25°C.

As pupas obtidas foram pesadas 24 h apés a pupacao, e transferidas para
copos pléasticos de 50,0 mL, onde permaneceram até a emergéncia dos adultos. Os
parametros avaliados neste experimento foram as duracdes das fases larval e pupal,
massa das pupas e porcentagem de insetos mortos (mortalidade) ao final de cada

fase.

4.10 - Avaliacao dos acidos humicos como agente fertilizante

Os ensaios de avaliacdo da capacidade fertilizante foram desenvolvidos no
Laboratério de Bioensaios do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Séo Carlos (UFSCar), Campus de Sao Carlos — SP, a temperatura de 25 + 1°C,

umidade relativa de 70 + 5% e fotofase de 12 h. Para a realizagéo da avaliagéo foram
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germinadas 12 sementes de milho utilizando substrato de cultivo com adicdo dos
produtos formulados com acidos humicos por 15 dias e com aspersao de agua a cada
24 h. Para o ensaio foram utilizados de 15 a 45 mg dos produtos formulados com
acidos humicos, mantendo-se um controle sem alteracdes (s6 o0 substrato) para o
monitoramento do ensaio e uma solucdo dos extratos de neem utilizados na
formulacao.

Apo6s 15 dias de germinacdo das plantas de milho foram determinadas as
dimensdes das diferentes partes da planta, as quais foram pesadas para avaliacéo
comparativa do crescimento dos ensaios. Os dados foram analisados estatisticamente

para examinar a relacédo entre cada ensaio.

5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Obtencéo do extrato das sementes de Azadirachta indica A.

Juss.

Este trabalho objetivou desenvolver um produto formulando-se nanoparticulas
biopoliméricas com &cidos hdmicos carregadas com uma mistura de sustancias
bioativas a partir do extrato das améndoas das sementes de Azadirachta indica A.
Juss. para obter um produto natural formulado com acéo inseticida-fertilizante. A aza-
A é um tetranortriterpeno e uma das principais substancias biologicamente ativa desta
espécie, possuindo propriedades inseticidas diversas (DHIR, 2017). A aza-A é
encontrada em altas concentracdes nas sementes de A. indica A. Juss., assim como
outras substancias que contribuem com a atividade inseticida, como a azadirachtina
B (Aza-B), a deacetilnimbina, a acetil-salannina, nimbina, salannina, entre outras
(BENELLI et al., 2017; CABONI et al., 2006; HALDAR, 2014).

A Aza-A é um limonoide que interfere no processo normal da metamorfose dos
insetos, reduz a fertilidade, crescimento, oviposicdo e a alimentagcdo dos insetos
(SCHMUTTERER, 1990; SCUDELER et al., 2014). Além disso, é encontrada em qualquer
parte do vegetal; no entanto em concentracdes mais elevadas sao obtidas a partir das
sementes (DAl et al., 2001). O conteudo de aza-A nas sementes de Azadirachta indica
A. Juss. varia de acordo com a localizacéo geografica (BOURSIER et al., 2011; FAYE,
2010).0 contetdo de aza-A nas sementes pode ter variacdes entre 1.05-1.54 g kg
(TorEL et al., 2015). No entanto GRUBER (1991), BOURSIER et al. (2011) e FAYE (2010)

encontraram contelidos de aza-A nas sementes de A. indica A. Juss. cultivadas na
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Nicaragua, Mali e Senegal, com contetdo de 4.0, 3.5 e 2.0 g kg™ respectivamente.
Por tanto, os extratos das sementes de neem foram selecionados para o
desenvolvimento deste trabalho visando a resposta biologica esperada para uma
formulagéao inseticida-fertilizante.

Dentro dos diversos métodos de extracdo solido-liquido se encontra a
maceracao, que é uma das técnicas mais utilizadas. Apresenta baixo custo e maior
eficiéncia para a obtengéo de extratos de origem vegetal, permitindo por meia de um
solvente apolar a remocgéo inicial dos analitos menos polares para posteriormente
utilizar um solvente polar e assim obter a extracao do analito de interesse.

A extracdo por maceracdo como uns dos métodos de extracdo solido-liquido mais
efetivo na obtencdo dos extratos de neem foi selecionada visando uma méxima
eficiéncia e seletividade na extracdo dos principios ativos das améndoas de sementes
de neem, indicado para o preparo de extratos solidos sem a necessidade futura de
técnicas de fracionamento e separacdo (DE PAULA et al., 2016; ForIM et al., 2010).
Nesse contexto, foi aplicada a extracdo permitindo a obtencédo de 150 g do extrato
metanolico das améndoas de sementes previamente desengraxado com n-hexano,
apresentando uma relacdo de 30% com respeito ao peso das améndoas de sementes
(5000 g) usadas antes da extracdo. Apds a obtencéo dos extratos das améndoas de
sementes de neem se procedeu um pré-tratamento mediante extracdo em fase sélida
(SPE), aproveitando o mecanismo de separacdo da cromatografia liquida de baixa
pressdo que é usualmente empregada na eliminacdo dos interferentes da matriz
(clean up), permitindo a eluicdo dos analitos e posteriormente a concentracdo do
composto de interesse (aza-A). Assim, 0s extratos das améndoas de sementes
estariam preparados pelas andlises de determinacdo do conteudo teor de aza-A

através do método analitico desenvolvido previamente.

5.2 - Validacdo do método analitico para quantificacdo de aza-A por
CLAE-UV.

Pela necessidade de manter um controle de qualidade dos produtos a base em
extratos de neem foi indispensével a implementacdo de uma referéncia quantitativa
biologicamente ativa como aza-A, como principal constituinte inseticida, facilitando a
avaliacao da qualidade e autenticidade dos produtos. A importancia da quantificacdo

de aza-A nos produtos formulados com acéo inseticida permitiu 0 acompanhamento
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e avaliacdo da efetividade de nano/microencapsulamento nos diferentes processos
de obtencéo, assim como a quantificacdo na avaliacdo da estabilidade nos produtos
finais de aplicagdo, permitindo avaliar a variagdo na concentragdo de aza-A com
respeito ao tempo de acéo, considerando fatores como temperatura, fotoestabilidade
(ultravioleta), umidade, pH, etc. Por isso, se precisa da implementacdo de um método
de validacdo para a determinacdo do conteudo de aza-A nos extratos de neem e
produtos formulados.

A validacdo do método analitico envolve processos através dos quais, estudos
foram utilizados para garantir que o0 método em questdo atenda as exigéncias
desejadas, fornecendo evidéncias de que o método realiza o propdsito que € indicado.
A validacao da eficiéncia do método analitico foi desenvolvida por Forim et al. (2010)
e revalidada no presente trabalho investigando a faixa linear de trabalho, seletividade,
sensibilidade, exatiddo e precisdo, limite de quantificacdo e de deteccdo e

recuperacao.

5.3 - Validacdo do método

5.3.1- Seletividade

O método de validacdo por CLAE-UV apresentou seletividade, pois verificou
gue no tempo de retencéo de aza-A o cromatograma da injecdo de uma amostra com
fase moédvel-controle, manteve a sua linha de base, ndo apresentando nenhum
interferente. Desta forma, trabalhada as variantes oferecidas pela CLAE-UV na
construcdo do método, como a utilizagdo de uma coluna de fase reversa Xtimate™
C18 (4,6 x 150 mm, 5 um), temperatura de 35°C, a fase mével de melhor seletividade
era constituida de agua e acetonitrila (65:35; v/v), vazdo 1,0 mL/min, volume de
injecao de 10,0 uL e o comprimento de onda de 217 nm (Amax absor¢cao) na deteccao
no ultravioleta durante a corrida. O tempo total da eluicéo foi de 35 min. Obteve-se os
cromatogramas com picos de resolugdo otimizada para o analito e amostras de
interesse, como pode ser visualizado na Figura 5.1.

Na Figura 5.1 é possivel observar um cromatograma geral ilustrando uma
analise de extrato ou de produtos formulados onde se pode visualizar diversas
substancias presentes, aléem de uma analise do padréo analitico de aza-A e um

controle isento de amostra. Através da analise visual da Figura 5.1 é possivel observar
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uma banda cromatografica em 9,45 min referente a Aza-A com resolugdo maior que
1,5 (Rs>1.5).

1,10E5

Neem extract
9,90E4 Neem oil
! aza-A

8,80E4
7,70E4

6,60E4 aza-A

5,50E4 -
4,40E4 -
Ry S s e (P o0l >

3,30E4

Absorbance, mUA

Time, min

FIGURA 5.1 - Cromatograma de analises de azadirachtina. Solugdo de aza-A de 100
ug mL* e extratos de neem. Condi¢ées: Xtimate™ C18 (4,6x150 mm, 5 um), H2O/ACN
(65:35), 35°C, 1,00 mL/min, vol. inj. 10,0 uL, A =217 nm, 35 min

5.3.2- Faixa dinamica de trabalho

A determinacéo da linearidade foi efetuada através da construcdo de uma curva
de calibracdo da solucdo padréo de azadirachtina nas faixas de concentracéo: 1,00;
5,00; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100 ug mL%, Figura 5.2.

Absorbancia. mAU

/9,45 min, aza-A

2 3 4 5 6 7 8 9 10 N 12 13 14 15
Tempo, min

FIGURA 5.2 - Sobreposicdo dos cromatogramas da curva analitica de aza-A
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Os valores experimentais obtidos para a construcao da curva de calibracdo da
azadirachtina por CLAE-UV estéo apresentados na Tabela 5.1. Os parametros faixa
de linearidade, equacéao de calibracdo, e coeficiente de determinacédo (R?) relativos a
curva de calibracdo estdo na Tabela 5.2. Os valores dos tratamentos graficos dos
dados experimentais obtidos para curva de calibracdo estdo apresentados na Figura
5.3.

TABELA 5.1 - Areas absolutas obtidas na determinagdo da curva de calibragdo de

aza-A por CLAE-UV

Concentracao Média das areas absolutas
de azadirachtina Média DP CV (%)
(wmL) Curval | Curva2 | Curva3
1,00 0,13 0,12 0,12 0,12 0,00 2,68
5,00 2,95 2,86 2,92 2,91 0,03 1,48
10,0 6,23 6,15 6,27 6,22 0,04 0,98
20,0 12,60 12,60 12,50 12,60 0,07 0,71
40,0 25,80 25,80 25,60 25,70 0,07 0,38
60,0 38,40 38,20 38,60 38,40 0,15 0,59
80,0 51,80 51,80 52,10 51,90 0,14 0,34
100 65,50 65,60 65,20 65,40 0,14 0,29
DP: Desvio padrao, CV (%): Coeficiente de variagao
80
70
y = 0,656x - 0,5032 n
60 R2 =0,9995
D
T 50 /
o
(1)
£ 30 /
B u
< 20 /
10 /!
A
0 G
-10
10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

FIGURA 5.3 - Curva analitica das soluctes padroes de aza-A

Concentragdo, ug mL™"
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TABELA 5.2 - Parametros relativos a reta de calibracdo do método analitico para

quantificacdo da aza-A

Parametro estatistico aza-A
Faixa de linearidade (ug mL™) 1,00 — 100,00
Equacéo da reta Y = (0,656+0,001)X - 0,503+0,001
Desvio Padréao (s) 19,95
Coeficiente de determinacgéo (R?) 0,9995

TABELA 5.3 - Valores dos tratamentos estatisticos da regresséo linear da curva de

calibragdo de aza-A mediante CLAE

Estatisticas da regressao

Coeficiente de correlacdo multipla 0,99995
Coeficiente de determinacdo R? 0,99953
R? ajustado 0,99959
Erro tipico 0,25148
Observagdes (Amostras) 8
Analise de variancia (ANOVA)
IC_%raus de Soma de Media dos Valor critico de F | Probabilidade
iberdade quadrados quadrados
Regressao 1 4149,53 4149,53 2,4x10%3 0,0001
Residuos 6 0,38 0,06
Total 7 4149,91

A avaliacdo da linearidade da curva de calibracdo de aza-A apresentou uma
correlacgéo linear estatistica coerente entre a faixa de concentracéo entre 1,00 e 100
ugmL1. O coeficiente de correlagéo (r) em 0,99995 mostra a relacdo dos eixos X e Y
com um valor préximo a 1,000, indicando uma notavel linearidade. O valor do
coeficiente de determinacédo (R?) em 0,99991 indicando a confiabilidade do modelo
matematico aplicado. As analises de variancia, com uma probabilidade ou valor-p de
0,01, onde o valor-p € menor a p>0,05 rechacando a hipéteses nula das meias iguais
das absorbancias nas concentragcbes de azadirachtina avaliadas na curva de
calibragcédo, assim como indicando que néo apresenta diferenca significativa entre as
trés curvas avaliadas, como é representado nas Tabela 5.1, 5.2 e 5.3 e na Figura 5.3,
nao havendo desvio da linearidade e tendo confiabilidade dos dados obtidos na

avaliacao.

5.3.3 - Exatidao e precisdo do método analitico

A exatidao indica a correlacdo entre os resultados obtidos e os aceitos como

verdadeiros, e pode ser analisado pelo célculo da porcentagem média de
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recuperacdes para o analito em trés concentracdes diferentes, assim como o desvio
padrao relativo (SARKAR et al., 2006). As trés solucdes padréo de azadirachtina como
controle de qualidade (baixa, média e alta) de 1,20; 60,0 e 100 ug mL* preparadas em
quintuplicara e analisadas trés dias n&do consecutivos (n= 3) foram escolhidas pela
cobertura de toda a faixa de trabalho usada na construcéo da curva de calibracdo. A
primeira concentracdo das solucdes padrdo de azadirachtina (1,20 pg mL?) foi
selecionada para serem 120% maior que o ponto no intervalo de resposta lineal. O
segundo (60,0 ug mL™) e terceiro ponto (100 pg mL™?) referem-se ao 60 e 100% dos
pontos de concentracdo mais altos na curva de calibracdo, respectivamente. A
recuperacao total média e desvio padrédo (DP) encontrados foram de 99,2 + 0,97%,
mostrando a relagdo entre os valores tedricos e experimentais. Os resultados

detalhados dos trés niveis de concentracdo testados sdo apresentados na Tabela 5.4.

TABELA 5.4 — Resultados de precisdo e exatiddo intra e inter dias para trés

concentracOes diferentes de solucbes padrao de aza-A

Concentragao do Dia | Média Desvio Padrao Coeficiente de Exatidao
analito (pg/mL) (DP) variacéo (CV) (%)

Intra-dia (n=5)

1,20 1 1,19 0,01 0,46 99,50
60,0 1 59,7 0,53 0,88 99,40
100 1 99,80 0,90 0,90 99,80
1,20 2 1,18 0,02 1,52 98,20
60,0 2 59,40 0,84 1,42 99,00
100 2 99,30 0,74 0,74 99,30
1,20 3 1,19 0,03 2,20 98,80
60,0 3 59,50 0,73 1,22 99,20
100 3 99,60 0,67 0,67 99,60
Inter-dia (n=5)

1,20 - 1,19 0,01 1,10 99,00
60,0 - 59,70 0,31 0,52 99,60
100 - 99,00 1,09 1,10 99,00

A precisdo foi determinada pelas andlises das solugcdes padréo de
azadirachtina em trés niveis de concentracéo diferentes (1,20; 60,0 e 100 pug mL™),
representada pelo desvio padrao (DP). Cada nivel de concentracdo da solucéo padrao
de azadirachtina foi preparado em quintuplicata, com um total de 15 amostras por dia.
As solucgbes padrbes de azadirachtina usadas para apela determinacao da precisao

foram avaliadas na faixa do intervalo linear de trabalho. A precisao intermediaria, inter-
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dia, foi determinada analisando trés niveis diferentes de concentracdes de solucdes
padrdo de azadirachtina em trés dias ndo consecutivos. Os resultados apresentados
na Tabela 5.4 mostram coeficientes de variagdo obtidos da razdo do desvio padrao
pela média das areas dos picos de cada concentragdo calculada, permitindo a
avaliacao da repetibilidade em cada nivel de concentracao das solu¢des, intra-dia (n
= 15) e inter-dia (n = 3) foram 0,46% e 1,10%, respectivamente. Os resultados obtidos
indicaram uma preciséo satisfatéria para o0 método analitico. Os dados de ANOVA
resultaram com distribuicdo de Fisher (F) calculado de 3,39, inferior ao valor critico
para um F de 7,71, o que significa que os resultados obtidos em diferentes dias e

niveis ndo foram estatisticamente diferentes.

5.3.4 - Limite de deteccéao e limite de quantificacao

A sensibilidade de calibracdo da curva analitica pode ser definida pelo limite de
quantificacdo (LQ) que representa a menor concentracdo em que a azadirachtina
pode ser determinada por CLAE com precisdo e exatiddo aceitaveis, e o limite de
deteccao (LD) que representa a concentracdo da solucéo padrao de azadirachtina que
teoricamente produz. Os limites de quantificacdo e deteccao foram determinados de
acordo com a relacdo sinal/ruido, sendo 2,31 e 0,77 vezes para LD e LQ,
respectivamente. O limite de quantificagéo foi menor que o primeiro ponto da curva de
calibracdo (1,00 pg mL1, LQ real); provando ser linear, exato e preciso na faixa de

trabalho utilizada na avaliacdo do método analitico.

TABELA 5.5 -Parametros relativos a curva de calibracdo do método analitico

Parametros aza-A (ug mL™?)
Faixa de linearidade 1,00 — 100,00
Limite de deteccao 0,769
Limite de quantificacédo 2,308

A resposta dos resultados dos parametros avaliados na curva de calibracéo do
método analitico pela quantificacdo de aza-A apresentaram condigdes reprodutivel
em comparacdo com o metodo analitico estabelecido inicialmente por FORim et al.
(2010), sendo viavel para quantificagdo de azadirachtina nos extratos de neem e

produtos formulados contendo os extratos.
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5.4 - Quantificacdo do teor de aza-A no extrato e 6leo de neem por
CLAE-UV

Os extratos das améndoas de sementes de neem foram submetidos a um pré-
tratamento por extragdo em fase solida usando cartucho SPE com o intuito de
concentrar os compostos bioativos, como a azadirachtina, enriquecendo o extrato de
trabalho com o principal principio ativo. Pela quantificacdo de aza-A foi usado o
método desenvolvido por FORIM et al. (2010), apds a revalidacao. A andlise do teor de
aza-A nas amostras de neem foi determinada a partir da média de trés determinacdes
de cada amostra e calculada com base na equacdo da reta obtida nos parametros
relativos da curva calibracdo do método analitico para quantificacdo de aza-A, Tabela
5.2. Nos cromatogramas obtidos por CLAE (Figura 5.4 e 5.5) do extrato e 6leo, apés
0 pré-tratamento apresentaram um conteudo teor de aza-A de 290,85 e 34.03 mg kg

! respectivamente, apresentados na Tabela 5.7.

Max §722.5 mal
1000 —
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400 <

Absorbance, mUA

Azadirachtina

200 /

Time, min
FIGURA 5.4 - Cromatograma de quantificagédo de aza-A no extrato de neem obtido
por CLAE-UV. Condigbes: Xtimate™ C18 (4,6x150 mm, 5 uym), H2O/ACN (65:35),
35°C, 1,00 mL/min, vol. inj. 10,0 yL, A =217 nm, 35 min.
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FIGURA 5.5 - Cromatograma de quantificacdo de aza-A no 6leo de neem obtido por

CLAE-UV. Condigdes: Xtimate™ C18 (4,6x150 mm, 5 ym), H20/ACN (65:35), 35°C,
1,00 mL/min, vol. inj. 10,0 yL, A =217 nm, 35 min.

TABELA 5.6 - Quantificacao teor de aza-A no extrato metandlico e 6leo de neem por
CLAE-UV.

~ Concentracdo Media da Concentracdo Desvio Padrédo
Amostra  Solugdes .1+ lada (mg/kg) (mg/kg) (DP)

1 319,68
Oleo de Neem 2 290,84 290,84 33,85

3 252,22

1 38118,11
Extrato de 2 34032,33 34032,33 2201,89
Neem

3 37498,16

Os resultados do teor de azadirachtina nas amostras de neem apresentaram
um conteudo rico da principal substancia inseticida de Azadirachta indica (COSTA et
al., 2016). O extrato de neem apresento resultados consideravel, alguns autores como
TEIXEIRA et al. (2005) reportam conteldos de aza-A de 3520,2 mg kg, assim como
FoRrim et al. (2010) 32480 mg kg de aza-A em extratos. Posteriormente, os resultados
obtidos anteriormente permitiram pelo elevado contetdo do principio ativo no extrato

a possibilidade de uso do material vegetal para o processo de encapsulamento.
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Consequentemente, o uso de menor quantidade de material vegetal diminui o custo
de producéo, facilita a formulacado, reduz os riscos de incompatibilidade do material
vegetal com os demais produtos como, por exemplo, o polimero e favorece na
reprodutibilidade da acdo bioldgica. Deste modo, o extrato de neem obtido e
quantificado foi submetido ao processo de desenvolvimento de novas formulacdes e

de micro encapsulamentos usando diferentes matrizes poliméricas.

5.5 - Preparo das nanoparticulas em suspencdao coloidal

Para a aquisicdo das nanocapsulas e nanoesféras em suspenc¢do coloidal
foram desenvolvidas duas técnicas principais de preparacdo: Nanoprecipitacdo
(NPPT) e Nanoemulsao/Interfacial Deposicdo/Deslocamento do Solvente (NIDDS)
conforme FEssi et al. (1989) e ForiM et al. (2013), respetivamente. Ambas as técnicas
foram executadas implementando trés diferentes polimeros, sendo poli(e-
caprolactona), lignina e acidos humicos. A escolha entre os métodos foi determinada

pelas carateristicas do rendimento no processo de micro e nanoencapsulamento.

5.5.1- Obtencéo das nanoparticulas por NPPT

As suspensdes coloidais de nanocapsulas (NC) e nanoesféras (NS) contendo
a azadirachtina foram preparadas pelo método de deposicao interfacial do polimero
pré-formado (FEssI et al., 1989). O método consistio em reverter lentamente uma fase
organica contendo um polimero (PCL, Acidos hiimicos ou ligninas), um tensoativo de
baixo equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL) (Span® 60), o extrato de neem e 6leo de neem
(n&o usado para nanoesferas), foram vertidos lentamente, sob agitacdo, sobre uma
fase aquosa composta de agua aquecida a 45°C e um tensoativo de elevado EHL
(Tween® 80), o que conduz a formacgdo imediata das nanoparticulas. A Tabela 5.7
ilustra as nanoformulagcdes preparadas por NPPT. As suspensfes coloidais das
nanocapsulas e nanoesferas obtidas de todas as formulagbes preparadas com os
diferentes biopolimeros (PCL, ligninas e acidos humicos) apresentaram aspecto
leitoso e opaco, podendo-se observar o reflexo azulado decorrente do movimento
browniano das nanoparticulas em suspenséo, efeito Tyndall (SCHAFFAzICK et al.,
2002). Portanto, as carateristicas do produto final apdés a interacdo das fases
organicas e aquosas indicaram a formacdo das suspensdes coloidais, as quais

apresentaram os menores diametros particulares, isso foi possivel estabelecer, ja que
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se mostraram-se translicidas, podendo-se também evidenciar claramente o reflexo

azulado caracteristico das particulas coloidais em suspenséao.

TABELA 5.7 - Composicdo das suspensfes preparadas pelo método de NPPT

Nanocépsulas (NC) Nanoesféras (NS)

*Tipo biopolimero *Tipo biopolimero
Fase Organica PCL Lignina HuAr\:ilco H?niico PCL Lignina Hl:lpl\”r('l:i.CO Hl:lpl\”r('l:i.CO
Biopolimero* (mg) 252,2 250,1 255,2 749,5 254,4 250,3 253,3 750,2
Span® 60 (mg) 1950 196,4 1953 195,1 195,99 1955 195,5 195,3
Oleo de Neem (mg) 7755 776,2 7755 775,2 - - - -
Extrato de Neem (mg) 60,10 60,70 59,90 60,10 60,20 60,30 60,90 60,40
Acetona (mL) 65,00 65,00 65,00 65,00 65,00 65,00 65,00 65,00
Fase Aquosa
Tween® 80 (mg) 195,8 1951 1954 1954 195,7 194,6 196,3 196,0
Agua destilada (mL) 135,0 1350 135,0 135,0 135,0 135,0 135,0 135,0

As nanocapsulas preparadas por nanoprecipitacdo em escala de laboratorio
geralmente apresentam diametros de particulas médios entre 100 e 400 nm (ALBISA
et al.,, 2017). O modelo destas particulas corresponde a uma parede polimérica
adsorvendo o principio ativo, no caso o extrato de neem, assim como um nucleo
oleoso dispersando a substancia ativa utilizando um tensoativo e um emulsionante.
Especificamente, quando o nucleo das nanocapsulas € composto por uma disperséo
lipidica de 6leo e monoestearato de sorbitano, este nanocorpo tem sido designado
como nanocapsulas de nucleo lipidico. Todas as formulagcées das nanocépsulas e
nanoesferas foram empregados trés polimeros diferentes, tendo a consideracédo que
os polimeros utilizados na formulacdo das nanoparticulas sdo biocompativeis e
biodegradaveis tais como o poli(e-caprolactona) (PCL), a lignina e acidos humicos. O
PCL usualmente tem preferéncia para polimeros sintéticos com alta pureza e
reprodutibilidade entre lotes, assim como sua biocompatibilidade, baixo custo e
relativamente ndo téxico (FERRARI et al., 2011). Por outro lado, os polimeros naturais,
como a lignina e acidos humicos, também foram utilizados pelos requerimentos das
caracteristicas biolégicas especificas do trabalho, focando principalmente nos acidos
hamicos pela capacidade fertilizante. Aléem disso, as ligninas e acidos humicos séao

considerados subprodutos de segmentos industriais de baixo custo.
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55.2 - Obtencao das nanoparticulas por NIDDS

O preparo das nanoparticulas pelo método NIDDS consistiu de trés etapas,
sendo uma solucdo organica formada pelos diferentes polimeros de trabalho num
solvente como acetona, o qual € parcialmente miscivel em agua (Solugéo 1), conforme
FoRrimM et al. (2013). Esta solucao foi vertida numa emulsdo 6leo/agua (Solucao 2),
onde o material ativo foi misturado numa solucédo do composto que constitui o material
encapsulante, formando uma emulséo (SUAVE et al., 2006). A emulsédo foi preparada
pela homogeneizacdo dos constituintes da fase interna, neste caso, 0leo e extratos
de neem contendo a substancia ativa (azadirachtina). Finalmente, uma terceira fase
(Solugcdo 3) contendo um composto tensoativo foi adicionada na emulsdo ja na
presenca do polimero e solvente. Com a adicdo de excesso de agua, ocorre a difusdo
do solvente posicionando o polimero na interface 6leo/agua (FORMARIZ et al., 2005;
SUAVE et al., 2006). Com a evaporacdo do solvente e do excesso de agua num
evaporador rotativo ocorre a formacao das nanocapsulas. O tensoativo se localiza na
interface nanocapsulas/agua estabilizando o sistema (JAGER, 2005). As composi¢cdes

das formulagbes séo apresentadas na Tabela 5.8.

TABELA 5.8 - Composicédo das suspensotes preparadas pelo método de NIDDS

L Nanocéapsulas /*Tipo biopolimero
Composicéao . L P
PCL Lignina  Ac. Himico Ac. Humico
Solucdo 1: Biopolimero* (mg) 250 250 250 750
Acetona (mL) 65,0 65,0 65,0 65,0
Solucédo 2: Oleo de neem (mg) 195 195 195 195
Extrato de neem (mg) 60,0 60,0 60,0 60,0
Agua (mL) 75,0 75,0 75,0 75,0
Solucdo 3: Tween®80 (mg) 195 195 195 195
Agua (mL) 60,0 60,0 60,0 60,0

O volumem final da suspencao coloidal foi rotaevaporado até ajustar um

volumem final de 100 mL, assim conseguir uma eliminacdo do excesso de solvente.
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5.6 - Caracterizacdo das nanoparticulas biopoliméricas em

Suspenséo coloidal

Com o propésito de caracterizar as nanoparticulas biopoliméricas, as
suspensdes coloidais foram investigadas quanto a estabilidade dos produtos

nanoencapsulado e avaliando as propriedades fisico-quimicas.

5.6.1 - Determinacdo do pH das suspensdes coloidais

Com a finalidade de avaliar a estabilidade do polimero formulado e presente
nas nanocépsulas e nanoesferas em funcdo do tempo, foram acompanhadas as
medicdes de pH da suspensao coloidais. Os valores de pH das suspensfes foram
determinados diretamente nas suspensdes através do potenciometro (Model
827/pHmetro), previamente calibrado com solugbes tampdo com pH 4,00 e 10,0.
Assim, foram determinados os valores de pH nas suspencdes coloidais, obtendo como
resultados valores na faixa entre 4,0 e 7,0 num intervalo de 60 dias, Tabela 5.9 e
Figura 5.6. Estes valores permitiram avaliar a estabilidade das suspensdes coloidais,
mesmo da tendéncia do pH de algumas formulacdes, ja que uma alteracdo do pH
pode ser um indicativo evidente de degradacéo do polimero, afetando a estabilidade
das suspencbes coloidais e a cinética de liberacdo dos constituintes ativos

(SCHAFFAZICK et al., 2003).

TABELA 5.9 - Medicdo do pH das suspensodes coloidais de aza-A

Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia

Amostra* 01 10 20 30 40 50 60 Média DP
NC1 (PCL) 6,00 | 5,27 | 5,24 | 5,33 | 5,17 5,15 5,10 5,32 0,31
NC2 (Lignina) 4,76 | 508 | 5,01 | 505 | 504 5,03 4,97 4,99 0,11

NC3 (Ac. Hamicos) | 6,38 | 5,86 | 577 | 581 | 584 5,80 5,70 5,88 0,23
NC4 (Ac. Hamicos) | 7,17 | 6,41 | 6,19 | 6,18 | 6,07 6,01 5,91 6,28 0,42
NS1 (PCL) 5,76 | 542 | 5,34 | 544 | 5,30 5,25 5,01 5,36 0,23
NS2 (Lignina) 5,05 | 5,04 | 500 | 503 | 4,89 4,81 4,67 4,93 0,14
NS3 (Ac. Hamicos) | 5,84 | 5,80 | 577 | 5,89 | 5,68 5,60 5,59 5,74 0,12
NS4 (Ac. Hamicos) | 6,18 | 6,14 | 6,07 | 6,08 | 6,02 6,00 6,02 6,07 0,07
*Medidas em triplicata (n = 3). DP: desvio padréo e PCL: poli(¢-caprolactona)

A Figura 5.6 representa a variacao dos resultados nas determinacdes de pH,
onde os valores obtidos para NS4, NS3, NS2 ndo apresentam variagdes significativas

mantendo um pH estavel. Por outro lado, as formulacdes NC4, NC3, NC1 e NS1
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apresentaram um decaimento do pH consideravel nos primeiros 15 dias, a maioria das
formulacdes correspondentes as nanocapsulas, essa relacdo no incremento da acidez
nas suspencdes coloidais das nanocapsulas podem estar associadas aos polimeros
usados nas formulacbes, podendo a relaxacdo das cadeias poliméricas do PCL,
ligninas e acidos humicos gerando uma exposicdo de um maior numero de grupos de
acidos carboxilicos terminais que podem ser ionizados, alterando o pH das

suspencdes coloidais (SCHAFFAzICK et al., 2003).
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FIGURA 5.6 - Determinacao do pH das suspensdes coloidais das nanoparticulas de
aza-A.

Estas analises foram importantes para avaliar a estabilidade dos polimeros
formulados pela obtenc&o das nanocépsulas e nanoesferas, ja que a alteracao de pH
pode indicar degradacéo do polimero em solug¢édo, gerando mondémeros (no caso acido

lactico) que levam a acidificacao da formulagdo (MeLO et al., 2010).
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5.6.2 - Determinacdo do Potencial zeta e diametro de particula

(DP) das suspencdes coloidais

Para caracterizag&o das amostras foram avaliados os parametros como valores
de tamanho médio (diametro hidrodinamico) e potencial zeta das formulacdes
contendo nanoparticulas de aza-A (neem). A Tabela 5.10 apresenta os resultados
obtidos da avaliacdo dos parametros descritos anteriormente para as suspensoes
coloidais e os produtos secos por aspersdo. As andlises dos resultados mostram
valores de tamanho das nanoparticulas compativeis com relatados na literatura para
estas nanoparticulas como sistemas carreadores de bioinseticidas (ForIM et al., 2013;
PASQUOTO-STIGLIANI et al., 2017; SHAH et al, 2016). No entanto, as
micro/nanoparticulas apresentaram um leve aumento no tamanho entre as amostras
em suspensdo coloidal e as secas por aspersdo, fato que se pode associara o
principio ativo na matriz polimérica das nanoparticulas, devido as carateristicas das
formulagbes (DOS SANTOS SILVA et al., 2010). Ainda em relagdo aos produtos secos
por aspersdo, 0s quais apresentam tamanhos maiores aos comparados com as
suspensdes coloidais. A variabilidade do tamanho nas formulacées com PCL (NC1,
NS1) em comparacdo com os acidos humicos (NC3, NC4, NS3 e NS4) apresentaram
didametros de particulas maiores nos produtos secos por aspersao (P6) e uma reducao
consideravel nas suspensdes coloidais (SC), que descrevem uma distribuicdo média,
tendo em conta as consideracdes de homogeneidade das suspencdes coloidais.

Quanto ao potencial zeta, os resultados apresentados na Tabela 5.10 indicaram
uma tendéncia reprodutivel em relacéo a referentes tedricos, tais como o desenvolvido
por FOrRIM et al. (2013), onde foi avaliado o potencial zeta de nanoparticulas
carregadas com neem apo6s da formulacdo com PCL como matriz polimérica,
determinando nanoparticulas muito estaveis no meio aquoso com PZ>30 mV ou <-30
mV. Esta reprodutibilidade é relevante na implementacéo simultanea dos biopolimeros

formulados, sendo referente para as ligninas e os acidos humicos.
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TABELA 5.10 - Caraterizacdo das suspensdes coloidais e os produtos secos por

asperséo carregados com neem

Amostras* Diametro de particula (d.nm) + DP  Potencial zeta (mV) + DP
NC1 Po 1455 + 27,60 -20,20 4,91
NC2 Po 1801 + 84,32 -31,00 = 3,35
NC3 P6 6052 + 8,905 -24,20 £ 4,75
NC4 Po 3952 + 14,61 -24,00 = 4,47
NS1 P6 2369 * 468,8 -16,60 = 7,23
NS2 Pé 1546 + 87,21 -25,10+£4,71
NS3 PO 2049 +107,4 -24,20 £ 4,75
NS4 P6 5050 * 8,356 -29,30 £ 5,25
NC1 SC 1727 + 67,68 -18,40 + 6,06
NC2 SC 649,6 + 146,1 -29,50 + 5,60
NC3 SC 404,1 £ 111,6 -34,10 + 5,62
NC4 SC 235,7 +108,1 -22,90 £ 4,05
NS1 SC 183,2 £ 118,0 -32,70 £ 6,74
NS2 SC 219,1 + 60,95 -37,70 £ 7,29
NS3 SC 94,28 + 46,43 -41,70 + 7,39
NS4 SC 207,1 + 27,28 -48,00 + 4,03

*Realizado por triplicara (n = 3)
NC: Nanocgpsulas, NS: Nanoesferas, SC: Suspensao coloidal e DP: Desvio padrao

Tendo em conta que o potencial zeta descreve o potencial de superficie das
particulas, influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante em
razdo da dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcéo
de espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersao (SCHAFFAzICK et al.,
2003), pode-se considerar os resultados obtidos dentro da faixa que descreve a

estabilidade das nanoparticulas (Souza et al., 2012).

5.6.3 - Determinacdo da degradacdo fotoquimica das

suspensdes coloidais

Para avaliacdo da estabilidade fotoquimica das suspensfes coloidais foi feita
uma simulacao de radiacdo com exposicao a luz ultravioleta por 72 h. As suspensdes
coloidais foram retiradas nos tempos pré-estabelecidos de 1, 2, 4, 8,12, 24, 36, 48 e
72 h apoOs da exposicdo a radiacdes ultravioleta. Cada analise foi realizada em
triplicara. Em seguida, as amostras foram analisadas por CLAE e quantificadas
através da curva analitica avaliada (vide secéo 5.3). Como controle, utilizou-se duas
solucdes do extrato de neem, uma néo formulada e exposta a radiacéo ultravioleta, e

outra envolta em papel aluminio também nas condicionada da cadmara de radiacdo
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para avaliar possiveis perdas por degradacao fotoquimica e alvo de comparagao com
as amostras formuladas. A Figura 5.7 ilustra a curva de degradacdo de aza-A em
solugdes coloidais formuladas com acidos humicos, selecionado este polimero pelo
alvo de estudo acima do PCL e as ligninas implementadas como matriz polimérica
pelo aproveitamento das propriedades fertilizantes dos acidos humicos e sua
influéncia no crescimento da planta, melhorando o rendimento e a absor¢cdo dos
nutrientes no desenvolvimento (DE MELO et al.,, 2016). A curva de degradacao
fotoquimica dos produtos formulados com acidos himicos em suspensées coloidal
apresentara uma porcentagem de degradacdo inferior aos controles contendo o
extrato de neem néo formulados. O processo de nanoencapsulacédo e nanoesferado
aumentaram a estabilidade da azadirachtina em aproximadamente uma porcentagem
média de 28,5 + 5,60 em comparacdo aos controles na exposicao direita a radiacao

de luz ultravioleta.
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FIGURA 5.7 - Curva de degradacéao fotoquimica das suspensoées coloidais formuladas

com &cidos humicos

A fotodegradacao do extrato de neem ap0s da radiacdo UV apresentaram uma
da estabilidade em 68,5 + 5,60, indicando a fotosensibilidade da azadirachtina e
posteriormente da atividade inseticida (CHAUDHARY et al., 2017). No entanto, os

ganhos da estabilidade fotoquimica dos produtos formulados em suspencéo coloidal
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tornam os acidos humicos como matriz polimérica na formacédo de nanocapsulas e
nanoesferas uma opcao viavel no uso de formulacdo pela protecdo ativa de

bioinseticidas.

5.6.4 - Avaliacdo da degradacdo térmica das suspencodes

coloidais

O ensaio de estabilidade térmica ndo apresentou variagdo entre as amostras
formuladas, mas uma variacdo significativa entre a avaliacdo das suspensodes
coloidais e extrato de neem nao formulado usado como controle. ApGs a exposicao
térmica de 30°C no periodo de 72 h foram obtidas os resultados que permitiram
acompanhar a avaliacdo da estabilidade das suspensdes coloidais, conseguindo
porcentagem meédios de recuperacdo da azadirachtina de 24,6 + 4,20, sendo um
resultado referente em relacdo a estabilidade do composto formulado em que
comparacgao com o extrato de neem nao formulado que apresento uma porcentagem
de degradacdo de 39,6 = 2,60, as variacdes dos resultados obtidos podem-se

visualizar na Figura 5.8.
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FIGURA 5.8 - Curvas de degradacao térmica das suspensdes coloidais
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5.6.5 - Analise morfolégica das nanoparticulas em suspenséo
coloidal.

A avaliacdo das diferentes suspensodes coloidais foi importante para conhecer
a estabilidade das nanoparticulas apds do processo de formulacéo. A técnica MEV foi
usada para caracterizacdo morfologica das suspensdes coloidais formuladas com
acidos humicos como matriz polimérica, permitindo obter informacdes relativas a
forma e ao tamanho das nanoparticulas em suspensdo (SCHAFFAzICK et al., 2003). As
suspensdes coloidais formuladas com &cidos humicos quando analisadas
morfologicamente através da técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV),
apresentaram diferencas significativas na sua morfologia como pode ser visto na
Figura 5.9, proporcionando possivelmente caracteristicas distintas no processo de
liberacdo do extrato bruto de neem formulado com as mesmas (CoOSTA, 2015).

FIGURA 5.9 - Imagens de MEV das suspensdes coloidais. a) nanocapsulas NC3, b)
nanocapsulas NC4, c) nanoesferas NS3, e d) nanoesferas NS4 nas aproximacgdes de
40000x.
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Avaliacdo das imagens obtidas por MEV demostraram pelas maioria das
amostras um perfil reprodutivel apresentando homogeneidade (ForIM et al., 2013),
sendo NC3as amostras com melhor formacao esférica. As andlises geralmente das
amostras NC3, NS3 e NS4 apresentam um perfil morfolégico descrevendo um
material compacto de estrutura ndo uniforme em sua totalidade, ja que as
nanocapsulas e nanoesferas se podem encontrar com outros agentes nao
nanoencapsulados nas suspensdes coloidais permitindo que apresentam outros
artefatos. Uma maior aproximacao permitira amostrar melhor o perfil de formagé&o das

nanocapsulas e nanoesferas uniformes em todo o material, Figura 5.10.

FIGURA 5.10 - Imagens de maior aproximacdo MEV das suspensfes coloidais. a)
NC3 em 50000x, b) NC4 em 50000x, ¢) NS3 em 10000x e d) NS4 em 50000x.

5.6.6 - Estudos da cinética de liberacao

A avaliacdo dos estudos de liberacdo nanoparticulas em suspenséo coloidal
foram realizados pela técnica de difuséo de bolsas de dialise proposta por LEVY et al.

(1990), permitindo avaliar a liberagdo dos produtos formulados a partir de sistemas
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nanoparticulados poliméricos onde influem diferentes fatores tais como a dessorcao
da azadirachtina na superficie das particulas; da difusdo da azadirachtina através da
matriz das nanoesferas; e a difusdo através da parede polimérica das nanocapsulas
(SopPIMATH et al., 2001). Os resultados obtidos apds a avaliacdo apresentaram um
perfil de liberacdo de azadirachtina nas suspensoées coloidais formuladas com acidos
hamicos como matriz polimérica uma tendéncia de liberacdo apos as 12 h em relacao
ao incremento na porcentagem média de recuperacdo de 40,1 + 4,8 de aza-A (Figura
5.11).
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FIGURA 5.11 - Grafico da avaliacdo da cinética de liberacédo de aza-A das suspencdes

coloidais (n=3)

A tendéncia geralmente foi constante apds das 20 h proporciona a liberacao
com uma taxa maior de aza-A em comparacdo com as primeiras 20 h, tendo uma
liberacdo mais controlada no inicio do ensaio e demostrando depois das 20 h uma
possivel degradacdo da matriz polimérica, a curva apresenta diminuicdo na
concentracdo de aza-A no transcurso do tempo de avaliacao, porém a prolongacéo a

acao inseticida durante o tempo total foi ativa.

5.7 - Quantificacao do teor total de azadirachtina nas suspensdes
coloidais por CLAE-UV.

As suspensdes coloidais obtidas pelos diferentes métodos foram tratadas com
acetona para promover a dissolucéo das nanoparticulas. Depois de homogeneizar, foi
retrada uma aliqguota da solucdo e centrifugada por 30 min a 14.000 rpm.
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Posteriormente, uma aliquota do sobrenadante foi retirada e seca. O material seco foi
ressuspendido em metanol e analisado por triplicara por CLAE, obtendo-se os

resultados apresentados nas Tabelas 5.11 e 5.12.

TABELA 5.11 - Determinacéo do teor total de azadirachtina na suspenséao coloidal
pelo método NPPT

Amostra Concentracéo Concgntragéo Susp. Eficiéncia de
calculada (ug mL™?) Coloidal* (ug mL™) encapsulamento (%)
NC1 (PCL) 2,20 22,1 65,0
NC2 (Lignina) 2,40 23,9 70,4
NC3 (Ac. Humicos) 2,68 26,8 78,8
NC4 (Ac. Hamicos) 3,06 30,6 89,9
NS1 (PCL) 2,85 28,5 83,8
NS2 (Lignina) 2,66 26,6 78,2
NS3 (Ac. Himicos) 2,83 28,3 83,2
NS4 (Ac. Humicos) 2,92 29,2 85,8

NC: Nanocépsulas e NS: nanoesferas
*A concentracao teor da suspencdo coloidal calculada como a concentracdo nominal nas suspencdes
coloidais, sendo 34,0 mg/L

TABELA 5.12 - Determinagdo do teor total de azadirachtina na suspensédo

coloidal pelo método NIDDS

Amostra Concentracéo Concgntragéo Susp. Eficiéncia de
calculada (ug mL™?) Coloidal* (ug mL™) encapsulamento (%)
NC1 (PCL) 2,04 20,5 60,1
NC2 (Lignina) 1,79 16,9 49,9
NC3 (Ac. Hamicos) 1,56 15,7 45,9
NC4 (Ac. Humicos) 1,58 15,8 46,5
NS1 (PCL) 1,85 18,5 54,4
NS2 (Lignina) 1,76 17,5 51,7
NS3 (Ac. Himicos) 1,51 15,1 443
NS4 (Ac. Himicos) 1,42 14,2 41,8

*A concentragdo teor na suspencao coloidal como nominal foi de 34,0 mg/L

Nas analises de quantificacdo do teor da azadirachtina foram avaliados os
meétodos desenvolvidos pela obtencdo de encapsulamento da azadirachtina em
relacdo a porcentagem de recuperagdo como parametro de estabilidade, tendo um
maior monitoramento quantitativo das formulacdes ajudando & otimizagdo dos
parametros nos métodos de encapsulamento e ter a melhor selecdo da técnica
baseada na eficiéncia de nanoencapsulamento. Enquanto, foi determinada o teor de

azadirachtina livre na fase externa de dispersdo com a finalidade de ter uma maior
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veracidade na quantificacéo total de azadirachtina encapsulada. A Tabela 5.13 e 5.14

descrevem os resultados obtidos apés da quantificacdo por CLAE.

TABELA 5.13 - Determinagdo do teor de azadirachtina livre na suspensao coloidal
pelo método NPPT

Amostra Concentracéo Conce_ntragéo Susp. Eficiéncia de
calculada (ug mL?) Coloidal*(ug mL™) encapsulamento (%)
NC1 (PCL) 38,9 5,03 14,8
NC2 (Lignina) 31,2 5,97 17,6
NC3 (Ac. Himicos) 24,1 5,55 16,3
NC4 (Ac. Hamicos) 9,50 2,38 7,01
NS1 (PCL) 5,59 3,24 9,54
NS2 (Lignina) 19,3 5,31 15,6
NS3 (Ac. Hamicos) 19,3 4,68 13,8
NS4 (Ac. Himicos) 13,0 3,72 10,9

*A concentracao teor da suspencao coloidal calculada como a concentracdo nominal nas suspencdes
coloidais, sendo 34,0 mg/L

TABELA 5.14 - Determinagdo do teor de azadirachtina livre na suspensao coloidal
pelo método NIDDS

Amostra Concentragéao Conce_ntra(;éo Susp. Eficiéncia de
calculada (ug mL™?) Coloidal (mg pL™?) encapsulamento (%)
NC1 (PCL) 2,05 20,5 60,3
NC2 (Lignina) 1,69 16,9 49,9
NC3 (Ac. Himicos) 1,56 15,6 459
NC4 (Ac. Himicos) 1,58 15,8 46,5
NS1 (PCL) 1,85 18,5 54,4
NS2 (Lignina) 1,76 17,5 51,7
NS3 (Ac. Hamicos) 1,51 15,1 44,3
NS4 (Ac. Hamicos) 1,42 14,2 41,8

*A concentragdo teor na suspencao coloidal como nominal foi de 34,0 mg/L

As analises da determinacdo do teor de azadirachtina livre ndo encapsuladas
nas suspensodes coloidais mostram concentragdes baixas com respeito ao teor de
azadirachtina nanoencapsulada, permitindo conferir a efetividade dos métodos NPPT
e NIDDS no encapsulamento do principio ativo e avaliar o método com maior
capacidade de encapsulamento com respeito as carateristicas da amostra. Além
disso, a quantificacdo da azadirachtina livre n&o encapsulada nas suspencgdes
coloidais apresentaram uma variacéo representativa permitindo a sele¢cdo do método
de encapsulamento com maior eficiéncia, favorecendo finalmente ao método NPPT

por seu enfraquecimento no teor de azadirachtina livre ndo encapsulada nas
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suspencdes coloidais em comparacdo com o desenvolvimento da técnica NIDDS
(Tabela 5.13 e 5.14), posteriormente a comparacdo do teor de azadirachtina
encapsulada nas técnicas e quantificada nas suspencdes coloidais foram
relativamente maior em relacdo ao método NIDDT (Tabela 5.10 e 5.11), os dados da
qguantificacdo do teor de azadirachtina encapsulada possibilitaram a selecdo da
técnica de encapsulamento NPPT como a metodologia mais adequada para o

desenvolvimento das formulagc&o na obtenc&o do encapsulamento de azadirachtina.

5.8 - Obtenc¢des das nano/microparticulas em pd secas por Spray-

Dryer

Aproveitando as vantagens no processo do método de microencapsulacao
usados no Spray-Drying foram aproveitadas as propriedades oferecida mediante a
técnica permitindo obter uma maior qualidade dos produtos com uma eficiéncia
controlada, podendo implementar produtos das formula¢des sensiveis ao calor,
possibilitando maiores produgbes em operagcées continuas com equipamentos
simples como o Mini Spray-Dryed Biichi B-290, gerando microparticulas relativamente
uniformes e esféricas, boa eficiéncia e baixo custo do processo (SUAVE et al., 2006).
As suspensdes coloidais contendo as nanocapsulas e nanoesféras foram secas pelo
método da secagem por asperséao, tendo como suporte de secagem aerosil 200 (Diox.
Silicio coloidal) em quantidades de 1% m/V. Foram tomado 60 mL de cada suspensao
coloidal previamente concentradas e secas imediatamente ap0s da sua preparacéo
(Figura 5.12). As suspensdes coloidais preparadas foram secas num Mini Spray-
Dryed Blichi B-290 sendo constantemente homogeneizadas com agitador magnético
durante o processo.

O método de aspersdo apresenta vantagens como a obtencdo dos produtos
numa unica etapa e possibilidades de transposicdes de escalas. Para a obtencéo do
p6 com adequadas caracteristicas, foi importante o uso de um adjuvante de secagem,
o qual evita a adesdo das particulas nas paredes do equipamento e
consequentemente uma maior recuperacdo dos produtos em pd6. Conhecendo as
quantidades de materiais usados nas formulagbes foram determinados o0s
rendimentos da operacao de secagem, calculados com base na massa total de sélidos

presentes nas suspensdes de nanocapsulas e nanoesféras, adicionados das massas
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dos componentes oleosos da formulacdo e da massa do adjuvante de secagem
(Tabela 5.15 e 5.16, Figura 5.12).

TABELA 5.15 - Determinacédo dos rendimentos de secagem das nanocapsulas obtidos

por asperséo.

Composicéao Nanocpsulas (NC)

Fase Orgéanica PCL Lignina Ac.HUmico Ac.Hudmico
Biopolimero* (mg) 252,20 250,10 255,20 749,50
Span® 60 (mg) 195,00 196,40 195,30 195,10
Oleo de neem (mg) 775,50 776,20 775,50 775,20
Extrato de neem (mg) 60,10 60,70 59,90 60,10
Acetona (mL) 65,00 65,00 65,00 65,00
Fase Aquosa

Tween® 80 (mg) 195,80 195,10 195,40 195,40
Agua destilada (mL) 135,00 135,00 135,00 135,00
Secagem das nanoparticulas por Spray-Dryer

Suspensdao coloidal (mL) 60,00 60,00 60,00 60,00
Suporte de Secagem (Aerosil) 602,60 606,10 602,30 603,40
Massa seca esperada para 100mL (mg) 2081,2 2084,6 2083,6 2578,7
Massa seca esperada para 60 mL (mg) 1248,7 1250,8 1250,2 1547,2
Massa das preparagdes secas (mg) 883,3 982,2 940,5 963,8
% Rendimento 70,7 78,5 75,2 62,3

*Tipo biopolimero
Os calculos dos rendimentos foram realizados considerando os pesos de aerosil e as
massas secas esperadas para os volumes de 60 mL.

TABELA 5.16 - Determinacao dos rendimentos de secagem das nanoesferas obtidos

por aspersao.

Composicao Nanoesféras (NS)

Fase Orgéanica PCL Lignina Ac. Hidmico Ac. Hamico
Biopolimero* (mg) 254,40 250,30 253,30 750,20
Span® 60 (mg) 195,90 195,50 195,50 195,30
Oleo de neem (mg)

Extrato de neem (mg) 60,20 60,30 60,90 60,40
Acetona (mL) 65,00 65,00 65,00 65,00
Fase Aquosa

Tween®80 (mg) 195,70 194,60 196,30 196,00
Agua destilada (mL) 135,00 135,00 135,00 135,00
Suspensao coloidal (mL) 60,00 60,00 60,00 60,00
Suporte de Secagem (Aerosil) 602,90 601,50 602,80 605,40
Massa seca esperada para 100mL (mg) 1309,1 1302,2 1308,8 1807,3
Massa seca esperada para 60 mL (mg) 785,5 781,3 785,3 1084,4
Massa das preparacfes secas (mg) 739,8 644,3 620,0 664,9
% Rendimento 94,2 82,5 79,0 61,3

*Tipo biopolimero
Os célculos dos rendimentos foram realizados considerando os pesos de aerosil e as massas
secas esperadas para os volumes de 60 mL.
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Os resultados de rendimentos de secagem nas amostras obtidas apresentaram
valores superiores a 70,0%, indicando que as microparticulas poliméricas foram
obtidas com valores satisfatérios pelo método de aspersdo. As nanoparticulas
apresentaram valores de rendimento de preparo e doseamento de azadirachtina
superiores quando foi diminuido a quantidade do extrato nas diferentes formulacbes
contendo acidos humicos, o que permite inferir que a presenca dessas quantidades
formuladas influi no rendimento.

Os rendimentos obtidos na secagem pelo método de aspersao por Spray-Dryer
apresentaram resultados variaveis entre os diferentes polimeros implementados nas
formulacbes, permitindo estabelecer uma comparacdo na efetividade de
encapsulamento do principio ativo. A relacéo dos estudos de micro/nanoencapsulacao
de principios ativos com o propdésito de aplicacdo sdo variados, pelo que os produtos
gue constituintes nas formulacdes variam dependendo dos interesses de uso, em gréo
medida os polimeros implementados nas formulacées formam um fator importante no
encapsulamento pela adsor¢cdo do principio ativo na parede polimérica, permitindo
influenciar a quantidade de principio ativo associado aos sistemas nanoestructurados,
dentro dos quais destacam-se as propriedades fisico-quimicas no principio ativo. A
grande importancia da implementacdo dos acidos humicos como biopolimero nas
formulacBes de obtencdo do micro/nanoparticulas de aza-A é da acrescenta um valor
agregado nos produtos finais, a conhecimento da efetividade da acéo fertilizante dos

acidos humicos.

a) - ;" b) w :.' 'C) w‘ j;l' d) n M

FIGURA 5.12 - Produtos secos por aspersao utilizando o Mini Spray-dryed B-290: a)
NC com PCL, b) NC com lignina, ¢c) NC com &c. humicos, d) NC com ac. hamicos
concentrada, €) NS com PCL, f) NS com lignina, g) NS com &c. himicos, e h) NS com
maior aplicacdo de &c. humicos.
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5.9 - Caracterizagcdo dos produtos secos por aspersao

5.9.1- Doseamento quantitativo de aza-A nos produtos secos

por Spray-Dryer

O teor de azadirachtina em todos os produtos nebulizados foi quantificado por
CLAE (Tabela 5.17). As amostras foram preparadas tratando os nebulizados com
acetona a fim de proceder a dissolucdo do polimero e liberacdo do conteudo de

azadirachtina presente nas nanoparticulas.

TABELA 5.17 - Quantificagdo do teor aza-A nos produtos secos por aspersao

utilizando o equipamento Mini Spray-dryed Biichi® B-290

Amostra Concentracao P6* (mg/KQ) encaEptlsc&?grﬂ:n?g (%)
NC1 (PCL) 1,62 79,4
NC2 (Lignina) 1,25 61,2
NC3 (Ac. Humicos) 1,12 54.6
NC4 (Ac. Humicos) 1,06 52,0
NS1 (PCL) 1,39 68,5
NS2 (Lignina) 0,73 35,7
NS3 (Ac. Himicos) 0,96 47,2
NS4 (Ac. Himicos) 1,33 65,0

*A concentracdo teor do pé nominal calculada foi 2,042 mg kg™

Os resultados apresentados na Tabela 5.17 representam os valores do teor de
aza-A quantificada nos produtos finais micro/nanoencapsulados, apresentando
resultados atipicos entre os dados obtidos com respeito aos diferentes polimeros
implementados nas formula¢gdes. Evidentemente, os valores ap0s o processo de
encapsulamento permitiram inferir as porcentagens do teor de aza-A néo
nanoencapsulada, relacionando as variacdes das porcentagens de recuperacdo com
os diferentes fatores que influem no nanoencapsulamento do produto ativo durante a

obtencéo dos produtos secos por aspersao.

5.9.2 - Estabilidade fotoquimica dos produtos secos por

aspersao

O propdsito do nanoencapsulamento do extrato de neem como biopesticida tem
como finalidade a diminuicdo dos fatores de degradacao sofrida pela azadirachtina e

demais constituintes do extrato (CARVALHO et al., 2015). Esses -constituintes
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apresentam baixa estabilidade em condicbes de campo, principalmente a
fotodegradacdo. Assim, uma alternativa para proporcionar ganhos de estabilidade
como a diminuicAo da degradacdo do extrato de neem tem sido descrita,
acrescentando a necessidade de novas formulagbes de neem com maior
fotoestabilidade, periodo crescente entre pulverizacdes, a fim de aumentar seu uso
na agricultura (CosTA et al., 2017; FLORES-CESPEDES et al., 2015).

Para avaliacdo da estabilidade fotoquimica dos produtos secos por aspersao
foi feita uma simulacdo em cadmara com exposicao a radiagcao ultravioleta por 72 horas.
Os produtos secos por aspersao foram retirados em triplicata nos tempos de 12, 24,
36, 48 e 72 h apds da exposicao a radiacdes ultravioleta. Em seguida, as amostras
foram analisadas por CLAE-UV e quantificadas por meio da curva de calibragédo
avaliada (vide secao 5.3.2). Como controle, utilizou-se duas amostras do extrato bruto
de neem exposto a radiacdo UV, a primeira envolta em papel aluminio e a segunda
exposta diretamente. A Figura5.13 ilustra a curva de degradacéo dos produtos secos

por aspersédo nanoencapsulados.
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FIGURA 5.13 - Curva de degradacéao fotoquimica dos produtos secos por asperséao.

A Figura 5.13 apresenta como a curva de degradacgéao fotoquimica dos produtos
secos por aspersao decai consideravelmente em todos os produtos que foram
expostos a radiagéo UV e levemente o extrato de neem néo formulado protegido com
papel aluminio e utilizado como controle, tendo uma diminuigdo da estabilidade de

7,30 £ 5,90. As amostras formuladas expostas a radiagdo UV apresentaram uma
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diminuicdo da estabilidade da azadirachtina em 28,3 + 5,91% nos produtos
microencapsulado e nanoesferado, porém a estabilidade da azadirachtina
qguantificada no extrato de neem nao formulado sem protecdo apresenta diminuigéo
do 61,0 + 590% da sua estabilidade, o que permite inferir um ganho de
aproximadamente do dobre da estabilidade com os produtos microencapsulas e

microesferado.

5.9.3 - Degradacéao térmica dos produtos secos por aspersao

Os ensaios de degradacéo térmica apresentaram resultados préximos entre os
produtos formulados diferindo levemente do extrato de neem ndo formulado. A
exposicao térmica num periodo total de 72 h e a temperatura constante numa camara
acondicionada a 30°C. Aliquotas foram retiradas por triplicata para acompanhar o
processo de degradacédo térmica nas formulagdes dos produtos secos por aspersao,
tendo como referéncia o extrato de neem néo formulado como controle. A avaliacédo
da degradacdo térmica permitiu obter os resultados da diminuicdo da estabilidade da
azadirachtina no controle com perdidas de 31,7 + 5,50, tendo um aumento na perdida
de estabilidade em comparagcdo com os produtos microencapsulas e microesferado
que ficaram com um ganho do 10% aproximadamente, sendo s6 uma perdida de
estabilidade em 72 h de 24,2 + 5,50 (Figura 5.14).
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FIGURA 5.14 - Curvas de degradacao térmica de azadirachtina presente nos produtos

Secos por aspersao
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CosTA (2015) descreve tendéncias carateristicas no armazenamento dos
produtos a base de neem, tendo condicbes com fatores como a temperatura e
umidade, onde a azadirachtina pode sofre processos de degradagdo em fungéo do
tempo (CosTA, 2015). Na Figura 5.14 o extrato de neem sem protecdo exposto a
temperatura ambiente (aproximadamente 30°C) apresentou uma degradacdo na
estabilidade da azadirachtina de um 31,7 = 5,50% num periodo de 72 h, o que
descreve a acéo descrita por COSTA (2015) da temperatura sob azadirachtina por

tempos prolongados.

5.9.4 - Analise da morfologia do micro/nanoparticulas por

microscopia eletronica de varredura

A avaliacéo das diferentes formulacdes para obtencdo do micro/nanoparticulas
tendo os acidos humicos como matriz polimero foi relevante para a obtencdo de
informacdes relativas a forma e ao tamanho das nanoparticulas de cada amostra apos
0 processo de encapsulamento. Através da técnica de microscopia eletrdnica de
varredura (MEV), se puderam presenciar as diferengas na morfologia de cada

formulacédo (Figura 5.15).

FIGURA 5.15 — Analises da morfologia dos produtos secos por aspersao em 10000x:

a) NC3, b) NC4, ¢c) NS3, e d) NS4
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As imagens obtidas por MEV mostraram em sua grande maioria um perfil
reprodutivel, mesmo sendo as formulacdes diferentes, estas apresentam o perfil
morfolégico de um material compacto de estruturas semiesféricas em forma de
clusters (Aglomeracbes). Em geral, os produtos secos por aspersao obtidos no
processo de nanoencapsulamento e nanoesferado, apresentam um perfil de formacéao

de microesferas nao uniforme em todo o material.

5.10 - Bioensaios

O ensaio biologico visou certificar se a atividade inseticida ja conhecida do
extrato de neem se manteria apos do processo de microencapsulamento utilizando
acidos humicos como biopolimero. Para o ensaio foi escolhido a inseto praga
Spodoptera frugiperda, por suas conhecidas a¢fes maléficas em diversos cultivos,
principalmente no milho e algodao (PEREzZ-ZUBIRI et al., 2016).

5.10.1 - Avaliacao dos produtos formulados em dieta artificial

sobre Spodoptera frugiperda

As microparticulas formuladas com &cidos humicos como matriz polimérica
NC3 e NC4 formuladas com 250 mg e 750 mg de acidos humicos, respectivamente
foram avaliadas biologicamente frente a S. frugiperda. O extrato de neem foi utilizado
como controle no ensaio biolégico, usando 60,0 mg para cada 200,0 g de dieta
artificial. O célculo do teor de aza-A no extrato de neem permite inferir a quantidade
de azadirachtina em 60 mg de extrato de neem presente na dieta artificial, sendo 2,0
mg. A quantidade do extrato de neem utilizado foi superior em comparacdo com o
extrato de neem utilizado nas formulacdes, no entanto, a quantidade escolhida para a
dieta, tanto nas formulagdes quanto no controle foram iguais. Foram administradas
quantidades de 15 e 45 mg das formulacdes NC3 e NC4 na dieta artificial, os

resultados ap6s do ensaio sdo apresentados na Figura 5.16.
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FIGURA 5.16 - Mortalidade de S. frugiperda em fase larval alimentadas com dieta

artificial e tratada com produtos.

Como observado na Figura 5.16, o periodo do ensaio foi levado até 15 dias
para a avaliacdo da mortalidade de S. frugiperda em presenca dos produtos
formulados com acidos humicos e os controles. O controle de monitoramento no
processo apds os 15 dias de avaliacdo conseguiu chegar a fase adulta até polpa,
dando continuidade a seu ciclo biolégico normal. Enquanto o extrato de neem nao
formulado apresentou uma efetividade do 100% de mortalidade das lagartas de S.
frugiperda no periodo final de avaliacdo, permitindo conferir a agéo inseticida e
referente de comparacao biolégica no controle de S. frugiperda. A Figura 5.17 permite
a visualizacdo da avaliacdo biologica dos produtos formulados, onde é possivel
observar o efeito dos constituintes do extrato de neem sobre a inseto praga e a
alteracdes morfolodgicas no processo evolutivo. Os produtos formulados e aplicados
com maior quantidade de p6 (45 mg) no ensaio apresentaram uma maior eficiéncia
em comparacdo com os utilizados em menores quantidades (15 mg), ndo tendo uma

variagao significativa na mortalidade de S. frugiperda.
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FIGURA 5.17 - Larvas S. frugiperda afetadas apés ingerir a dieta artificial com
produtos e extratos de neem: a) produto NC3 (15 mg), b) NC3 (45 mg), c) NC4 (15

mg), c) NC4 (45 mg), e) neem nao formulado, e f) controle (dieta sem neem)

Todas as formulacdes apresentaram efeito sobre S. frugiperda representando
mortalidades superiores a 78,5 + 0,1% no ensaio, tendo agdo de efeito inseticida dos
produtos no periodo médio do 39,3+0,1% durante 10 dias. As larvas que seguiram
sobreviver ao efeito inseticida dos produtos avaliados nos 15 dias foram deixadas para
observar o efeito dos produtos a longo prazo na dieta artificial, acareando de

formacdes morfoldgicas da fase larval de seu desenvolvimento normal (Figura 5. 18).
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FIGURA 5.18 - Desenvolvimento larval de S. frugiperda durante o ensaio: a) e b)

pupas com diminui¢cdo no tamanho; c) fase adulta desenvolvida no controle (Dieta sem
produtos formulados); e d) ovos de S. frugiperda no controle

5.10.2 - Avaliacao dos produtos formulados em pé pulverizados

sobre S. frugiperda simulando aplicagao de campo

Para verifica a  eficiéncia dos produtos obtidos apdés o
micro/nanoencapsulamento com acidos humicos como matriz polimérica sobre S.
frugiperda foi avaliada a aplicagdo dos produtos sob plantas de milho, simulando
condic¢des de cultivos (Figura 5.20b). Os produtos foram pulverizados sobre as plantas
de milho, nas mesmas concentragdes de aplicagdo no ensaio da dieta artificial, com o
propésito de examinar a eficacia dos produtos formulados sobre S. frugiperda. Os
produtos foram distribuidos sem toda a planta de milho com o alvo de avaliar a
capacidade inseticida dos produtos micro/nanoencapsulados ap6s aplicacao.
Posteriormente as plantas previamente cultivadas com substrato para crescimento a
25+1°C, foram desenvolvidas até 15 dias para aplicacéo das larvas de S. frugiperda e
posterior administracdo dos produtos nanoencapsulados, os resultados apds do
ensaio sao apresentados na Figura 5.19.
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FIGURA 5.19 - Mortalidade da fase larval de S. frugiperda apés pulverizacdo dos

produtos em culturas de milho.

A aplicacdo dos produtos micro/nanoencapsulados em quantidades diferentes
(15 e 45 mg) foram mantidos nas concentracdes utilizadas na avaliagdo da
mortalidade em dieta artificial como comparativo de acdo, apresentando efeitos
significativos na fase de desenvolvimento de S. frugiperda, promovendo mortalidade
média de até 50% no periodo de 10 dias. Os produtos aplicados em maiores
guantidades causaram em menor tempo mortalidade de S. frugiperda. Os resultados
tardios em comparagédo com o bioensaio em dieta artificial apresentaram diminuigéo
na alimentacdo no tempo de ensaio, com alteracdes apos os dias de avaliacdo com
alteracdes morfolégicas. Dimensionando os dados obtidos no campo de acdo em
grande escada, o retardamento no ciclo biolégico das lagartas devido a falta de
alimentacao ira prejudicar sua multiplicacdo e ndo afeitar o ecossistema como ocorre
com os inseticidas sintéticos convencionais devido ao seu efeito ‘knock-down”
(SODERLUND et al., 2003).
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FIGURA 5.20 - Avaliacdo dos produtos sobre plantas de milho com S. frugiperda: a)

aplicacao de lagarta em folhas, e b) avaliacao isolada (Simulacdo ambiental).

5.11 - Determinacdo da capacidade fertilizante dos produtos

formulados em poé

A incorporacdo dos acidos humicos nas formulacbes nos produtos
micro/nanoencapsulados teve principalmente dois objetivos: a funcionalidade
biopolimérica, aproveitando a capacidade biodegradavel e a capacidade fertilizante
influenciando diretamente na fertilidade do solo, assim como a contribuicdo simultanea
de forma significativa na estabilidade, afetando na absorcdo dos nutrientes e como
consequéncia no crescimento da planta. Mantendo as concentracdo e quantidade
aplicada nos bioensaios com S. frugiperda, foram desenvolvidos ensaios de avaliagéo
da capacidade fertilizante dos produtos micro/nanoencapsulados NC3 e NC4
implementado 20 plantas de milho por cada amostra, o extrato de neem nao formulado
como controle, e finalmente um controle sem alteragdes no substrato como referente
de desenvolvimento natural (Figura 5.21).

Os resultados apresentados na Figura 5.22 mostram a avaliacdo expressada
em porcentagens de germinacdo das plantas de milho a partir das massas das
diferentes partes da planta calculados apds a avaliacao de 15 dias. Os dados obtidos
indicam uma germinacgédo total média de 89,5 £+ 0,1% das plantas tratadas com o0s
produtos formulados em po, influenciando no crescimento devido a capacidade de
fertilizagdo dos produtos formulados com acidos hamicos. Desse modo, a dualidade
da funcé@o dos &cidos humicos no processo de micro/nanoencapsulamento e agéao
composita teve relevancia com os resultados obtidos na determinagéao da germinacéo
e na matriz polimérica dos micros/nanoparticulas formuladas, com rendimentos

médios acima de 70%.
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FIGURA 5.21 - Capacidade fertilizante dos produtos: a) dia inicial (0), b) 3 dias de

ensaio, c) fertilizacédo de plantas de milho (9 dias), e d) 14 dias de ensaio.
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FIGURA 5.22 - Avaliacao fertilizante dos produtos microencapsulados: a) parte aérea,
b) raiz, c) planta, e d) % Germinacao.
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O resultado da formulacdo NC4 representa o maior uso das substancias
hamicas nas formulagGes, estabelecidas na obtencdo de micro/nanocapsulas em po
(item 5.8), onde foram empregados 750 mg de &cidos humicos e 250 mg para as
amostras NC3, respectivamente. O anterior pode ser associado aos resultados,
estabelecendo uma relacdo da germinacdo das plantas de milho e a quantidade de
acidos humicos utilizados nas formulagbes dos produtos, sendo diretamente

proporcional ao crescimento da planta de milho.

6- CONCLUSAO

O método escolhido para o desenvolvimento das micro/nanoparticulas
formuladas com acidos humicos como matriz biopolimérica e carregadas com uma
sustancia bioativa a partir do extrato das améndoas de sementes da planta
Azadirachtina indica para obtencdo de um produto natural formulado com acgao
inseticida-fertilizante apresentou uma eficiéncia superior a 70,3 + 0,1%, com pouca
variabilidade na estabilidade de aza-A micro/nanoencapsulada como principio ativo,
mantendo maior tempo de estabilidade durante sua acado inseticida. Assim, as
micro/nanoparticulas apresentaram ganhos na protecao dos constituintes ativos do
extrato vegetal do neem. A comparacdo com diferentes biopolimeros permitiu a
comparacao no processo de encapsulamento com &cidos humicos como matriz
polimérica, permitindo a avaliacdo deste como biopolimero e aproveitando as
propriedades fertilizantes como alvo de doble funcionalidade nos produtos finais em
p6 obtidos por Spray Dryer.

Os estudos de avaliacdo da estabilidade de aza-A, promovidos na camera de
degradacdo fotoquimica (UV), temperatura, cinética de liberacdo, assim como o
monitoramento quantitativo da substancia ativa por CLAE-UV, comprovaram a
eficiéncia pelo micro/encapsulamento do método escolhido na obtengéo dos produtos
formulados. Além das propriedades avaliadas na estabilidade de aza-A, a verificagéo
do pH nas amostras em suspensdes coloidais por 60 dias apresentaram dados médios
caracteristicas de acidos débeis ou ténues, estando de acordo com faixas gerais de
pH adequados para usos topicos e comerciais. A cinética de liberacdo do
micro/nanocapsulas em suspensdo coloidal demostrou uma liberacdo controlada e
eficiente, com uma tendéncia de liberagdo de 40 £ 0,5% em 12 h e posteriormente

uma diminuicao paulatina no tempo restante da avaliacédo até 72 h.
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O bioensaio com a lagarta militar S. frugiperda demostraram resultados da
protecdo de aza-A avaliados, apresentando mortalidades superiores de 78,7+0,1%
(valor médio) na avaliacdo dos produtos formulados em p6 incorporados em dieta
artificial e 76,2 + 0,1% (valor médio) na analise dos produtos micro/nanoencapsulados
pulverizados em plantas de milho. Adicionalmente, a capacidade fertilizante dos
produtos formulados com &cidos humicos, proporcionaram uma germinacdo das
plantas de milho uma eficiéncia de 89,1 + 0,1%. Sendo os resultados anteriores
promissérios para promover biopesticidas micro/nanoencapsulados com
biopolimérica, aproveitando uma dupla funcionalidade da matriz polimérica, neste
caso como fertilizante.

Os processos avaliados nesta dissertagdo deram apenas 0s primeiros passos
que apontam a novas estratégias para o controle de insetos pragas com
micro/nanocapsulas biopoliméricas de dupla funcionalidade fertilizante favorecendo o
desenvolvimento das plantas. Existem melhorias e modificacGes a fazer, sobretudo
na perspectiva de tornd-lo num processo mais integro, variando etapas para a

otimizacdo e obtencdo de maiores rendimentos numa s6 unidade no produto final.
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